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RESUMO

Objetivo: Relatar os casos de duas pacientes com doencainflamatéria
intestinal de inicio muito precoce (em inglés VEOIBD) secundaria a
mutagoes do receptor de interleucina 10 (/L-70R), explorar dados de
imunofenotipagem e perfil de citocinas plasméticas nesses casos
em comparagdo com individuos saudaveis e descrever o fenétipo
de mutacodes /L-10/IL-10R com base em uma revisao da literatura.
Descri¢cdo do caso: Duas lactentes do sexo feminino foram
encaminhadas ao nosso centro terciario, ambas com dez meses no
momento do encaminhamento, com doenca coldnica e perianal grave,
bem como desnutricdo significativa, tendo uma resposta limitada
aos agentes de terapia usuais de doenca inflamatéria intestinal (DII).
No primeiro caso, o sequenciamento completo do exoma revelou
mutacdo homozigdtica (c. 537G>A/p.T179T) no exon 4 do gene
IL-10RA, enquanto no segundo caso heterozigosidade composta foi
identificada também no gene /- 70RA[chr11:117.859.199 —variante
A>G/pTyr57Cysechr11:117.860.335—variante G>T/p.Val123Leu].
Ambas as pacientes foram submetidas a Transplante de Células-
Tronco Hematopoiéticas. A investigacdo imunoldgica das pacientes
revelou aumento dos niveis plasmaticos de IL-10 e aumento da IgA.
Comentarios: Nossos relatos de casos descrevem novos achados
no perfil de citocinas plasmaticas na deficiéncia de IL-10R, e
relatamos o fendtipo grave da deficiéncia de /L-70/IL-10R que
deve ser reconhecido pelos médicos.

Palavras-chave: Doencasinflamatdrias intestinais; Sequenciamento
completo do exoma; Técnicas genéticas; Doencas da
imunodeficiéncia primaria; Crianca.

ABSTRACT

Objective: To report two patients with very-early-onset
inflammatory bowel disease (VEOIBD) secondary to interleukin-10
receptor (/L-70R) mutations, explore immunophenotyping data
and plasma cytokine profile on these cases compared to healthy
controls, and describe the phenotype of /L-70//L-10R mutations
based on a literature review.

Case description: We report on two female infants referred to our
tertiary center at the age of ten months, with severe colonic and
perianal disease, as well as significant malnutrition, who had shown
limited response to usualinflammatory bowel disease (IBD) therapy
agents. In the first case, whole-exome sequencing (WES) revealed a
homozygous (c.537G>A/p.T179T) mutationin exon 4 of the /- T0RA
gene, while in the second patient, compound heterozygosity was
identified, also in the /L-T0RA gene (chr11:117.859.199 variant
A>G/p.Tyr57Cysand chr11:117.860.335 variant G>T/p.Val123Leu).
Both patients underwent hematopoietic cell transplantation (HCT).
Immunological work-up of these patients revealed increased IL-10
plasma levels and increased IgA.

Comments: Our case reports disclose novel findings on plasma
cytokine profile in /.- 70R deficiency, and we describe the severe
phenotype of /L-10/IL-10R deficiency that should be recognized
by physicians.

Keywords: Inflammatory bowel diseases; Whole exome sequencing;
Genetic techniques; Primary immunodeficiency diseases; Child.
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IgA e IL-10 elevados na deficiéncia do receptor de IL-10

INTRODUCAO

A doenga inflamatéria intestinal de inicio muito precoce
(VEOIBD) ¢é definida como doenga inflamatéria intestinal
(DII) que se apresenta em idade inferior a seis anos." A impor-
tAncia desta classificago estd relacionada ao fato de que pacien-
tes pedidtricos com DII tém muitas caracteristicas dependen-
tes da idade, tais como: probabilidade de etiologia monogénica
subjacente, localiza¢io anatdmica da doenca, gravidade e res-
posta A terapia.’® Embora a VEOIBD represente uma fragio
relativamente pequena de DII pedidtrica — cerca de 15%* —,
¢ considerado o subgrupo de crescimento mais rdpido em inci-
déncia.’> A VEOIBD geralmente se apresenta com pancolite,
desnutrigio/deficiéncia de crescimento e doenga grave e refra-
téria,® que pode estar associada a histérico familiar/antecedentes
genéticos conhecidos ou ser uma doenga monogénica de novo.
Virios mecanismos foram identificados na VEOIBD, incluindo,
mas nio se limitando a: disfun¢o da barreira epitelial, defeitos
nos fagécitos, células B e T, desregulacio imunoldgica, defeitos
de sinalizagio relacionados 4 IL-10 e distirbios hiperinflama-
torios.” A desregulagio do sistema imunoldgico do intestino é
um elemento importante na patogénese da DII:® o desequilibrio
entre as citocinas pré- e anti-inflamatérias é um dos principais
elementos fisiopatoldgicos para o inicio, progressio e resolugio
da inflamagio.”'® O papel das citocinas na DII como potencial
marcadores e/ou alvos terapéuticos pode fornecer uma aborda-
gem eficaz para o controle em longo prazo desta inflamagao.”'

Um ndmero crescente de genes tem sido implicado em for-
mas monogénicas da VEOIBD,! e as técnicas de sequenciamento
de tltima geracdo realmente revolucionaram seu diagndstico.
Infelizmente, a disponibilidade limitada dessa tecnologia e a com-
plexidade do curso da VEOIBD geralmente resulta em um atraso
significativo no inicio da terapia especifica/dirigida, levando a um
aumento da morbidade. Mais de 200 /oc/ de susceptibilidade foram
conectados com a patogénese de genes idénticos por descendéncia
(IBD) em varincia poligénica,'* com mais de 50 envolvidos em
fenétipos semelhantes aos IBDs monogénicos,’ incluindo inter-
leucina-10 (IL-10), receptor de IL-10 (IL-10R), inibidor de apop-
tose ligado ao X (proteina XIAP) e genes FOXP3.7!

Nosso objetivo foi relatar os primeiros dois pacientes com
VEOIBD e mutagoes IL-10R diagnosticados em nossa insti-
tuicdo, explorar dados de imunofenotipagem e perfil de citoci-
nas plasmdticas nesses casos e descrever o fendtipo de mutagoes

IL-10/IL-10R com base em uma revisio da literatura.

RELATO DE CASO

Relatamos os casos de duas pacientes com diagnéstico de muta-
¢do no IL-10R atendidos no Departamento de Pediatria do
Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de Campinas,

submetidos ao transplante de células hematopoéticas (TCH)
no Servigo de Transplante de Medula Ossea do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal do Parana (UFPR). Os dados
foram adquiridos com base em uma revisio retrospectiva de seus
registros médicos, documentagio clinica e laboratorial prospec-
tiva, incluindo dados demogrificos, dados clinicos e achados
endoscépicos e laboratoriais. Em ambos os casos, os respon-
sdveis legais (pais) concordaram em participar e assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido. Todos os métodos
foram realizados de acordo com as normas e regulamentacoes
do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) de nossa institui¢io: o
estudo foi aprovado por nosso CEP sob protocolo 3.655.828.

Para analisar o perfil de citocinas, foram conduzidos ensaios
multiplex com base em 4 mm de amostras de sangue anticoa-
gulado com 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA) coletadas
de 5 controles sauddveis — jd que os laboratérios de cada centro
devem estabelecer seus préprios valores de referéncia— e plasma
por centrifugagio (1500 x g, 10 min) de ambas as pacientes com
IL-10RA. Os niveis plasmdticos de IL-2, IL-5, IL-6, IL-8 (CXCLS)
e IL-10 foram analisados pelo painel de células T de alta sensibili-
dade humana MILLIPLEX MAR, Immunology Multiplex Assay®
(Merck — Darmstadt, Alemanha), de acordo com as instrucoes do
fabricante. As amostras foram processadas em duplicata usando o
software Bio-Plex Manager, versio 6.0 (Bio-Rad®). Os 5 controles
eram pacientes sauddveis, com idades entre 10 e 15 anos, selecio-
nados por conveniéncia, uma vez que os niveis dessas citocinas

estudadas nio diferem entre criancas e adolescentes. 't

CASO 1

Uma paciente do sexo feminino de dez meses foi encaminhada
pela primeira vez para a especialidade Cirurgia Pedidtrica com
o diagnéstico de malformagio anorretal. O histérico médico
anterior era relevante, pois havia se submetido a uma colosto-
mia aos dois meses de idade por alergia & proteina do leite de
vaca (APLV) e infecgbes recorrentes, incluindo multiplos epi-
sédios de sepse secunddrios a infecgbes do trato urindrio, infec-
¢6es de pele e Sindrome de Fournier. A avaliagio, estava pélida,
taquicdrdica e gravemente desnutrida; o exame anorretal reve-
lou estenose anal e uma fistula perianal ativa. Os dados labo-
ratoriais de referéncia mostraram anemia grave (hemoglobina
de 6,2 g/dL), marcadores inflamatérios persistentemente ele-
vados e trombocitose. A calprotectina fecal foi de 3.300 pg/g.

Foi internada para tratamento de suporte, investigagio adi-
cional e reabilitagdo nutricional. A colonoscopia demonstrou
pancolite cronica compativel com DII. Foi iniciado tratamento
com corticoide, seguido de azatioprina e infliximabe, com resposta
limitada. O sequenciamento do exoma completo (WES) revelou
uma mutagio homozigética (¢.537G> A, p.T179T) no exon 4
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do gene IL-10RA. A mesma mutagio foi encontrada em hete-
rozigosidade em ambos os pais, caracterizando heranca autosso-
mica recessiva. A paciente foi encaminhada para TCH com 6 anos
de idade, embora ainda gravemente desnutrida (peso 12,8 kg) e
com infec¢io cronicamente ativa na pele ao redor da colostomia.

Foi submetida a um transplante de medula éssea compativel
(12/12) de um doador compativel nio relacionado, de 25 anos de
idade, CMV negativo. O regime preparativo mieloablativo incluiu
busulfan 18 mg/kg, fludarabina 160 mg/m* e ATG de coelho
(timoglobulina®) 6 mg/kg. Foi utilizada profilaxia da doenga do
enxerto contra hospedeiro (DECH) com ciclosporina e micofe-
nolato de mofetil (MME). As doses totais de células nucleadas e
CD34 infundidas foram 5,7 x 108/kg e 3,9 x 106/kg, respecti-
vamente. No dia +7 pés-TCH, apresentou sintomas de infeccao
respiratdria superior, e um esfregaco nasofaringeo testou positivo
para parainfluenza (negativo para COVID-19). Mucosite grau II
foi detectada no dia +10. O enxerto de neutréfilos foi observado
no dia +14 e o enxerto de plaquetas no dia +26. A andlise de qui-
merismo revelou inicialmente um quimerismo misto (dia +35 —
doador total: 79%; CD3: 33%; CD33: 90%), a imunossupres-
sao foi mantida com niveis adequados de ciclosporina e andlises
repetidas mostraram quimerismo progressivo do doador (dia +90
— doador total: 88%; CD3: 61%; CD19: 100%; CD33: 96%).
Atualmente, encontra-se em excelentes condicoes clinicas, sem
complicagbes relacionadas & doenca de base ou ao TCH.

Na investigacio imunoldgica desta paciente, observamos
linfécitos CD8* periféricos elevados, com razdo de inversio
CD4*/CD8* e redugio de CD19* e CD16*CD56". Além disso,
identificamos niveis plasmdticos elevados de IL-8, IL-6 e IL-10,
niveis plasmdticos de IL-2 diminuidos e niveis elevados de IgA.

CASO 2

Paciente do sexo feminino de dez meses foi encaminhada para
a clinica de Gastroenterologia Pedidtrica com histéria de diar-
reia nio sanguinolenta e deficiéncia de crescimento a partir
dos trés meses de idade. Apresentava anemia grave (hemoglo-
bina: 7,3 g/dL) e desnutri¢ao crénica (albumina 1,7 g/dL).
A calprotectina fecal foi de 5.288 pg/g. Uma endoscopia baixa
demonstrou colite ativa grave; no entanto, o exame foi limitado
ao sigmoide, onde um segmento estendtico estava presente e nao
podia ser transposto. Havia sido iniciada terapia com esteroides,
com melhora sintomdtica minima. WES identificou duas muta-
¢oes heterozigotas no gene IL-10RA (chrl1: 117.859.199 —
variante A>G, resultando em p.Tyr57Cys e chr11: 117.860.335
— variante G>T, resultando em p.Vall23Leu). A primeira
variante foi identificada na mae da paciente, enquanto a segunda
nio foi encontrada nos pais e, portanto, foi caracterizada como

de novo. A paciente foi encaminhada para avaliagao de TCH.

Antes do TCH, recebeu antibidticos sistémicos por 10 dias
devido a uma infecgio relacionada a uma fistula retovaginal e
heparina de baixo peso molecular por 14 dias para tratamento
de trombose relacionada ao cateter venoso central. Foi subme-
tida ao TCH aos 23 meses de idade, também gravemente des-
nutrida (peso 6,5 kg). Foi utilizado o mesmo regime prepara-
tivo mieloablativo descrito no caso 1. A fonte de células-tronco
foi o sangue do cordio compativel com ABO, CMYV positivo e
nio relacionado (9/10, incompatibilidade de /ocus B), e as doses
totais de células nucleadas e CD34 infundidas foram 17 x 107/
kge 3,5 x 105/kg, respectivamente. O curso p6s-TCH foi com-
plicado por mucosite grau II (observada no dia +13) e cistite
hemorrigica negativa para BK (no dia +20). O enxerto de neu-
tréfilos foi observado no dia +18 e o enxerto de plaquetas no
dia +40. O quimerismo do doador no dia +30 mostrou 100%
das células do doador. Devido a uma doenga perianal ativa em
andamento e ao risco de infecgdo, a paciente foi submetida a uma
colostomia de desvio aproximadamente um més apés o TCH, o
que permitiu a cura de sua doenca perianal. Teve melhora gra-
dual da colite subjacente e a diarreia cronica foi curada. Nio teve
outras complicagoes relacionadas a doenca de base ou ao TCH.

A imunofenotipagem dessa paciente mostrou redugio dos
linfécitos CD8* do sangue periférico, enquanto a andlise do perfil
de citocinas plasmdticas mostrou niveis elevados de IL-10. Além
disso, os niveis de IgA estavam elevados e foi observada neutrofilia.

Um resumo da informagio genética e caracteriza¢io imu-
noldgica dos dois casos aqui relatados, bem como uma com-
paragdo com dados de um caso previamente descrito na litera-

tura,’ estd apresentado na Tabela 1.

DISCUSSAO

Desde o relatério inicial de Glocker ez 4. em 2009, cerca de 100
relatérios dispersos sobre mutagoes de IL-10 ou IL-10R relacionadas
aVEOIBD foram documentados; entretanto, os relatos na América
do Sul sdo escassos.” " A via da IL-10 foi bem estabelecida como cen-
tral para a modulagio da inflamagio no trato gastrointestinal. IL-10
¢ uma citocina multifuncional produzida por diferentes subtipos de
leuccitos (em resposta a vdrios estimulos); tem efeitos tecido-espe-
cificos exercidos por receptores tetraméricos especificos, determi-
nando principalmente a ativagio da cascata IL-10/JAK1/STAT3.2*!

IL-10R tem duas unidades, alfa (IL-10RA) e beta (IL-10RB),
e defeitos de receptor sio relatados em ambas as subunidades: mais
frequentemente na subunidade alfa;'” no entanto, mutagoes hete-
rozigdticas compostas de receptor (IL-10RA/IL-10RB) e muta-
¢oes homozigéticas de IL-10RB também foram descritas.'”*%
A deficiéncia de IL-10R, ou mesmo seu comprometimento fun-
cional, leva 4 sinaliza¢ao anormal, determinando um fenétipo de

deficiéncia de IL-10.24 Mutagées em IL-10 e seu receptor foram
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Tabela 1 Informacdes genéticas e dados laboratoriais.

Valores de Valores de
referéncia para referéncia Valores de
criancasde 2 a para criangas referéncia
6 anos de 2 anos
Sexo F F M
Terapia cirGrgica Colostomia Colostomia Ileostomia
Mutacdo Thr179Thr ;%ﬁ;gﬁﬁ Tyr57Cys
Mae Thr179Thr Tyr57Cys
Pai Thr179Thr
Idade ao exame 3anos | 5anos 1ano
Plaquetas (x10%) 628 358 150-400 747 150-450
Leucécitos/ul (x103) 10,4 10,32 4-10 21,9 4-10
Neutréfilos/ul 5730 6250 2000-8000 17820 2000-8000
Monécitos/uL 832 320 200-800 610 200-800
Linfocitos/uL 3796 3690 2210-5804 3360 3245-6981
CD19*/mm? 657 49 328,2-1079,5 706 648-2072,3 610 200-2100
CD19+ (%) 14,5 1,4 13,3-26,7 30,3 15,6-32,2 18 14-44
CD3*/mm? 3348 3431 1498,4-3815,7 1079 1906,9-4313,9 2390 900-4500
CD3* (%) 73,9 97,2 57,1-71,7 46,3 52,6-69,4 70 43-76
CD3*CD4*/mm? 2173 1163 786,2-2085,5 665 957,2-2727 1 1430 500-2400
CD3*CD4* (%) 64,9 33,9 27,7-46,3 61,6 26,1-47,0 42 23-48
CD3*CD8*/mm? 803 2059 452,3-1700,5 350 563,3-1753,2 890 300-1800
CD3*CD8* (%) 24 60 15,7-33,8 32,4 14,4-27,5 26 14-33
CD16*CD56*/mm? 435 25 134,6-600,8 536 153,0-702,9 340 100-1000
CD16*CD56* (%) 9,6 0,7 7,8-16,1 23 3,3-14,6 10 4-23
CD3*CD16*CD56*/mm? 157 130 32
CD3*CD16*CD56* (%) 4,7 3,8 3
Razdo CD4/CD8 2,70 0,56 >1,5 1,9 >1,5 1.6 0.9-2.9
TCRab*CD3*CD4CD8 (%) 1 n/a <1,5 n/a <1,5
IgM (mg/dL) 141 202 24-276 149 28-173 130 50-220
IgA (mg/dL) 731 815 33-308 178 24-184 250 30-120
IgG (mg/dL) 1770 1500 630-2000 507 410-1630 874 310-1380
IgE (IU/mL) 30,2 n/a n/a
IL-10 (pg/mL) *# 54,58 51,2 25'21(,222)'6‘
IL-6 (pg/mL) * 19,3 3,31 2,4 (0,7-8,4)
IL-8 (pg/mL) * 31,17 5,83 51 (3-7,1)
IL-2 (pg/mL) # *0,28 1,34 0,7 (0,6-1,6)
IL-5 (pg/mL) * 12,49 10,06 9,8 (7,0-13,5)

CD: cluster de diferenciacdo; Ig: imunoglobulina. IL: interleucina; n/d: ndo disponivel; uL: microlitros; mm?: milimetros cibicos; mg/dL: miligramas
por decilitro; pg/mL: picograma por decilitro; Ul/mL: unidades internacionais por mililitro. *valor fora do intervalo (abaixo do limite de deteccdo
do ensaio), exigindo célculo de extrapolacdo. *Mesmos valores de referéncia para ambos os casos.
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relatadas principalmente na Europa, América do Norte e Asia.
Antes desta publicacdo, em nossa revisao de literatura, pudemos
identificar apenas um caso no Brasil (mutacao IL-10RA), rela-
tado como parte de uma colabora¢io internacional .

Como nos dois casos relatados neste documento, os pacien-
tes com mutagoes IL-10 ou IL-10R geralmente tém inicio extre-
mamente precoce dos sintomas, colite e doenca perianal graves,
doengas infecciosas graves e deficiéncia acentuada de cresci-
mento.”?**2¢ Eczema, foliculite e tlceras orais também sio
comumente relatados.'” A resposta aos agentes de terapia de DII
usuais, como agente inico ou terapias combinadas, é geralmente
fraca."”** O uso de esteroides, como em nossos dois pacientes,
¢ comum nessa subpopulacio de VEOIB, com minimo alivio
sintomdtico. A resposta a diferentes terapias médicas, se presente,
muitas vezes nio é sustentada.”? O manejo da doenca perianal
geralmente requer colectomia/ileostomia.?* Até agora, o tinico tra-
tamento definitivo/curativo relatado é 0o TCH!®**% ¢, portanto,
essa foi a modalidade escolhida para os dois casos deste relato.

Divulgamos um novo achado de niveis elevados de IL-10, pre-
sente em ambos os casos quando comparados aos nossos controles
e também aos dados de referéncia previamente descritos na litera-
tura.'* Além disso, detectamos niveis aumentados de IgA, conforme
descrito anteriormente por Engelhardt ez 2/.”> Em nosso primeiro
caso, observamos niveis elevados de IL-6 e IL-8, um achado que nao
foi relatado anteriormente em mutagoes IL-10/IL-10R. Como sabe-
mos, aIL-10 é uma citocina pleiotrépica e importante imunorregu-
ladora® que tem sido associada & depurago viral ou persisténcia viral
prejudicada,” enquanto IL-6 e IL-8 sio citocinas pré-inflamatérias
envolvidas na diferenciacio e proliferagio de uma variedade de célu-
las e no dano tecidual.® Dados sobre mais pacientes com deficiéncia
de IL-10/IL-10R, talvez de um estudo multicéntrico, seriam neces-
srios para entender melhor o desequilibrio entre citocinas pré- e
ant-inflamatdrias, pois podem ser biomarcadores relevantes. Além
disso, as investigagoes sobre essas moléculas de sinalizacio intercelular
criticas em variantes de IL-10 e IL-10RA podem fornecer informa-
¢Oes importantes sobre a desregulacio de citocinas.?

Em conclusio, nossos relatos trazem novos achados no perfil

de citocinas plasmdticas na deficiéncia de IL-10R, e descrevemos
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o fenétipo grave da deficiéncia de IL-10/IL-10R, que deve ser
reconhecido pelos médicos. Dentre as causas monogénicas da
VEOIBD, buscamos conscientizar sobre o fenétipo de deficiéncia
de IL-10/IL-10R, por serem os mais frequentemente identifica-
dos em associagio com DII de inicio na infincia.'”?* Conforme
ilustrado nos casos, mesmo em situagoes sem histérico de con-
sanguinidade ou familiar, mutagoes de IL-10 ou IL-10R podem
ser herdadas em um padrio autossdmico recessivo ou resultar de
heterozigosidade composta, incluindo mutagoes de novo. Com
um alto indice de suspeita, uma andlise direcionada visando a
um diagndstico especifico é possivel, heterozigosidade composta
permitindo uma redugio significativa de custo em comparagio
com o WES.?** Mais investigagoes sobre a desregulagio de cito-
cinas e sua implicagio fisiopatoldgica para a VEOIBD secundé-
ria & deficiéncia de IL-10/IL-10R sao necessérias.
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