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RESUMO - Racional — Refluxo gastroesofagico é afeccdo relativamente comum na infancia e pode causar morbidade, havendo

porém poucos estudos histoldgicos e morfométricos em biopsias esofégicas de criangas. Objetivo - Estudar aspectos histol 6gicos
e morfométricos da esofagite de refluxo em criangas. Material e Métodos - Foram analisadas 26 biopsias esofagicas (média de
idade de 4,1 + 3,4 anos), com diagndstico histologico prévio de esofagite de refluxo. Refluxo gastroesofagico também foi
confirmado pela radiologia em 18, pHmetria em 5 e cintilografia em 3 pacientes. O sexo masculino predominou (84,6%);
vomitos pés-prandiais (76,9%) e broncopneumonia de repeticdo foram os sintomas mais fregientes. O grupo controle constou
de sete criancas assintomaticas para refluxo gastroesofagico, cuja causa da morte foi meningococcemia (quatro casos) e
cardiopatia congénita (trés casos) (média de idade de 2,5 + 2,3 anos). Utilizaram-se as técnicas histoquimicas hematoxilina-
eosina e acido periddico de Schiff para avaliar infiltrado inflamatério, espessura do epitélio, da camada basal e o comprimento
papilar. A morfometria foi feita por meio de sistema digital conectado ao software Pro-Image. Para andlise estatistica utilizou-
se 0 teste t de Student, teste de Mann-Whitney, exato de Fisher e coeficiente de correlagdo de Pearson. Resultados - Espessura
epitelial e da camada basal, comprimento papilar absoluto e relativo foram significativamente maiores no grupo de criangas
com esofagite em relagdo ao grupo controle. Eosindfilos, neutréfilos e “balloon cells” ndo foram observados no grupo
controle. Capilares intra-epiteliais foram observados em 11 casos de esofagite de refluxo (didmetro médio de 59 um), estando
ausentes no grupo controle. Conclusdo - Na esofagite de refluxo houve aumento da espessura epitelial, da camada basal, do
comprimento papilar (em nimero absoluto e relativo) em relacdo ao controle. Houve, ainda, correlacéo linear positiva entre
espessura epitelial total, espessura da camada basal e comprimento papilar, denotando maior “turnover” das células epiteliais.
Polimorfonucleares eosindfilos, neutréfilos e “balloon cells’ estavam presentes somente em biopsias de criangas com esofagite,

sendo portanto, indicadores especificos desta afecgao.

DESCRITORES — Esofagite péptica. Esofago, patologia. Crianga

INTRODUCAO

Refluxo gastroesofégico (RGE) é afec¢ao relativamente
comum na infancia, podendo resultar em morbidade como
esofagite, e doengas pulmonares, tais como pneumonias de
repeticdo, broncoespasmo e episddios de apnéia'® 18 19,

Os achados macroscdpi cos ou endoscopicos de esofagite
consistem em hiperemia, friabilidade, erosdes, ul ceragdes da
mucosae estenose do 6rgdo. A formaerosiva, emborafreqiente
em adultos sintomédticos, estd ausente em até 40% das criangas,
sendo necessaria a biopsia para confirmag&o diagnéstica e
graduacdo da intensidade da esofagite, principalmente nas

fases iniciais do processo inflamatério, quando o aspecto
endoscépico pode ser quase normal©. A amostrageralmente é
obtida por pingaendoscopicaou cépsulade sucgdo, sendo o
fragmento obtido mais adequado, ou seja, mais profundo,
quando retirado por capsula” ® 1,

Em criangas, andlisesmorfométricasrandomizadas detam da
década de 80, sendo os polimorfonucleares eosindfilos intra-
epiteliaisconsideradosindicador sensivel e precoce de esof agite
de refluxo, estando a sua presenca também relacionada a
hiperplasiadacamadabasal epitelia eao aumento do comprimento
daspapilasdelaminaprdpria. Por outrolado, polimorfonucleares
neutréfilos tendem a surgir nos casos mais graves®™ 8 1320,
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Em adultos com esof agite, apresencados eosindfilos éaateragéo
mai s freqliente em biopsias esof4gicas®. No entanto, raros eosinéfilos
intra-epiteliais ndo devem ser valorizados como Unico critério para
RGE, pois estes podem ocorrer na mucosa esofégica de individuos
que fazem uso de &l cool e/lou fumo®? 17,

Dilatagfes vasculares humerosas e maiores do que 50 pum,
leucoestase, diapedese erupturasfocais devénulas de papil as a ongadas,
especiamente na superficie epitelial, também sdo valorizadas como
indicador de esofagite derefluxo® 12, Céul as epiteliais pavimentosas
bal onizadas (“balloon cells’), com citoplasmaabundante e palido, ntcleo
irregular ou picnético, geralmente acido periddico de Schiff (PAS)
negativos, ndo sdo especificas, podendo surgir em outras esof agites™©.
Céulasintra-epiteliaisde contornoirregular (CINC ou “squigglecell”),
que em sua grande maioria correspondem alinfocitos T, aumentam na
esof agite de refluxo, também sem especificidade* > 1419,

OBJETIVOS

Estudar aspectos histoldgicos e morfométricos da esofagite de
refluxo em criancas, comparando osachados obtidos com grupo controle.

MATERIAL EMETODO

Foram avaliadas retrospectivamente 26 biopsias de estfago de
criancas com idadeigual ou menor do que 10 anos (médiade4,1 + 3,4
anos), com diagnaéstico histol 6gico de esofagite derefluxo, previamente
estratificado em grau leve (1), moderado (I1) e intenso (111), de modo
subjetivo, levando-se em consideracdo o grau de hiperplasia da basal,
do alongamento papilar edadensidade doinfiltrado inflamatoriointra
epitelial. Estas biopsiasforam sel ecionadas dentre 56 por apresentarem
orientagdo adequada para andlise morfométrica, ou seja, com epitélio
representado nasuaintegridade, com pelo menos duas papilasdelamina
prépria perpendiculares &ladmina basal epitelial, excluindo-se aquelas
que continham epitélio de tipo colunar. Todas foram obtidas por pinca
endoscopi cade tamanho padrdo, com aberturade 5 mm, com aparelho
endoscopi co model o pediatrico marcaPentax (modelo FG 24 X), 2cm
acima da transi¢8o esofagogastrica. Os achados endoscopicos foram
previamente classificados em grau | (enantema), grau |1 (presenca de
erosdes em terco distal que ndo atingem todaacircunferénciado érgao)
egraulll (erosBes atingindo todaacircunferénciado 6rgao).

Dados clinicos e exames complementares que corroborassem o
RGE foram obtidos dos prontuarios médicos. RGE foi detectado em
18 criangas pelo Rx contrastado do esdfago, estdbmago e duodeno
(EED), em 5 pela pHmetria intra-esofégica prolongada e em 3 pela
cintilografia; 4 apresentaram hérniahiatal e 1 obstrugdo duodenal. O
grupo controle constou de 7 criangas, com idade variando de 1 mésa
5anos(médiade2,5 + 2,3 anos) necropsiadasno Servigo de Verificagso
de Obitos da Capital de S8o Paulo, assintométicas para RGE, sem
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internacdo hospitalar recente, 4 falecidas por meningococcemia e 3
por cardiopatia congénita. Os fragmentos foram retiradosentre 2 e 3
cm datransicao esof agogastrica.

Os espécimes foram submetidos a processamento histol 6gico de
rotina, com cortesde 5 a6 um de espessura, corados pelastécnicas de
hematoxilina-eosina (HE) e PAS, esta Ultima para destacar melhor a
camadabasal.

Morfometria

As células inflamatdrias intra-epiteliais (polimorfonucleares
neutréfiloseeosindfilos) e“baloon cels’, foram contadasem tréscampos
degrandeaumento (CGA- 400X) com microscopio binocular, deobjetivas
acrométicas (Nikon Alphaphot YS). Estes trés campos abrangiam a
totalidade do material. No grupo controle, foram selecionados os trés
campos mai srepresentativos. Paraas medidas daespessuratotal epitelial
edacamadabasal, bem como do comprimento dapapiladelaminapropria,
utilizou-se 0 programa analisador de imagens equipado com o software
Image-Pro Plus, versdo 3.0 para Windows, da Media Cybernectis. As
imagens foram obtidas com microscopio Olympus BX40 acoplado a
camaradevideo Sony CCD-IRISetransferidas paracomputador (Pentium
233 Mhz), com placa digitdizadora de imagem. As disténcias medidas
foram determinadas utilizando-se 0 “mouse” paradelinear as estruturas
avaliadas. A andlisefoi feitaem trés campos de médio aumento (100X) e
determinadas da seguinteforma: espessurado epitdlio (disténciadalamina
basal atéacamadadequeratindcitosmaissuperficia); espessuradacamada
basd (distdnciadalaminabasa até o nivel dacamadaintermediéria, onde
0s nucleos acham-se separados entre si por pelo menos um didmetro
nuclear); comprimento dapapila(distanciaentrealaminabasa inferior
até alamina basa superior) e didmetro dos capilares (maior distancia
entreumacéulaendotelia até aqueladiametralmente oposta). Osvaores
foram expressos em um. A partir destas variaveis, estabelecemos as
relagles: espessuradacamadabasal em relagéo ao epitélio e comprimento
da papila (ambas numéricas de 0% a 100%).

Andliseestatistica

Paraaandlise estatistica, utilizou-se o teste t de Student, exato de
Fisher, de Mann-Whitney e coeficiente de correlagdo de Pearson,
sendo considerados estati sticamente significantes os resultados, cujos
niveis descritivos (val ores de P) fossem inferiores a 0,05.

RESULTADOS

No grupo de pacientes com esofagite de refluxo aidade variou de 3
mesesa 10 anos, (médiade 4,1 + 3,4 anos; M = 2,3 anos), sendo 84,6%
do sexo masculino. No grupo controle, aidade variou de 1 mésab anos
(médiade2,5+ 2,3 anos; M =1 ano), sendo 71,4% do sexofeminino. Os
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sintomas mais freglientes do RGE foram vomitos (76,9%), broncopneu-
monias de repeticdo (37,5%), sibilos (23,1%) e déficit neuropsicomotor
(23,1%).

O diagnéstico endoscopico foi de normalidade em 23,1% dos
casos, esofagite grau | em 38,5%, grau Il em 15,4%, grau |11 em 3,8%
epresencade hérniahiatal em 7,7%.

Quanto ao diagndstico histol dgico, observou-se esofagite grau |
em 61,5%, grau Il em 34,6% egrau |11 em 3,8%. Quando comparados
os diagndsti cos endoscopi cos e histol dgi cos, observou-se discordancia
entre exame normal a endoscopia e esofagite grau | a histologia em
31% dos pacientes; indice de concordancia de 58% em relacdo a
esofagitegrau | ede50% emrelacdo ao graull elll (Tabelal).

Variaveisquantitativasemorfométricas

Os valores da espessura epitelial, espessura da camada basal
(nimero absoluto) e comprimento das papilas (nimero absoluto e

percentual) foram significativamente maiores nas biopsias com
esofagite em relacdo ao controle (Tabela 2).

Asvariaveishistol dgicas eosindfilos (Figural) (média: 5,3 + 6,4;
M = 2,7), “balloon cells’ (Figura 2) (média: 2,0+ 1,4; M =1,5) e
neutrofilos polimorfonucleares (média: 0,4 £ 0,2; M = 0,0) foram
encontradas somente no grupo das esofagites, estando ausentes no
grupo controle. Embora eosinéfilos ndo tenham sido identificadosem
trés casos de esofagite, estes apresentavam alteragoes epiteliais, ou
seja, dacamadabasal e/ou papila.

Os capilares intra-epiteliais (Figura 3) estavam presentes em
apenas 11 casos e seu didmetro médio foi de 59,0 um (desvio-padréo
= 20,2 um), sendo os valores minimos e maximos de 35,4 ym e
103,7 pm, respectivamente. Em 6 destes 11 casos, os didmetros
mediam acimade 50 pm.

Ao se considerar aespessura dacamadabasal como percentagem
em relagéo a espessura do epitélio, observaram-se que em ambos os
gruposamaioria (70 a80%) ultrapassa os 15%. Quanto a percentagem

TABELA 1 - Comparagéo entre os diagndsti cos endoscopi cos e histol dgicos

Biopsia
Endoscopia Esofagitegrau | Esofagite grau 1 Esofagite grau I11
Normal 5 1 0
Esofagite grau | 5 5 0
Esofagite grau |1 2 2 0
Esofagite grau I11 0 1 0
Hérnia hiatal (HH) 2 0 0
HH + esofagitegrau | 2 0 0
HH + esofagite grau 111 0 0 1

TABELA 2—Comparagdes entre as esofagites e o controle em rel agdo as variaveis histol 6gicas morfométricas

Esofagite de refluxo
Média IC (95%)

Controle Teste t de Student

Média IC (95%)

Espessura epitelial 266,43
(236,94;295,91)
Espessurada camada basal 55,81
(49,96;61,66)
Comprimento da papila de 165,32
l&mina prépria (139,92;190,72)
Camada basal em relagdo ao 21,68
epitélio (%) (19,36;24,02)
Comprimento das papilas em 61,53

relacdo ao epitélio(%) (55,80;67,26)

136,46 <0,001 *
(103,77;169,14)
26,89 <0,001 *
(18,96;34,81)
46,49 <0,001 *
(28,20;64,77)
20,13 0,538
(14,34;25,92)
32,94 <0,001 *

(25,76;40,11)

IC = intervalo de confianga
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FIGURA 1 — Fotomicrografia hematoxilina-eosina (HE) 200X -
Esofagite derefluxo. Notam-se numerosos eosinéfilos

intra-epiteliais
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FIGURA 2 — Fotomicrografia hematoxilina-eosina (HE) 200X -
Esofagite de refluxo. Detalhe das"balloon cells' (%)

FIGURA 3 — Fotomicrografia hematoxilina-eosina (HE) 100X -
Esofagite de refluxo. Vénulas dilatadas préximas a
superficie epitelial
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do comprimento das papilas, todos o0s que ultrapassaram 66% da
espessura do epitélio pertenciam ao grupo das esofagites (Tabela 3).

Houve correlagdo linear positivaentre aespessuraepitelial total e
a espessura da camada basal (P = 0,032) e do comprimento papilar
(P <0,001), bem como entre estes dois Ultimos parémetros (P = 0,005).

TABELA 3 — Comparag8es dos valores relativos da camada basal e
papilas entre as biopsias de esofagite e grupo controle

Arq Gastroenterol

Grupo

Esofagite de Controle Teste exato

refluxo n (%) de Fisher (P)
Espessuradacamada
basal acima de 15% 23 (88,5) 5 (71,4) 0,282
Comprimento das 12 (46,2) 0 0,027*
papilas acima de 66%

DISCUSSAO

Biopsias realizadas por pinga endoscopica sdo consideradas
relativamente superficiais, a maioria delas representadas apenas pelo
epitdlio derevestimento, o quendo ocorre com aguel as obtidas por succao®
9. Orientacdo inadequadatem sido um problemarelevante paraanalises
morfométricas, com indices de inadequag&o de 86%, fato observado no
materia destasérie, noqual o indice deinadequago atingiu 46%6.

Tratando-se de estudo retrospectivo, escolheram-se criancas abaixo
de 10 anosdeidade, tentando excluir possiveisefeitosdo d cool efumo,
relacionados a presenca de eosindfilos no epitélio esofégico@ 2.

O grupo controle, proveniente de criangas assintométicas paraRGE
efalecidas em curto espaco de tempo, € semel hante a grupos controles
utilizados por outros autores em estudos morfométricos® 9,

Andlise morfométrica computadorizada tem sido cada vez mais
utilizada em substituicéo aquelas feitas com ocular micrometrada®,
com vantagens em relacdo a rapidez e precisao do método.

Os sintomas mais freqlientes foram vOmitos e pneumonias de
repeticdo, similares a dados ja relatados na literatura, bem como a
idade médiade 4,1 anos®.

A concordanciaentre os diagndsti cos endoscopi cos e histol gicos
tende a ser maior nos casos mai s acentuados da doencga e menor nos
graus I/Il, sendo que algumas criangas com esofagite leve podem
apresentar exame normal a endoscopia®. Consoante com este dado,
31% dos pacientes com esofagite grau | apresentavam exame normal
a endoscopia; a concordancia parao grau | ell foi de 58% e 50%,
respectivamente. A presenca de apenas um caso de esofagite grau |11
na presente casuistica, talvez tenha dificultado a comparagéo entre
achados endoscopi cos e histol 6gicos nas formas mais acentuadas da
doenca.
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A espessura média do epitélio foi de 266,43 um, com diferenca
significativaem relagdo ao controle; alguns estudos pediétricosrelatam
espessura de 229 pum e 247 pm, no entanto, sem diferir significati-
vamente do grupo controle. Encontraram-se diferengassignificativas
para o comprimento das papilas tanto em nimero médio absoluto,
como relativo em relag@o ao epitélio, quando se consideram como
limite 50% e 66% (165,32 pum e 61,53%), similar avalores relatados
em outros estudos com criangas, ou seja, de 163,6 pm e 57,7 %, sem
no entanto diferir significativamente do controle® 2,

Em relacdo a espessura da camada basal, detectaram-se valores
médi os absol utos maiores, quando comparados ao grupo controle, ou
sgja, 55,81 pm e 26,89 um, respectivamente. No entanto, estadiferenca
deixade ser significativa quando se comparam 0s grupos quanto aos
valoresrelativosao epitélio, ou sgja, 21,68% e 20,13%, provavelmente
porque o epitélio também ficou mais espesso. Por outro lado, o valor
relativo da camada basal pode atingir até 39%, com diferenca
significativa em relag@o ao controle, sem constatagdo de aumento
expressivo da espessura epitelial total™ 2,

Quanto aos capilares de papilas intra-epiteliais, estes estavam
presentes em 11 casos de esofagite, sendo o didmetro médio de
59 pum, portanto acima do valor de 50 um, preconizado na literatura
como indicador derefluxo®.

Polimorfonucleares eosinéfilos ocorreram apenas nos casos de
esofagite, em nimero que variou de uma a quatro células por CGA,

variagdo que estacontidanosdados daliteraturaquereferemde0,3 a
6,0 eosindfilos por CGA®); sdo extremamente raros ou ausentes no
grupo controlee, portanto, considerados marcador especifico e precoce
de RGE. Por outro lado, polimorfonucleares neutréfilos tendem a
surgir nos casos maisgraves de esof agitel 212, “Balloon cells’, embora
ndo sendo sempre consideradas especificas de RGE, também somente
foram identificadas nas esof agites, denotando o dano celular frente ao
RGE®,

Houve ainda correlagdo linear positiva entre parametros morfo-
métricos, taiscomo espessuraepitelial total com aespessuradacamada
basal e com 0 comprimento papilar e entre estes dois Ultimos. Este
dado evidencia a hiperplasia epitelial devido ao maior “turnover”
celular, decorrente de crénica exposi¢do da mucosa esofagica ao
contetido gastrico®,

Como conclusdo, variaveis histologicas polimorfonucleares
eosinéfilos, neutréfilose“balloon cells’ sdo consideradasindicadores
especificosdadoenca, poisapareceram somente nas esof agites, estando
ausentes no controle. Ocorreu aumento da espessura epitelial total,
da camada basal (valor absoluto) e do comprimento papilar (valor
absoluto e relativo) em relagdo ao grupo controle. Houve correlagdo
linear positiva entre a espessuraepitelial, o comprimento das papilas
e aespessurada camada basal epitelial, denotando maior “turnover”
das células epiteliais esofégicas frente a sua exposi¢ao ao contetido
géstrico.

Mader AMAA, Alves MTS, Kawakami E, Patricio FRS. Reflux esophagitis in children: histological and morphometric study. Arg Gastroenterol

2002;39(2):126-131.

ABSTRACT - Background — Gastroesophageal reflux disease is a frequent cause of morbidity in childhood, including esophagitis and recurrent
respiratory symptoms; however histological and morphometric studies in esophageal biopsies of children are scarce. Aim - To study histological
and morphometric findings in children with reflux esophagitis. Patients and Methods - We studied 26 esophageal biopsies of children (mean age:
4.1 years = 3.4) with reflux esophagitis, which prevailed in boys (84.6%); post-prandial vomiting (76.9%) and repetitive bronchopneumonia
(38.5%) were the most frequent symptoms. The diagnosis was made by X-ray in 18, by pH evaluation in 5 and by scintilography in 3 patients.
The control group was formed by seven children without reflux symptoms who died from meningococcemia or congenital heart malformation
(mean age: 2.5 years £ 2.3). Histological variables were studied by hematoxylin-eosin and periodic acid of Schiff stain, inflammatory infiltrate,
epithelial and basal layer thickness, papillary length and its ratio with the thickness of the epithelium. Morphometry was performed at a digital
system connected to pro-image software. Student’s t test, Mann-Whitney test, Fisher and Pearson’s correlation methods were used for the
statistical analysis. Results - Epithelial and basal zone thickness, papillary length and its rate with thickness of epithelium, among the reflux
group patients were higher than the control group. Eosinophils, neutrophils and “balloon cells” were not observed in the control group.
Intraepithelial capillaries occurred in 11 cases in the reflux group (mean diameter: 59 um). Conclusion - Epithelial and basal zone thickness,
papillary length and its ratio with thickness of epithelium, resulted greater in the gastroesophageal reflux group than in the control group. There
was a direct correlation between thickness of epithelium, basal zone thickness and papillary length, showing increased epithelial cell turnover.
Eosinophils, neutrophils and “balloon cells” were observed only in patients with gastroesophageal reflux, thus serving as specific markers of this

disease.
HEADINGS — Esophagitis, peptic. Esophagus, pathology. Child.
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