Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Faculdade de Medicina
Programa de P6s-Graduacgéao: Ciéncias em Gastroenterologia e
Hepatologia

CRISTINA FLORES

A RELEVANCIA DO MARCADOR IMUNO-
HISTOQUIMICO CD30 E DOS EOSINOFILOS NO
DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DAS DOENCAS
INFLAMATORIAS INTESTINAIS

Porto Alegre
2013



CRISTINA FLORES

A RELEVANCIA DO MARCADOR IMUNO-HISTOQUIMICO
CD30 E DOS EOSINOFILOS NO DIAGNOSTICO DIFERENCIAL
DAS DOENCAS INFLAMATORIAS INTESTINAIS

Programa de  Pés-Graduagao: Ciéncias em
Gastroenterologia e Hepatologia, nivel de Doutorado,
da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul.

Orientadora: Luise Meurer
Co-orientador: Carlos Fernando de Magalhaes Francesconi

Porto Alegre
2013



CIP - Catalogacdo na Publicacao

Flores, Cristina

A RELEVANCIA DO MARCADOR IMUNO—HISTOQUTMICO CD 20
E DOS EOSINOFILOS NO DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DAS
DOENCAS INFLAMATORIAS INTESTINAIS / Cristina Flores. -
- 2013.

79 L.

Orientadora: Luise Meurer.
Coorientador: Carlos Fernando de M. Francesconi.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Faculdade de Medicina, Programa de Pos-
Graduagdo em Ciléncias em Gastroenterclogia e
Hepatolegia, Porto Alegre, BR-RS, 2013.

1. Deenga de Crohn. 2. Retocelite Ulcerativa. 3.
Diagnéstice. 4. Histopatoleogia. 5. Imuno-histogquimica.
I. Meurer, Luise, orient. II. Francesconi, Carlos
Fernando de M., coorient. III. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragéo Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).




DEDICATORIA

Dedico este trabalho e esta conquista a minha Mae Sirley, exemplo de
carinho, dedicacao e forga. Ao meu Pai Luiz (in memoriam), exemplo de

honestidade, carater e amor.



AGRADECIMENTOS

Gracgas a Deus tenho muitas pessoas que participaram da minha trajetéria
até aqui, e que merecem meu reconhecimento com muito carinho.

Agradeco:

A Professora Doutora Luise Meurer, minha querida orientadora por ter
apostado na idéia deste trabalho, dedicando horas e horas ao estudo das
‘nossas” laminas.

Ao meu primeiro mestre na Gastroenterologia Dr. Ismael Maguilnik, que me
incentivou desde o principio.

Ao Professor Doutor Carlos Francesconi, pelo exemplo de bom senso e
atitude. E o apoio no momento mais dificil.

Ao Professor Doutor Sérgio Barros, seu incentivo foi fundamental para a
realizacao deste trabalho.

A Flavia pela sua competéncia e carinho na confeccdo das laminas para
este estudo.

A Ceres pela sabedoria estatistica e pela compreensdo das minhas idéias,
sempre com muito bom humor.

As pessoas muito especiais que encontrei no “mundo da Doenca
Inflamatéria Intestinal” que possuem um genuino interesse em melhorar a
vida dos pacientes com essa doenca tao dificil, elas sabem que sdo.



EPIGRAFE

Ninguém comete erro maior do que néo fazer nada porque sé
pode fazer um pouco.
Edmund Burke

O assunto mais importante do mundo pode ser simplificado até
ao ponto em que todos possam aprecia-lo e compreendé-lo.

Charles Chaplin



6\

RESUMO




A RELEVANCIA DO MARCADOR IMUNO-HISTOQUIMICO CD30 E DOS
EOSINOFILOS NO DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DAS DOENGAS INFLAMATORIAS
INTESTINAIS.

As doencas inflamatdrias intestinais (DIl) sdo doengas crbnicas incapacitantes
com significativa morbidade. A Doencga de Crohn (DC) e a Retocolite Ulcerativa (RCU)
sdo as maiores representantes. O diagndstico € baseado na suspeita clinica e
complementado por achados endoscopicos, histopatoldgicos e radioldégicos. Como nao
existe um teste padrao, o diagnéstico destas doengas permanece sendo um problema
para gastroenterologistas e patologistas. O desenvolvimento de terapias mais
especificas torna cada vez mais importante o diagnéstico preciso para uma escolha
terapéutica individualizada. A imunidade inata esta ativada de forma semelhante nas
duas DIl, porém na RCU os linfécitos CD4 Ty2 s&o os principais envolvidos. Estes
linfécitos expressam o receptor CD30 na sua membrana plasmatica e produzem
citocinas que ativam os eosindfilos. Levando em consideracdo o conhecimento
fisiopatologico atual, este estudo tem como principal objetivo avaliar a relevancia da
expressao do marcador CD30 por imuno-histoquimica, a contagem de eosindfilos e as
caracteristicas histopatologicas no diagndstico diferencial das DIl. Foram avaliados 185
pacientes de um ambulatério especializado em um Hospital Universitario (105 com DC
80 com RCU). O diagndstico foi estabelecido pelos critérios de Lennard-Jones,
revisados por um gastroenterologista especializado e corroborado por cinco anos de
seguimento. As bidpsias foram realizadas por diversos profissionais na rotina
assistencial, porém todas foram analisadas por um patologista com experiéncia em tubo
digestivo. Nenhum paciente estava usando tratamento no momento da coleta das
bidpsias. As variaveis histopatolégicas que demonstraram poder estatistico para auxiliar
no diagnostico diferencial foram a extensdo do processo inflamatério para a
submucosa, a presenga de granuloma, erosdes aftdides e variabilidade de
acometimento entre os fragmentos. Avaliando estas caracteristicas em conjunto, foi
possivel obter uma acuracia de 69.1% para o diagndstico diferencial entre DC e RCU.

Estudando o segmento mais alterado encontrou-se uma mediana de eosindfilos de 42



(25,5 — 63,5), nos pacientes com DC e 107 (67 — 123) nos pacientes com RCU (p<
0.001). Assumindo como ponto de corte um numero = a 70 eosinofilos, a sensibilidade
foi de 78,3% e a especificidade de 71% favorecendo o diagndstico de RCU, a area sob
a curva ROC foi de 0,767 (IC 95%: 0,696-0,838). A imuno-histoquimica com CD30
demonstrou uma mediana de 3 células CD30" (2-6) na DC e 33 (24-52) na RCU,
demonstrando uma diferencga estatistica significativa para o diagnostico diferencial entre
as duas doencas (p<0,001). Além disso, nos pacientes com RCU as células CD30"
estavam distribuidas mais frequentemente em agrupamentos nos centros dos foliculos
linfoides. O ponto de corte determinado pela curva ROC foi de 15 células marcadas (S
= 97,5%, E = 94,3%, RV + = 17,1; RV = 0.03, area sob a curva: 0.967, IC 95%: 0.941 -
0.993). Todos estes parametros estudados tiveram capacidade discriminatoria para o
diagnéstico de DC e RCU. Designando um valor para cada variavel, baseado no poder
estatistico de cada uma e de forma a obter uma soma de 10 pontos no total, foi
construido um escore histopatoldgico para o diagnéstico da DC. Considerando-se a
soma das variaveis = 5 obteve-se uma especificidade de 100% e uma sensibilidade de
86,8%. Considerando 4 como ponto de corte do escore, a sensibilidade aumenta para
95,3%, e a especificidade reduz de 100% para 94,9%. Concluindo, o uso rotineiro da
avaliacdo das caracteristicas histopatoldgicas descritas em associagdo com a contagem
de eosindfilos e células CD30" proporciona uma alta acuracia no diagnéstico diferencial
entre DC e RCU. Todos os parametros estudados sdo de facil avaliagdo tanto por
patologistas especialistas quanto generalistas. Sugere-se a realizacdo de um estudo

prospectivo para validagao deste escore.

Palavras-chave: Doenga de Crohn, Retocolite Ulcerativa, Diagnéstico, Histopatologia,

Imuno-histoquimica.
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THE RELEVANCE OF IMMUNOHISTOCHEMICAL MARKER CD30 AND
EOSINOPHILS IN DIFFERENTIAL DIAGNOSIS OF INFLAMMATORY BOWEL
DISEASE

Inflammatory bowel diseases (IBD) are chronic disabling diseases with significant
morbidity, being Crohn’s disease (DC) and Ulcerative colitis (UC) their greatest
representatives. Diagnosis is based on clinical suspicious and complemented by
endoscopic, histopathological and radiological findings. However, there is not a gold
standard test, so it remained a problem for gastroenterologists and pathologists. The
development of more targeted therapies makes it even more important to establish an
accurate diagnosis for a better individualized therapeutic approach. Innate immune
response is activated in both IBD, but in UC the lymphocytes CD4 Ty2-like are mainly
engaged, this kind of lymphocytes has CD30 expressed in their plasma membrane and
produces cytokines that activate eosinophils. Considering the current pathophysiological
knowledge, this study aimed to evaluate the relevance of CD30 expression by
immunohistochemical, eosinophil count and histopathological features in differential
diagnosis of IBD. A total of 185 patients were evaluated (105 CD/ 80 UC). Patients were
followed at a specialized clinic of a university hospital, diagnosed according to Lennard-
Jones criteria reviewed by a gastroenterologist expert and corroborated by five years of
follow up. Biopsy samples were taken by different professionals in routine care, but
analyzed by an experienced gastrointestinal pathologist. None of the patients were
using treatment at the time of biopsy. Of all the pathological variables assessed, those
that had statistical capacity to assist in the differential diagnosis were extension of the
inflammatory process to submucosa, granuloma, aphthous erosion and variability of
involvement between fragments. Evaluating these variables together, an accuracy of
69.1% in the differential diagnosis between CD and UC was found. Assessing the most
altered sample the median of eosinophils was 42 (25.5 — 63.5) in CD patients and 107
(67 — 123) in UC patients (p< 0.001). Assuming a cutoff = 70 eosinophils, the sensitivity
was 78,3% and specificity of 71% favoring the UC diagnosis, the area under the ROC
curve was 0.767 (Cl 95%: 0,696—0,838). Immunohistochemical CD30" cells presented
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with a median of 3 cells (2-6) in CD and 33 cells (24-52) in UC, demonstrating a highly
significant statistical difference between the two diseases (p<0.001). Besides, CD30"
cells were distributed most clustered in the center of lymphoid follicles in UC patients.
The cutoff determined by ROC curve was 15 (S = 97.5%, E = 94.3%, LR + =17.1;-RV =
0.03, AUC: 0.967, 95% CI: 0.941 - 0.993). All these parameters studied had
discriminatory capacity for diagnosis of CD and UC. A value was assigned to each
variable based on the statistical power of each, making a total sum of 10 points to build
a histopathological score for the CD diagnosis. Setting the cutoff as = 5 we found a
specificity of 100% and a sensitivity of 86.8%. When we consider as cutoff as = 4 points
the score sensitivity comes to 95.3%, and reduces the specificity of 100% to 94.9%.

In conclusion, the use of routine assessment of the histopathological features
described previously in association with the eosinophils and CD30" cells count provides
a high accuracy for CD and UC differential diagnosis. All parameters assessed here are
easily performed by pathologists specialists and generalists. The next step seems to be

the validation of this score in a prospective study.

Key words: Crohn’s Disease, Ulcerative colitis, diagnostic, histopathology,

immunohistochemical.
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ABREVIATURAS E GLOSSARIO

1. Antigeno CD - grupo de diferenciacdo atribuido as moléculas da superficie
celular dos leucdcitos, que sao identificadas por um determinado grupo de
anticorpos monoclonais.

2. CD30 - antigeno de superficie expresso preferencialmente pelos linfocitos Th2,
membro da superfamilia de receptores TNF.

3. céls/CGA - células por campo de grande aumento

4. Citocinas — sao proteinas de baixo peso molecular que estimulam ou inibem a
diferenciacéao, proliferagcao ou fungéo das células imunolégicas.

5. DC - Doenca de Crohn

6. DIl — Doengas inflamatdrias intestinais

7. FIPE - Fundo de Incentivo a Pesquisa e Eventos do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre

8. HCPA - Hospital de Clinicas de Porto Alegre

9. IFN y - Interferon gama

10.IL — Interleucinas: conhecidas também por linfocinas — sao proteinas
(polipeptidios) envolvidas na comunicagao entre linfocitos. Produzidas por varias
células nao leucocitarias.

11.PMN — Polimorfonucleares

12.Quimiocinas — sd&o um grupo de proteinas mensageiras (citocinas
quimioatrativas), produzidas por diversas células para o recrutamento e ativagéo
dos imundcitos.

13.RCU — Retocolite ulcerativa

14.Th ou CD4" - linfocito T helper

15.Th1 —linfécito T helper tipo 1

16.Th2 — linfécito T helper tipo 2

17.Th17 — linfocito T helper tipo 17

18. TNFa - Fator de necrose tumoral alfa

19. TGF: Fator transformador de crescimento (Transforming growth factor)

20. TL1A: TNF- like factor 1A.

16
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As doencgas Inflamatorias Intestinais (DIl) sdo doencgas crénicas evolutivas com
significativa morbidade. A Doenga de Crohn (DC) e a Retocolite ulcerativa (RCU) sao
suas principais representantes O diagnostico é estabelecido por um conjunto de
caracteristicas clinicas, radiolégicas, endoscopicas e histopatologicas {Dube AK, 1998
#35; Tremaine WJ, 2007 #47; Abreu MT, 2007 #120; Absar S, 2006 #101; Sands BE,
2004 #17; Lennard-Jones JE, 1997 #155}.

A DC é uma doenca inflamatéria transmural que pode afetar qualquer parte do
trato gastrointestinal. Apresenta-se com envolvimento descontinuo e transmural de
diferentes segmentos e que pode desenvolver complicagbes como estenoses,
abscessos e fistulas internas, enterocutaneas e perianais {Van Assche G, 2010 #11;
Silverberg MS, 2005 #133}.

A RCU é uma doencga nao transmural que afeta a mucosa e, em alguns casos, a
porcao mais superficial da submucosa, sendo restrita ao reto e ao célon. O padrao de
distribuigdo inicia no reto e estende-se no sentido proximal, podendo chegar até o ceco.
Em casos de colite extensa, que atinge todo o intestino grosso, podemos observar
inflamacgao no ileo terminal a qual € denominada de ileite por refluxo (“backwash ileitis”)
{Dignass A, 2012 #23; Silverberg MS, 2005 #133}.

Existem diferengas estabelecidas entre estas duas formas primordiais de DII
(quadro 1), no entanto em 20% dos casos o diagndstico correto ndo é realizado devido
as limitagbes dos procedimentos diagnosticos e sobreposicdo de achados e
caracteristicas clinicas, endoscopicas e histopatologicas {Absar S, 2006 #101; Price
AB, 1978 #43}. A incidéncia de colite indeterminada tem sido relatada em 2% a 16%
dos casos apos o exame histopatologico completo da pecga cirurgica {Matsui T, 2003
#39; Wells AD, 1991 #132; Sands BE, 2004 #17}. Estima-se que 30 a 40% das biopsias
nao possuem caracteristicas discriminatérias definitivas {Cross SS, 2002 #51; Dejaco C,
2003 #123; Dube AK, 1998 #35; Guindi M, 2004 #48; Martland GT, 2007 #105; Odze R,
2003 #54}. No caso das bidpsias endoscépicas, a tarefa de estabelecer o diagnostico
diferencial € ainda mais dificil, pois os fragmentos de uma bidpsia endoscopica muitas
vezes sdo superficiais e dificultam a avaliagdo da profundidade da inflamagao {Dube
AK, 1998 #35; Matsui T, 2003 #39}.
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2.1.Diagnéstico

A classificagdo precisa das DIl e sua expressdo fenotipica sdo fundamentais
para a tomada de decisdes terapéuticas e seguimento dos pacientes, além de melhorar
0 nosso entendimento sobre sua evolugao, prognostico e patogénese {Nikolaus S, 2007
#8; Pontte ACA, 2010 #114}. O avango no conhecimento fisiopatologico tem
demonstrado que o envolvimento de determinadas vias inflamatdrias e sua rede de
citocinas sao mais comuns na DC do que na RCU e vice-versa. {Nikolaus S, 2007 #8}.
O desenvolvimento de novas terapias, que tém como alvo principal algumas citocinas,
bloqueio de integrinas e alguns receptores, tem tornado os medicamentos cada vez
mais especificos, aumentando a importancia do estabelecimento do diagndstico preciso
das DIl para abordagem individualizada da melhor estratégia terapéutica {Sandborn
WJ, 2012 #167; Hanauer SB, 2006 #109; Lichtenstein GR, 2009 #115; Rutgeerts P,
2005 #14; Sandborn WJ, 2012 #166; Silverberg MS, 2001 #121}. Na DC a cirurgia
geralmente é reservada para complicagdes como estenoses, perfuragcoes e abscessos.
Uma proctocolectomia total com construgcdo de uma bolsa ileal pode ser considerada
uma boa alternativa na RCU, mas nao na DC, devido a um alto indice de complicacdes
associadas {Bataille F, 2003 #99; Guindi M, 2004 #48; Nasseri Y, 2010 #18}. Os
pacientes com DIl apresentam um risco aumentado de desenvolvimento de
adenocarcinoma colorretal apos 8 a 10 anos de doenga. Esta indicada a vigilancia para
deteccéo de displasia através da colonoscopia com bidpsias {Dignass A, 2012 #144}.
Nos casos de RCU, quando a displasia é detectada normalmente indica-se a
colectomia total; a decisdo quanto ao tipo de cirurgia deve ser cuidadosamente avaliada
nesta mesma situacdo em um paciente com DC {Sachar DB, 2007 #1; Shen B, 2007
#9; Kiran RP, #153}.
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Quadro 1. Diferengas entre as Doengas Inflamatdrias Intestinais.

Diferencas entre DC e RCU
Doencga de Crohn

Intestino delgado esta envolvido em 80% dos casos
Reto é geralmente poupado

Fistula, massas inflamatdérias e abscessos s&o
comuns.

Lesdes perianais significativas presentes em 30%
dos casos.

A parede intestinal é afetada assimetricamente e de
forma segmentar.

A aparéncia endoscopica € segmentar, com
ulceragdes ao lado de segmentos de mucosa
normal.

Microscopicamente a inflamagao estende-se
transmuralmente; e as lesdes tém distribuigao focal.

Granulomas epitelidides podem ser detectados em
25% dos casos.

Adaptada de Odze 2003.

RCU

Doenga confinada ao célon
Retossigmoide esta sempre envolvido

Nao ocorrem fistulas

LesOes perianais significativas nao ocorrem

A parede intestinal € afetada simetricamente e
de forma continua.

Inflamagéao difusa e continua.

A inflamacgao é confinada a mucosa, exceto
em casos graves.

Granulomas epitelidides tipicos nunca ocorrem

O diagndstico das DIl é firmado pela combinagao de aspectos clinicos, laboratoriais,
radiologicos, endoscépicos e histopatolégicos {Van Assche G, 2010 #11; Carpenter HA,
2000 #96; Cornaggiaa M, 2011 #118; Targan SR, 2007 #124}. N&o existe um teste
considerado padrao para o diagnostico diferencial entre RCU e DC. A ileocolonoscopia
€ o procedimento diagnostico de escolha, pois permite a avaliagdo da distribuicdo e
intensidade do processo inflamatorio e a coleta de bidpsias para analise histopatologica
{Van Assche G, 2010 #11; Leighton JA, 2006 #20; Lichtenstein GR, 2009 #115;
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Kornbluth A, 2005 #16; Bentley E, 2002 #100}. A acuracia do diagnéstico histolégico
permanece sendo um importante problema a ser resolvido {Dejaco C, 2003 #123; Cross
SS, 2002 #51; Dube AK, 1998 #35}. Nao existe uniformidade das estratégias utilizadas
na obtengdo das biopsias (numero ideal de fragmentos, locais das bidpsias), nem dos
critérios histopatologicos utilizados para definicdo diagnodstica, embora a coleta deva ser
realizada em todos os segmentos, alterados ou n&o, e identificadas em frascos
separados {Carpenter HA, 2000 #96; Geboes K, 2009 #26; Jenkins D, 1997 #21;
Bentley E, 2002 #100}. O estudo de Dejaco e colaboradores demonstra que a avaliagéao
de biopsias segmentares acrescenta em 26% na acuracia diagnostica quando
comparada a avaliagdo de dois fragmentos de bidpsia do colon direito e esquerdo. A
diferenca na acuracia diagnodstica destas duas estratégias deve-se ao fato de que
muitas caracteristicas histopatologicas da DC e RCU se sobrepbem, diferindo
principalmente em sua distribuigdo, focal na DC e difusa na RCU {Dejaco C, 2003
#123}. A variacdo na interpretagdo dos achados anatomopatolégicos €& conhecida
através de estudos que avaliam a variabilidade interobservadores {Farmer M, 2000 #34;
Bentley E, 2002 #100}. Theodossi e colaboradores {Theodossi A, 1994 #131},
estudaram a magnitude da variagdo da interpretacdo entre 10 patologistas generalistas
e um especialista em patologia do trato gastrointestinal ao examinarem os mesmos
cortes de espécimes de doenga de DC e RCU. A variabilidade da concordancia entre os
observadores foi de 65-76%; a RCU foi mais facilmente diagnosticada de forma correta,
enquanto a DC foi frequentemente classificada equivocadamente como RCU.

Do ponto de vista endoscopico, existem fatores de confusdo, como as lesdes
periapendiceais ou focais no ceco na RCU, lesdes intercaladas com areas normais em
pacientes com RCU parcialmente tratados {Odze R, 2003 #54}. Os exames radioldgicos
nao fornecem detalhes sobre a mucosa, de forma que 50% das lesdes mais leves néao
sdo adequadamente visualizadas pelo transito de delgado. Céapsula endoscépica,
enteroscopia e estudos radiolégicos por tomografia computadorizada e ressonancia
magnética estdo cada vez mais sensiveis para o estudo do intestino delgado, porém
nem sempre estdo amplamente disponiveis {Kornbluth A, 2005 #16; Stange EF, 2008
#111; Van Assche G, 2010 #11; Lee SS, 2009 #13; MacKalski BA, 2006 #15; Solem
CA, 2008 #14}.
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Outros fatores podem obscurecer o diagnéstico correto, incluindo o uso de
medicamentos, a gravidade da doencga, a experiéncia dos médicos clinicos, cirurgides e
patologistas, além da propria limitagdo do arsenal diagnéstico disponivel {Farmer M,
2000 #34; Geboes K, 2002 #106}. Quando a inflamagao esta confinada ao célon, esta
dificuldade torna-se ainda mais evidente, pois € uma regido anatémica comum as duas
doencgas.

Historicamente, a expressao colite indeterminada foi utilizada em casos de colite
fulminante (definida como colite grave com sinais sistémicos de toxemia e
frequentemente com dilatagao colénica), uma apresentagdo na qual as caracteristicas
classicas da RCU podem ser obscurecidas pela gravidade e profundidade das
ulceragbes, pelo envolvimento transmural, e um reto relativamente poupado,
caracteristicas estas geralmente associadas a DC {Swan NC, 1998 #19; Price AB, 1978
#43}. Mesmo em centros com grande experiéncia em DIl, ainda existe um grupo de
pacientes que permanecem com diagnostico incerto e sdo classificados como colite
indeterminada {Guindi M, 2004 #48; Martland GT, 2007 #105; Moum FB, 1997 #127;
Tremaine WJ, 2007 #47}.

Devido a grande variedade de caracteristicas morfolégicas que podem ser vistas
nas DIl, a prevaléncia do diagndstico de colite indeterminada é altamente dependente
do nivel de experiéncia e conhecimento do patologista. Por exemplo, Farmer et al.,
realizou um trabalho em que a acuracia diagndstica de 24 patologistas universitarios foi
comparada com a de um unico patologista especialista em tubo digestivo e com
especial interesse em DIl. Foram revisadas amostras de 84 colectomias de pacientes
com DII. O patologista especialista realizou um diagnéstico diferente em 45% dos
espécimes, e na maioria dos casos resultou em mudanga de diagndstico de RCU para
DC.

2.2. Histopatologia

A analise histopatolégica das pecgas cirurgicas e amostras de biopsia do célon
sdo de extrema importancia no estabelecimento do diagnéstico das DIl, no entanto

existe uma série de dificuldades enfrentadas pelos patologistas:
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1. auséncia de ponto estabelecido entre o que deve ser considerado normal ou
caracteristicas minimas para determinar uma inflamag&o clinicamente
importante;

2. grande sobreposicdo das caracteristicas histopatolégicas da maioria das
doencas inflamatérias do colon;

3. auséncia de conhecimento da acuracia e reprodutibilidade de muitas
caracteristicas usadas para o diagnostico;

4. auséncia de terminologia padronizada para descrigdo histopatoldgica e
diagnostica {Dejaco C, 2003 #123; Odze R, 2003 #54; Yantiss RK, 2007 #42}.

O foco mais precoce e fundamental da inflamacdo na RCU é o epitélio criptico,
caracterizando-se pela presenca de polimorfonucleares (PMN) no epitélio glandular,
denominado como criptite, e os abscessos cripticos que sao caracterizados pelo
acumulo de PMN na luz da glandula. A inflamagéo crénica do epitélio leva a perda de
mucina; ha um intenso infiltrado inflamatdrio na lamina prépria com plasmocitose basal.
Outra caracteristica fundamental é a inflamacao difusa da mucosa. Esta inflamacgao
difusa pode ndo ser facilmente reconhecida endoscopicamente nos quadros mais
precoces, sendo identificada somente pela inspegdo microscépica {Finkelstein SD,
2002 #25; Geboes K, 2008 #104; Geboes K, 2009 #26; Jenkins D, 1997 #21}.

A inflamacgéo na DC nao é propriamente direcionada ao epitélio da cripta e pode
abranger qualquer por¢céo da mucosa. A inflamacgao superficial muitas vezes ocorre nas
proximidades de agregados linfoides e pode ter a aparéncia tipica de ulceragdes e
erosoes aftoides. A topografia de distribuigdo é multifocal e de intensidade variavel, com
focos de inflamacéo intensa ao lado de areas de mucosa com aparéncia normal (figura
1). Outras caracteristicas que apoiam o diagnéstico da DC sao a presenga de
granulomas epitelioides (figura 2) e a inflamagao ultrapassando a muscular da mucosa
e estendendo-se para a submucosa {Pierik M, 2005 #59}. O granuloma da DC deve ser
distinguido do granuloma reacional associado a ruptura de criptas que pode ocorrer na
RCU {Finkelstein SD, 2002 #25; Geboes K, 2008 #104; Geboes K, 2009 #26; Odze R,
2003 #54; Papadakis KA, 2002 #53; Jenkins D, 1997 #21}.
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O ileo normalmente nao esta envolvido na RCU, no entanto, como mencionado
previamente, em pacientes com pancolite grave pode ocorrer inflamagao nos
centimetros distais do ileo, a chamada ileite de refluxo. Nestes casos, a presenca de
ulceragdes profundas e metaplasia pilérica auxiliam no diagndstico diferencial,
favorecendo a ileite de Crohn {Odze R, 2003 #54; Geboes K, 2009 #26}.

Figura 1. Area de inflamac&o ao lado de area de mucosa com aparéncia normal.

Em 1997, a Sociedade Britanica de Gastroenterologia publicou diretrizes para o
diagnostico de DIl na bidpsia inicial {Jenkins D, 1997 #21}. Estas diretrizes foram
baseadas em uma revisdo sistematica da literatura onde poucos critérios foram tidos
como reprodutiveis e acurados. Os critérios elegiveis com moderada reprodutibilidade
tiveram um valor de kappa de pelo menos 0,4, ou porcentagem de concordancia de
pelo menos 80%. Estes critérios também tiveram que atingir uma sensibilidade e
especificidade de 50% ou mais, em pelo menos um dos estudos avaliados. Assim,
nesta revisdo, as caracteristicas que favoreciam o diagnoéstico de RCU foram a
distorcdo de criptas e inflamacgao difusa da mucosa. Os critérios que favoreciam o
diagndstico de DC foram distor¢céo de criptas e inflamagéo descontinua. A presenga de
granulomas foi bastante especifica, porém com baixa sensibilidade. Desde entao,

outros autores tém revisitado este tema, por vezes construindo escores e calculos
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complexos que dificultam a utilizagdo na pratica corrente e por patologistas
generalistas. {Yantiss RK, 2007 #42; Geboes K, 2005 #57; Tanaka M, 1999 #29; Sasaki
Y, 2002 #207}.

Figura 2. Granuloma epitelioide da Doenga de Crohn

Bentley e colaboradores realizaram uma oficina internacional com diversos
patologistas para determinar a influéncia de uma ou multiplas bidpsias na acuracia e
reprodutibilidade dos diferentes critérios utilizados para o diagndstico histopatoldgico
das DIl. Ficou demonstrado que a avaliagdo de multiplas bidpsias propicia uma maior
acurdcia, particularmente na DC, onde o diagnostico correto foi feito em 24% dos casos
com bidpsias do reto e em 64% quando avaliadas multiplas bidpsias tomadas ao longo
do cdélon. Houve melhora na capacidade de diagnosticar a RCU, embora menos
pronunciada (64% para 74%). Neste estudo, as caracteristicas que favoreceram o
diagnoéstico de DC foram a presencga de granulomas e a inflamagao focal e desigual.
Por outro lado, a presenca de irregularidade difusa das criptas, infiltrado difuso de
polimorfonucleares e redugcéo do numero de criptas favoreceram o diagnostico de RCU
{Bentley E, 2002 #100; Bentley E, 2002 #100}. Os autores apresentaram as defini¢gdes

de anormalidade histopatologicas em 4 grupos:
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1. Arquitetura da mucosa — distor¢gao glandular

2. Celularidade da lamina propria — aumento e alteragdo na distribuicdo de tipos
celulares usualmente presentes, presenga de granulomas e células gigantes.

3. Infiltragdo de polimorfonucleares — na lamina prépria, no epitélio criptico (criptite),
no lumen da cripta (abscesso criptico) e na superficie do epitélio.

4. Anormalidades no epitélio — deplecdo de mucina, dano a superficie do epitélio,
mudancas metaplasicas, presenca de linfocitos intra-epiteliais, apoptose,
colageno subepitelial.

Existem trabalhos avaliando as caracteristicas histopatolégicas de maior valor
discriminatério e analisando as dificuldades em estabelecer o diagndstico diferencial
entre DC e RCU {Bentley E, 2002 #100; Cross SS, 2002 #51; Talbot IC, 2005 #97;
Tanaka M, 1999 #29; Theodossi A, 1994 #131}.

Muitas destas caracteristicas séo uteis no diagnéstico diferencial entre inflamagdes
agudas e cronicas, no diagnéstico diferencial entre as diversas causas de inflamagao
cronica do intestino ou até mesmo, na avaliacdo de atividade da inflamacéao, porém nao
auxiliam no diagndstico diferencial entre a DC e a RCU. No quadro (Quadro 2) abaixo
estdo apresentadas as caracteristicas microscopicas classicas na RCU e na DC néao
tratadas. Outro obstaculo encontrado na pratica é que algumas das caracteristicas que
auxiliam no diagndstico diferencial entre as DIl ndo podem ser avaliadas em fragmentos
de bidépsias como envolvimento transmural, fissuras, trajetos fistulosos e fibrose
{Goldman H, 1994 #130; Papadakis KA, 2002 #53; Lennard-JonesJE., 1989 #3}
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Quadro 2. Caracteristicas microscopicas da DC e RCU

RCU DC

Alteragdes difusas e Alteragdes segmentares
continuas

Envolvimento retal Envolvimento retal variavel

Alteracdes mais acentuadas | Variabilidade de acometimento

distalmente
Auséncia de fissuras Fissuras e trajetos fistulosos
Auséncia de granulomas Presenga de granulomas

Adaptado de Odze R, 2003.

2.3. Fenétipos e Classificacdao das Doencgas Inflamatérias Intestinais

As DIl sdo um grupo heterogéneo. A caracterizagao dos subgrupos de pacientes
com comportamentos e evolugbes diversas possui importancia fundamental na
compreensao das bases fisiopatoldgicas destas doencgas, na avaliagdo prognéstica e na
escolha da estratégia terapéutica mais apropriada para cada situagédo. Em 2003, um
grupo de especialistas foi formado com o intuito de revisar uma classificagao
previamente existente {Gasche C, 2000 #135}, e elaborar uma nova, baseando-se na
evolugdo do conhecimento, examinando a aplicabilidade destes na pratica diaria,
integrando os conhecimentos clinicos, moleculares e sorolégicos. O resultado da
andlise deste grupo de especialistas foi relatado no Congresso Mundial de
Gastroenterologia realizado em Montreal, no Canada, em 2005 {Silverberg MS, 2005
#133}. A classificagdo das DIl e sua correlagdo com aspectos genéticos, sorolégicos e
fenotipicos foi intensamente recomendada por este grupo de estudiosos, devendo servir

como base fundamental para trabalhos futuros.
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Quadro 3 Classificagao de Viena e Montreal.

Vienna, 1998 Montreal, 2005
Idade do A1-<40a A1-<16 a
Diagnéstico A2->40a A2-17a40a
A3->40a
Localizagao Modificador TGI superior
L1 —ileo terminal L1 —ileo terminal L1+L4
L2 — cdlon L2 — cdolon L2 + L4
L3 — ileocolbnica L3 — ileocolbnica L3 + L4
L4 — TGI superior L4 — TGI superior
Comportamento Modificador Doenca
B1 — ndo penetrante/ perianal
nao estenosante B1 — nao penetrante/ B1p
B2 — Estenosante ndo estenosante
B3 — Penetrante B2 — Estenosante B2p
B3 — Penetrante B3p

A classificagcdo da RCUI leva em consideragdo a extensdo e gravidade da doenga,
sendo util para guiar escolha de tratamento e o progndstico.

Quadro 4. Classificagao da extensao inflamatéria da RCU segundo Montreal 2005

CLASSIFICACAO DEFINICAO

E1 — proctite ulcerativa Envolvimento limitado ao reto

E2 — colite esquerda Envolvimento distal ao angulo esplénico
E3 — colite extensa Envolvimento aquém do angulo esplénico

Diversos estudos tém sido realizados com intuito de identificar fatores de pior
prognostico. Alguns destes fatores tém sido identificados (idade precoce de inicio da

doencga, presenca de doenca perianal a apresentacdo, tabagismo, etc.), porém nao
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existem testes laboratoriais, caracteristicas endoscopicas ou radiolégicas definidas no
inicio do curso da doenga que possam prever o desenvolvimento de complicagdes ou
uma evolugado mais grave da doenga e que sirvam de guia para uma tomada de decisao
precoce de um tratamento mais intenso e especifico para 0 manejo individualizado dos
pacientes {Bataille F, 2003 #99; Thia KT, 2010 #136; Cosnes J, 2002 #134; Etchevers
MJ, 2009 #138; Gasche C, 2005 #58; Romberg-Camps MJL, 2009 #27}.

O termo colite indeterminada pode suscitar alguma controvérsia, por esta razédo a
sugestao gerada pelo relatério do grupo de trabalho no Congresso Mundial de 2005 é
de que este termo seja utilizado apenas quando a andlise da pega cirurgica nao for
claramente diagnéstica. Nos casos em que a avaliagdo das bidpsias endoscopicas nao
apresentar caracteristicas definitivas de DC ou RCUI o diagnéstico seja referido como
colite n&o classificada {Silverberg MS, 2005 #133}.

2.4. Mecanismos de Doenga

A DC e a RCU sao doencas inflamatérias idiopaticas, crénicas, recidivantes,
imunologicamente mediadas. Embora sua exata etiologia ainda seja incerta, o resultado
de estudos experimentais e em humanos tém proporcionado uma série de
entendimentos na patogénese. Estas doengas sao caracterizadas por varias
suscetibilidades genéticas que levam a resposta exacerbada das células T as bactérias
comensais do intestino {Di Sabatino A, 2012 #188; Kaser A, 2010 #212; Sartor RB,
2006 #73}. O inicio e a reativacdo destas doencas sdo desencadeados por fatores
ambientais que transitoriamente quebram a barreira mucosa estimulando a resposta
imunolégica ou alterando o equilibrio entre as bactérias entéricas patogénicas e
comensais {MacDonald TT, 2005 #63; Jump RL, 2004 #189}. Espera-se que estes
novos conhecimentos e entendimentos ajudem a desenvolver melhores métodos
diagnésticos e a identificar diferentes fendtipos e subgrupos de pacientes com estas
doencgas tdo heterogéneas, quica podendo auxiliar na melhor escolha terapéutica
{Maddur MS, 2012 #158; Hanauer SB, 2006 #109; Vermeire S, 2011 #76}.
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2.4.a. Resposta Imunolégica

A relacdo normal entre a microbiota comensal e o intestino humano é simbidtica,
onde ocorre uma diminuicdo da resposta imunolégica a uma série de estimulos
bacterianos e antigenos alimentares, aos quais, o intestino estd constantemente
exposto {Jump RL, 2004 #189; Kraus TA, 2005 #185}. Neste contexto, o intestino
humano apresenta um grau de inflamacédo cronica sem que isto implique em um
diagnéstico de doencga ou anormalidade, chamado de estado de tolerancia {Kraus TA,
2005 #185; Jump RL, 2004 #189}. O que distingue a DIl de uma resposta inflamatdria
vista no intestino normal € a inadequagao regulatéria da resposta imunolégica anti-
inflamatdria {Bamias G, 2007 #64; Di Sabatino A, 2012 #188; Kayama H, 2012 #186}.
No individuo saudavel, o intestino torna-se inflamado em resposta a um potencial
patdgeno e entdo, retorna ao estagio normal de tolerancia quando o patégeno é
eliminado. Nos pacientes com DII, geneticamente suscetiveis, o sistema imunoldgico da
mucosa permanece cronicamente ativado determinando um processo inflamatério
constante. {Khor B, 2011 #187; Schenk M, 2008 #182}

2.4.b Paradigma Th1/Th2

Evidéncias cientificas tém-se acumulado sugerindo a existéncia de respostas
polarizantes distintas pelas células T CD4+ e CD8+. Os linfécitos T helper CD4+ podem
ser divididos em pelo menos 2 subgrupos: Th1 e Th2 {Annunziato F, 1999 #36; FusslJ.,
2008 #183}. A diferenciagao do linfocito T helper precursor (ThO) em Th1 e Th2 é um
processo fundamental durante a resposta imune {FusslJ., 2008 #183}. Estas duas
subpopulagdes produzem diferentes tipos de citocinas, exibem propriedades funcionais
distintas e expressam preferencialmente alguns marcadores de ativagédo. Os linfocitos
diferenciados apresentam receptores distintos para quimiocinas. As células Th1
secretam interleucina 2 (IL-2), Fator de necrose tumoral alfa (TNFa), e interferon gama
(IFN v) {Camoglio L, 1998 #184}. Enquanto que, os linfocitos Th2 produzem IL-4, IL-5,
IL-6. IL-10 e IL-13 {Mannon PJ, 2011 #178; Annunziato F, 1999 #36; Heller F, 2005 #3;
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Van Kampen C, 2005 #86}. Embora, os clones de células T humanas possuam
caracteristicas similares, esta dicotomia estrita incluindo todas as citocinas como
descritas em ratos € mais raramente encontrada em humanos. Assim, a melhor
definicdo dos linfécitos Th1 parece estar na habilidade de produzir IFN y, mas nao IL-4,
e vice-versa {Heller F, 2005 #1; Strober W, 2011 #38}.

Algumas moléculas de superficie estdo preferencialmente associadas aos linfocitos
Th1 ou Th2. As moléculas Th1 associadas sdo o CD26, IFN y de membrana e o gene
ativador de linfécitos (LAG)-3, por outro lado o CD62L e CD30 sao preferencialmente
expressos nos linfocitos Th2 {D’Elios MM, 1997 #45; Zimmerman NP, 2008 #23;
Danese S, 2005 #88}. Mais recentemente, alguns autores tém relatado a associagao de
receptores de quimiocinas com determinados tipos de linfocitos. Sendo assim, os
linfocitos Th1 expressam preferencialmente CXCR3 e CCR5 (receptor para RANTES),
por outro lado os Th2 s&o identificados pelos CCR3, CCR4 e CD-30 {Manousou P,
2008 #37; D’Elios MM, 1997 #45; Zimmerman NP, 2008 #23; Oki M, 2005 #24;
Annunziato F, 1999 #36; Lamkhioued B, 2002 #44; Losana G, 2002 #60; Danese S,
2005 #88; Jo Y, 2003 #204}.

A diferenciacédo de linfécitos Th1 é induzida pela IL-12, citocina chave produzida
pelos macrofagos e células dendriticas {Jiang H, 2006 #89}. O padrao de citocinas,
observado clinicamente em casos de inflamagdo cronica e doengas auto-imunes,
incluindo a DC, caracteriza-se principalmente pela presenga de IFN -y, IL-2, e TNF q,
além da promocg¢do da producdo de anticorpos para opsonizacdo e fixacdo de
complemento, ativagdo de macréfagos, citotoxicidade celular dependente de anticorpos
e hipersensibilidade do tipo tardio {FusslJ., 2008 #183}. Neste contexto, as células Th1
podem ser consideradas como responsaveis pela resposta do hospedeiro dependente
de fagocitos. Por outro lado, a citocina chave para a diferenciagao dos linfécitos Th2 é a
IL13, produzida por células da linhagem dos eosindfilos e mastdcitos {Heller F, 2005 #4;
Bamias G, 2005 #85; Dignass A, 2012 #144; Fuss |J, 2004 #190}. Estes linfocitos por
sua vez, produzem IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13 e proporcionam um auxilio a resposta imune
humoral, incluindo as imunoglobulinas IgE e IgG1, através da ativagdo de mastdcitos e
eosindfilos e facilitagdo de sintese de IgA {Strober W, 2011 #38; Heller F, 2005 #2;

Spencer LA, 2010 #200}. Por estas caracteristicas, podemos nos referir as células Th2
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como as responsaveis pela resposta imune do hospedeiro independente de fagdcitos.
As evidéncias sugerem que a resposta imunolégica com predominio Th2 seja a mais
envolvida na patogénese da RCU {Shale M, 2008 #33; Strober W, 2011 #168}.

2.4.c Além do Th1 e Th2

Recentemente, outras populagdes de linfocitos T foram identificadas e seu papel
na patogénese das doencas inflamatorias tem se tornado proeminente {Sarra M, 2010
#61}. As células T regulatorias (Treg) sdo importantes para o controle da resposta
imune aos autoantigenos, prevenindo a autoimunidade e mantendo a toleréncia. Por
outro lado, a IL-23, secretada por células do sistema imunoldgico inato, estimula a
diferenciacao de linfocitos T em um subtipo atualmente denominado Th17 que secreta
interleucina 17 (IL17) {Maddur MS, 2012 #36; Abraham C, 2009 #71; Fujino S, 2003
#66; Ho'ltta” V, 2008 #62; Kobayashi T, 2008 #180; Maddur MS, 2012 #158; Brand S,
2009 #179}. A IL17 tem sido encontrada em quantidades elevadas na mucosa dos
pacientes com DC e RCU {Kobayashi T, 2008 #180; Christophi GP, 2012 #181; Liu Z,
2009 #82; Fujino S, 2003 #66}.

Resumindo (Figura 3), a DC esta associada com produgao excessiva de IL-12/IL-
23, IFN-y e IL-17, e a RCU com produgdo aumentada de IL-13 {Fuss, 2004 #190;
Mannon PJ, 2011 #178; Strober W, 2011 #168; Christophi GP, 2012 #181}

Figura 3. Resumo das vias de interleucinas e da diferenciacao das células T.
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2.4.d Eosinofilos

Eosindfilos sdo encontrados na lamina propria do estbmago, intestino delgado e
célon de individuos normais. {Kato M, 1998 #29; HoganSP, 2009 #25}. Existem poucos
estudos que tentaram estabelecer qual seria o numero considerado normal de
eosindfilos na mucosa gastrointestinal na auséncia de doenga. Embora um estudo
tenha analisado amostras de biopsias normais do intestino de adultos relatando um pico
de contagem de eosindfilos de 21 células por campo de grande aumento (céls/CGA) em
amostras do colon sigméide e descendente, outro estudo reportou um pico de 68
céls/CGA no colon ascendente e de 50 céls/CGA no descendente. Estudos em tecidos
normais sao escassos, porém a densidade de eosinofilos no colon direito parece ser
maior do que no coélon esquerdo. {Pascal RR, 1997 #30; Polydorides AD, 2008 #31}. O
papel dos eosindfilos nos processos inflamatérios ainda nao esta totalmente elucidado,
porém sabemos que eles sdo capazes de promover a proliferagcdo e ativacdo de
linfocitos, funcionar como células apresentadoras de antigeno, liberar citocinas e
quimiocinas pro-inflamatérias, além de atuar na remodelagao tecidual {Hogan SP, 2013
#34; Furuta GT, 2005 #147; Coppi LC, 2007 #49}
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Em processos alérgicos e inflamatoérios caracterizados pela ativagao do subgrupo
de células T helper, os linfocitos Th2, que elaboram citocinas como IL4, IL5 e IL13,
proporcionam a formacgao de anticorpos IgE promovendo o recrutamento, maturagéo e
ativagao de eosinofilos e mastdcitos. {Rothenberg ME, 2006 #24}. A IL5 é a citocina que
possui propriedade regulatéria mais potente sobre a proliferagdo e maturacdo dos
eosindfilos {HoganSP, 2009 #25; Spencer LA, 2010 #200}. Estudos demonstraram a
presenca destas células em pacientes com DII, tanto na RCU quanto na DC {Dvorak
AM, 1993 #26; Furuta GT, 2005 #27; Dubucquoi S, 1995 #33}. Analises da mucosa
colénica inflamada de pacientes com RCU evidenciaram ativagcado e degranulagdo de
eosindfilos. Os resultados dos diversos estudos realizados no contexto da DIl n&o
definem se o envolvimento dos eosinéfilos é maior na DC ou na RCU {Carvalho AT,
2003 #28; Lampinen M, 2005 #32; Hogan SP, 2013 #34; Coppi LC, 2007 #35}.

35



6\

3-PROPOSICAO

36



A incidéncia das doengas inflamatérias intestinais tém aumentado ao longo das
ultimas décadas {Shanahana F, 2009 #31}. Sao doencas que atingem
principalmente jovens em idade produtiva levando a um grande prejuizo pessoal e
econdmico para a sociedade {Loftus EV Jr, 2004 #116; Hgivik ML, 2013 #209}. A
evolucdo dos conhecimentos fisiopatoldgicos e do arsenal terapéutico disponivel
torna cada vez mais importante o estabelecimento diagnostico preciso destas
doencgas. As DIl sdo um grupo heterogéneo e o esforgo para identificar subgrupos
de comportamento, histéria natural, complicacdes e resposta ao tratamento esta
plenamente justificado. A escolha de terapéuticas apropriadas, decisdes cirurgicas e
avaliagdes do prognéstico destes pacientes dependem fundamentalmente da
diferenciacdo entre DC e RCU. Apesar de todo instrumental diagnostico disponivel
atualmente, existem muitos casos em que ha duvida diagnéstica ou o diagnéstico
equivocado leva a um grande prejuizo no manejo destes pacientes. A avaliacdo das
caracteristicas histopatolégicas que auxiliem no diagnéstico diferencial e o
estabelecimento de padrdes imuno-histoquimicos mais objetivos que possam
contribuir para o diagndstico diferencial e minimizar a dificuldade dos patologistas é
de suma importancia.

Este estudo levanta a hipétese de que os pacientes com RCU tenham um maior
numero de eosindfilos e de células que expressam CD30 do que pacientes com DC,

podendo esta diferenga auxiliar no diagnostico diferencial destas doencas.
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Objetivos Gerais

Avaliar as caracteristicas histopatolégicas e imuno-histoquimicas no diagnodstico

diferencial e na expresséao fenotipica da doencga de Crohn e da retocolite ulcerativa.

Objetivos especificos

1. Avaliar quais as caracteristicas histopatolégicas que possam auxiliar no

diagnéstico diferencial entre DC e RCU.

2. Analisar a expressdo do marcador imuno-histoquimico CD30 em pacientes

com diagndstico de doenga de Crohn e na retocolite ulcerativa.

3. Avaliar a presenca e quantificacdo dos eosindfilos nos pacientes com DC e
RCU

4. Elaborar um escore de pontos que auxilie no diagndstico diferencial entre DC
e RCU.
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5.1. Local do estudo

Ambulatério de Doencas Inflamatorias Intestinais do  Servico de
Gastroenterologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e Servigo de Patologia do

Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

5.2. Populagao do estudo

Avaliacdo e selegcdo dos pacientes foram realizadas pelo pesquisador
responsavel. Foram considerados pacientes com diagnodstico de DC aqueles que
apresentavam caracteristicas inequivocas da doenga conforme definido pelos
critérios classicos de Lennard- Jones através de uma combinacdo de achados
clinicos, endoscépicos, histopatologicos e radiologicos {Van Assche G, 2010 #172;
Lennard- Jones JE, 1989 #156}. Foram considerados pacientes com RCU aqueles
com envolvimento coldénico exclusivo, continuo, na auséncia de qualquer
caracteristica clinica, endoscopica ou histopatoléogica que determinasse duvida
diagnostica.

5.3. Calculo amostral

O célculo amostral foi baseado em um projeto piloto (anexo 3). Calculou-se
amostra de 49 pacientes em cada grupo de doentes para uma capacidade do
marcador CD30 em detectar uma diferenga de pelo menos 30% entre os grupos de
pacientes com DC e RCU com um poder de 90%. Diante da disponibilidade dos
dados completos foram estudados 185 pacientes (105 DC/ 80 RCU).

5.4. Critérios de Exclusao
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Impossibilidade de localizar tecido emblocado em parafina.

Pacientes em uso de corticoides, imunossupressores ou agentes biolégicos para
tratamento das Doencgas Inflamatdrias Intestinais.

Portadores do virus HIV.

5.5. Métodos

Foi realizada busca ativa do material de bidpsias ou pegas cirurgicas
disponiveis no Servigo de Patologia no Hospital de Clinicas de Porto Alegre ou em
outros servigos de patologia. Foi utilizado o material disponivel com data mais
proxima ao diagnostico da doenga em cada paciente, desde que fosse dentro do
periodo de um ano. As bidpsias foram coletadas por diversos profissionais durante a
rotina assistencial do paciente. Todos os pacientes estavam com processo
inflamatério ativo e sem uso de medicagdbes no momento da coleta do material
anatomopatolégico. A avaliagao histopatolégica foi feita por um uUnico patologista
experiente na area intestinal, acompanhado de um segundo observador em um
microscopio de duas cabegas e sem conhecimento prévio do diagnostico definitivo

de cada caso.
5.6. Variaveis
5.6.a. Dados demograficos:

Todas as informagdes clinicas foram obtidas através de entrevista com os
pacientes durante a primeira avaliagdo e seguimento ambulatorial. |dade do
paciente no momento do diagndstico, sexo, extensao, localizagdo e comportamento
das doencgas, manifestacbes extra-intestinais e medicagdes usadas pelo paciente no

momento da coleta do material histopatolégico.

5.5.b. Caracteristicas Histopatoldgicas:
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As variaveis histopatologicas avaliadas foram baseadas nas recomendagdes da
Diretriz Britanica publicada em 1997 {Jenkins D, 1997 #21} e estdo descritas abaixo:
1. Alteracdo na arquitetura da mucosa: modificacdo na topografia da superficie,
diminuicdo na densidade de criptas, alteracdo na arquitetura das criptas (distorcao,
ramificagao ou atrofia);

2. Celularidade da lamina prépria: aumento e redistribuicdo dos tipos celulares
usualmente presentes, presenca de granulomas ou células gigantes;

3. Avaliagdo da infiltracdo de polimorfonucleares (PMN) na lamina prépria, no
epitélio das criptas (criptite) e no lumen das criptas (abscessos cripticos);

4. Anormalidades epiteliais: deplecdo de mucina, dano a superficie epitelial,
mudangas metaplasicas, linfécitos intraepiteliais, apoptose e depdsito de colageno
subepitelial.

A presenca de infiltracdo de PMN, criptite, abscessos cripticos, erosbes e
ulceragcdes foram considerados sinais de atividade inflamatdria. As alteragdes na
arquitetura da mucosa como distorgdo e ramificacdo glandular, e metaplasia das
células de Paneth (quando presentes no colon esquerdo), foram consideradas como
indicativos de dano crdnico.

Para a contagem de eosindfilos, a area de maior densidade eosinofilica foi
selecionada com optica de aumento médio (100x), considerando-se a contagem
absoluta em grande aumento (400x = 500y).

Todos os fragmentos de cada paciente foram avaliados, elegendo-se as
amostras de bidpsia do segmento mais alterado e com maior densidade de células
para posterior analise imuno-histoquimica.

Os parametros analisados e que apresentaram diferenca estatistica significativa

estdo listadas abaixo:
1. extensdo do processo inflamatoério para a submucosa;
2. presenga de granuloma na lamina propria ou submucosa, portanto nao
associado a ruptura de células do epitélio criptoglandular;
3. variabilidade de acometimento entre os fragmentos que caracteriza a
presencga ou auséncia de uniformidade do processo inflamatério

4. Presenca de erosao aftoide;
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5. contagem do numero absoluto dos eosindfilos no segmento mais afetado
em Optica de 400x (cada campo de grande aumento no microscépio
utilizado corresponde a 500y);

6. soma da contagem absoluta de células marcadas pelo CD30 em 10

campos de grande aumento (400x), no segmento mais alterado.

5.5.c. Marcadores imuno-histoquimicos:

A imuno-histoquimica para o marcador CD30 foi avaliada através da contagem

absoluta somando-se as células marcadas em 10 campos consecutivos de grande

aumento (400x). O anticorpo utilizado foi da marca abcam (ab 23766, diluigao 1:100).

5.5.d. Financiamento

A verba orgamentaria deste projeto foi custeada pelo somatério de recursos do
Fundo de Incentivo a Pesquisa e Eventos (FIPE) do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA), Programa de Pés-Graduagao: Ciéncias em Gastroenterologia e
Hepatologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,

complementada com recursos préprios da aluna.

5.6. Consideragoes éticas

Os pacientes foram informados sobre a forma, o curso e objetivo da pesquisa. O
meédico pesquisador ofereceu aos pacientes a oportunidade de participar do estudo. No
caso de concordancia em participar, foi anotado o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido em formulario especial e validado através de assinatura. Nenhum paciente
foi submetido a colonoscopia com bidpsias apenas para ser incluido no estudo, mas por

necessidade de diagnédstico, acompanhamento ou tomada de decisado terapéutica. Foi
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respeitada a recusa do paciente, sem qualquer prejuizo ao seu acompanhamento
clinico e tratamento habitual. Projeto aprovado pelo Comité de ética em Pesquisa do
HCPA (GPPG 07-310).

5.7. Analise estatistica

As variaveis continuas foram descritas por média e desvio padrao ou mediana e
amplitude interquartilica. As variaveis categéricas foram descritas por frequéncias
absolutas e relativas.

Dados continuos foram submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov e aqueles com distribuicdo assimétrica foram comparados por testes nao-
paramétricos.

Na comparacdo de variaveis continuas com distribuicdo simétrica, o teste t-
Student para amostras independentes foi aplicado. Em caso de assimetria, o teste de
Mann-Whitney foi utilizado.

O teste qui-quadrado de Pearson ou exato de Fisher foram utilizados para
comparacao de proporgdes entre os grupos. Para complementar essas analises, o teste
dos residuos ajustados foi aplicado.

As variaveis histopatolégicas com potencial discriminatério foram analisadas,
aquelas que apresentaram diferenga estatistica demonstrando associagdo, foram
utilizadas na construgdo de um escore diagndstico.

Para determinar os pontos de corte do CD30 e do escore diagndstico de doenga
de Crohn considerando as doengas como padréo-ouro, a curva Receiver Operating
Characteristic (ROC) foi realizada. Foram calculadas as estatisticas de sensibilidade,
especificidade, razdo de verossimilhanga positiva e negativa e a area sob a curva para
os pontos de corte das variaveis.

O nivel de significancia estatistica foi de 5% (p<0,05) e as analises foram

realizadas pelo programa SPSS versao 18.0.
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Nos pacientes com DC (105 pacientes), a média de idade por ocasido do
diagnostico foi de 32,4 anos (14-64, SD £ 13,1) e nos pacientes com RCU (80
pacientes), foi de 39,1 anos (17-69, SD + 13,4). Nao houve diferenga na prevaléncia em
relagdo ao sexo em nenhuma das duas doengas, sendo do sexo masculino 51,4% dos
pacientes com DC e 48,8% com RCU.

Na RCU, aproximadamente metade dos pacientes (49,4 %) apresentou-se com
colite extensa, 32 (40,5%) com colite esquerda e, apenas 8 (10,1%) com proctite.
Quanto a localizagdo, os pacientes com DC apresentaram doenca apenas no ileo
terminal em 33 (31,7%), exclusivamente no colon em 35 (33,7%), e 30 (28,8%) na
regiao ileocolénica. No momento do diagnostico, o padrao inflamatorio predominava em
53 pacientes (50,5%), o estenosante em 39 (37,1%), e o penetrante em 13 (12,4%). A
doenca perianal ja estava presente, na primeira avaliagao, em 33 pacientes (31,4%). As
manifestacdes extra-intestinais foram mais frequentes nos pacientes com DC (44
pacientes - 41,9%) do que naqueles com RCU (18 pacientes - 22,5%). A caracterizagao
da populacao estudada esta apresentada na tabela 1.

As associagdes de cada caracteristica histopatolégica com cada doenga foram
avaliadas. Aquelas que apresentaram diferenca estatisticamente significativa estao
demonstradas na Tabela 2. Estudando todas as variaveis conjuntamente, chegamos a
uma acuracia (proporgao de acertos, ou seja, o total de verdadeiros positivos e

negativos) de 69,1% no diagnostico diferencial entre DC e RCU.
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Tabela 1. Caracterizagdo da populacéo estudada

Variaveis DC RCU p
n=105 (%) n=80 (%)
Idade no diagndstico (anos) — média 32,4 £ 13,1 39,1+13,4 0,001
DP
Sexo — n(%) 0,832
Masculino 54 (51,4) 39 (48,8)
Feminino 51 (48,6) 41 (51,3)
Extensdo RCU — n(%) -
Proctite - 8 (10,1)
Célon E - 32 (40,5)
Colite extensa - 39 (49,4)
Localizagdo DC*— n(%) -
ileo terminal 33(31,7) -
Célon 35(33,7) -
fleocoldnica 30 (28,8) -
L1+ L4 4 (3,8) -
L2 + L4 2(1,9) -
Doenca Perianal — n(%) -
Sim 33(31,4) -
Nao 72 (68,6) -
Comportamento — n(%) -
N penetrante/fi estenosante 53 (50,5) -
Estenosante 39 (37,1) -
Penetrante 13 (12,4) -
Manifestacdes El — n(%) 0,009
Sim 44 (41,9) 18 (22,5)
Nao 61 (58,1) 62 (77,5)

*L.1- ILEO TERMINAL; L2- COLONICA; L3- ILEOCOLONICA; L4- TGI SUPERIOR
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Tabela 2 — Variaveis histopatolégicas com capacidade de auxiliar no diagnéstico

diferencial entre DC e RCU

Variaveis DC RCU p
n=105 (%) n=80 (%)
Aspectos histopatolégicos — n(%)
Extensdo para submucosa 47 (44,3) 3(3,8) <0,001
Granuloma 36 (34,0) 0(0,0) <0,001
Variabilidade 87 (82,1) 12 (15,2) <0,001
Erosao aftoide 35 (33,0) 5 (6,3) <0,001

Na tabela 3 sdo apresentadas as medianas da soma da contagem de eosindfilos
em cada segmento biopsiado em pacientes com DC e RCU avaliado pela optica de
maior aumento e suas medidas interquartilicas. Considerando-se as areas de colon e
reto, fica evidente o predominio de eosindfilos na RCU, sendo significativamente maior
em todos os segmentos. Assumindo como ponto de corte 70 eosinofilos ou mais,
encontra-se uma sensibilidade de 78,3% e uma especificidade de 71,0% para o
diagnostico de RCU, a area sob a curva foi de 0,767 (IC 95%: 0,696-0,838).

Tabela 3. Avaliagdo quantitativa dos eosindéfilos (mediana e percentis) por segmento e

na biopsia mais alterada.

Variavel N de DC N de RCU p
Amostras Amostras
Na DC na RCU

Eosinofilos —

mediana (P25 — P75)
fleo 77 32 (14 - 57) 10 15 (13- 24) 0,072
Colon D 80 29 (15 -44) 43 50 (22 — 85) 0,016
Colon E 84 18 (10— 37) 78 84,5 (44 - 116) <0,001
Reto 43 31 (6 —48,3) 54 94,5 (54 -118) <0,001
Segmento mais 105 42 (25,5 -63,5) 80 107 (67 —123)  <0,001

alterado
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O grafico 1 demonstra a diferenga da mediana do numero de eosindfilos no segmento

mais afetado do grupo da RCU e da DC.

Grafico 1. Mediana de eosindfilos na DC e na RCU no segmento mais afetado
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Mediana na DC 42 (25,5 —63,5) e na RCU 107 (67 — 123), p<0,001

Ao avaliar a marcagéo imuno-histoquimica de células CD30" evidencia-se uma
mediana de 3 (2-6) na DC e de 33 (24-52) na RCU. Fica demonstrado o predominio
estatisticamente significativo destas células nos pacientes com RCU. Além disso, ao
observar as células CD30" foi possivel perceber dois padrées de distribuicdo, um
padrao difuso e outro em agrupamentos nos centros dos foliculos linfoides (Figura 4). A
distribuicho em agrupamentos foi mais frequente e com diferenca estatistica

significativamente maior nos casos de RCU (Tabela 4).
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Figura 4. Imuno-histoquimica CD30 figuras superiores (a e b) correspondem a casos de

RCU e figuras inferiores (c e d) correspondem a casos de DC.

a. e b. casos de RCU CD30+
c. e d. casos de DC CD30-
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Tabela 4. Avaliagcdo quantitativa e padrdo de distribuicio do marcador CD30 no

segmento mais alterado.

Variaveis DC RCU p
n=105 n=80
DC RCU
CD30 — mediana (P25 - P75) 3(2-6) 33 (24 - 52) <0,001
Distribuicdo — n(%) <0,001
Agrupamento 18 (17,0) 53 (67,1)**
Difuso 81 (76,4)** 11 (13,9)
Agrupamento + Difuso 3(2,8) 15 (19,0)**
Nada 4 (3,8) 0(0,0)

** associacao estatisticamente significativa pelo teste dos residuos ajustados a 5% de significancia

Estabelecendo-se o ponto de corte de 15 ou mais células marcadas com CD30,

encontra-se uma sensibilidade de 97,5% e uma especificidade de 94,3% para o

diagnostico de RCU, a area sob a curva foi de 0,967 (IC95%: 0,941-0,993).

(grafico 2). Razao de verossimilhanga positiva de 17,1.

52



Grafico 2 — Curva ROC para determinar o ponto de corte do CD30 para diagndstico de
RCU

Sensibilidade

0,0 T T T
oo 02 04 0B na 1,0

1 - especificidade

O ponto de corte determinado pela curva ROC foi de 15 (S=97,5%; E=94,3%; RV+=17,1; RV-=0,03; area
sob a curva: 0,967; 1C95%: 0,941 — 0,993).

A andlise evidenciou que eosindfilos, células CD30" e seu padrio de distribuicéo,
extensdo do processo inflamatério para submucosa, presenca de granuloma, erosao
aftoide e variabilidade de acometimento entre os fragmentos estudados possuiam
capacidade discriminatdria para o diagnéstico de DC e RCU. Diante destes resultados,
foram atribuidos valores a cada variavel, baseando-se no poder estatistico de cada uma
delas, de forma a totalizar uma soma de 10 pontos para construgdo de um escore

histopatologico para o diagnostico da DC, apresentado na tabela 5.
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Tabela 5 — Escore histopatoldgico para o diagnéstico da doenga de Crohn

Variaveis Ponto de corte Pontos

Eosindfilos do segmento <70 2
mais afetado

CD30 do segmento mais <15 2
afetado

Distribuicao difusa do CD30 -
Inflamac&o na submucosa -
Presencga de granuloma -
Variabilidade de -

acometimento entre os

=N N A

fragmentos

Erosao aftoide - 1

Aplicando-se o escore diagndéstico histopatolégico para DC, se o resultado da
soma das variaveis for maior ou igual a 5 atingimos uma especificidade de 100% e uma
sensibilidade de 86.8% (Gréfico 3). Assim, a razdo de verossimilhanga positiva tende ao
infinito. Ao considerarmos o ponto de corte a soma de 4 pontos no escore elevamos a
sensibilidade para 95,3%, e reduzimos a especificidade de 100% para 94,9%.

Se excluidos os pacientes com DC em que o segmento mais afetado era o ileo, o
tamanho amostral permanece acima do calculado e os resultados mantém-se
semelhantes. Em relagcdo a curva ROC, os pontos de corte permanecem 0s mesmos.
Quanto ao CD-30 a mediana do grupo com DC foi de 2 (percentis 25 e 75 de 1 e 6,
respectivamente) e no grupo RCU foi de 33 (percentis 25 e 75 de 24 e 52,
respectivamente), com p<0,001.

Grafico 3 — Curva ROC para determinar o ponto de corte do escore para diagnostico de

Crohn
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O ponto de corte determinado pela curva ROC foi de 5 (S=86,8%; E=100%; RV+=w; RV-=0,13; area sob

a curva: 0,994; 1C95%: 0,988 — 1,000).
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O principal objetivo deste estudo foi avaliar as caracteristicas histopatolégicas e
a relevancia da presenga eosindfilos e células CD30 positivas por imuno-histoquimica
no diagnostico da doenga de Crohn e da retocolite ulcerativa. Sabe-se que ndo ha um
teste considerado padrdo para o diagnostico das DIl. Na auséncia de um teste padrao,
considera-se como um dos pontos fortes deste estudo o fato de utilizar o diagnéstico de
certeza baseado no conjunto de critérios classicos, consolidado pelo acompanhamento
da evolugao dos pacientes.

Este estudo foi realizado com um grupo de pacientes em um hospital terciario de
referéncia para DII, porém quando vamos comparar a extensao da RCU e a localizagao
da DC nos pacientes estudados com os achados da literatura, ha uma relativa
semelhanca. No estudo IBSEN {Henriksen M, 2006 #191}, 27% dos pacientes
apresentavam proctite no diagndstico, 38% colite esquerda e 35% pancolite. Na nossa
amostra, 10,1% apresentaram-se com proctite ao diagnostico, 40,5% com colite
esquerda e 49,4% com pancolite. O maior nimero de casos de pancolite e menor de
proctites, quando comparado aos estudos populacionais deve-se, provavelmente, a
uma concentracdo de casos mais selecionados e de dificil tratamento em um hospital
de referéncia. A localizacédo da DC em trés coortes populacionais {Henriksen M , 2007
#193; Gollop JH , 1988 #192; Wolters FL , 2006 #194} demonstra uma distribuicdo
semelhante a deste estudo. No estudo Gollop a localizagao foi de ileite pura 35%, colite
pura 36% e ileocolite 29%; 15% de ileite, 42% de colite, 37% de ileocolite com 6% de
prevaléncia no comprometimento do trato digestivo superior no estudo de Wolters e
col.; ja no estudo de Henriksen et al houve 25% de doenca ileal, 45% de colite pura,
26% de ileocolite com 4% dos pacientes apresentando comprometimento alto. No
quadro abaixo (quadro 5), sdo comparados os achados da literatura com a amostra

estudada.

A média de idade do diagndstico demonstra uma prevaléncia maior da DC em
uma populagdo mais jovem quando comparada a da RCU, estes achados se
assemelham aos de outros autores importantes {Dignass A, 2012 #144; Van Assche G,
2010 #1}.
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Quadro 5 - Comparagao da localizagao da doenga de Crohn do estudo atual com os

achados da literatura

Localizacdo DC Estudo Gollop, Wolters, Henriksen,
atual (%) | 1988 (%) | 2006 (%) 2007 (%)
ileo terminal 35,2 35 15 25
Cdlon 35,2 36 42 45
lleocolénica 28,6 29 37 26
TGl alto 5,7 - 6 4

Este estudo mostra que, no momento do diagnéstico, 50,5% dos pacientes
apresentavam comportamento ndo penetrante e ndo estenosante (inflamatério), 37,1%
estenosante e 12,4% penetrante. O classico estudo de Cosnes e colaboradores
apresenta um indice acima de 80% de comportamento inflamatério no diagndstico, esta
diferenca em relacdo aos nossos achados talvez reflita um diagndstico mais tardio na
nossa populagdo. Outra observagcao interessante, € que na populacido estudada a
complicacdo mais prevalente foi a estenosante ao contrario do estudo de Cosnes que
evidencia um maior numero de complicacbes penetrantes {Cosnes J, 2002 #134},
devendo-se considerar uma diferenca de fendtipos relacionada a diversidade
populacional. A ocorréncia de lesbdes perianais, geralmente sinaliza um fendtipo mais
agressivo da doenca. Na literatura, a frequéncia de lesdes perianais ao diagnéstico
varia de 10 a 37% {Van Assche G, 2010 #172; Schwartz DA, 2002 #210; Cosnes J,
2002 #134}. No presente estudo, aproximadamente 30% dos pacientes apresentavam

doenca perianal ao diagndstico.

Distinguir um processo inflamatoério crénico de um agudo n&o oferece maior
dificuldade aos patologistas em geral. No entanto, a diferenciacédo entre RCU e DC
parece ser tarefa dificil para os patologistas especialistas em tubo digestivo, e ainda
mais para os generalistas. Esta dificuldade € que tem motivado muitos autores a
realizarem estudos, com diferentes abordagens e modelos, na tentativa de melhorar o
desempenho do diagndstico histopatolégico. Muitas sdo as caracteristicas

histopatologicas recomendadas para avaliagdo do diagnostico das DIl {Jenkins D, 1997
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#21; Bentley E, 2002 #100}, porém uma vez determinados os achados que
caracterizam um acometimento cronico (distor¢ao glandular, irregularidade da superficie
epitelial e metaplasia das células de Paneth), devemos utilizar critérios mais especificos
que possam nos auxiliar no diagnoéstico da DC e da RCU {Cross SS, 2002 #51; Dube
AK, 1998 #35}. As variaveis sugeridas na literatura, que podem favorecer o diagndstico
de RCU, sao: intensa distor¢do da arquitetura das criptas, presenga de inflamagao
difusa e reducdo na densidade das criptas e de mucina. As caracteristicas
consideradas para favorecer o diagnodstico da DC sao a presenca de granulomas
epitelioides, inflamagdo e distorgdo glandular focal. A maioria das variaveis
histopatoldgicas avaliadas possui um grau importante de subjetividade, haja vista a
variabilidade interobservadores encontrada na literatura. Cross et al aplicando o modelo
de regressao logistica e um sistema computadorizado com as caracteristicas
histopatoldgicas codificadas ndo conseguiram uma sensibilidade maior do que 84% e
uma especificidade de 79% para o diagnostico de RCU {Cross SS, 2002 #51}. Existem
basicamente dois tipos de estudos realizados para avaliar o grau de acuracia dos
parametros histopatologicos no diagnéstico diferencial entra DC e RCU. Os estudos
realizados através da auditoria de um grande numero de casos nao selecionados e os
estudos de avaliac&o da variabilidade interobservadores. Um estudo de auditoria {Dube
AK, 1998 #35}, realizado em um grande hospital universitario, que parece refletir um
cenario mais proximo ao da pratica real do dia a dia, utilizou os critérios sugeridos pela
diretriz britanica {Jenkins D, 1997 #21}. Ao avaliar as bidpsias com atividade
inflamatéria e com diagndstico sugestivo de DIl, os autores conseguiram uma
sensibilidade de 74% para o diagnostico de DC e RCU. Um grande problema
encontrado neste e em outros estudos, bem como na pratica diaria, é a auséncia de
uma nomenclatura padronizada nos relatorios histopatolégicos. Outro estudo {Frei JV,
1981 #197}, que incluiu bidpsias com e sem atividade inflamatéria e em momentos
variados na histéria da evolugdo dos pacientes e com relatérios nao categorizados em
diagnostico “sugestivo” ou “altamente sugestivo”, encontrou uma sensibilidade de 40%
para o diagnostico de DC e de 70% para RCU. Os dados derivados de estudos
interobservadores ou em uma analise quantitativa através de imagens nao podem ser

diretamente comparados, pois tendem a utilizar uma amostragem mais selecionada.
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Nestes estudos, foi encontrada uma sensibilidade diagnostica que varia de 70% a 82%
para RCU e de 40% a 77% para DC {Thompson EM, 1985 #198; Seldenrijk CA , 1991
#129}.

No presente estudo, todas as variaveis descritas, exceto a presenca de
granuloma, acabam por expressar a mesma questdo, a de que a RCU é uma doencga
difusa e a DC é uma doenga mais focal. Por esta razédo, agrupamos estes achados sob
a denominagao de “variabilidade de acometimento entre os fragmentos” na tentativa de
facilitar a objetividade. Ja foi bem demonstrado que a avaliacdo de apenas 2
fragmentos comparados a avaliagdo de um numero maior de bidpsias, incluindo areas
de mucosa endoscopicamente normal, proporciona uma menor acuracia no diagnostico
{Dejaco C, 2003 #123; Bentley E, 2002 #100}. Assim, ressalta-se a importancia de
analisar varios fragmentos de bidpsia de regides distintas e identificadas em frascos
separados para cada segmento. No estudo atual, a acuracia atingida, utilizando-se
apenas as 4 variaveis histopatoldgicas com diferenga estatistica significativa entre as
duas doengas, foi de 69,1%, numero muito aquém do desejado, porém nao distante ao
da literatura citada.

Sabe-se que os eosindfilos sdo células pro-inflamatérias que participam no
processo inflamatoério das DIl, estando presentes em maior nUmero na mucosa destes
pacientes {Carvalho AT, 2003 #142; Bischoff SC, 1996 #87; Lampinen M, 2008 #30}.
Estudos sobre o numero e ativacdo dos eosindfilos na DIl revelam resultados
controversos {Lampinen M, 2008 #30; Bischoff SC, 1996 #87; Bischoff SC, 1996 #87;
Coppi LC, 2007 #49}. Isto pode ser explicado pelo fato de que estes estudos analisaram
conjuntamente pacientes em diferentes momentos da doenga (atividade e remissao),
muitos ja sob o efeito de medicagbes, utilizando amostras pequenas e técnicas
diferentes. A amostra do nosso estudo € muito mais homogénea, sendo que todas as
biépsias foram coletadas no inicio da doenca e sem influéncia medicamentosa. Como a
IL-5 é uma das principais citocinas que agem no recrutamento de eosinodfilos e esta
envolvida na rota de ativagao dos linfécitos Th2 {Dubucquoi S, 1995 #145; Hogan SP,
2013 #150; Wedemeyer J, 2008 #199; Spencer LA, 2010 #200}, nada mais natural do
que imaginarmos uma maior concentracao destas células na RCU do que na DC.

Achado bem evidenciado em todos os segmentos do colon pelo presente estudo.
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O CD30 é um receptor de citocinas transmembrana utilizado com frequencia na
caracterizagcdo de neoplasias hematoldgicas, como o linfoma de Hodgkin {de Bruin PC,
1995 #201}. Estudos demonstraram que ele também é expresso na membrana de
alguns linfocitos ativados, ndo neoplasicos, pertencentes a linhagem Th2 {D’Elios MM,
1997 #45; Giacomelli R, 1998 #40}. Baseado neste conhecimento, esperava-se que o
CD30 estivesse expresso mais frequentemente nas células inflamatérias na RCU. Ao
revisar a literatura, ndo encontramos nenhum estudo que tenha utilizado este marcador
imuno-histoquimico com o intuito de avaliar seu potencial no diagndstico diferencial das
DIl. Nosso estudo demonstra claramente o predominio de células marcadas pelo CD30
nas bidpsias dos pacientes com RCU, sendo a mediana de 33 células marcadas,
quando comparado com a mediana de 3 células nos pacientes com DC. Tais achados
revelam uma sensibilidade de 97,5% e uma especificidade 94,3%, determinado por um
ponto de corte de 15 células marcadas, para o diagnéstico diferencial das DII.

A literatura parece ter esgotado em si a possibilidade de melhorar o desempenho
diagndstico com os parametros que dispomos. Na realidade, sabe-se que existem
casos em que nao é vista nenhuma caracteristica histopatologica capaz de discernir
entre DC e RCU {Bentley E, 2002 #100; Geboes K, 2008 #104; Absar S, 2006 #101}. O
atual estudo demonstra que ao agregarmos a contagem de eosindfilos (de facil
visualizacdo e identificacdo pela coloracéo rotineira de HE), e a marcagédo de células
CD30 por imuno-histoquimica, conseguimos alcangcar uma alta sensibilidade e
especificidade diagndsticas com metodologia simples e de baixo custo. Além disso, foi
possivel a construcdo de um escore diagnostico através de um trabalho conjunto entre
um patologista e um gastroenterologista, que nos parece de facil utilizagédo na rotina
dos servigos de patologia, e que contribui ao proporcionar maior especificidade (CD30 —
E= 94,3% versus Escore — E= 100%).

Ndo se pode deixar de ressaltar que a utilizacdo da avaliagdo rotineira das
caracteristicas histopatolégicas associadas a avaliagdo imuno-histoquimica com CD30
ja proporciona alto grau de sensibilidade e especificidade no diagndstico diferencial.
Podemos entdo, considerar a utilizagdo do escore nos casos em que uma
especificidade maior é o dado mais necessario para tomada de decisao terapéutica em

um determinado paciente.
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Os dados aqui apresentados demonstram a relevancia dos eosindfilos e do
marcador imuno-histoquimico CD30 para o diagnostico diferencial das DIl
proporcionando um ganho significativo na sensibilidade e especificidade diagndsticas. A
construgao de um escore diagndstico simples e objetivo, pode contribuir para avaliagao
do material de bidpsias dos pacientes com DII, tanto por patologistas especialistas,
quanto generalistas. Os proximos passos parecem ser a validagdo deste escore em um
estudo prospectivo. Além de avaliar se estes resultados s&o reprodutiveis ao utilizar os

mesmos critérios em pacientes que ja estdo em tratamento para DII.
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8- CONCLUSOES

63



Este estudo demonstrou que:

1. Foi possivel identificar 4 caracteristicas histopatoldogicas que podem

efetivamente auxiliar no diagnostico diferencial das DII.

2. A contagem de eosindfilos e a expressdo do marcador imuno-histoquimico
CD30 sao relevantes no diagnostico diferencial entre a doenga de Crohn e a

retocolite ulcerativa.
3. Através dos resultados deste estudo foi possivel elaborar um escore de

pontos com alta especificidade para o diagnostico diferencial entre DC e
RCU.
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ANEXO |
CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé é portador de uma doenga inflamatéria do intestino (retocolite ulcerativa ou doenca
de Crohn) e esta em acompanhamento no ambulatério do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre. Atualmente se sabe que estas doengas s&o crbnicas com periodos de melhora e de
piora conforme a atividade da inflamagdo. O tratamento tem por objetivo principal evitar
estes periodos de piora. A retocolite ulcerativa e a Doenga de Crohn possuem caracteristicas
diferentes, no entanto existem casos em que estas doengas podem ser muito parecidas
dificultando a diferenciagdo entre uma e outra. Existem tratamentos e decisdes no manejo
destas duas doengas que sao diferentes, portanto é importante que os médicos possam ter
certeza absoluta de qual das duas doencas o paciente sofre. Assim, podem escolher as

melhores alternativas de tratamento para cada caso.

Algumas vezes vocé necessita realizar o exame de colonoscopia para avaliagdo e
acompanhamento de sua doenga. Durante a colonoscopia sempre sao coletas amostras do

intestino para serem examinadas por exame microscoépico (biopsias).

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo que ira analisar caracteristicas do
intestino e sua inflamacgao e que possam ajudar os médicos a fazer o diagnéstico quando ha
duvidas de qual tipo de inflamagdo uma determinada pessoa tem. No seu caso, os médicos
que lhe acompanham no ambulatério ja tém certeza de que tipo de inflamacéo vocé esta
tratando. O objetivo deste estudo €& que através do exame das amostras coletadas do
intestino dos pacientes que ja tem seu diagnéstico confirmado possam ajudar os médicos a
definir o caso de outras pessoas que ainda ndo tem a certeza de que sofrem de Doenca de

Crohn ou Retocolite ulcerativa.

Vocé nao sera submetido a nenhum exame além daquele que for necessario para o
cuidado e acompanhamento do seu caso, apenas para que seja estudado. Os
pesquisadores apenas aproveitaram amostras de intestino que ja foram coletadas em
exames prévios ou que vocé venha a fazer por necessidade de acompanhamento da sua

doenca.

Nao se preocupe, se nao quiser participar do estudo isto ndo prejudicara seu tratamento
ou seu acompanhamento no ambulatério. O seu atendimento continuara da mesma forma

como tem sido até agora.
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Caso durante o periodo de estudo a medicina descubra um novo método diagndstico das

doencas intestinais vocé sera notificado e tera a opcao de se retirar deste estudo.

Os registros de sua participagéo neste estudo serdo conservados como confidenciais, de
acordo com o permitido por lei. Se os resultados do estudo forem publicados sua identidade
permanecera confidencial. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e os investigadores tém o compromisso
de publica-lo como contribuicdo ao bem estar da populacéo.

Consentimento:

Declaro que li e entendi as informacdes contidas neste documento. Tive a
oportunidade de fazer perguntas e todas elas foram respondidas satisfatoriamente. Estou
assinando este termo de consentimento voluntariamente, mostrando minha concordancia em

participar deste estudo, até que eu decida ao contrario.

Nome e assinatura do (a) paciente

Nome e assinatura da testemunha

(se necessario)

Nome e assinatura do investigador Data
Pesquisadores responsaveis: Protocolo: 07310

Dra. Luiz Meurer fone:33328088 Cristina Flores MD fone: 99624012
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ANEXO I
CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (p/ controles)

Vocé esta realizando um exame de colonoscopia por solicitagdo de seu médico. Durante
este exame sera examinado todo seu intestino grosso. Quando o médico que esta realizando
0 exame encontra alguma alteragdo séo coletadas amostras do seu intestino (bidpsias). A
coleta de amostras € um procedimento indolor e com risco minimo de perfuragao intestinal
(0,1%).

Esta sendo realizada no Hospital de Clinicas de Porto Alegre uma pesquisa que tem por
objetivo buscar dados que possam ajudar a fazer diagndstico mais preciso de doencgas
chamadas de Doengas Inflamatdrias Intestinais. Os pacientes portadores desta doenca
sempre necessitam fazer este mesmo exame que o Sr (a) esta realizando, onde sempre sédo
coletas estas amostras. Estamos verificando quais as alteragdes mais freqlientes nos
portadores da doenca e € necessario compara-las com pessoas que nido tem a doenca.
Assim sendo, como o Sr (a) nao € portador de nenhuma doenga com inflamagao do
intestino, poderia auxiliar os pesquisadores permitindo a coleta de 4 fragmentos de bidpsia

para que possamos compara-las com as amostras de pessoas doentes.

O Sr (a) esta sendo convidado a participar deste estudo que pode ajudar os médicos a fazer
o diagndstico destas doencas inflamatérias do Intestino. Os pesquisadores acreditam que a
coleta destas amostrar ndo traz nenhum prejuizo para o Sr (a), porém ndo se preocupe, se
nao quiser participar do estudo isto ndo prejudicara seu tratamento ou seu acompanhamento

no ambulatdrio. O seu atendimento continuara da mesma forma como tem sido até agora.

Caso durante o periodo de estudo os médicos descubram alguma alteragado inesperada nas
amostras coletadas no seu exame o Sr (a). sera notificado.

Os registros de sua participacdo neste estudo serdo conservados como confidenciais, de
acordo com o permitido por lei. Se os resultados do estudo forem publicados sua identidade
permanecera confidencial. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e os investigadores tém o compromisso

de publica-lo como contribuicdo ao bem estar da populagéo.

Consentimento:
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Declaro que li e entendi as informacbes contidas neste documento. Tive a

oportunidade de fazer perguntas e todas elas foram respondidas satisfatoriamente. Estou

assinando este termo de consentimento voluntariamente, mostrando minha concordancia em

participar deste estudo, até que eu decida ao contrario.

Nome e assinatura do (a) paciente

Nome e assinatura da testemunha

(se necessario)

Nome e assinatura do investigador
Pesquisadores responsaveis:

Dra. Luise Meurer fone:33328088
Cristina Flores MD fone: 99624012

Protocolo : 07310

Data
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ANEXO Il

PROJETO PILOTO

Foram selecionados 10 pacientes com RCU e 10 pacientes com DC em
acompanhamento no Ambulatério de Doencgas Inflamatérias Intestinais do Servico
de Gastroenterologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre entre 2007 e 2010. Os
dados foram coletados sistematicamente nos ultimos 5 anos. O diagnéstico de
certeza foi estabelecido pelos critérios tradicionais dos achados clinicos,
endoscopicos, radioldgicos e histopatoldgicos, e reforcados pela evolugao clinica
{Lennard-JonesJE., 1989 #156}. Como grupo controle foram coletadas amostras de
bidépsias de coélon direito e colon esquerdo de 10 pacientes assintomaticos que
realizaram colonoscopia por historia familiar de cancer colorretal ou controle de
polipos nos quais o exame endoscopico demonstrou completa auséncia de lesdes.

Todos os fragmentos foram visualizados em busca dos critérios histopatoldgicas
para o diagnostico de DIl e a contagem de eosindfilos. Foi realizada avaliagéo
semiquantitativa em 10 campos consecutivos de grande aumento(400x), nos
fragmentos de bidpsias retirados do segmento mais alterado verificando a proporgao
de células inflamatérias que eram positivas. Os marcadores utilizados, levando-se

em consideragao a que linhagem de linfocitos estes representavam foram:

1. Linfécitos TH1: CCR5, IL-12, IFNy
2. Linfécitos TH2: CCR3, CD30, IL-13.

Todos os anticorpos utilizados foram da marca Abcam (Abcam, Cambridge, MA): Anti-
CCR3 (ab1667), Anti-CCR5 (ab1673), Anti-IL12 p40 (ab62822), Anti-Interferon
gamma (ab9657), Anti-CD30 (ab23766) e Anti-IL13 (ab106732).

78



Resultados do Projeto piloto

A anadlise semiquantitativa da marcagao imuno-histoquimica do CCR5, CCR3, IL-
12, IL-13 e IFNy foram divididas em intervalos de menos de 10% de células marcadas,
entre 10 e 50% e acima de 50%. A variavel que apresentou diferenga significativa entre
casos e controles foi o marcador CCR3 e CD30. No entanto a avaliagao
semiquantitativa das células positivas com o CCR3 ndo mostrou diferenca
estatisticamente significativa com potencial para discriminar entre DC e RCU. A
marcagao das citocinas IL-12, IL-13, IFNy e da quimiocina CCRS nao apresentaram
valor discriminatorio entre os casos e os controles.

A mediana de eosindfilos avaliada no célon direito dos casos foi de 65 células
por campo de grande aumento contra 29 células dos controles (p=0,011). No cdlon
esquerdo os casos apresentaram uma mediana de 44 céls/CGA e de 7 céls/CGA nos
controles (p=0,016).

Quanto ao CD30, além de uma diferenca significativa entre casos e controles, a
avaliacdo quantitativa do somatério de células positivas deste marcador apresentou
uma média de 9,777 (DP + 6,704) na DC e de 27,222 (DP + 22,697) na RCU, p= 0,063.

Diante dos resultados do projeto piloto procedeu-se o estudo de 185 pacientes
(105 pacientes com DC e 80 com RCU), sendo analisados os parametros sugeridos
pela diferenga estatistica potencialmente significativa das variaveis listadas abaixo:

7. Extensao do processo inflamatorio para a submucosa

8. Presenca de granuloma na lamina prépria ou submucosa, portanto nao
associado ao epitélio cripto-glandular.

9. Variabilidade de acometimento entre os fragmentos que caracteriza a
presenga ou auséncia de uniformidade do processo inflamatério

10.Presenca de erosao aftoide

11.Contagem do numero absoluto dos eosindfilos no segmento mais afetado
em Optica de 400x (cada campo de grande aumento no microscopio
utilizado corresponde a 500u)

12.Soma da contagem absoluta de células marcadas pelo CD30 em 10

campos de grande aumento(400x), no segmento mais alterado
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Foram também avaliadas outras caracteristicas consideradas com potencial
discriminatério entre a DC e a RCU: variabilidade de danos e alteragbes entre os
fragmentos coletados dentro de um mesmo segmento, extensdo do processo
inflamatério para a submucosa, presencga de fissuras, erosdes aftdides, metaplasia
pilérica no ileo terminal, granulomas n&o associados a ruptura de criptas (tipo
epitelidide na lamina propria ou na submucosa). Para a contagem de eosindfilos, a
area de maior densidade eosinofilica foi selecionada com 6éptica de aumento médio

(100x), considerando-se a contagem absoluta em grande aumento (400x = 500).
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ABSTRACT

Objective: To quantitate CD30" lymphocytes and eosinophils for the histopathological
discrimination of Crohns’ disease (CD) and ulcerative colitis (UC).

Design: 185 patients were diagnosed with inflammatory bowel disease (IBD) by a
gastroenterologist and corroborated by five years of follow up. Patients were treatment
naive at the time of biopsy. Samples were taken from diseased areas of the colon and
examined by an experienced gastrointestinal pathologist.

Results: The median number of eosinophils in biopsies taken from the affected segment
was 42 (25.5-63.5) in CD and 107 (67-123) in UC (p<0.001). Biopsies containing =270
eosinophils had a sensitivity of 78.3% and a specificity of 71% for the diagnosis of UC
(area under the ROC curve 0.767 (Cl 95%: 0.696-0.838)). A median of three cells (2-6)
were found in diseased CD biopsies and 33 CD30+ cells (24-52) in diseased UC
biopsies (p<0.001). The cut off determined by the ROC curve was 15 (sensitivity 97.5%,
specificity 94.3%, PLR 17.1, NLR 0.03, AUC: 0.967; 95% ClIs 0.941 - 0.993). After a
value was assigned to each variable based on their contribution to the diagnosis, a
histopathological score out of ten was devised for the diagnosis of CD. When the score
was = 5, the specificity was 100% and the sensitivity 86.8%.

Conclusion: Routine histopathological assessment along with quantification of
CD30+ cells is highly accurate for discriminating between CD and UC. All the measured
parameters are easy to perform, low-cost, and available in most pathological

laboratories.
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SUMMARY

What is already known?
e The clinical and histopathological diagnosis of ulcerative colitis and Crohn’s
disease can be difficult.
e No single histopathological feature or biomarker is suitably specific or sensitive to
secure the diagnosis of UC or CD.
What are the new findings?
e CD30+ lymphocytes can be measured in biopsies from patients with IBD using
immunohistochemistry. This evaluation can be used to aid the diagnosis of CD or
UC.
e Eosinophils are present in greater numbers in colonic biopsies from patients with
UC and can also be used to refine the diagnosis.
What is the impact on future clinical practice?
e This simple scoring system using readily available histopathological tools can be
used to improve diagnostic decision-making in any pathological laboratory.
e This will improve treatment planning for patients particularly in the era or

personalised medicine.
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INTRODUCTION

Inflammatory bowel disease (IBD) is a group of inflammatory disorders of the intestine
and is frequently chronic and disabling with significant morbidity. IBD is a multifactorial
disease resulting from inappropriate innate and acquired immune responses to

commensal microbiota in genetically susceptible individuals.

The two major types of IBD are Crohn’s disease (DC) and ulcerative colitis (UC). The
diagnoses of CD and UC are usually made on clinical grounds supplemented with
objective radiological, endoscopic, and histological findings. The histological distinction
between CD and UC is based on a wide range of criteria, and although there have been
attempts to quantify these parameters interpretation remains subjective and no one
feature is pathognomonic [1, 2]. Therefore there is no single gold standard test and
sometimes concrete diagnosis remains a problem for both gastroenterologists and
pathologists. Even using a multimodal diagnostic approach, clinicians and pathologists
are unable to distinguish between CD affecting the colon and UC in 10-20% of cases of
colonic IBD, often because a single defining histological characteristic is neither present
nor absent in these cases [3, 4]. As medical and surgical therapeutic options become
tailored towards each patient's disease phenotype, accurate disease classification

becomes even more critical to the management of patients with colonic IBD.

While innate immune responses are activated in both CD and UC, the CD4 Ty2-like
subgroup of lymphocytes are mainly activated in UC. These lymphocytes express CD30

in their plasma membrane and produce eosinophil-activating cytokines. We therefore
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hypothesised that there would be differential CD30 expression in the lymphocytes seen
in CD and UC biopsies. We evaluated the significance of CD30 expression by
immunohistochemistry (IHC), along with eosinophil count and histopathological features,

in order to improve the histopathological differential diagnosis of IBD.
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PATIENTS AND METHODS

Biopsy samples from 185 patients were evaluated in this study; 105 patients with CD
and 80 with UC. Patients were managed in a specialised gastroenterology clinic of the
Porto Alegre of Clinics University Hospital between 2007 to 2010. The diagnoses of CD
and UC were based on well-established clinical, endoscopic, histological, and
radiological criteria as previously described [1]. The diagnosis of all cases was reviewed
by a specialised gastroenterologist and corroborated by five years of clinical follow-
up. General variables included in the analysis were age, sex, UC extension, and CD

behaviour and location as defined by the Montreal classification [5].

Different health professionals took the first colonoscopy or surgical tissue samples for
each patient as part of routine care. All patients were treatment naive at the time of
sample collection and had active disease. A single experienced gastrointestinal
pathologist re-evaluated the biopsies, blinded to the previous diagnosis.
Histopathological variables were categorised according to the criteria defined by Jenkins

et al. (Jenkins D, Balsitis M et al. 1997).

The sample size was calculated based on the results of a pilot project, in which ten
controls (asymptomatic patients who underwent colonoscopy because of a family history
of colorectal cancer and with no visible endoscopic changes), ten UC patients, and ten
CD patients were studied. This resulted in a requirement for 49 patients in each group in
order to detect a difference of at least 30% between the groups of patients with CD and

UC using CD30 IHC. Patients with HIV and those taking medications for IBD were
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excluded from the study. The quantity of eosinophils was evaluated by absolute
counting (high power field — 400x) in the area of highest eosinophilic density in the most
abnormal fragment. Anti-CD30 antibodies (Abcam 23766 at a dilution of 1:100) were
used to assess CD30 expression. CD30 expression was assessed by counting the
number of positive cells in ten consecutive high power fields (400x), also in the most

affected segment.

Ethics

Informed consent was obtained from all individuals invited to participate in the study
using a patient information leaflet. The study was approved by the regional ethics

committee.

Statistics

Continuous variables were expressed as median and interquartile range. Categorical
variables were described by absolute and relative frequencies. Continuous data were
tested for normality using the Kolmogorov-Smirnov test and those with a skewed
distribution were compared using non-parametric tests. When comparing continuous
variables with a symmetric distribution, the Student’s t-test for independent samples was

applied. In the case of asymmetry, the Mann-Whitney test was used.

The chi-square test or Fisher's exact test was used to compare proportions between

groups. To complement these analyses, tests of the adjusted residuals were applied.
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Histopathological variables with discriminatory potential were analysed, with the
intention of constructing a diagnostic scoring algorithm. Receiver operating characteristic
(ROC) curves were assessed to determine the cut off points for eosinophils, CD30, and
the score that best diagnosed Crohn's disease. Sensitivity, specificity, positive and
negative likelihood ratios, and the area under the curve for the cut-offs for the variables

were calculated.

The level of statistical significance was 5% (p<0.05), and all analyses were performed

using SPSS version 18.0.
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RESULTS

The records of 105 CD patients and 80 UC patients were reviewed. The mean age at
diagnosis was 32.4 years (14-64, SD £+ 13.1) for CD patients and 39.1 (17-69, SD %
13.4) for UC patients. 51.4% of CD patients and 48.8% of UC patients were male.
Almost half of the patients with UC (39; 49.4%) had pancolitis, 32 (40.5%) left colitis, and
8 (10.1%) proctitis alone. Thirty-three CD patients 33 (31.7%) had disease confined to
the ileum, 35 (33.7%) had disease exclusively in the colon, and 30 (28.8%) ileocolonic

disease.

Of all the pathological variables assessed, extension of the inflammatory process in to
the submucosa, presence of granulomata, aphthous erosion, and variability of the
disease involvement between fragments statistically contributed to the differential
diagnosis. CD presented with inflammatory pattern in 53 (50.5%), a stenotic pattern 39
(37.1%), and penetrating pattern in 13 (12.4%) of patients. Of all patients, 33 (31.4%)
had perianal disease. The full clinicopathological features of the study population are

presented in Table 1.

We next evaluated the association of each histopathological characteristic with the
diagnosis of CD or UC; those with statistically significant differences are shown in Table
2. All the histopathological variables together had an accuracy (proportion of correct
answers, i.e., the total of true positives and negatives) of 69.1% for differentiating

between CD and UC.
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The median of the sum of the eosinophil count in each segment assessed per higher
power field and their percentages are shown in Table 3. The number of eosinophils was
significantly higher in the colon and rectum in UC. Taking a cut-off of = 70 eosinophils,
the sensitivity of the presence or absence of eosinophils was 78.3% and the specificity

71.0% for the diagnosis of UC, with an AUC of 0.767 (95% Cls 0.696 to 0.838).

There was a median number of 3 (2-6) CD30" cells in CD patients and 33 (24-52) CD30"
cells in UC patients. CD30" cells tended to be clustered in the centres of lymphoid
follicles (Table 4). Applying 15 or more CD30" cells as the cut off, the sensitivity for
diagnosis of UC was 97.5% and the specificity 94.3%. The AUC was 0.967 (95% Cls

0.941 to 0.993) and positive likelihood ratio 17.1 (Figure 2).

The number of eosinophils, number of CD30" cells, the distribution of CD30" cells,
extension of the inflammatory process in to submucosa, presence of granulomata,
aphthous erosion, and variability of involvement between fragments were all
discriminatory for the diagnosis of CD and UC. Given these results, values were
assigned to each variable based on their statistical power, giving rise to a

histopathological score out of ten for the diagnosis of CD diagnosis (Table 5).

When the sum of the variables was = 5 the diagnostic score had a specificity of 100%
and a sensitivity of 86.8% (Graphic 3) for CD; thus, the positive likelihood ratio tends to
infinity. When a cut-off of = 4 points was considered, the sensitivity was 95.3%, and the

specificity 94.9%.
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When CD patients whose ileum was the most affected segment were excluded, the
sample size remained above the required power and the results were similar. The cut-
offs remained the same in the ROC analysis, with a median number of 2 (25 and 75
percentiles of 1 and 6, respectively) CD30" cells in the CD group, and 33 (25 and 75

percentiles of 24 and 52, respectively) CD30" cells in the UC group (p <0.001).
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DISCUSSION

To the best of our knowledge, this is the first study of the diagnostic utility of CD30 for
the assessment of IBD in colonic biopsies. The distinction between UC and CD remains
a difficult task for clinicians and pathologists particularly in non-specialised centres,
since there is an overlap between histopathological features in many cases. The use of
existing histopathological parameters in the diagnosis of IBD has plateaued [3, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12], and there remains a need to explore the use of ancillary tests to improve
diagnostic accuracy. The pathophysiology of UC is at least partly distinct from CD [13,
14]. Ty2-like lymphocytes are more likely to participate in the pathophysiology of UC,
expressing CD30 at their surface and producing interleukins (mainly IL-5 and 1L-13) that

recruit and activate eosinophils [15, 16].

Based on this, we hypothesized that the number of CD30" cells and eosinophils would
be greater in biopsies from patients with UC than CD. In this study we selected four
histopathological characteristics with discriminatory power, which when taken together
achieved a diagnostic accuracy of 69.1%. Although the existing literature are
heterogeneous and prevent direct comparison, our results appear to be comparable to
most other studies, which report diagnostic accuracy from 60 to 75% using histological

criteria [10, 12, 17, 18, 19].

Studies assessing the diagnostic utility of the number and activation of eosinophils in
IBD reveal conflicting results. This might be explained by the fact that the samples

evaluated were heterogeneous and collected at different times during the disease (e.g.
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activity versus remission) [20, 21, 22], or during active therapy. Indeed, there remains a
problem in defining the ‘normal’ number of eosinophils in colonic biopsies, nevertheless
the number found in UC and CD. The patients assessed in our study were selected to
be more homogeneous, and all biopsies were collected early in the disease without drug
influence. Identifying eosinophils using H&E staining is technically easy and therefore
readily applicable to the diagnostic scoring system. This study clarifies that the
eosinophil count in UC is significantly higher in all colonic segments. However, since the
use of eosinophil numbers alone has a high false positive and false negative rate, this
parameter cannot be used alone to increase diagnostic accuracy. Other studies have

shown showed no differences in eosinophil number in CD and UC [20, 21, 23].

It has been shown that T2 lymphocytes express the CD30 antigen on their cell surface,
which is also expressed in Hodgkin lymphoma cells. The monoclonal antibody to CD30
has been used since 1982, and is well standardized and widely available [24]. The
quantitative evaluation and distribution pattern of CD30 is a promising diagnostic tool,
since no other marker used alone has shown such high sensitivity and specificity for the
diagnosis of IBD subtypes. Our study has allowed the construction of a simple score that

assists in the objective evaluation of diagnostic parameters with high specificity.

However, this study has a few limitations. There may be variability in the number and
location of the biopsies collected, since the biopsy process was not standardised and
was part of routine practice. Our cohort specifically included patients in the early stages

of their disease and without the influence of medication. These results need validating in
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a prospective study including patients in different stages of their disease and on

treatment.

+

In conclusion, the routine assessment of histopathological features along with CD30
cell count is a highly accurate tool in order to differentiate between CD and UC. All the
described parameters can be easily and inexpensively performed by both general and

specialist pathologists.
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TABLES

Table 1. Clinicopathological characteristics of the study population

Variables assessed CD uc p
(n=105) (n=80)
Age at diagnosis (years) — mean + SD 324+ 131 39.1+£134 0.001
Sex —n(%) 0.832
Male 54 (51.4) 39 (48.8)
Female 51 (48.6) 41 (51.3)
UC extension — n(%) -
Proctitis - 8 (10.1)
Left Colitis - 32 (40.5)
Pancolitis - 39 (49.4)
CD location — n(%) -
Terminal ileum (L1) 33 (31.7) -
Colon (L2) 35 (33.7) -
lleocolon (L3) 30 (28.8) -
L1 + L4 (upper Gl) 4 (3.8) -
L2 + L4 2(1.9) -
Perianal disease — n(%) -
yes 33 (31.4) -
no 72 (68.6) -
Behaviour — n(%) -
Inflammatory 53 (50.5) -
Stricturing 39 (37.1) -
Penetrating 13 (12.4) -
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Table 2. Histopathological variables capable of assisting in the differential diagnosis

between CD and UC

Variables CD uc p

n=105 (%) n=80 (%)

Histopathologic features — n(%)

Extension in to submucosa 47 (44.3) 3 (3.8) <0.001
Granulomata 36 (34.0) 0 (0.0) <0.001
Variability between fragments 87 (82.1) 12 (15.2) <0.001
Aphthous erosion 35 (33.0) 5 (6.3) <0.001

Table 3. Quantitative assessment of eosinophils in each intestinal segment.

Eosinophils: median (P25 — P75) N CD (105) N UC (80)
CD uc
lleum 77 32 (14 -57) 10 15 (13 — 24) 0.072
Right Colon 80 29 (15— 44) 43 50 (22 - 85) 0.016
Left Colon 84 18 (10 - 37) 78 84.5 (44 — 116) <0.001
Rectum 43 31 (6 -48,3) 54 94.5 (54 — 118) <0.001
Most affected segment 105 42(25,5-63,5) 80 107 (67 — 123) <0.001
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Table 4. Quantitative evaluation and distribution pattern of CD30 in the most altered

segment.
CD30 — median (P25 - P75) 3(2-6) 33 (24 - 52) <0.001
Distribution— n(%) <0.001
Cluster 18 (17.0) 53 (67.1)**
Diffused 81 (76.4)** 11 (13.9)
Cluster + Diffused 3(2.8) 15 (19.0)**
none 4 (3.8) 0 (0.0)

** statistically significant by the test of adjusted residuals — significance 5%

Table 5. Histopathological scoring criteria for the diagnosis of CD

Variable Cutoff Points

Eosinophils in the most <70 2
affected segment
CD30" cells in the most <15 2

affected segment

CD30 diffuse pattern - 1
Inflammation into submucosa - 1
Granulomata - 2
Variability between fragments - 1
Aphthous erosion - 1
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Histopathologycal images a. granulomata; b. variability of the disease
involvement

Figure 2. The difference in median number of eosinophils in the most affected segment
of the group of UC and CD. Median in CD 42 (25,5 —63,5) and median in UC 107 (67 —
123), p<0.001

Figure 3. CD30" cells versus CD30" IHC

a.and b. RCU; cand d. DC

Figure 4. ROC curve to determine the CD30 cut-point for UC diagnosis.

Cut-off 215 (sensitivity=97.5%; specificity=94.3%; LR+=17.1; LR-=0.03; area under the
curve: 0.967; 95% Cls: 0.941 — 0.993).

Figure 5. ROC curve to determine the cut off score for CD diagnosis.

Cutoff 5 (sensitivity=86.8%; specificity=100%; LR+=x; LR-=0.13; area under the curve:

0.994; 95% Cls: 0.988 — 1,000).
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FIGURES FILES

FIGURE 1.
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FIGURE 2.
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FIGURA 3.
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FIGURE 4.
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FIGURE 5.
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