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1. Glossario de termos e abreviaturas

(Por ordem alfabética)

APC - células apresentadoras de antigénios

CAPN14 - calpaina-14

CCL11 - eotaxina-1

CCL26 - eotaxina-3

CCRS3 - recetor eosinofilico de eotaxina

CRLF?2 - citocina fator "receptor-like” tipo 2

CRTH2 - molécula homologa de recetores e quimioatrativa expressa em células Th2

DC - célula dendritica

DRGE - doenca de refluxo gastroesofagico

DSG1 - desmogleina-1

ECP - proteina catiénica eosinofilica

EDN - neurotoxina derivada de neutrofilos

EOE - esofagite eosinofilica

EoE PPI-R - esofagite eosinofilica que responde a blogueadores da bomba de protdes

EPO - peroxidase eosinofilica

FITC - isotiocianato de fluoresceina

FLG - filagrina

GWAS - estudos de associagdo genémica ampla



IBPs - inibidores da bomba de protdes

ICAM-1 - molécula de adesdo intercelular 1

IgE - imunoglobulina E

1gG4 - imunoglobulina G4

1gG4-RD - doenca relacionada com IgG4

IL-1 - interleucina 1

IL-3 - interleucina 3

IL-4 - interleucina 4

IL-4Ra - recetor comum 4o

IL-5 - interleucina 5

IL-13 - interleucina 13

IL-15 - interleucina 15

iNKT - linfécitos T Natural Killer invariantes

JAK - Janus quinase

LRRC32 - repeticéo rica em leucina 32

MBP - proteina basica major

MeSH - medical subject headings

NGS - sequenciacdo de Gltima geragéo

OVA - ovalbumina

PCR — reacdo em cadeia da polimerase



POSTN - periostina

RANTES - fator regulado na ativacdo, expresso e segregado em células T normais

RCT - estudo randomizado e controlado

SNP - polimorfismo de um unico nucleotideo

ST2 -recetor IL1RL1

STATG - transdutor de sinal e ativador de transcricao tipo 6

SYNPO - sinaptopodina

TGF-a - fator de crescimento transformador alfa

TGF-p - fator de crescimento transformador beta

TGF-B1 - fator de crescimento transformador 1

TNF-a - fator de necrose tumoral alfa

TSLP - linfopoetina estromal timica

TSLPR - gene codificador do recetor de TSLP



2. Resumo

A esofagite eosinofilica (EoE) é uma doenca cronica, desencadeada por antigénios
alimentares e mediada por uma resposta inflamatéria Th2. A doenca foi inicialmente descrita
hé cerca de 3 décadas, e é caracterizada clinicamente por sintomas de disfuncéo esofagica. Tem
associacao a comorbilidades atdpicas e, histologicamente, existe um infiltrado eosinofilico no
tecido esoféagico. O conhecimento da fisiopatologia desta doenca ainda esta longe de estar
esclarecido, no entanto tém existido grandes progressos na compreensdo dos mecanismos
genéticos e moleculares por detras da mesma, possibilitando o desenvolvimento de melhores
métodos de diagndstico, de predicdo de risco da doenca e de tratamentos mais eficazes. A
revisdo dos trabalhos investigacionais feitos nessa area coloca em perspetiva os achados dos
varios estudos, traz ao de cima as incongruéncias entre 0s mesmos, e permite uma atualizagdo

relativamente ao mais recente conhecimento obtido na area.

A pesquisa bibliografica foi realizada utilizando a base de dados PubMed e com a
equagdo de  pesquisa  “eosinophilic  esophagitis/pathology = OR  eosinophilic
esophagitis/etiology”, aplicando os filtros de incluséo de trabalhos publicados apenas na lingua
portuguesa ou inglesa, entre 1 de janeiro de 2008 até ao presente e apenas artigos com abstract
disponivel. Foram ainda consultadas referéncias bibliograficas destes artigos e outros artigos

ndo incluidos na pesquisa, mas com importancia no conhecimento global do tema.

Apesar da grande relacdo entre a esofagite eosinofilica e as comorbilidades
alérgicas/atépicas, ndo parece haver uma resposta imediata classica mediada por
imunoglobulina E (IgE) na base da fisiopatologia da EoE. A herdabilidade genética parece ser
baixa e sugere que o meio ambiente partilhado devera ser o maior responsavel pelo risco de

doenca, tal como a exposicao precoce a antigénios exdgenos e a alteragdo do microbioma.



Existe uma resposta inflamatoria Th2 exagerada a antigénios, com desregulacdo da expressao
de moléculas quimioatratoras, como a linfopoetina estromal timica e eotaxina-3, mas também
de moléculas relacionadas com a barreira epitelial, como desmogleina, filagrina e calpaina-14.
Estudos genéticos confirmaram o envolvimento e sobre-expressdo de calpaina-14, da
linfopoetina estromal timica (e do seu recetor membranar) e revelaram também a implicacédo

da via STATG.

Em todos os estudos parece existir consenso de que, para existir EOE, é necessaria uma
barreira epitelial disfuncional, com expressdo anormal de desmogleina e filagrina, entre outros
componentes. Esta disfuncdo pode existir como fator despoletante inicial ou como
consequéncia da inflamacdo. Ha uma hipersensibilidade do epitélio, com producdo exagerada
de quimioatratores de basofilos e eosinofilos, na presenca de interleucinas como IL-4, IL-5 e
IL-13, que influenciam o recrutamento celular e a inflamacao. Os eosinofilos recrutados para
o tecido libertam proteinas toxicas que contribuem para a inflamacéo no esofago e estimulam
a producdo de proteinas de matriz extracelular, levando a fibrose esofégica verificada a longo
prazo. Estudos futuros devem incidir nos componentes moleculares j& comprovados como
sendo 0s mais importantes na fisiopatologia da doenca, no sentido de diferenciar as
desregulaces iniciais e precipitantes da doenca, das desregulacdes consequentes da doenca

ativa.

Palavras-chave: Esofagite eosinofilica; fisiopatologia; etiologia; hipersensibilidade alimentar;

genética; inflamacdo; alérgenos.



3. Abstract

Eosinophilic esophagitis (EoE) is a chronic disease, triggered by food antigens and
mediated by a Th2 inflammatory response. The disease was first described about 3 decades ago
and is characterized clinically by symptoms of esophageal dysfunction. EoOE is also associated
with atopic comorbidities and, histologically, there is an eosinophilic infiltrate in the
esophageal tissue. The knowledge of this disease’s pathophysiology is still far from
enlightened, however great progress has been made in understanding the genetic and molecular
mechanisms behind it, allowing for the development of better methods of diagnosis, prediction
of disease risk and of more effective treatments. The review of the research done in this area
puts the findings of the various studies in perspective, brings up the inconsistencies between

them, and allows a knowledge update, regarding the latest discoveries obtained in the area.

The literature search was performed using the PubMed database and the equation of
research "eosinophilic esophagitis/pathology OR eosinophilic esophagitis/ etiology", applying
the inclusion filters of articles published only in Portuguese or English, between 1 of January
2008 to the present date and only articles with abstract available. Bibliographical references of
those articles and other articles not included in the research, but with importance in the global

knowledge of the subject, were also consulted.

Despite the great relationship between eosinophilic esophagitis and allergic/atopic
comorbidities, there is no classical immediate and immunoglobulin E (IgE) mediated response
as a pillar of EoE pathophysiology. Genetic heritability appears to be low and suggests that the
shared environment should be the biggest factor for disease risk, which includes early exposure

to exogenous antigens and a microbiome alteration.



There is an exaggerated Th2 inflammatory response to antigens, with deregulation of the
expression of chemoattractant molecules, such as thymus stromal lymphopoetin and eotaxin-
3, but also of epithelial barrier molecules, such as desmoglein, filaggrin, and calpain-14.
Genetic studies confirmed the involvement and over-expression of calpain-14, of the thymic
stromal lymphopoetin (and its membrane receptor) and revealed the implication of the STAT6

pathway.

In all studies researched, there seems to be a consensus that, to develop EOE, a
dysfunctional epithelial barrier with abnormal expression of desmoglein, filaggrin and other
components is required. This dysfunction may exist as an initial triggering factor or caused by
the existing inflammation. There is also a hypersensitivity of the epithelium, with exaggerated
production of basophil and eosinophil chemoattractants, in the presence of interleukins such as
IL-4, IL-5 and IL-13, which influence cell recruitment and inflammation. Eosinophils recruited
into the tissue release toxic proteins that contribute to the inflammation of the esophagus and
stimulate the production of extracellular matrix proteins, leading to long-term esophageal
fibrosis. Future studies should focus on the molecular components already proven to be most
important in the pathophysiology of the disease, in order to differentiate the initial and
precipitating deregulations of the disease from the dysregulations that are a consequence of the

active disease.

Keywords: Eosinophilic esophagitis; physiopathology; etiology; food hypersensitivity;

genetics; inflammation; allergens.



4. Introducéo
A esofagite eosinofilica (EOE) é uma doenga crénica, mediada por uma interacao
anormal imuno-antigenica, através de inflamacdo predominantemente Th2 (1, 2). Da-se o
diagnostico de EoE quando temos uma amostra histoldgica esofagica acima de 15 eosinofilos

por campo de alta ampliacdo (sendo este definido por uma ampliacdo de 400x) (3).

A EOE é desencadeada, em grande parte, por antigénios alimentares. A doenga foi
inicialmente descrita hé cerca de 3 décadas, afeta adultos e criancas e existe uma tendéncia
epidemioldgica transversal a varios estudos que evidencia um maior nimero de casos
masculinos do que casos femininos (4). Esta patologia é caracterizada por sintomas de
disfuncéo esofagica e histologicamente por um infiltrado eosinofilico e mastocitério (entre
outras células), recrutadas por libertacdo de citocinas pré-inflamatérias e quimiotéticas no

tecido esofagico, ap6s iniciacdo da inflamac&o por contacto com alergénios exdgenos (5).

Os doentes com EoE apresentam, habitualmente, bom estado geral de satde, mas tém
invariavelmente algum grau de disfagia. Aquando da ingestdo de alimentos sélidos, podem
também surgir sintomas agudos de disfuncdo motora e estenose esofagica com impactacdo

alimentar, podendo resultar em episodios de bélus, situacdo que € uma emergéncia médica (6).

Apenas um terco dos doentes com EoE nédo tratada apresenta sensacdo de obstrucédo
prolongada; a maioria dos doentes cria estratégias alimentares para lidar com a sintomatologia,
tais como a evicgdo de carne e pdo, mastigacao lenta e auxilio da degluticdo com liquidos (6).
Os sintomas da EOE estdo relacionados com uma disfuncdo esofagica e consistem
maioritariamente em disfagia, impactacéo alimentar, dor abdominal, nuseas e vomitos (4); no

entanto a semiologia € também dependente da idade, sendo mais especifica nos adultos (7).
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Nos bebés, a presenca de EOE muitas vezes é apenas percetivel através de uma perda
ponderal e por dificuldades inespecificas na alimentacdo (8). Relativamente as criangas e
adolescentes, estes exibem maioritariamente dor abdominal, problemas alimentares, baixo
desenvolvimento estatural e ponderal, enquanto que os adultos tém queixas de disfagia,
principalmente na ingestao rapida de alimentos solidos e secos, dor toracica ocasional, e quadro
de impactacdo espontanea alimentar, que pode incluir odinofagia e regurgitacdo (6). A
impactacao alimentar € uma emergéncia médica muito tipica da esofagite eosinofilica, sendo
apenas encontrada em doentes de outras patologias como cancro esofagico, anel de Shatzki ou
estenoses pépticas e muito raramente encontrado em doencas da motilidade esofagica como o
esofago quebra-nozes (9, 10), uma dismotilidade esofagica caracterizada por contracdes do

musculo liso do eséfago em amplitude ou duracdo excessiva, mas com sequéncia normal.

Aguando da avaliacdo clinica, a inspecdo geral é habitualmente normal, e pode ou nao
estar presente eosinofilia no sangue periférico, pelo que o exame de eleicdo para

estabelecimento de um diagndstico definitivo é a endoscopia com bidpsia esofagica (3).

A EOE estd associada a fibrose da mucosa esofagica, formacdo de estenoses e
perturbacdo da motilidade esofagica, embora a aparéncia macroscopica na endoscopia possa

ser normal em cerca de 1/3 dos casos da populacdo pediatrica (4, 11).

Uma das razbes que fez com que esta doenca fosse inicialmente catalogada como
mediada por IgE foi a associagdo a comorbilidades atOpicas, entre elas a asma, a
rinoconjuntivite e as alergias, quer alimentares, quer a aeroalérgenos (1). Um estudo
observacional prospetivo recentemente realizado em Espanha reportou a presenca de
eosinofilia sanguinea em 60% dos doentes, elevagdo da proteina cationica eosinofilica e de IgE
total em cerca de 88% e 77% dos casos, respetivamente, numa amostra populacional

constituida por 35 criangas e adolescentes, de 4 a 16 anos (12).
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Cerca de 70% dos doentes do estudo referido tém ou ja tiveram alguma doenca alérgica ou
testes Prick positivos para algum tipo de antigénio alimentar, evidenciando a forte componente

de associacdo de doencas do espectro atdépico com a EoE (12).

A evidéncia cientifica sugere o envolvimento de uma parte ambiental e de uma parte
genética no desenvolvimento da esofagite eosinofilica. Por exemplo, existem relatos de
associacdo da EOE a doencas genéticas mendelianas como as doencas hereditarias do
colagénio, nomeadamente a sindrome de Ehlers-Danlos e Marfan, com uma incidéncia de 1%
(13). Outras patologias associadas & EoOE incluem perturbagdes da motilidade esofégica,
confirmadas por manometrias esofégicas realizadas em doentes com EoE, como por exemplo
0 es6fago quebra-nozes, ja referido, a acalasia e o espasmo esofagico difuso (14). Todavia, esta
associacdo das doencas de motilidade esofagica com a EoE ainda ndo é clara. A sua presenca
poderia justificar-se pela existéncia de menor complacéncia devido a fibrose sub-epitelial
extensa em doentes de EoE de longa data e também por uma diminuicdo da resposta a

estimulacao neuronal, consequéncia do processo inflamatério crénico.

O diagndstico diferencial da EoE faz-se maioritariamente com a doenga de refluxo
gastroesofagico (DRGE), uma das vérias patologias cujos sintomas e histologia mais se
assemelham a da EoE. A esofagite eosinofilica que responde a bloqueadores da bomba de
protdes (EoOE PPI-R), a sindrome primaria hipereosinofilica, a esofagite induzida por
medicacdo, as doencas infeciosas do trato intestinal, a doencga inflamatéria intestinal e as

neoplasias primarias do esdfago ou metéstases, sdo entidades a considerar (15).

Quando existe eosinofilia periférica, é importante excluir a presenca da sindrome
priméria hipereosinofilica. Esta doenca mieloproliferativa é caracterizada pela producéo
excessiva e idiopatica de eosindfilos na medula 6ssea com eosinofilia periférica persistente,

associada a lesdo de 6rgdos pela libertacdo de mediadores eosinofilicos.
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Esta sindrome é mais comum em homens do que em mulheres e tende a ocorrer entre as idades
de 20 e 50 anos. Embora possa haver envolvimento de multiplos sistemas organicos, o coracgéo,
0 sistema nervoso central, a pele e o trato respiratorio estdo mais frequentemente afetados. O
envolvimento do trato gastrointestinal € muito raro e poucos casos de sindrome com gastrite
ou enterite foram relatados, sendo que até ao momento, o envolvimento do es6fago foi relatado

apenas uma vez em todo o mundo.

De dificil distingdo comparativamente a EOE € a esofagite eosinofilica que responde a
blogueadores da bomba de protdes (EoE PPI-R). Apds estabelecimento de existéncia de EoE,
com avisualizagdo de 15 ou mais eosinéfilos por campo de alta ampliagdo numa amostra obtida
por bidpsia de um segmento esofagico, € necessario a realizacao de uma prova com inibidores
da bomba de protdes (IBPs) para descartar a hipdtese de EOE PPI-R, antes do diagnostico
definitivo (3). Esta patologia, como falaremos adiante, ainda € alvo de grande discussdao na
comunidade cientifica, na medida em que certos autores referem poder ser uma fase evolutiva

da EoE e outros defendem ser patologias distintas.

O prognéstico da EoE ainda € dificil de estabelecer com exatiddo, devido ao curto
tempo de reconhecimento da doenca e da perce¢do dos mecanismos subjacentes. Um estudo
longitudinal seguiu 30 doentes até um méaximo de 11 anos, com uma media de 7.3 anos, e,
apesar dos episddios esporadicos e recorrentes de disfagia, ndo se verificou eosinofilia
sanguinea correlacionavel com agudizagdes da doenca e também ndo se objetivou extensao da
eosinofilia tecidual a outros segmentos do trato gastrointestinal, nem anomalias/caréncias

nutricionais ou relagcdo com o desenvolvimento de neoplasia esofagica (16).

Este trabalho tem como objetivo a revisdo da literatura cientifica mais recente,
relacionada com fisiopatologia da esofagite eosinofilica, de forma a integrar e sistematizar toda

a informacao pertinente.
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5. Materiais e métodos

A pesquisa bibliografica foi realizada utilizando a base de dados PubMed com a
equacdo de  pesquisa  “eosinophilic  esophagitis/pathology = OR  eosinophilic
esophagitis/etiology”. Assim, o0s termos MeSH utilizados foram “eosinophilic
esophagitis/pathology” e “eosinophilic esophagitis/etiology”, com o intuito de ndo excluir
qualquer artigo que abordasse a fisiopatologia da esofagite eosinofilica, tendo em conta que

alguns artigos apenas incluiam um dos termos na sua descricao.

A equaco referida foram aplicados alguns filtros, nomeadamente a inclusdo de
trabalhos publicados apenas na lingua portuguesa ou inglesa, entre 1 de janeiro de 2008 até ao
presente, e adicionalmente foi definida a inclusdo de apenas artigos com abstract disponivel.
Os filtros como a “espécie humana” e “outros animais”, tipo de artigo, entre outros, foram

deixados em branco, incluindo-se na pesquisa todos os artigos possiveis.

Foram obtidos (Grafico 1) 556 artigos na data de 10/01/2018 e, apds leitura dos titulos,
foram selecionados 200 possivelmente relevantes para o contexto deste trabalho e para
subsequente leitura dos abstracts. Destes 200 artigos, apenas foram posteriormente
selecionados 55, sendo que seis destes foram excluidos por indisponibilidade de texto integral,
e os restantes 145 foram excluidos devido a pouca relacdo com o tema pretendido. Assim, a

pesquisa final resultou em 49 artigos.

Embora ndo cumprissem os critérios de inclusdo da pesquisa, foram adicionados mais
30 artigos para leitura e referéncia porque, aquando da analise dos artigos abrangidos na
pesquisa, foi percecionada a sua importancia para a contextualiza¢éo e conhecimento do tema.
Posteriormente, foram incluidos mais 10 artigos cuja data de publicacéo precedia a da pesquisa
realizada, mas que também eram importantes como antecedentes investigacionais, consensos

e outros, para a percecao do tema na sua globalidade.
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A base bibliografica deste trabalho consistiu entdo em 89 artigos.
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Gréfico 1 — Distribuicdo temporal do nimero de artigos encontrados na pesquisa realizada

dentro da base de dados PubMed.
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6. Resultados

6.1 Epidemiologia

Nas Ultimas duas décadas verificou-se um aumento da incidéncia e prevaléncia da EoE
e acredita-se que isto se deve a uma melhoria nos metodos e critérios de diagnodstico. No
entanto, 0 marcado aumento na incidéncia parece ser maior do que o explicavel simplesmente
pelo maior reconhecimento da doenca e maior nimero de endoscopias realizadas (17). Por
outro lado, este aumento da incidéncia e prevaléncia da EoE seria demasiado rapido para uma
causa exclusivamente genética, e aponta para uma causa ambiental como a etiologia principal
da EoE (5, 18). De forma que, uma explicacdo adicional para o aumento da incidéncia é o
aumento concomitante de doencas atdpicas que tem existido no mundo ocidental, sugerindo

uma estreita relacdo epidemioldgica entre estas doencas.

Na EoE tem-se persistentemente verificado uma maior afetacdo do sexo masculino,
com uma incidéncia cerca de 3 a 4 vezes superior a verificada no sexo feminino (4); para além
disto, a EOE é mais frequente em caucasianos do que noutras etnias. Embora seja uma doenca
rara, com cerca de 0,5 a 1 casos por 1 000 individuos, em todos os doentes com sintomas de
disfagia submetidos a endoscopia digestiva alta, a prevaléncia de EOE sobe para valores de 12
a 23%; no caso dos doentes que chegam ao servico de urgéncia com sintomas de impactacao
alimentar, a EoOE ¢ identificada em pelo menos 50% destes, revelando ser um diagndstico a

considerar nos doentes com estes sintomas (5).

A nivel de distribuigdo geografica, verifica-se uma maior concentragdo de casos em
paises do Ocidente, areas urbanas e em zonas de climas mais frios, comparativamente a climas

tropicais ou zonas aridas, sugerindo também uma relagdo entre o clima e a doenca (19).
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Segundo estudos recentes, a prevaléncia da EoE na populacdo geral varia entre um
minimo de 4 casos por 100 000 habitantes na Holanda, até um méaximo de 60 casos em 100 mil
habitantes, nos Estados Unidos da Ameérica (12, 18). Isto é consistente com o verificado nos
restantes paises europeus, sendo que estudos realizados em Espanha e Suica apontam para uma

prevaléncia de 45 e 43 casos por 100 000 habitantes, respetivamente (18).

A EOE é observada em cerca de 1,8% a 2,3% de familiares, dependendo do seu grau e
sexo, com maiores valores de incidéncia no sexo masculino; embora haja uma alta incidéncia
de EOE em membros mais proximos da mesma familia (herdabilidade familiar nuclear de cerca
de 72%), provou-se que o ambiente partilhado tem, pelo menos, igual importancia no
desenvolvimento da doenca, tendo em conta a analise de concordancia entre gémeos

monozigoéticos e dizigoticos (20).

Este recente estudo coorte de grandes dimensdes mostrou uma concordancia de 58%
em gémeos monozigoticos, comparada com uma concordancia de 36% em gémeos dizigoticos
e uma total herdabilidade genética de 99,5%; perante esta enorme taxa foram testados
diferentes modelos de calculo de herdabilidade, de forma a certificar a veracidade dos achados
iniciais, e um modelo que separava a herdabilidade genética da ambiental surgiu com uma

melhor taxa de adaptacdo a distribuicdo dos dados, através de teste qui-quadrado (20).

Com efeito, a herdabilidade genética total foi estimada no valor de 14,5%, — uma taxa
muitissimo menor que a encontrada inicialmente — tendo em conta o viés de ambiente
partilhado, que ocorreu em 81% dos casos; assim, este estudo indica-nos que a etiologia da
EOE se deve, em pequena parte, a alteracfes genéticas hereditarias, mas sugere que o contexto

de meio ambiental partilhado devera ser o maior responsavel pelo risco de doenga (20).
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Dentro das contribui¢cbes ambientais partilhadas estd a exposicdo precoce a antigénios
exogenos e a alteracdo do microbioma. O uso de antibi6ticos durante a infancia, nascimento
por cesariana, parto pré-termo, estacdo do ano do nascimento, amamentacao, e alteracdes do

microbioma ja foram identificados como fatores que afetam o desenvolvimento da EoE (11).

Embora ainda ndo se conhegcam os mecanismos especificos através dos quais estas e
outras exposi¢des no inicio de vida modificam o risco de doencga, todos eles afetam o
microbioma, que influencia o desenvolvimento do sistema imunitério e o desenvolvimento de
atopia — por exemplo, os produtos bacterianos estimulam a producdo de citocinas como a
linfopoetina estromal timica (TSLP) e a interleucina 33 (IL-33), que induzem e ativam

eosinofilos, envolvidos na EOE e nas doencas atopicas (11).

Tanto os alergénios aéreos como os alimentares ja foram implicados na fisiopatologia
da esofagite eosinofilica e, considerando-os como exposi¢cdo ambiental, as diferencas em
praticas de cultivo, modificacdo genética alimentar, empacotamento, uso de antibiéticos ou
hormonas nos alimentos poderdo ser causas a considerar de forma a justificar o aumento

exponencial da incidéncia e prevaléncia (18).
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6.2 Aspeto endoscopico

A mucosa do esofago de doentes com esofagite eosinofilica pode ter aparéncia normal,
particularmente na populacdo pediatrica, estimando-se que estes casos perfacam cerca de 1/3
de todos os casos de EoE pediatrica (21), o que, por um lado, dificulta o diagndstico da
patologia mas, por outro, & demonstrativo da possibilidade de uma detecdo mais precoce da
doenca, e consequentemente melhor progndstico, tendo em conta que é possivel aplicar

tratamento antes do aparecimento das alteracdes fibroticas e estendticas, de mais dificil gestdo.

Certas alteracbes observadas na endoscopia (Figura 1) caracterizam o perfil de
cronicidade, remodelacdo/fibrose esofagica da EOE, como mucosa pregueada, anéis ondulados
(traquealizacdo esofagica), perda de elasticidade, estrangulamentos e estenoses (2, 22). Os
sulcos longitudinais, edema e nddulos/exsudatos brancos indicam um processo inflamatorio de
instalacdo aguda (14). Hirano et al reportou uma boa concordancia entre o diagnostico formal
de EOE e a presenca de anéis, sulcos e exsudatos, o que faz com que estas alteracdes sejam

importantes achados a observar em doentes com suspeita de EoE, principalmente na populacéo

adulta (14).

Figura 1 — Achados endoscépicos da EoE. Na figura da esquerda verifica-se inflamacéo aguda
com edema, exsudato branco e sulcos. Na figura da direita constatam-se estenoses numa EoE

de longo curso. Adaptado de Simon et al “Current concepts in eosinophilic esophagitis” (6).
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6.3 Histopatologia

Estudos histologicos efetuados em doentes com EOE revelam quatro alteracdes de
grande importancia: infiltracdo eosinofilica difusa da mucosa ao longo de todo o eséfago;

hiperplasia das células basais; fibrose sub-epitelial e hipertrofia muscular (23) — Tabela 1.

A infiltracdo eosinofilica € facilmente reconhecida em seccdes de tecido, fixado em
formalina e corado com hematoxilina e eosina; frequentemente, as bidpsias esofagicas no
momento do diagndstico de EoE demonstram um grande nimero de eosinéfilos intraepiteliais

que podem formar abscessos, e se alinham paralelamente a superficie luminal (24).

A fibrose sub-epitelial, hiperplasia de células basais e a hipertrofia muscular, quando
proeminentes, resultam nos sulcos longitudinais caracteristicos, observados na endoscopia
esofagica destes doentes (22). Observa-se também um importante aumento dos espacos
intercelulares no epitélio esofagico, quando comparamos bidpsias de doentes com inflamacéo
ativa relativamente a doentes tratados e em remissdo, sugerindo tratar-se de uma alteracao

epitelial especifica de um processo inflamatorio agudo (22).

Alteracgdo tecidual  Interpretacéo Alteracéo tecidual
Exsudato Inflamacéo aguda Infiltrac&o eosinofilica
Edema Inflamacéo aguda Espagos intercelulares aumentados
Sulcos longitudinais  Inflamacdo aguda Hiperplasia da zona basal
Anéis Remodelacao/fibrose Hipertrofia muscular
Estenoses Remodelacao/fibrose Fibrose da lamina propria

Tabela 1 — Principais caracteristicas endoscopicas (com respetiva interpretacéo) e histoldgicas

da EOE. Adaptado de Simon et al “Current concepts in eosinophilic esophagitis” (6).
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6.4 Via de sensibilizacéo

Estudos indicam que, nos humanos, os antigenios alimentares tém um papel fulcral na
EOE, tanto na iniciacdo da inflamag&o eosinofilica, como na sua manutencdo; em 1995, Kelly
et al. realizou um estudo no qual uma restricdo alimentar a incluir apenas uma férmula
elementar hipoalérgica mostrou uma remissao parcial ou total de EOE em criangas, sugerindo

0 papel dos alimentos como etiologia possivel (25).

Para além dos antigénios alimentares, os antigénios aéreos tém também um papel
importante quer por causalidade direta ou por correlacdo com a atividade da doenca. Varios
estudos apontam para a variacdo da frequéncia de diagndstico da EOE consoante a estacdo do
ano, com maior nimero de casos diagnosticados nos meses de Primavera ou Outono, sugerindo
uma associacdo da doenca com alergias ambientais, nomeadamente ao pdlen.
Um hipotético mecanismo para a EoE induzida por aeroalergénios € a deposicdo de polen na
orofaringe, seguida de degluticdo das secrecBes contendo alergénios e com apresentacdo dos
mesmos a nivel do eso6fago (26). As comorbilidades alérgicas mais frequentes em doentes com

EoE incluem poléns de vérias origens (Grafico 2), o que contribui para a validacéo desta teoria.

Apesar da grande relacdo entre a esofagite eosinofilica e as comorbilidades
alérgicas/atépicas, ndo parece haver uma resposta imediata classica mediada por
imunoglobulina E (IgE) na base da fisiopatologia da EoE. Estudos com sensibilizagéo
antigenica em ratos deficientes em linfocitos B e IgE demonstraram que estes continuaram a
manifestar EOE experimental, pondo em evidéncia a independéncia direta da esofagite

eosinofilica aos mecanismos de hipersensibilidade tipo I (27, 28).

Para comprovar a fraca correlacdo etiologica por mecanismos de alergia classica, 0
tratamento monoclonal anti-IgE com omalizumab foi demonstrado néo ser eficaz na EOE num

estudo randomizado com controlo (RCT) realizado por Clayton et al (29).
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Embora tenha havido alguma diminuicdo da eosinofilia esofagica, esta ndo foi
significativamente reduzida e os sintomas mantiveram-se inalterados (29). Neste mesmo
estudo foram observados niveis muito elevados de imunoglobulina G4 (IgG4) nos doentes com
EoE relativamente aos controlos, e embora ndo se tenha demonstrado uma relacdo
necessariamente causal, tal observacao abriu espago a mais investigacdes no sentido de apurar

a sua relacdo com a fisiopatologia da EoE (5).

Olson A.A. e colegas demonstraram que ndo ha diferenca clinica, diferenca a nivel
sintomatico ou da duragdo dos sintomas, severidade da doenca, achados endoscopicos, resposta
a tratamento e prognoéstico quando comparamos doentes com EoE com hipersensibilidade a
alimentos, com aqueles sem qualquer hipersensibilidade IgE (30). Isto leva a crer que o
“trigger” para a doenga podera ndo ser, necessariamente, apenas via oral, mas também por
sensibilizacdo com aeroantigénios. Isto foi demonstrado num estudo realizado em ratinhos, no
qual se induziu EOE experimental através da exposicdo a aeroalergénios de Aspergillus
fumigatus via intranasal, tendo despoletado uma resposta com infiltracdo eosinofilica no
esofago; ndo houve, no entanto, a mesma resposta obtida nos ratinhos aquando da inoculagéo

alergénica somente na cavidade oral ou estbmago (31).
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Gréfico 2 — Sensibilidades alérgicas (IgE) nos doentes com EoE. Adaptado de Olson et al

“Role of food and aeroallergen sensitization in adult eosinophilic esophagitis (30).
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6.5 Inflamacéo Th2

Os primeiros estudos a tentar ilustrar a fisiopatologia da EoE foram realizados em
modelos animais e, de uma forma geral, apontavam para uma inflamacdo mediada por

alergénios como a causa chave para a doenca (31).

Foi também testada a capacidade da mesma inflamacdo se verificar apenas com
citocinas produzidas por linfocitos Th2 ou, alternativamente, ap6s introducdo antigénica
cutanea seguida de introducdo antigénica na via aérea da mesma substancia (32). Este conjunto
de trabalhos experimentais iniciais permitiu demonstrar que a EOE é causada por uma resposta
anormal de linfdcitos Th2 ao estimulo alérgico (33). Da inflamagé@o Th2 resulta a producédo de
citocinas pro-inflamatorias e quimiotaticas, como por exemplo a interleucina 4 (IL-4),
interleucina 5 (IL-5) e interleucina 13 (IL-13), moléculas que se demonstrou estarem

consistentemente elevadas em doentes com esofagite eosinofilica (34).

A IL-5 promove a producdo e diferenciacdo de eosindfilos medulares. Os eosinéfilos e
baséfilos ttm uma célula progenitora de linhagem comum mieloide (Eo/B) que na medula
0ssea se diferencia em eosindfilo por acéo da IL-5. Estudos em ratos sem IL-5, por exemplo,
tém um menor recrutamento eosinofilico e uma subsequente doenca de menor gravidade, com
menores modifica¢bes fibréticas no tecido esofagico (35), evidenciando relagdo entre a
remodelacdo esofégica e a presenca de eosinofilia. De forma a avaliar o papel dos eosin6filos
foi também testada a remodelacdo esofagica em ratos transgénicos e deficientes em eotaxina-
1 (uma potente quimoquina recrutadora de eosinofilos), tendo-se obtido uma reducédo
significativa na espessura de colagénio no estrato basal e na lamina prépria esofagica (35) —
comprovando assim a associacao direta da remodelagéo esofagica com a presenca eosinofilica,

ndo dependente de outros mecanismos relacionados com a IL-5.
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Relativamente a IL-13 pensa-se que a sua funcéo reside na alteracdo da permeabilidade
da barreira epitelial do trato gastrointestinal, tornando-a franqueavel por células inflamatorias
como eosinofilos, baséfilos e mastdcitos (36). De forma semelhante a IL-5, a IL-13 induz
remodelacdo esofagica em ratos, de uma forma dependente de eosindfilos e a sua auséncia

resulta num menor nimero de alteracdes histoldgicas do tecido (37).

A IL-4 é uma molécula reguladora chave na imunidade humoral e adaptativa. A funcdo
desta citocina esta intimamente relacionada a IL-13 e esta associada a varias doencas alérgicas.
A IL-4 induz a diferenciacdo de células T auxiliares naive (células ThO) em células Th2, que,
apoés ativacdo, produzem IL-4 adicional num ciclo de feedback positivo (38). Outros papéis
bioldgicos incluem a estimulacdo da proliferacdo de células B e células T, inducdo da mudanca
de classe de imunoglobulinas e regulacdo positiva da producdo de complexo de
histocompatibilidade major de classe Il, expressdo de moléculas de adesdo celular vascular e

promocdo da transmigracdo eosinofilica através do endotélio (39, 40).

A esofagite eosinofilica é muitas vezes comparada a doencas alérgicas classicas e com
bom motivo. Embora os processos subjacentes ndo sejam sobreponiveis na sua totalidade e ja
se tenha provado a sua independéncia relativamente a IgE, muitas das cascatas inflamatorias
sdo idénticas as verificadas em outras doencas com resposta linfocitica Th2 (27, 28). De facto,
o fator caracteristico da inflamacéo alérgica é uma resposta epitelial do tecido inflamado as
citocinas IL-4 e IL-13. A ligacdo destas citocinas pro-atopicas com o seu recetor comum 4o,
(IL-4Ra), existente em células epiteliais de multipla origem (pele, mucosa nasal, tecido
esofagico e epitélio intestinal), causa a fosforilagdo do transdutor de sinal e ativador de
transcricdo tipo 6 (STAT6) — uma proteina com papel na diferenciacdo linfocitos Th2,
expressao de marcadores de superficie celular e mudanca de classe de imunoglobulinas, que

ativa vias de sinalizagdo que culminam na classica inflamagé&o alérgica (41).
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Da acéo das vias inflamatdrias Th2 resulta uma disfuncéo da barreia epitelial, alteracao
da producdo e ativacdo do fator de crescimento transformador beta (TGF-p), da linfopoetina
estromal timica (TSLP), eotaxina-3 (CCL26), calpaina-14 (CAPN14) e filagrina (FLG), apenas
para mencionar algumas das mais estudadas (4, 42). A desregulacdo destas citocinas tanto
podera estar na génese da inflamacdo como também podera levar a perpetuacdo da mesma. A
citocina TGF-P ¢ uma importante reguladora de varias atividades celulares e, embora ainda ndo
se conheca todos 0s mecanismos nos quais atua, sabe-se que tem importancia clinica em

situac@es de inflamacdo, doencas autoimunes e neoplasicas.

Sabe-se também que a TSLP desempenha um papel importante na maturagdo das populacoes
de células T através da ativacdo de células apresentadoras de antigénios e que a eotaxina-3 €
uma citocina produzida pelo tecido epitelial que recruta eosinofilos (43, 44). Relativamente a
funcdo da CAPN14 e FLG, a mesma esta relacionada com a integridade da barreira esofagica,

no caso da CAPN14, e epidérmica, no caso da FLG (42, 45, 46).

Para além das funcGes de alteracdo direta da permeabilidade de barreira, a IL-13 tem
efeito positivo na ativacdo da periostina, uma proteina da matriz extracelular que promove a
acumulacdo de eosindéfilos nos tecidos e baixa a expressdo de FLG, afetando a barreira epitelial,

causando uma exposicao acrescida a antigénios e maior predisposicéo a EOE (47).

Qualquer uma das 3 interleucinas ja referidas (IL-4, IL-5 e IL-13) pode causar aumento
da eotaxina-3 (uma quimoquina recrutadora de eosinéfilos), quer diretamente no caso da IL-5
e IL-13, quer indiretamente através da intervencdo na diferenciacdo de células T em Th2 e
consequente estimulacdo da libertagdo de eotaxina-3 (48). Estudos demonstram que a
eliminacdo de mediadores da cascata alérgica Th2, tal como a IL-4, IL-5 ou IL-13, oferece
alguma (mas ndo completa) protecéo, verificada a nivel histolégico, contra o desenvolvimento

de EoE experimental (49).
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O modelo tedrico apresentado na Figura 2 reune as interacfes entre as moléculas
referidas, como a TSLP, eotaxina-3 e interleucinas, tendo por base uma alteracdo da barreira

epitelial e a inflamagédo Th2, como possivel explicacao fisiopatologica da EoE.

Um outro fator a favor da inflamagdo Th2 como base da fisiopatologia é a objetivacdo
de que a existéncia de linfocitos T normais € critica para esta doenca, na medida em que ratos
sem linfdcitos B desenvolvem EoE normalmente, enquanto que aqueles sem linfocitos T ja ndo

desenvolvem esofagite eosinofilica experimental (27).

Interpretando estes dados, é possivel dizer que, para ocorrer EOE, € necessaria uma
populacdo normal de linfécitos T, com funcdo mantida, e ocorréncia de um estimulo excessivo,
que poderd advir da deficiente barreira epitelial, apds o qual existe sobreproducdo e

diferenciacéo linfocitica Th2 com consequente acumulagdo eosinofilica no tecido esofagico.

Ainda ndo existe muito conhecimento relativo as consequéncias da inibicdo da IL-4 na
EoE, mas estudos acerca desta perspetiva terapéutica estdo atualmente a ser realizados.
Relativamente a terapéutica versus IL-13, os anticorpos monoclonais anti-1L13 demonstraram
diminuir a eosinofilia em cerca de 60%, baixando também a producdo de eotaxina-3, periostina
e outros mediadores inflamatérios (50). Estes factos comprovam a relacdo destas moléculas
com a fisiopatologia base da doenca, para além da possivel e importante aplicabilidade dos

mesmos na pratica clinica.

26



Alimentos

Alérgenos  Causas Quimicos PH

Refluxo Mecanicas M

Predisposi¢io | Barreira epitelial debilitada % Microbioma e
enética
8 ® @ & ® . ee2oo0c® o oo
x © o o
Xoviey Sistema imunoldgico inato (ex. TLR)
Epitélio
E Ve
IL-1, IL-6, IL-8,
TSLP, eotaxina
/ &3
Recrutamento de qélll!asf T \
células inflamatorias (@ 8 cstotoxicas
( | Q Cronificacao da

inflamacio

Citocinas

como IL-13,

especificas B :
.4@9) CHllnB . v
(3
® IeE @ Fibiise

Mastocitos

Nodulos linfaticos Células T

® 9
o ¢

Figura 2 — Patogénese da EoE. A predisposicdo genética leva a um comprometimento da
barreira quando combinada com variadas agressées como pH, agressdes mecanicas, quimicos
e alérgenos. H& uma consequente entrada de antigénios, reconhecimento por células dendriticas
(DC) e ativacdo do sistema imunoldgico inato e adaptativo, com producdo e libertacdo de
TSLP, eotaxina e interleucinas. Os eosinofilos recrutados libertam granulos tdxicos e
consequente dano celular. As células T diferenciadas e recrutadas para o tecido libertam IL-5
e IL-13 que, em conjunto com os eosindéfilos, causam maior libertagdo de 1L-13, TGF-B e
eotaxina, num loop inflamatorio. Os linfocitos B, de classe IgE, atuam no recrutamento dos
mastocitos para o local que também libertam grénulos. A atuagdo conjunta destas células
perpetua e cronifica a inflamagéo, causando fibrose tecidual e alteracdo do microbioma da

superficie epitelial, tornando-a mais suscetivel a uma nova agressao.

Adaptado de Simon et al “Current concepts in eosinophilic esophagitis” (6).
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6.6 Disfuncdo de Barreira

Certas moléculas constituintes da parede epitelial como a filagrina (FLG) e
desmogleina-1 (DSG1), bem como proteases como a calpeina-14 (CAPN14), ja foram
relacionadas com a EoE, tanto num sentido de fator de risco para a génese da doenca (por maior
permeabilidade a antigénios), bem como consequéncia da desregulacdo imunoldgica,

perpetuando a inflamac&o ja existente.

Num estudo realizado por Davis BP et al, comprovou-se que a quantidade de mRNA
de CAPN14 se correlacionava com a estimulacdo pela IL-13, sendo a Unica estimulada da
familia das calpainas, e de uma forma paralela a estimulacéo da expresséo de eotaxina-3 (51).
Esta sobre-expressao implicou, neste estudo, uma disfuncéo de barreira que foi mensurada por
uma menor resisténcia transepitelial e um maior fluxo de isotiocianato de fluoresceina (FITC)
atraves das membranas epiteliais (51). De facto, a IL-13 esta sobre-expressa na EOE e induz a
perda de integridade de barreira das células epiteliais pois, para além da expressdao aumentada

de CAPN14, induz a perda de expressdo da desmogleina-1 (DSG1) (36, 42).

A desmogleina-1 é uma glicoproteina transmembranar ligada a célcio e é um
componente essencial dos desmossomas (ou macula adhaerens) em células epiteliais
de vertebrados, sendo que a sua disfuncéo afeta diretamente a funcdo de adeséo celular destas
células especializadas, aumentando assim a permeabilidade do epitélio a microrganismos e

antigenios.

A previamente referida diminuicdo da resisténcia transepitelial estd provavelmente
relacionada com a alteracdo da expressao de DSG1. Efetivamente, no mesmo estudo de Davis
BP, foi verificada uma diminuicdo da banda de expressédo de DSG1 em culturas epiteliais, na

presenca de grandes quantidades de CAPN14 (51).
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Isto leva a crer que o mecanismo de aumento de permeabilidade estara dependente de
DSG1, diminuida pela maior expressdo de CAPN14, e esta Ultima provocada pela estimulacéo
via IL-13 (Figura 3). No entanto, este efeito disruptor € parcialmente independente da
estimulacdo por IL-13, visto que o silenciamento génico de CAPN14 (em culturas de células
na presenca de IL-13) levou a uma diminuicdo da banda imunofluorescente de DSG1,

comparativamente a células wildtype, com expressao normal de CAPN14 (42, 51).

A CAPN14 ndo tem, no entanto, apenas papel patolégico. O silenciamento da expressao
desta molécula resultou numa dilatacdo dos espacos intercelulares e numa maior desordem das
células basais, num ambiente de cultura rico em IL-13; isto sugere um papel chave da CAPN14
na regulacdo e na reparacdo de lesGes celulares, atenuando as consequéncias das alteracfes
epiteliais verificadas na EoE (51). O papel regulador e protetor da CAPN14 explica também o
porqué de o alelo de risco para EOE estar associado a menor expressao de CAPN14, embora se
verifique uma sobre-expressdo aquando da doenca ativa, suportando um modelo no qual a
CAPN14 esta envolvida em varios aspetos da doenca, incluindo suscetibilidade, inducdo e

reparacao (11).

A deficiéncia em DSGL1 leva a um transcrito epitelial esofagico com aumento da
expressdo da periostina (POSTN), uma molécula pro-inflamatoéria de matriz extracelular, e
também a um aumento de producdo de TSLP (51). Assim, temos um modelo fisiopatoldgico
que integra um fator de risco genético correspondente ao alelo de risco CAPN14 que induz
uma disfuncdo da barreira epitelial em relagdo com a diminuicdo de desmogleina-1 (DSG1),
maior permeabilidade a antigénios e consequentemente uma maior hipersensibilidade a
antigenios, com especificidade a nivel de tecido esofagico, com consequente exacerbacédo de
resposta inflamatdria Th2, basofilica e eosinofilica com aumento de eotaxina-3 e TSLP,

respetivamente (51).
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Uma outra molécula também relacionada com a integridade de barreira é a
sinaptopodina (SYNPO), uma proteina inicialmente estudada em poddcitos (52). Um estudo
realizado por Rochman et al. comprovou que esta molécula também faz parte do epitélio
esofagico, associada a actina do citoesqueleto (52). A sua expressdo esta aumentada na EOE,
atraves de inducgéo epigenética por I1L-13, numa via dependente de STAT6 (52). Em bidpsias,
0 tratamento anti-1L-13 fez com que as quantidades de SYNPO regressassem ao normal; por
outro lado, a inducéo experimental da expressdo de SYNPO no tecido epitelial esofagico levou
a um decréscimo da motilidade epitelial, menor resisténcia transepitelial, aumento do fluxo de

FITC, e perda de diferenciacdo esofagica (52).

Mais do que implicados na fisiopatologia da EOE, os niveis de sinaptopodina
correlacionam-se com a severidade da doenca, estando aumentados de forma proporcional ao
numero de eosinofilos em bidpsias esofagicas (52). Tal como a altera¢do de DSG1 e CAPN14,
a alteracdo dos niveis de SYNPO resultam num epitélio com junces intercelulares com espaco
aumentado, e resisténcia transepitelial diminuida, permitindo maior penetracdo antigénica e

amplificando a resposta inflamatéria.
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Figura 3 — Inducdo da CAPN14 pela IL-13. A estimulacdo da CAPN14 pela IL-13 causa uma
diminuigdo da expressdo de desmogleina-1, menor funcdo de barreira e aumento da resposta

Th2. Adaptado de Durrani et al “Recent advances in eosinophilic esophagitis™ (53).
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6.7 Interligacéo entre a disfuncéo de barreira e a inflamacgdo Th2

A EOE habitualmente coexiste com outras doencgas atopicas, nomeadamente a dermatite
atépica. O compromisso da barreira dérmica, também presente em doentes com dermatite
atdpica, ja foi sugerida em varios estudos como um possivel ponto de entrada de antigénios e

fonte de sensibilizacéo alérgica, despoletando o desenvolvimento de EoE (32, 46).

Num estudo realizado por Venturelli et al. foi procurado definir os mecanismos pelos
quais ocorre a sensibilizacao epicutanea, através da qual € induzida a EoE. Ratinhos controlo
e ratinhos com barreira dérmica deficiente (mutagdo “loss-of-function” de FLG) foram
sensibilizados percutaneamente com ovalbumina (OVA) ou, noutro grupo de estudo, com
solugdo salina e seguidamente realizado “challenge” intranasal com OVA a ambos os grupos,
com afericdo através de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) dos niveis esofagicos de

citocinas Th2 e do recetor IL-33 (46).

A 1L-33 promove a inflamacdo Th2 ao ativar eosinofilos, baséfilos, mastécitos e o0s
préprios linfdcitos-T helper tipo 2 através do recetor ILIRL1 (ST2) (46, 54). Esta relacéo
intima entre a IL-33 e a inflamacdo Th2 faz da molécula um bom marcador de atividade
inflamatoria na EoE. Certas variantes genéticas da IL-33 e do recetor ST2 ja foram associadas
ao perfil genético da EoE e da dermatite atdpica, sugerindo a sua intervencdo na patogénese

destas doencas (46).

Outros estudos indicam que a supressdo imunologica ou evitamento de alergénios
causam uma melhoria dos sintomas de EOE, sugerindo que a base da doenca € mediada por
uma resposta imunitaria anormal. Tal como ja foi referido, os linfocitos Th2 expressam IL-4,
IL-5 e IL-13, que atuam no recrutamento de eosinofilos para o tecido esofagico através do
aceleramento da diferenciacdo eosinofilica na medula éssea e também na inducgéo da producéo

de eotaxina no epitélio (11, 49, 55).
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Embora ja se tenha conhecimento da importancia destas moléculas, e desta via
inflamatdria na EOE, as terapéuticas dirigidas, anti-IL-5 ou anti-1L-13, apenas causaram
modesta melhoria sintomatoldgica nos doentes, evidenciando a existéncia de mecanismos
inflamatorios adicionais (50). No estudo de Venturelli concluiu-se que a sensibilizacao
antigenica epicutanea prévia a um “challenge” nasal causava aumento na infiltragdo esofagica
de eosinofilos, maiores niveis de mRNA de IL-4, IL-5, IL-13, IL-33 e ST2, maiores niveis de

CCL26 e TSLP, comparativamente aos que tinham sido expostos apenas a solucéo salina (46).

Ainda relativamente a predisposi¢cdo a EOE por disfuncdo de barreira, é relevante notar
que mutacdes com perda de funcdo do gene da filagrina (FLG), que codifica a proteina de
barreira epitelial com o mesmo nome, ja foram associadas a um aumento do risco para
dermatite atopica e EOE, podendo ser o elo de ligacdo entre as duas doencas e suportando a

hipbtese de sensibilizacado cutanea comum (56).

De forma a testar a importancia da via de sinalizagdo 1L-33-ST2, foi realizada a mesma
experiéncia de sensibilizagdo cutanea com OVA versus soluggo salina em murinos “knockout”
para o gene ST2 e noutro grupo com tratamento através de anticorpos anti-ST2, tendo-se obtido
resultados sobreponiveis de diminuicdo de acumulacdo esofagica de eosindfilos, IL-4, IL-5,
IL-13 e mRNA de eotaxina-1 (CCL11), demostrando desta forma a promocdo de EoE

experimental através de mediacdo pelo eixo 1L33-ST2 (54, 56).

Por ultimo foram sensibilizados ratos com mutagdo no gene FLG, tendo-se obtido uma
maior acumulacdo de eosinofilos no tecido esofagico, quando comparados com o grupo
controlo (de exposigéo a soro salino), e com os modelos expostos a OVA, mas com barreira
integra, revelando a importancia da barreira cutanea e as consequéncias da sua interrupgéo (por
mutacdo em genes de barreira ou por distirbio mecénico) com aumento de penetracdo

alergénica, maior acumulag&o eosinofilica e consequente inflamacéo esofagica exagerada (56).
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6.8 Estudos genéticos

Tem existido um enorme esforco por parte de investigadores de todo o mundo na
procura da etiologia da esofagite eosinofilica, o que contribuiu para a compreensdao da
contribuicdo genética na patogénese da EoE. Tais estudos basearam-se, em grande parte, em
estudos genéticos de familias, em estudos de gémeos, estudos com sequencia¢do genética de

ultima geracao (NGS), estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS), entre outros.

Uma das formas mais fidedignas para se pesquisar a possivel etiologia genética da
esofagite eosinofilica é realizando estudos de associacdo gendomica ampla (GWAS). Ja foram
publicados trés estudos deste tipo (GWAS) relativamente a EoE, destacando-se a evidéncia de
polimorfismos em 522, locus que contém o gene que codifica a TSLP, e a sua implicacdo na

mediacdo de resposta por IL-13, de que se falara com mais pormenor adiante (57).

Nestes estudos GWAS foi também verificado um aumento da expressdo do gene
CAPN14, expresso unicamente no tecido esofagico — podendo elucidar a especificidade
tecidual da EoE (58, 59). No mais recente GWAS, foram identificadas implicagfes da via
STATG (60), j& previamente associada a outras doencas atdpicas e autoimunes. O fator STAT6
é um participante chave na via dependente por IL-4; ap6s ativacdo pela IL-4, esta molécula
controla a expresséo do fator de transcrigdo GATA3 — o fator de transcri¢do principal da via
linfocitica Th2 (60). E precisamente na via iniciadora STAT6 que vai atuar, de forma parcial,
a terapéutica com IBPs. O conhecimento da importancia desta via na patologia da EoE permite

uma abordagem terapéutica com inibidores especificos, sobre a qual falaremos adiante (61).

Antes da existéncia deste tipo de estudos, aplicados a esofagite eosinofilica, ja se tinha
chegado a concluséo da existéncia de uma repeticdo do perfil genético nos doentes com EOE,
independentemente do género, idade, estado atdpico, padrdo de heranca familiar ou de

aparecimento esporadico da EoE, sugerindo um mecanismo de doenga comum (47).
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A este perfil genético caracteristico dos doentes de EoE, resultante da analise molecular
realizada por Blanchard e colegas, deu-se 0 nome de transcriptoma da EoE. O perfil genético
(ou transcriptoma) referido continha varias centenas de genes diferencialmente expressos
(“upregulated” ou “downregulated’), sendo 0 gene mais expresso neste perfil genético o gene

da eotaxina-3, com um aumento de cerca de 53 vezes relativamente a grupos controlo (47).

Com o intuito de aprofundar o conhecimento acerca da etiologia genética da doenca foi
realizado um primeiro GWAS, por Rothenberg e colegas. Antes deste estudo de associagao
gendmica ndo se conhecia muito da etiologia genética da EoE, tendo ent&o sido identificado o
primeiro locus de suscetibilidade em 5922 (57). Para além de ter sido implicado o gene TSLP,
foi verificada uma elevada expressdo de um outro gene (WDR36), no entanto este gene nédo
estava tdo sobre-expresso especificamente no tecido esofagico e ndo estava implicado na

regulacao de sensibilizacao alérgica, ao contrario da TSLP (57).

Era necessario garantir a associacao especifica entre a TSLP e a EoE, excluindo a
ligacdo comum a comorbilidades atdpicas que poderiam atuar como fator de confundimento
na definicdo da etiologia da doenca. Devido a presenca de inimeras comorbilidades alérgicas
em doentes com esofagite, a correlacdo estatistica entre a TSLP e a EoE, que se podia
interpretar erroneamente como etioldgica, poderia simplesmente dever-se a uma sobre-
expressdo relacionada com as doengas alérgicas concomitantes nos doentes, independente da
esofagite eosinofilica (12, 62). Com o objetivo de certificar a associacdo entre o gene 5922
(TSLP) e a EoE, bem como descartar a hipotese de este estar associado as comorbilidades
atopicas referidas, foi concebido um estudo realizado por Sherrill et al (62). Neste estudo foi
comparado um painel genetico de cerca de 738 polimorfismos de um tnico nucleotideo (SNP)
relacionados com afecdes alérgicas entre doentes alérgicos, controlos ndo-alérgicos e doentes

com EoE (62).
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Além do esclarecimento da associacdo entre o gene 5022 e a EOE, tentou-se neste
estudo encontrar variantes genéticas inexploradas e relacionadas com a EoE, que estivessem
significativamente sobre-expressas, comparativamente a expressao genética dos outros dois
grupos. Assim, ao explorar a variacdo genética entre os varios grupos, foi encontrada uma
interacdo especifica de género em variantes de TSLP, bem como SNP ndo-sinénimas dentro
do gene codificador do recetor de TSLP (TSLPR) na regido pseudoautossomica Xp22.3 e
Ypl1l.3 em doentes do sexo masculino com EoE, podendo explicar a predilecdo masculina

observada epidemiologicamente na EoE (62).

Para além da associacdo entre o locus 5022 (que contém o gene TSLP), encontrado pelo
GWAS de Rothenberg e colegas, e confirmada sua associa¢do com a EoE por Sherrill e colegas,
num estudo gendémico mais recente realizado por Kottyan foi encontrada uma nova associa¢ao
com o locus 2p23 (58). Este locus contém o gene para a CAPN14, que foi encontrado com
expressao aumentada na EoE, dinamicamente regulado em rela¢do com a atividade da doenca,

e encontrando-se hum hotspot epigenético que é modificado pela IL-4 e pela IL-13 (42, 58).

A calpaina-14, embora muito se desconheca acerca da sua funcéo, sabe-se que faz parte
da familia das calpainas. Estas moléculas atuam como proteases que alteram a estrutura e
funcdo dos seus substratos, incluindo reestruturacdo de proteinas membranares, alteracdo de
vias transdutoras de sinais, inativacdo de enzimas, controlo da progressédo do ciclo celular,
alteracdo de expressdo génica e inducdo de apoptose (51). Como previamente referido, a
CAPN14 ja foi associada a uma diminuic¢do na expressao de desmogleina-1, num mecanismo
parcialmente dependente de IL-13, traduzindo-se numa maior permeabilidade epitelial e maior

entrada antigénica.
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No mesmo estudo de Kottyan verificou-se também associacdo com outros loci ndo
especificos, como o locus 1113, local este que ja tinha sido previamente associado a doencas
atopicas como asma, dermatite atdpica, rinite, e sensibilizacdo a ervas gramineas (58). No locus
11q13 situa-se 0 gene de repeticdo rica em leucina 32 (LRRC32), que esta envolvido na
expressdo de TGF-B e, como ja mencionado, estd implicado na patologia da EOE

(58, 59).

Embora tenha sido verificado um notavel aumento da expressao de genes relacionados
com condi¢es atdpicas, estes apenas representam uma relativa percentagem do total de sobre-
expressdo genica verificada na EoE. Isto leva a crer que pelo menos parte do processo
etiol6gico possa ndo estar relacionado com inflamacao atdpica, mas sim com outros processos

ainda ndo totalmente esclarecidos.

Tal como previamente mencionado, ja esté identificada a importancia do locus 5922,
que contém o dominio TSLP, e a sua forte relacdo com a EoE. De facto, TSLP é um forte
mediador de respostas alérgicas Th2 e ativacdo basofilica (53). Esta molécula é produzida
principalmente por células ndo hematopoiéticas tais como fibroblastos, células epiteliais e
varios tipos de células estromais (43, 57). Relacionada com a TSLP estd a citocina fator

“receptor-like” tipo 2 (CRLF2).

Num estudo de genes candidatos, foi descoberta uma variante génica— 2p23 —associada
a um maior risco de EOE em homens (11). Cré-se que a proteina expressa por este locus atua
como recetor de TSLP e, para além de se poder integrar no modelo explicativo de EoE por

inflamacdo Th2, podera ser a causa da EOE ser mais frequente no género masculino (62).
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O autor M. E. Rothenberg propde um modelo de explicacéo e integracgéo fisiopatoldgica
com dois passos. Este modelo inicia-se com um fator de risco genético em 5922 (TSLP), que
leva a uma sensibilizacdo alérgica induzida pelo aumento de TSLP, através da sua acéo
recrutadora de eosindfilos e basofilos, e através do seu papel na maturacdo das populagdes de
células T. Este modelo também sugere que, ao fator de risco referido, tera de estar também
associado o alelo de risco em 2p23 (CAPN14), que leva a uma ativacéo e sobre-expressao de
CAPN14 que, no caso de desregulacdo, leva a diminuicdo de DSG1 e outros componentes
epiteliais, com perda da integridade da barreira esofagica e maior entrada de antigénios,

resultando numa desregulacéo dupla e desenvolvimento de EoE (11) — Figura 4.
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Figura 4 — Modelo fisiopatoldgico da EoE. Apos entrada do antigénio no tecido esofagico, ha
libertacdo de TSLP a partir do epitélio, com consequente ativagdo de basofilos e células
dendriticas (DC), que induzem a ativagdo de células Th2. As células Th2 libertam IL-13 que
aumenta a expressao de eotaxina-3, CAPN14 e POSTN, e diminui a expressao de DSG1 e FLG.
Niveis aumentados de eotaxina-3 e POSTN recrutam eosinéfilos que causam toxicidade celular
através dos granulos libertados, causam fibrose e propagam o ciclo inflamatdrio.

Abreviaturas: Mast: mastécito; Fb: fibroblasto; Eo: eosindfilo; B: baséfilo.

Adaptado de Clayton et al “Eosinophilic Esophagitis: Pathophysiology and Definition” (63).
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6.9 Papel dos Eosindfilos

Os eosindfilos sdo as células imunoldgicas mais caracteristicas da EOE. Estes
granuldcitos sdo recrutados para o tecido esofagico através da eotaxina-3 e outras moléculas
quimiotaticas como a molécula homdloga de recetores e quimioatrativa expressa em células
Th2 (CRTH2), o recetor eosinofilico de eotaxina (CCR3) e a molécula de ades&o intercelular
1 (ICAM-1) (64) — Figura 5. A ICAM-1 é conhecida pela sua importancia na estabilizacéo das
interacGes intercelulares e na facilitacdo da migracdo transendotelial de leucécitos, enquanto
que os ligandos da via CRTH2 estimulam a migracdo de leucécitos ativados, nomeadamente

eosinofilos, basofilos e células Th2, na mediacdo de respostas alérgicas (44, 64).

Tal como previamente referido, a resposta inicial a antigénios € mediada com libertacéo
de IL-13. Esta molécula vai recrutar eosinofilos pela libertacdo de eotaxina-3, cujo gene CCL26
€ 0 gene mais expresso (“upregulated”) no es6fago de doentes com EoE (47). Estudos indicam
que a expressdo de CCL26 estd aumentada em cerca de 279 vezes ap6s estimulacdo com
IL-13 e que ratinhos sem recetor de eotaxina (CCR3) ficavam protegidos de desenvolver EoE
experimental (1). Quando ativados no es6fago, os eosindfilos libertam granulos proteicos como
a proteina basica major (MBP), neurotoxina (EDN), proteina cationica eosinofilica (ECP) e
peroxidase eosinofilica (EPO) (1, 65) — Figura 5. Para além de precipitar a inflamacéo e da sua
acdo direta citotoxica sobre o epitélio esofagico, a libertacdo destas proteinas aumenta a

atividade do musculo liso e causa a desgranulacdo de mastocitos e basofilos (5).

Os eosindfilos ativados tém uma expressao de citocinas diferente dos circulantes. Os
eosindfilos ativados vao produzir citocinas como IL-1, IL-3, IL-4, IL-5, IL-13, fator
estimulador de colbnias de granul6citos e macréfagos (GM-CSF), fator de crescimento
transformador alfa (TGFa), TGFp, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), “fator regulado na

ativacdo, expresso e segregado em células T normais” (RANTES) e eotaxina (65).
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Esta panoplia de expressao de citocinas condiciona um ciclo inflamatdrio no qual a eotaxina
convoca eosinofilos que, aquando da sua ativacdo, vao produzir 1L-13, a qual, por sua vez,

também estimula a producéo de eotaxina e condiciona um maior recrutamento eosinofilico.

Como referido, ha libertagdo do fator de crescimento transformador 3 (TGF-f) por parte
dos eosindfilos ativados, que desencadeia uma proliferacdo epitelial, transformacéao epitélio-
mesenquimatosa, deposi¢do de colagénio e fibrose do es6fago (66). Nos humanos, 0 TGF-f é
produzido pelos eosindfilos e mastocitos e, embora essencial no tecido normal (para a
cicatrizacao de feridas e reparacdo tecidular), é responsavel por grande parte das complicacfes
fibroestendticas da EOE a longo prazo, tendo em conta 0 aumento da sua atividade devido a

inflamacdo constante (64, 67).
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Figura 5 — O papel dos eosinofilos nas doencas eosinofilicas. A lesdo das células epiteliais

leva a producdo de IL-25, IL-33 e TSLP, que promovem a diferenciacdo de células Th2 e
producdo de IL-4, IL-5 e IL-13. A IL-5 é a principal responsavel pela producdo medular de
eosinofilos. A 1L-13 induz a secrecdo de quimiocinas (como a CCL26), a partir de células
epiteliais, que recruta eosinéfilos. Os eosindfilos, quando ativados, causam dano tecidual
atraves da secrecdo de granulos, citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento. Adaptado de

Doran et al “Interleukin-13 in asthma and other eosinophilic disorders” (68).
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6.10 IgE versus 1gG4

A presenca de eosinofilos, mastocitos, I1L-5, IL-13, alta quantidade de IgE sérica e a

associagdo com atopia, sugere que a EOE seja uma alergia mediada por IgE (3).

Através de um estudo prospetivo, randomizado e controlado (versus placebo), foram
estudados individuos com EOE aos quais foram administrados anticorpos anti-IgE
(omalizumab) durante 16 semanas, para testar a associagdo com esta imunoglobulina (29).
Neste estudo, os individuos testados com omalizumab (anti-IgE) nédo tiveram remissdo dos
sintomas e a quantidade de eosindfilos tecidulares ndo diminuiu significativamente, mesmo

com a deplecéo total de IgE ap0s o tratamento (29).

Em adicdo a esta ineficacia do tratamento com anti-IgE, verificou-se que a quantidade
de 1gG4 estava aumentada cerca de 45 vezes em individuos com EOE, comparativamente a
biopsias homologas em individuos saudaveis (29, 69). Além da diferenca em quantidade, os
plasmocitos 1gG4 perfaziam quase 100% dos plasmaécitos encontrados nas Iaminas de tecido
esofagico dos individuos com EOE e encontravam-se especificamente e maioritariamente na

lamina propria profunda, que também apresentava fibrose extensa (29).

Relativamente a 1gG4 serica, foi verificado um aumento de 1.9 vezes,
comparativamente aos controlos — aumento este que é pouco significativo, tendo em conta que
as doencas comprovadamente relacionadas com IgG4 tém valores sérios muitissimo maiores
(29, 70). Em relagdo a reatividade especifica destas imunoglobulinas 1gG4, foi verificada
positividade para os 4 alimentos que estdo normalmente associadas a esta doenca: leite, trigo,
ovos e frutos de casca rija (29). No entanto, embora haja alta associacéo estatistica entre a EOE
e 0s antigénios 1gG4 contra os alimentos “trigger” mais frequentemente associadas a doenca,
a utilizacé@o de anticorpos séricos para encontrar a alergia alimentar que estaria envolvida no

despoletar da doenca, como referido, € de pouca especificidade e ndo prediz causa-efeito (71).
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A falha do omalizumab (terapéutica anti-IgE), a abundancia de 1gG4 tecidular e os
anticorpos 1gG4 séricos contra os alimentos “trigger” mais comuns, sdo forte evidéncia de que,
apesar da frequente presenca de mastdcitos transportadores de IgE, e de granulos
extracelulares, a esofagite eosinofilica € uma alergia ndo mediada por IgE mas sim mediada
por 1gG4 ou, pelo menos, que existe uma forte componente 1gG4 e ndo uma doenca alérgica

classica, mediada unicamente por IgE como se esperava que fosse o0 caso (72).

A 1gG4 participa na resposta imunitaria contra infecGes parasitarias e dessensibilizacdo
alérgica, entre outros processos (73). A resposta por IgE segue-se uma resposta mediada por
IgG4 que se presume bloquear a ativacdo mastocitaria, impedindo a continuacdo da resposta
por IgE (29). A doenca relacionada com 1gG4 (IgG4-RD) é uma doenca inflamatédria cronica
caracterizada por uma infiltracdo de linfocitos e plasmacitos secretores de 1gG4 nos tecidos,
com varios graus de fibrose tecidular, e com resposta favoravel a corticosteroides orais. Um
aumento nos plasmdcitos intestinais 1gG4 esta associado a processos como pancreatite

autoimune, doencas inflamatdrias intestinais e sprue colagenoso (29).

A distribuicdo difusa da fibrose na lamina prépria, caracteristico da EoE, reduz a
distensibilidade esofégica e correlaciona-se com a impactacdo alimentar. No entanto, a maioria
dos casos de EoE responde bem a corticoterapia, esta associada a atopia, possui infiltrados
eosinofilicos, plasmdcitos celulares 1gG4, depositos granulares IgG4, fibrose e predominancia
de casos masculinos, todos estes factos também comuns as 1gG4-RD (70). No entanto, e ao
contrério das 1gG4-RD, existe um aumento minimo da 1gG4 sérica na EoE e, histologicamente,
a fibrose verificada na EoE ndo é estoriforme (tipo “tapete entrelagado”, caracteristico das
IgG4-RD), é também menos localizada e existe auséncia de flebite obliterativa (uma forma de
flebite em que a inflamacdo resulta no encerramento permanente do vaso) (74). Estes factos
indicam que a EoE é uma doenca néo totalmente dependente de 1gG4 e traduzem um papel
limitado desta imunoglobulina na fisiopatologia da EoE.
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6.11 TSLP e basofilos

A linfopoetina estromal timica (TSLP) foi recentemente implicada como elemento
chave no desenvolvimento e manutengdo da esofagite eosinofilica em modelos murinos. Este
fator aumenta o numero de basofilos no tecido esofagico, como demonstrado por Siracusa e
colegas (43). Um estudo recente demonstrou que, tanto a TSLP, como os baséfilos, sdo
necessarios para precipitar o fenétipo caracteristico da EOE pois quando, em modelos

experimentais, se retira a componente basofilica hd uma melhoria da histologia da doenga (28).

A TSLP leva a um aumento de hematopoiese de basofilos, podendo a producédo destes
ser estimulada exclusivamente por TSLP ou ser devida a outros mecanismos. NOs casos
verificados de esofagite eosinofilica, os basdfilos infiltrados no tecido possuiam o recetor

membranar de TSLP, o que indica que a sua producao foi induzida por esta molécula (28).

Existem alelos de risco de TSLP que se correlacionam com a EoE. Vérios estudos
genéticos verificaram um aumento da expressdo de TSLP e do mRNA de TSLP em tecidos
esofagicos de doentes com EoE (57, 59). Além disto, estudos em ratinhos com alelos TSLP de
risco demonstraram o desenvolvimento de uma doenca semelhante a esofagite eosinofilica, em

modelos experimentais (4).

Para além dos alelos de risco da TSLP em si, como ja referi, a existéncia de uma
variante no gene que codifica a citocina fator “receptor-like” tipo 2 (CRLF2) poderéa ser a razdo
pela qual existe uma predilecdo da EoE pelo sexo masculino (62). Assim, uma alteracdo da
expressdo de TSLP ou do seu recetor (CRLF2/TSLPR) leva a uma resposta inflamatoria
exacerbada, com inducdo de expresséo de IL-5, IL-13 e IL-15, a antigénios, que poderdo ter

sido apresentados ao organismo por via aérea, alimentar ou dermica (4).
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6.12 Influéncia dos Mastocitos na EoE

O numero de mastdcitos € elevado nos doentes afetados por EoE, comparativamente a

controlos saudaveis ou a pessoas afetadas com DRGE (75).

Os mastdcitos sdo providos de uma grande quantidade de citocinas, mediadores
autacoides e proteases, entre outros. Estas moléculas séo libertadas em resposta a estimulos
imunoldgicos mediados por IgE, assim como a estimulos ndo imunologicos. (76). A capacidade
de producéo destas moléculas e a localizacdo dos mastocitos nos tecidos reforca a teoria de
estarem ligados a remodelacdo tecidular da EOE e aos sintomas de disfagia e impactacdo
alimentar (14, 77). Existe, inclusive, na EoE uma “upregulation” de genes relacionados com

0s mastocitos, como o gene de carboxipeptidase A3, triptase e recetor histaminico.

Niranjan e colegas testaram a possibilidade de a esofagite eosinofilica ser iniciada e/ou
promovida pela acumulagdo de mastdcitos através de experiéncias de inducdo de esofagite
eosinofilica experimental em varios grupos de ratinhos “wild-type™, ratinhos deficientes em
mastocitos e em ratinhos deficientes na producdo de mastdcitos, mas com reconstituicao
exogena (mastécitos produzidos em terceiros e transferidos, adotivamente, para ratinhos
deficientes em mastocitos) (78). Uma das conclus@es deste estudo foi de que o recrutamento
de mastocitos para o eséfago era independente da IL-5, contrariamente a acumulacdo de
eosindfilos no tecido esofagico (31). A independéncia da do recrutamento mastocitario pode

reforgar a hipotese de existirem 2 vias inflamatorias na patogénese da EoE (78).

Independentemente da existéncia de dois mecanismos inflamatorios diferentes,
aparenta existir algum tipo de comunicacao entre estes tipos celulares, tendo em conta que 0s
mastocitos localizam-se na lamina prépria, perto dos eosinéfilos, numa distribuicéo tecidular

congruente (11).
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N&o se conhece a razdo desta proximidade, mas talvez se prenda com o facto de existir
libertacdo de eotaxina-1, uma citocina recrutadora de eosinofilos produzida pelos mastocitos e

semelhante a eotaxina-3.

Um outro facto relevante na posicgdo tecidular dos mastdcitos, é a sua acumulagdo na
muscular da mucosa e, em menor grau, na camada muscular lisa. Os mastocitos sdo capazes de
producdo de TGF-B, que aliada a sua localizagao, contribui para os efeitos de remodelagao
esofagica, alteracdo esta que é inexistente em EOE experimentais desprovidas de mastocitos
(11, 76, 77). Para além desta molécula, os mastocitos libertam histamina, triptase e quimase
que causam a contracdo e hipertrofia do masculo liso e contribuem para a dismotilidade
presente em muitos dos doentes nas fases mais tardias da doenca (5, 77, 79). Esta acumulacao
mastocitaria, e consequente hiperplasia muscular, podera ser responsavel pela inducdo de
disfuncdes peristalticas, existentes em doentes com EoE avancada, nos quais ha remodelacéo

esofagica mais grave (14, 79).

O papel dos mastécitos na EOE esta relacionado, em parte, com a presenca da MBP no
tecido esofagico, produzida pelos eosindéfilos ativados, os quais sdo quimiotaticamente atraidos
ao tecido esofagico pela eotaxina-3 — sendo esta Gltima libertada pelo préprio tecido esofagico,
que é inicialmente despoletado pela IL-13 (libertada pela inflamacdo Th2) (80). Assim, temos
um modelo global com uma cascata de mecanismos de ativacdo de diferentes componentes do
sistema imunitario humano, iniciada por uma resposta pelos linfécitos Th2 a um estimulo, e

acabando em alteracdes histoldgicas de fibrose pela atividade mastocitaria.
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6.13 Outros intervenientes

Também sédo intervenientes na fisiopatologia da EoE os linfocitos T Natural Killer
invariantes (iNKT), tendo em conta que certos componentes da cascata INKT estdo elevados
nos doentes com EOE, evidenciando uma maior suscetibilidade alérgica, e modelos murinos

sem componentes da via iINKT ndo tém desenvolvimento de EoE (81).

As ceélulas epiteliais esofagicas, embora vitimas do processo inflamatério, também tém
uma acdo importante na patogenia da EOE, uma vez que produzem eotaxina-3, que tem acao
pré-inflamatoria, como ja dissemos, e estdo implicadas na disfuncdo da barreira epitelial (5), a
qual predispde a entrada de antigénios e € um processo iniciador fulcral para o desenvolvimento
da EOE (36, 52). As alteracfes na barreira epitelial incluem disfungdo da zonula occludens,
zonula adherens e desmossomas (33). O epitelio esofagico possui também células dendriticas
residentes que atuam como células apresentadoras de antigénios (APC), fazendo a ligacao entre

a imunidade inata e adaptativa.

Como ja foi referido, certas exposi¢cbes no inicio da vida poderdo também estar
associadas a um aumento da predisposi¢do, tais como o uso de antibidticos no primeiro ano de
vida, amamentacdo materna e alergia a penicilina (20, 82). Outras possiveis alteracdes
ambientais podem estar associadas com o aumento da EOE na populagéo. Ha, por exemplo,
uma associagdo entre 0 aumento da prevaléncia da EoE e a diminuicdo da prevaléncia de

Helicobacter pylori, alteracdo que ja foi associada a doencas atdpicas (18).

Num estudo de 2015 realizado por Harris e colegas, foi verificada uma maior carga
bacteriana em doentes com EOE e nos afetados por DRGE, relativamente a controlos saudaveis;
nos doentes com EOE foi verificada uma carga bacteriana aumentada de bactérias do género

Haemophilus, que era independente do estado de eosinofilia e do tratamento da doenca (83).
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6.14 Tratamento da EoE

O tratamento baseia-se essencialmente em diminuir a inflamacéo inerente ao esofago e
deve ter como objetivo a remisséo dos sintomas, controlo da inflamag&o, melhoria da qualidade
de vida, prevencdo de complicagdes cronicas como a remodelagdo histoldgica e transformacao

fibrética do tecido, para além da prevencdo de crises agudas como a impactacgdo alimentar.

O tratamento baseia-se na utilizacdo de inibidores da bomba de protdes,
corticosteroides inalados e, quando na auséncia de resposta aos medicamentos de primeira
linha, dietas de restricdo, corticosteroides tdpicos deglutidos, dilatacdo mecanica ou
medicamentos bioldgicos (2). O tratamento com medicamentos bioldgicos como o0 omalizumab
(anti-1gE), mepolizumab e reslizumab, ambos anticorpos anti-1L-5, teve resultado parcial na
melhoria histoldgica e clinica, sendo medicamentos ainda reservados a estudos clinicos (29,
50, 52). Metade dos doentes com eosinofilia esofagica respondem ao tratamento com IBPs, a

nivel de melhoria clinica, e 60% dos doentes obtém remisséo histoldgica (6).

H& mais de 20 anos observou-se que a instituicdo de uma dieta elementar, composta
por uma mistura de aminodcidos essenciais com aminoacidos ndo essenciais, gordura e
acUcares, levava a remissao significativa em termos clinicos e histopatoldgicos, no entanto com

recorréncia sintomatica apds a reintroducéo de certas proteinas alimentares (25).

Embora a dieta restritiva e a eliminacao de certos tipos de alimentos tenham resultados
terapéuticos interessantes, a impraticabilidade destas dietas, a recorréncia de sintomas em caso
de reintroducdo, e o consumo de tempo e dinheiro na sua execugdo, fazem com que, em casos
severos e refratarios ao tratamento de primeira linha, esta abordagem seja melhor sucedida
quando se centra nos alimentos mais frequentemente associados a alergias como produtos

lacteos, ovos, trigo, frutos de casca rija, soja e marisco/peixe (84).
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Um estudo prospetivo em doentes adultos com diagnostico de EOE confirmou o facto
de que a dieta de eliminacdo de 6 alimentos frequentemente associadas a alergia alimentar
melhora significativamente os sintomas e as alteracdes histologicas (71, 85). Estes alimentos
incluem produtos lacteos, ovos, trigo, frutos de casca rija, soja e marisco/peixe. Por outro lado,
a reintroducéo destes esteve frequentemente associada a recorréncia de EoE, principalmente

com o trigo em 60% dos casos e com o leite em 50% dos casos (84).

A hipersensibilidade mediada por IgE a alimentos ndo distingue em nenhum aspeto 0s
doentes com EOE, para além da maior probabilidade de comorbilidades atdpicas, tendo em
conta que s6 se encontrou nexo de causalidade em 13% dos testes Prick realizados (23). Devido
a este facto, a decisdo de eliminacdo de alimentos ndo pode ser baseada em testes de
especificidade IgE ou testes Prick, tendo em conta o baixo valor preditivo dos alimentos

provocadores de episddios agudos com agravamento de EoE (30).

Para além destas formas de tratamento, os inibidores da bomba de protdes (IBPs) desde
cedo mostraram grande eficacia na EoE, tanto que fizeram com que inicialmente se tenha

dividido a doenga em EoE que responde a IBPs e em EoOE propriamente dita.

Assim, considera-se um doente com EOE que responde a IBPs como aquele com
sintomas “DRGE-like”, mas cujas bidpsias esofagicas tém mais de 15 eosinofilos por campo
de alta ampliacdo; todavia, alguns estudos tém vindo a dissipar a linha que separa estas duas
versOes da doenga, sugerindo que sejam fases diferentes de evolugdo da mesma entidade e ndo

duas patologias distintas (11).

Tal com a esofagite eosinofilica, a doenca de refluxo gastroesofagico (DRGE) também
pode estar associada a um padrao histologico com infiltracdo eosinofilica no eséfago. Por este
motivo, estava inicialmente estabelecido que uma resposta clinica e/ou histolégica aos IBPs

era considerada suficiente para o diagnéstico de DRGE (6).
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Um estudo investigacional em doentes com infiltracdo eosinofilica comprovou a
resposta a terapéutica com IBPs e demonstrou que cerca de 75% obtiveram uma remissao dos
sintomas; destes ultimos, 66% exibiam um perfil histoldgico de DRGE (infiltracao eosinofilica
com um numero inferior a 35 eosinofilos por campo de alta ampliagéo), sinais de refluxo em
endoscopia ou diagnostico de refluxo apds manometria esofagica com valores de pH abaixo de
4.0 (6, 86). No mesmo estudo, cerca de 33% dos doentes com remissao de sintomas mostrava
um perfil tipico de EoE (acima de 35 eosindfilos por campo de alta ampliacédo, sintomas tipicos
de EoE ou endoscopia concordante) (86). Embora o diagnéstico de EoE exija apenas um valor
acima de 15 eosindéfilos por campo de alta ampliacdo, neste estudo optou-se pelo limiar de 35

eosindfilos por forma a evitarem-se casos com eosinofilia “borderline” entre EoE e DRGE.

A andlise do transcriptoma mostrou que existe efetivamente uma resolucdo da
inflamacdo alérgica Th2 quando ha reducdo da eosinofilia esofagica a terapéutica com IBPs
(87). Como foi referido, inUmeros estudos tém vindo a sugerir que a EoE e a EoE PPI-R sdo
fases evolutivas da mesma doenca. Devido a controvérsia na comunidade cientifica, na
definicdo das patologias como entidades diferentes ou como continuum evolutivo, foi
recentemente realizado um estudo internacional no qual foi relatado a inexisténcia de
diferencas a nivel de clinica, endoscopia, histologia, tipo inflamatério e expressdo génica, entre

as duas condicoes (88).

Os IBPs atuam na EoE, ndo pelo blogueio irreversivel da bomba de prot6es nas células
parietais gastricas, mas por bloqueio do fator STAT6 e, consequentemente, a interrupcao da
via JAK-STAT mediada pela 1L-13, reduzindo, dessa forma, a producéo de eotaxina-3, com
efeito terminal anti eosinofilico (48), representando um tratamento eficaz em alguns casos de
EoE. Uma outra explicacéo para a reducéo da infiltracdo eosinofilica € que os IBPs restauram
a integridade da mucosa (erosdes e ulceras) e, assim, diminuem a maior facilidade de transporte
e entrada de proteinas antigénicas no tecido esofagico (11).
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Tanto a EoE, a EOE PPI-R e a DRGE, respondem a IBPs, portanto mesmo em casos de
diagnostico errado, a doenca base (dentro do espectro habitual dos diagnosticos diferenciais)
beneficiara do tratamento. Assim, os IBPs tém sido recomendados como a terapéutica de 12

linha com uma posologia de 1 a 2 doses, uma a duas vezes por dia, durante 8-12 semanas (3).

Tanto os corticoides topicos como os sistémicos sdo utilizados como tratamento inicial
em casos de EOE ativa com exacerbagéo, assim como em terapéutica de manutencao (7). O tipo
de administracéo e a dose a ser aplicada dependem da severidade da doenca, da disponibilidade
de cada uma das formas e da praticabilidade da via de administracdo, do ponto de vista do
doente (3). As formas tdpicas sao preferidas as sistémicas pela existéncia de menores efeitos
adversos. Dentro das formas topicas podem ser utilizados aerossdis ou pastas engolidas
contendo corticosteroides como budesonida ou fluticasona, com uma boa aderéncia ao eséfago,
e consequente alta eficicia terapéutica (6). Tém sido usados periodos de tratamento com
duracdo entre as 2 e as 12 semanas, com inibicao prolongada da inflamacéo, e reducéo do risco

de episddios de emergéncia como as impactacdes alimentares (10).

A dilatacdo mecénica por via endoscopica é um recurso de ultima medida em doentes
com resposta inadequada a terapéutica medicamentosa ou dietética, e com grande alteracdo da
qualidade de vida pelo estreitamento esofagico. Ha melhoria sintomética temporaria, mas sem

efeito na inflamacé&o, e com inevitavel necessidade de reintervencao (6).

Embora muitos estudos e tratamentos se centrem no epitélio, a EOE é uma doenca
transmural, em que existe infiltragdo das camadas subepiteliais. De facto, uma das maiores
complicacdes da EoE é a fibrose, que ndo é reversivel com as terapéuticas atuais. Num estudo
de 2016, Cheng E et al., ao desenvolverem linhas celulares de fibroblastos esofagicos
imortalizados, elucidaram os efeitos das citocinas Th2 nos mesmos fibroblastos, no sentido de

explorarem o potencial terapéutico de farmacos direcionados a atividade fibroblastica (61).
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Contrariamente ao previamente verificado em células esofagicas epiteliais, Cheng e
colegas mostraram que os IBPs (nomeadamente o omeprazol) ndo bloqueiam a expressdo de
eotaxina-3 pelos fibroblastos, acdo esta induzida pelas citocinas Th2 (61). Por outro lado, os
inibidores da Janus quinase (JAK)-STAT6, como a leflunomida e ruxolitinibe, utilizadas
habitualmente na artrite reumatoide e mielofibrose, respetivamente, conseguem tratar a
inflamacado epitelial e a fibrose sub-epitelial na EoE, atraveés de uma inibicdo mais completa da

producdo de eotaxina-3 (61).

Embora a eotaxina-3 ndo seja diretamente fibrogénica, consegue, através da sua
atividade quimiotatica, conduzir os eosinéfilos até a lamina propria e estes, apés ativacgéo,
produzem uma panoplia de citocinas, incluindo o fator de crescimento transformante f1 (TGF-

B1) e a MBP, que séo altamente fibrogénicos (67).

Diversas abordagens com anticorpos monoclonais tém sido experimentadas na EoE,
tendo como base o conhecimento adquirido acerca da fisiopatologia da doengca. Embora haja
ja demonstracdo de uma elevada producdo de TNF-a no epitélio esofagico da EoE, do papel
quimiotéatico da IL-5 relativamente aos eosinofilos e a sua estreita relagdo com a patologia da
EOE, e da sensibilizagdo IgE a alergénios alimentares verificada na maioria dos doentes, as
terapéuticas dirigidas a estes componentes imunolégicos (anti-TNF-a, anti-1L-5 e anti-IgE) ndo
produziram qualquer beneficio a nivel de reducdo da inflamagdo ou melhoria clinica (6).
Relativamente as componentes IL-4 e 1L-13, espera-se a realizacdo de estudos com grandes
amostras populacionais de forma a testar a aplicabilidade do seu bloqueio na clinica; no
entanto, um estudo piloto com 23 doentes ja demonstrou que o tratamento com anticorpo anti-
IL-13 foi mais eficaz que o tratamento com placebo (50). Um estudo randomizado e controlado
mais recente, realizado por Dellon e colegas, mostrou melhoria nas caracteristicas histologicas
e endoscopicas, numa amostra de 90 doentes tratados, em comparagéo com placebo, ao utilizar
um novo anticorpo monoclonal anti-1L-13 (RPC4046) (89).
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7. Discussao e conclusao

Na EoE, os eosindfilos recrutados para o tecido esofagico libertam proteinas granulares
toxicas que, embora sejam muito importantes na fun¢do imunoldgica, tém o efeito colateral de
perpetuacdo da resposta inflamatéria no eséfago. Os eosinéfilos também estimulam a producao
de proteinas da matriz extracelular de forma inapropriada, colaborando para a fibrose esofégica

verificada na fase cronica da EoE (6).

O infiltrado inflamatdrio e padrdo de citocinas encontrado em bidpsias de doentes com
EoE indicam uma reacdo T-helper2 (Th2) como a base imunolégica da doenca. Para além dos
eosinofilos ja descritos, células T com expresséo de IL-5, linfécitos B, mastécitos com IgE de
superficie, e células dendriticas, tém sido encontrados persistentemente em biopsias esofagicas
destes doentes (55). A nivel de citocinas, para além da IL-5, encontram-se altas quantidades de
TNF-0, eotaxina-1, eotaxina-3 e TSLP, produzidos pelas proprias células epiteliais, tendo

como consequéncia uma amplificacdo da resposta imunoldgica Th2 (45).

Uma barreira epitelial disfuncional parece desempenhar um fator importante na
patogénese da doenca, tendo sido reportados inimeros casos de doentes com expressao

anormal de desmogleina-1, calpaina-14 e filagrina, entre outros componentes (36).

No seguimento destas descobertas, € sugerida a seguinte explicacdo fisiopatoldgica,
para o desenvolvimento da EoE: uma barreira epitelial disfuncional facilita a entrada de
microrganismos e alergénios, que sdo posteriormente reconhecidos pelas células epiteliais,
induzindo nestas a libertagdo de citocinas, como a TSLP, que véo iniciar e amplificar a resposta

inflamatoria Th2 (6).

Inicialmente pensava-se, como anteriormente mencionado, que a EOE pudesse ter como
base uma reposta alérgica imediata do tipo I, devido ao grande racio de sensibilizagdo a

alergénios alimentares e resposta clinica a dietas de eliminacao e/ou hipoalergénicas.

51



Assim, acreditava-se que as IgE contra alergenios alimentares pudessem ter um papel
chave na doenca. No entanto, a determinacdo de IgE especificas e testes Prick cutaneos
mostraram pouca relacdo da doenca com os antigénios provocadores de clinica e, para além
disso, dietas com eliminacdo dos alimentos contendo alergénios identificados em testes Prick
obtiveram baixa melhoria do quadro sintomatologico. A administracdo de anticorpo
monoclonal anti-IgE também néo obteve resultados clinicos favoraveis em doentes adultos e

pediatricos de EoE (29).

Recentes estudos tém dado novas perspetivas desta doenga, demonstrando uma
interligacdo entre fatores de risco genéticos, fatores de risco ambientais, sensibilizagdo alérgica

e vias inflamatorias especificas ao tecido esofagico, que levam a patogénese da EoE (53).

Um outro modelo explicativo possivel para a EOE tem o inicio do ciclo inflamatério
causado pelas moléculas com propriedades proteoliticas, produzidas e libertadas pelos
eosindfilos ativados. Ap6s recrutamento eosinofilico, através da eotaxina-3, ocorre a producao
e libertacdo de ECP (proteina cationica eosinofilica), que faz com que as membranas celulares
do epitélio esofagico se tornem porosas, e ha libertacdo de MBP (proteina major basica), que
aumenta a reatividade vagal muscarinica M2, e desencadeia a desgranulacdo basofilica e
mastocitéria (4). Estas alteragdes tecidulares tornam-se mais significativas ao associarem-se ao
facto de certas componentes da barreia celular, como a FLG e a DSG1, estarem alteradas na
EoE (36), o que implica uma maior facilidade de entrada de antigénios e bactérias, com
ativacdo de varios mecanismos imunitarios, incluindo a producgéo de TSLP e IL-33 os quais,
por sua vez, levam a uma producao de IL-5 e IL-13 pelos linfocitos Th2, causando uma resposta
alérgica ciclica e exacerbada a todo e qualquer contacto que exista com as mucosas e com a

epiderme (11).
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A descoberta da associacdo entre a calpaina-14 e a EoE foi fundamental pois devido a
sua sobre-expressao ocorrer exclusivamente no eséfago, providencia uma possivel explicacédo
a especificidade tecidual da EoE. Tal como demonstrado por Kottyan et al, a expressao de
CAPN14 é regulada positivamente pelas interleucinas 4 e 13 (IL-4 e 1L-13) e essa mesma
expressdo pode ser relacionada com a atividade da doenca, podendo ser posteriormente

utilizada como marcador na clinica (58).

A relacdo entre as interleucinas IL-4 e IL-13 e a expressdo de CAPN14 pode também
ser explorada a nivel de tratamento com o desenvolvimento de terapéutica monoclonal. Desta
forma, o esforgo realizado nos estudos GWAS e noutros estudos investigacionais, com o intuito
de melhorar o conhecimento da fisiopatologia da EoE, ndo s6 leva a uma maior compreensdo
da doenca como um todo, mas também auxilia a criacdo de ferramentas mais eficazes de

diagnostico e permite avancos no tratamento, com terapéuticas mais dirigidas e eficazes.

Através do recrutamento e ativacdo por IgE, os mastécitos sdo recrutados para o
esdfago e tém um papel importante na EOE. Um estudo por Lomazi et al. demonstrou a
capacidade da detecdo de triptase mastocitaria por imunohistoquimica, 0 que veio aumentar a

capacidade e fidelidade de diferenciar a esofagite eosinofilica da DRGE (80).

As alteracBes no genoma e transcriptoma podem predispor, em idade adulta ou em
situacdo de vida precoce, a que os alergénios e condi¢fes ambientais tenham um efeito mais
potente no organismo (5). Isto leva a que, consequentemente, existam alteragcbes moleculares
que resultam num padrdo histoldgico caracteristico que, em ultima instancia, é evidenciado
pelas queixas do doente, que chega ao contacto médico com a esperanga de uma terapéutica
curativa ou pelo menos atenuadora dos sintomas que alteram a sua qualidade de vida. Assim,
é necessario ter uma visdo holistica da cascata de mecanismos que levam ao aparecimento da

doenca de forma a poder identificar, excluir, diagnosticar, paliar ou curar.
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E necesséaria mais pesquisa acerca da fisiopatologia da EOE em casos pediétricos, de
casos adultos com pouca evolucdo, em EoE que responde a IBPs e nos casos resistentes a
corticoterapia, de forma a aferir se o papel das 1gG4 é transversal a estes subtipos. Uma
caracteristica essencial a distinguir no caso dos avancos cientificos relativamente a
fisiopatologia € a necessidade de constante atualizacéo, visto que tem havido imensa pesquisa.
Devido a tecnologias de ultima geracdo como estudos de associacdo genomica, estudos de
epigenética, e estudos moleculares, por exemplo, avangou-se mais no conhecimento desta

doenca em 20 anos, do que em 100 anos, comparativamente a outras doencas melhor descritas.

A utilizacdo de IBPs, através do bloqueio da via STAT6, tem obtido resultados e &,
juntamente com a corticoterapia inalada, o tratamento de eleicdo. No entanto, muitos doentes
ndo tém resposta a estes compostos, pelo que os estudos em curso, com farmacos monoclonais

contra as interleucinas mais importantes da EOE, podem vir a alterar estes casos renitentes.

Num futuro proximo seréd necessario caracterizar melhor os varios subtipos de EoE, a
nivel clinico e histolégico, com critérios de diagnéstico especificos e padronizados. Ha,
também necessidade de definir a ligacdo entre a variacao fenotipica da EoE e a predominancia
das varias vias inflamatdrias, no sentido de individualizar a terapéutica a cada subtipo de EoE.
Também no sentido de melhorar o tratamento, é necessario o estabelecimento de guidelines
para o correto diagndstico diferencial entre a EOE, a DRGE e a EOE PPI-R, baseadas em estudos

que demonstrem as diferencas, a nivel genético e fisiopatoldgico, destas doencas.

Embora ja se tenha uma ideia a médio prazo de quais sao as intercorréncias expectaveis
na EoE, ndo se tendo, até agora, encontrado correlacdo com neoplasias gastrointestinais ou
outras, sdo ainda necessarios mais estudos, com maiores amostras e diferentes populacdes em
estudo, e com mais tempo de “follow-up”, para que seja possivel o estabelecimento de um

prognostico mais fidedigno e um melhor entendimento da EoE a longo prazo.
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A endoscopia tem sido essencial para o estabelecimento de um diagnostico definitivo e
para monitorizacdo do tratamento, mas é necessaria a pesquisa de métodos de diagnostico ndo-
invasivos, bem como de biomarcadores, essenciais & monitorizacio da doenca. E também
necessario averiguar os beneficios possiveis do desenvolvimento de tecnologias genémicas,
como por exemplo a criacdo de perfis de transcriptoma especificos de EoOE, que permitam
compreender melhor os mecanismos moleculares e vias de sinalizacdo que controlam a

fisiopatologia desta doenca.

Relativamente as variadas causas etioldgicas e influenciadores da doenca, € importante
um maior estudo das exposi¢des ocorridas no inicio de vida, como as condi¢cdes de parto,
amamentacdo, farmacos e de outras alteracGes ambientais como a preparacao dos alimentos.
Ainda dentro da etiologia ambiental, outro assunto a averiguar inclui as alteracdes do
microbioma esofégico, relativamente ao numero de bactérias, e prevaléncia de espécies

especificas, e de que forma, se de todo, influenciam o aparecimento e/ou curso da doenca.

No que diz respeito a alimentacdo e as varias intoleréncias alimentares verificadas
nestes doentes, é necessario aprofundar o conhecimento dos mecanismos subjacentes, das vias
inflamatorias implicadas, das possibilidades de diagnostico no que diz respeito aos alimentos

e respetivos antigénios responsaveis pelas agudizacfes da doenca e emergéncias associadas.

Por ultimo, e em relacdo ao tratamento, é necessario e urgente saber mais acerca dos
efeitos produzidos pela medicacéo atual, qual o efeito a nivel imunoldgico e as repercussdes a
nivel histoldgico e sintomatoldgico, para além da adequagdo ao subtipo de EOE subjacente. Os
efeitos dos tratamentos atuais como os corticosteroides sdo amplos e inespecificos, sendo
necessarios tratamentos mais especificos, como os farmacos bioldgicos ja referidos, com uma
intervencdo-alvo em mecanismos particulares patologicos, com maior eficacia global, menores

efeitos secundarios e praticabilidade de aplicagdo na clinica.
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