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Resumen

tl‘jgr/ /t

La forma tipica del sindrome urémico hemolitico (D+SUH) es una
microangiopatia trombotica caracterizada por anemia hemolitica con fragmentacion de
eritrocitos, trombocitopenia con agotamiento de la funcion plaquetaria y dafio renal
agudo. Esta enfermedad es la principal causa de dafio renal en la poblacion pediatrica y
nuestro pais presenta la mayor incidencia del mundo. Si bien la mortalidad es baja
debido a las terapias de soporte empleadas en el tratamiento de los sintomas, existe una
alta proporcion de nifios (hasta un 50%) que puede presentar secuelas renales y
neuroldgicas. El1 D+SUH se desarrolla luego de la ingestion de alimentos o bebidas
contaminadas con bacterias productoras de una exotoxina denominada toxina Shiga
(Stx). La bacteria coloniza el intestino, y comienza a producir la toxina que pasa a la
circulacion y se une a un receptor (Gbs) en los tejidos blanco (principalmente el rifion),
donde se internaliza e inhibe la sintesis de proteinas. Si bien la Stx es absolutamente
necesaria para el desarrollo de la enfermedad, existen evidencias que demuestran que el
sistema inflamatorio puede influenciar el curso del D+SUH. El objetivo de esta tesis fue
determinar la importancia de distintos componentes centrales de la respuesta
inflamatoria como los neutréfilos (PMNs), las plaquetas y el 6xido nitrico (NO) en la
fisiopatologia del SUH en un modelo murino por inyeccién endovenosa de la variante
tipo 2 de la Stx (Stx2) pura. Asimismo, se investigd el estado de activacion y
funcionalidad de los PMNs periféricos de pacientes cursando el periodo agudo del

D+SUH y luego de la recuperacion clinica.

Los resultados mostraron una disminuciéon en la muerte y dafio renal de los
animales inyectados con Stx2 en ausencia de PMNs. Sin embargo, la deplecion de
plaquetas no tuvo ninguna influencia en estos aspectos. En los animales inyectados con
Stx2 se observé una marcada neutrofilia, la cual correlaciondé con el dafio renal. Estos
PMNs periféricos poseian mayor capacidad citotoxica, adhesion a la vasculatura y
expresion del marcador de activacion CD11b. Estos datos evidencian una activacion de

los PMNs luego de la inyeccion de la Stx2 y demuestran la importancia de este tipo
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celular en el desarrollo del SUH como un factor de exacerbacion del dafio. Por otra
parte, también se demostré una activacion plaquetaria termprana en respuesta a la Stx2,
con una inhibicién posterior por agotamiento, similar a la observada en los pacientes. La
inhibicion de la producciéon de NO provocd un aumento del dafio renal y la mortalidad
inducidos por la Stx2. Estos fenomenos fueron mediados, al menos en parte, por una
mayor activacion plaquetaria en ausencia de NO. Los estudios histologicos apoyaron
estos hallazgos y evidenciaron, por primera vez, la formacion de coagulos intra-
glomerulares en los animales tratados con Stx2. Estos resultados sugieren un papel
protector del NO en la fisiopatologia del SUH, mediado por su accién antitromboética e
inhibitoria de la activacién plaquetaria.

El estudio de los PMNs de los pacientes con D+SUH revelo una disminucion en
los marcadores de activacion FcyRIII (CD16) y CDIl1lb, y en el marcador de
degranulacion mieloperoxidasa (MPO) y una menor respuesta citotéxica dependiente de
anticuerpos y de degranulacion con respecto a una poblacion de nifios sanos. Los PMNs
de los pacientes presentaron una disminuciéon del FcyRIII, la MPO y las respuestas
citotoxicas con respecto a una poblacion de nifios con neutrofilia no relacionada con el
D+SUH, aunque la capacidad de respuesta de degranulacién entre ambas poblaciones
fue muy similar. El fenotipo y funcionalidad de los PMNs de los pacientes en el
momento en que acuden al hospital indica que este tipo celular se encuentra
parcialmente agotado, debido a un fendmeno de activacion previo. Probablemente, los
efectos de la toxina sobre los PMNs sean indirectos y mediados a través de la activacion
y dafio endotelial, ya que en nuestras condiciones y por distintas metodologias, la Stx
fue incapaz de unirse y/o de causar ningun efecto en PMNs provenientes de individuos

adultos normales.

En conclusion, en este trabajo pudimos demostrar el papel central y modulador

de distintos componentes de la respuesta inflamatoria, en la fisiopatologia del SUH.
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Respuesta inflamatoria y SUH

El sindrome urémico hemolitico (SUH) es una enfermedad caracterizada por la
triada anemia hemolitica traumatica (eritrocitos fragmentados), trombocitopenia y dafio
renal agudo '. La forma tipica o epidémica del SUH (también denominada D+SUH)
afecta a nifios menores de cinco afios y es usualmente precedida por un prodromo de
diarrea sanguinolenta. Si bien el principal drgano afectado es el rifion, también se
observan lesiones severas en la pared del colon, dafio en el miocardio por isquemia y
alteraciones metabolicas, y oclusion vascular en el sistema nervioso central '. La lesién
de microangiopatia trombética (MAT) tipica del SUH es debida a la formacién de
trombos de plaquetas y fibrina que ocluyen la microvasculatura en los 6rganos afectados.
Asi, la disfuncién endotelial es el factor mas importante del proceso microangiopatico,
que consiste en un engrosamiento de la pared vascular de capilares y arteriolas, con
hinchazén y desprendimiento de las células endoteliales de la membrana basal y
acumulacién de material esponjoso en el subendotelio . Actualmente no existe
tratamiento especifico para el D+SUH, sino que los pacientes son tratados con terapias
de soporte destinadas a paliar los sintomas. La dialisis peritoneal es el principal
tratamiento para eliminar los metabolitos téxicos y reducir el dafio renal agudo. Si bien
de esta forma se ha reducido significativamente la mortalidad de esta enfermedad, existe
una gran proporcion de nifios (hasta un 50%) que presentan secuelas renales o

neurolégicas severas >,

Si bien en un principio se especuld que el agente etiolégico era de origen viral ',
mas tarde Karmali et al. demostraron que el agente etiolégico del D+SUH es una
exotoxina, denominada actualmente toxina Shiga (Stx), producida por ciertas cepas de
E. coli enterohemorragicas, siendo el serotipo mayormente asociado al D+SUH el
0157:H7 ®’. Existen diversas variantes de la toxina (Stx1, Stx2, Stx2c, d y €) que se
encuentran codificadas en bacteriofagos integrados en el genoma bacteriano y una vez
internalizadas en la célula blanco (por endocitosis via receptor) causan, en general,
inhibicion de la sintesis proteica y/o muerte celular por apoptosis *°. La holotoxina se
compone de una subunidad A cataliticamente activa de 32 kDa y cinco subunidades B
involucradas en la union al receptor de 7.7 kDa cada una. Si bien se han descripto

distintos receptores glicolipidicos que poseen el disacarido terminal Gal al-4 Gal
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Respuesta inflamatoria y SUH

capaces de unir la Stx, el globotriosilceramida o0 Gb; es el que se encuentra en las células
endoteliales y el que posee mayor afinidad por la toxina '°. Luego de la infeccién con E.
coli productoras de toxina Shiga (STEC) s6lo el 5-10% de los nifios infectados
desarrollan el SUH, presentindose un amplio rango de posibilidades con respecto al
curso de la infeccion: portadores sanos, manifestaciones solamente intestinales o
alteraciones parciales o formas incompletas de SUH 1112 Esto implica que factores del
huésped y de la bacteria podrian influir en el desarrollo de la enfermedad.

Existen diversas etapas entre la ingestion del alimento contaminado y el
desarrollo del SUH (Figura 1.1). La primera involucra la colonizacion del intestino por
la bacteria, la cual comienza a producir la Stx causando diarrea sanguinolenta. Debido a
que las STEC no son invasivas, el pasaje de la toxina a la circulacion se realiza a través
del epitelio intestinal *'*, Una vez en la sangre, la toxina interacciona con el endotelio
vascular y con distintos tipos celulares presentes en la circulacion, algunos de los cuales
han sido postulados como posibles transportadores de la toxina al rifion *""”. En el rifién
la toxina causa destruccion de las células epiteliales tubulares y del endotelio glomerular
(dafio renal agudo) '*'°. Durante todo este proceso existe activacion de la cascada de
coagulaciéon, con la consecuente formacion de trombos de plaquetas y fibrina, y
liberacion de mediadores inflamatorios. De esta forma se produce obstruccion de la
microvasculatura con fragmentacion mecanica de los globulos rojos (anemia hemolitica)

y la caracteristica trombocitopenia.

La relevancia de la respuesta inflamatoria en la fisiopatologia del SUH es
destacable. Existen diversas evidencias in vivo e in vitro que demuestran que mediadores
inflamatorios como los lipopolisacaridos (LPS), el TNF-a y la IL1-f3 potencian el dafio
inducido por la toxina. Las células endoteliales in vitro aumentan notablemente su
susceptibilidad a la Stx luego de la incubacién con los mediadores mencionados “** y la
mortalidad y el dafio renal inducidos por la Stx in vivo son exacerbados por el pre-

tratamiento con los LPS ***,



Respuesta inflamatoria y SUH

Por otra parte, existen evidencias provenientes de la clinica que sefialan que

distintos componentes del sistema inflamatorio podrian ser importantes en la
fisiopatologia del D+SUH:

/)
L4

K/
0.0

Los polimorfonucleares neutrdfilos (PMNSs) constituyen una célula central en la
respuesta inflamatoria. Los pacientes con D+SUH presentan una marcada
neutrofilia, que ha sido asociada a un mal pronéstico de la enfermedad #*2°, Mas
aun, en el suero de los pacientes se han encontrado niveles elevados de IL-8, una
citoquina con conocidas propiedades moduladoras de la funcién de los PMNs, y
elastasa, una proteasa presente en los PMNs que se libera luego de la activacion

. 7-.
de los mismos 2",

Las plaquetas participan activamente del proceso de coagulacién en respuesta al
dafio endotelial. Ademas de la trombocitopenia anteriormente mencionada, los
pacientes con D+SUH presentan su funcién plaquetaria defectuosa, con niveles

reducidos de moléculas presentes en sus granulos *'*,

Fisiologicamente, el 6xido nitrico (NO) es el encargado del mantenimiento de las
propiedades antitrombogénicas del endotelio mediante la inhibicion de la
agregacion plaquetaria e inhibicion de la adhesion de PMNs y plaquetas **?’, Sin
embargo, la hiperproduccion de NO en respuesta a un proceso inflamatorio
puede causar dafio de las propias células. La concentracion en plasma del sustrato
de la enzima que produce el NO en los pacientes con D+SUH se encuentra
disminuida, mientras que el derivado del NO. el nitrato (NO5’), esta aumentado.
Estos valores retornan a la normalidad luego de la recuperacion clinica de los
pacientes, sugiriendo la activacion de la sintesis del NO en el periodo agudo del

D+SUH %,
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Teniendo en consideracion estos antecedentes, el objetivo general de esta tesis es
determinar [a participacién y relevancia de distintos componentes de la respuesta
inflamatoria en [a fisiopatologta del SUH.

Los objetivos particulares incluyen:

A- En el modelo murino por inyeccién endovenosa de Stx2 pura

1-

Investigar el papel de los PMNSs en el desarrollo del SUH determinando algunos
parametros de activacién de los mismos en distintos momentos del curso de la
enfermedad y correlacionandolos con parametros de severidad (mortalidad y dafio
renal). Asimismo, se determinaran los efectos de la ausencia de esta poblacién
celular sobre la toxicidad de la Stx2.

Estudiar el estado de activacion de las plaquetas en el curso de la enfermedad y su
relevancia en el desarrollo del SUH mediante la deplecion de las mismas por
anticuerpos especificos.

Investigar los efectos moduladores del NO en el curso de la patologia a través del
uso de inhibidores de la enzima 6xido nitrico sintetasa (NOS). En estos animales se
analizaran los efectos de la Stx2 sobre la mortalidad, la induccidn del dafio renal y

activacion plaquetaria.

B- En humanos

I-

9
[

Investigar el estado de activacion de los PMNs periféricos en pacientes con D+SUH
cursando el periodo agudo y luego de la recuperacion clinica y su correlacion con
parametros de severidad del cuadro y/o evolucion. Se determinaran las similitudes y
diferencias respecto de otras poblaciones de pacientes que padecen enfermedades
infecciosas que cursan con neutrofilia o dafio renal crénico.

Determinar los efectos directos de la Stx2 en PMNs de individuos adultos normales
midiendo la capacidad de unién de la toxina a este tipo celular y sus efectos

modulatorios sobre la expresion de marcadores de activacion y funcionalidad.
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Figura 1.1. Esquema general de los sucesos desencadenados por la toxina en el huésped. Luego
de la ingestion de alimentos o bebidas contaminadas, la bacteria coloniza ¢l intestino, donde
comienza a producir la toxina causando diarrea sanguinolenta, el primer sintoma del SUH. Por
mecanismo no totalmente claros hasta ¢l momento, la toxina pasa a la circulacion, donde se ha
postulado que interacciona con diversas células del sistema inmune y con ¢l endotelio vascular.
Esto desencadena un proceso microangiopatico sistémico que lleva a la trombocitopenia y la
ancmia hemolitica. La interaccion de la toxina con diversos tipos celulares presentes en el rinon
desencadena una serie de sucesos que culminan en el dafio renal agudo.
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2.1- Aspectos clinicos del D+SUH

El D+SUH se caracteriza por un prodromo del tracto digestivo con diarrea
sanguinolenta, dolor abdominal y vOmitos, aunque en ciertos casos existen
manifestaciones prodrémicas del tracto respiratorio y fiebre. Las lesiones en el intestino
se localizan principalmente en el colon, donde pueden aparecer infartos coldnicos,
hemorragias y necrosis intestinales '.

La insuficiencia renal aguda se presenta, con diversos grados, en el 100% de los
casos, siendo esta enfermedad la principal causa de insuficiencia renal en los pacientes
pediatricos. Los pacientes pueden presentar cuadros de hipervolemia por retencién
hidrosalina debida a la disminucién en el filtrado glomerular, que también provoca
elevacion de los niveles de urea y creatinina en sangre y proteinuria. La oligoanuria y
anuria son otras caracteristicas frecuentes, siendo la duracion de ambos fendmenos
variable .

A nivel microscopico la patologia renal del D+SUH en la etapa aguda muestra
que las lesiones observadas son debidas a la coagulacion intravascular y dafio tubular
directo, mientras que las lesiones tardias estan relacionadas con la isquemia producida
por la trombosis vascular y la lisis de los depésitos de fibrina '. En general, en biopsias de
rifion de nifios con D+SUH se observa retraccién del glomérulo, desprendimiento del
endotelio capilar glomerular de la membrana basal y ocasionalmente, necrosis e
hipercelularidad y proliferacién mesangial. Las arterias y arteriolas presentan disminucion
del lumen debido a la expansion del subendotelio, proliferacion e hinchazén de la intima
como consecuencia de la acumulacion de globulos rojos vy fibrina, y necrosis y trombosis
de la pared. Frecuentemente se observa dafio con atrofia y necrosis en los tubulos
proximales corticales. asi como también una marcada fibrosis intersticial .

La diélisis peritoneal ha reducido en gran medida las complicaciones de los
cuadros clinicos que afectan el sistema muscular. digestivo, nervioso o cardiovascular,

como consecuencia de la hipervolemia y el desequilibrio hidro-electrolitico. Sin embargo,
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la hipertension arterial y la acidosis metabdlica debida a la insuficiencia renal, son
factores importantes que pueden provocar fallo cardiaco y disminucién de la
contractibilidad cardiaca, respectivamente *°.

Tanto el compromiso cardiaco como el neurolégico pueden ser consecuencia de
la acidosis, la hiperosmolaridad y el desequilibrio hidro-electrolitico 0 pueden resultar
manifestaciones directas de la MAT presente en la vasculatura del sistema cardiovascular
y nervioso central. El compromiso miocardico puede incluir isquemia cardiaca, mientras
que los trastornos neuroldgicos pueden ser leves (irritabilidad, somnolencia,
desorientacion y temblores) o severos (convulsiones, obnubilacion, estupor, coma,
hemiparesis y paro respiratorio) '*°. En los casos severos el pancreas también puede
verse afectado por oclusion trombética de la microvasculatura pancreatica con isquemia
y disfuncion de los islotes.

La anemia hemolitica se encuentra presente en todos los casos agudos de
D+SUH y se caracteriza por la presencia de eritrocitos morfoldgicamente anormales
(fragmentados, triangulares, con forma de casco o con bordes dentados), intensa
anisocitosis, reticulocitosis y eritroblastos circulantes. La hemdlisis intravascular se debe
al dafio mecanico que sufren los eritrocitos al atravesar la microvasculatura ocluida por
redes de fibrina y plaquetas '**.

El aumento en los niveles de leucocitos, particularmente la poblacion de PMNs y
la disminucion en el numero de plaquetas son dos aspectos caracteristicos del D+SUH.
La trombocitopenia observada es causa del consumo intravascular de las plaquetas. Por
otra parte, la funcion plaquetaria se encuentra inhibida (fendmeno denominado de
plaquetas "exhaustas") y se ha demostrado la disminucion de componentes

intraplaquetarios ***.

2.2- Presencia de citoquinas en los pacientes con D+SUH

La ocurrencia de un proceso inflamatorio asociado al D+SUH puede ser
evidenciado por la determinacion de citoquinas presentes en el suero de los pacientes.
Asi. niveles elevados tanto de las citoquinas inflamatorias IL-6 e IL-8, como de las

antiinflamatorias IL-10 y el antagonista del receptor para la IL-1 (IL-1Ra) han sido
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observados por diversos autores en el suero de pacientes cursando el periodo agudo del
D+SUH comparado con nifios normales *'*. Los resultados referentes a la presencia de
TNF-a son variables, mientras que la mayoria de los estudios realizados no encuentran
niveles alterados de IL-1p **,

Por otra parte, varios trabajos han reportado un aumento de IL-8, IL-6, TNF-a y
de la proteina tipo 1 quimioatractante de monocitos (MCP-1) en la orina de los pacientes
con D+SUH ##7*% |0 que revela una produccién local de estos mediadores en el rifién y

su secrecion en la orina.

2.3- Factores prondstico del D+SUH

Debido a que el daiio renal en el SUH es irreversible, cuanto mayor es el dafio
mayor es la probabilidad de que existan secuelas que deriven en insuficiencia renal
crénica, donde la unica posibilidad de recuperacion es el transplante renal. Si bien
diversos factores han sido asociados al peor prondstico de la enfermedad (duracion y
severidad de la diarrea, dafio neurologico severo, alto recuento inicial de neutrofilos), el
criterio que mejor refleja el riesgo de presentar consecuencias desfavorables a largo
plazo fue propuesto por Gianantonio y confirmado posteriormente por varios autores.
Este criterio postula que la prognosis de la enfermedad es dependiente de la magnitud del
dafio renal asociado, cuyo marcador bioquimico seria la duracion de la anuria en el
periodo agudo "***'. La medicion de la funcién renal al afio o a los dos afios del episodio

,
34932 por lo

agudo también es un buen factor de prediccion del pronéstico a largo plazo
tanto, el control de la magnitud del dafio renal en el periodo agudo resuita crucial para la

recuperacion de las funciones del rifién a largo plazo.

2.4- Fisiopatologia del D+SUH

La lesion de las células endoteliales en la microvasculatura, con la subsiguiente
agregacion de las plaquetas v activacion de la cascada de coagulacidn. es uno de los
principales factores en la fisiopatologia del SUH. En los casos de D+SUH. la Stx es

considerada la iniciadora del dafio endotelial, que seria luego amplificado por factores

10
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provenientes de plaquetas activadas o del sistema inflamatorio. En el plasma de los
pacientes con D+SUH se encuentran diversos indicadores de dafio endotelial y activacion
de la cascada de coagulacién, como por ejemplo el factor von Willebrand ****, los
fragmentos 1+2 de la protrombina, el complejo trombina-antitrombina, el complejo
plasmina-antiplasmina, los dimeros D-D ***, la trombomodulina y el inhibidor del
activador del plasminégeno tipo 1 (PAI-1) . Si bien algunos trabajos muestran un
aumento en los niveles antigénicos del activador del plasmindgeno tisular (t-PA)
Menzel et al. demostraron que la actividad del t-PA estd disminuida en pacientes
cursando el periodo agudo del D+SUH ®. Esta disminucién podria deberse al aumento
en el PAI-1, que a través de la inhibicion del sistema fibrinolitico podria contribuir al

fendmeno trombético del SUH.

2.5- Tratamiento

La terapia utilizada actualmente para el D+SUH consiste en el manejo de los
sintomas con el fin de mantener la homeostasis y eliminar los metabolitos tdxicos
generados. Esto incluye restringir la ingesta de liquidos, sodio, potasio y proteinas y
dializar el paciente si fuera necesario. La didlisis peritoneal se inicia cuando los pacientes
estan oligoanuricos o anudricos por 72 horas. Por otra parte, la anemia es corregida por
transfusiones de gldbulos rojos sedimentados.

Los antibidticos como herramienta para combatir la infeccién bacteriana no son
recomendables ya que aumentan el riesgo de contraer el SUH por dos motivos. En
primer lugar, se ha demostrado que algunos antibiéticos aumentan la produccién de la
toxina por parte de la bacteria, y en segundo término, la lisis de la bacteria en el intestino
provocaria una liberacion masiva de Stx, y por lo tanto. aumentaria el pasaje de la misma

. . 12,63
a la circulacion %

. De la misma forma. los agentes antimovilizantes impiden la
eliminacién de la bacteria por las heces aumentando el tiempo de exposicion a la toxina,

por lo que resultan perjudiciales para el paciente **.

Tratamientos con resinas cubiertas con oligosacaridos administrados oralmente,

que captan la toxina en el intestino (por ej, Chromosorb, Synsorb), estan siendo

11
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estudiados ®°. La utilizacion de estos agentes limitarian la cantidad y el tiempo de
exposicion a la toxina y podrian ser utiles en epidemias para tratar la poblacion de riesgo
expuesta. Sin embargo, cabe destacar que este tipo de tratamiento no seria efectivo en
los casos en los que la toxina ya ha sido absorbida al momento de ser administrada la
resina y que la mayor eficacia del tratamiento dependeria del comienzo temprano del
mismo.

La inmunizacién pasiva o activa también se encuentra en investigaciéon con
resultados alentadores. Estudios en cerdos y conejos demostraron que la inmunizacién
con el toxoide de la variante Stx2e protegié a los animales del desafio con una E. coli
productora de Stx2e ", Similarmente, se demostré que la inmunizacién de conejos con
toxoides de la Stx1, Stx2 o la subunidad A o B, protege de la muerte e inhibe la toma de
la toxina marcada con '*’I por los 6rganos blanco, siendo la misma depurada por el
higado y bazo ®*®. Por otra parte, un estudio reciente en ratones muestra que un
anticuerpo monoclonal anti-Stx, disminuye la mortalidad ante el desafio con STEC,
inclusive cuando el mismo es administrado 24 horas luego de la inoculacion de la
bacteria ™.

Agentes antiplaquetarios o antitrombéticos como heparina, prostaciclina, aspirina
y estreptoquinasa no resultan beneficiosos y pueden provocar hemorragias %, La
infusion o intercambio de plasma fresco puede resultar efectivo en casos no tipicos de
SUH ™ mientras que la administracion de gama globulinas endovenosas o

. . 73,74
glucocorticoides no son eficaces

. Por ultimo, la vitamina E como terapia
antioxidante podria resultar beneficiosa aunque no ha sido probada en estudios

controlados ”°.

2.6- Epidemiologia

El serotipo E. coli O157:H7 ha sido ampliamente asociado al desarrollo del
D+SUH. Sin embargo. existen mas de 100 serotipos capaces de causar la enfermedad en
el humano (026. 091. O111. 0113, 0121, Q145. entre otros) **7*. Cabe destacar que la
facilidad en el aislamiento del serotipo O157:H7, por su incapacidad de fermentar

sorbitol. probablemente haya contribuido a una sobreestimacion en la prevalencia del

12
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mismo. En Norte América y Europa aproximadamente el 70% de los casos ha sido
atribuido a este serotipo 2. En nuestro pais, sin embargo, la incidencia del 0157:H7 es
mucho menor 757,

La incidencia del D+SUH varia segun el afio y el pais. En los ultimos afios se han
reportado incidencias de 0.2-4 casos/100.000 habitantes en Sudafrica, Europa y Norte
América, mientras que nuestro pais presenta la incidencia mis alta con 7-20
cas0s/100.000 habitantes ', El modo mas frecuente de transmisidn es a través del
consumo de comida o agua contaminada con cepas STEC, principalmente carne mal
cocida o productos no pasteurizados. Sin embargo, la transmisién persona a persona
también es posible . El ganado vacuno y el ovino son reservorios de E. coli 0157:H7 y
otras cepas patogenas ">*. Es decir, estos animales naturalmente portan las STEC pero
permanecen sin sintomas y liberan estos organismos al ambiente mediante las heces,
siendo la magnitud de esta liberacion dependiente de la edad, la dieta, el stress y la
estacion del afio ”°. Por otra parte, diversas STEC han sido aisladas de las heces de otros
animales domésticos como cerdos, perros y gatos, constituyendo una fuente adicional de
posible transmision "%,

Luego de una infeccién con una STEC entre un 5-10% de los casos desarrollan
D+SUH, mientras que el resto presenta distintos efectos como resuitado de la infeccion:
nifios que permanecen sin sintomas, con manifestaciones exclusivamente intestinales o
formas incompletas de SUH, como se mencion6 anteriormente. Con el manejo de los
sintomas y la introduccion de la didlisis peritoneal, la mortalidad del D+SUH se ha
reducido considerablemente y es, en la actualidad, del 0 al 5%. Sin embargo, existe una
proporcion importante de nifios (hasta un 50%) que pueden presentar secuelas renales de

distintos grados. o nerviosas >”.

2.7- Estructura de [a Stx

La variante | de la toxina Shiga (Stx1) es esencialmente idéntica a la toxina
Shiga proveniente de Shigella dysenteriae tipo 1 *. La toxina Shiga tipo 2 (Stx2) se
diferencio inicialmente de la Stx1 por la incapacidad de anticuerpos policlonales dirigidos

contra la Stx1 de inhibir la actividad citotdxica de la Stx2 ¥, Mas tarde, el analisis de la

13
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secuencia de los genes de las variantes de la toxina revel6 que la homologia aminoacidica
entre la Stx2 y la Stx1 es de 56% *. Si bien estas variantes son antigénicamente
diferentes, comparten algunas caracteristicas bioldgicas importantes: ambas son
holotoxinas compuestas de una subunidad A activa de 32 kDa y cinco subunidades B
asociadas no covalentemente de 7.7 kDa cada una, que intervienen en la unién al
receptor (Figura 2.1); ambas se unen al mismo receptor glicolipidico, el
globotriaosilceramida (Gb;); ambas toxinas poseen actividad de N-glicosidasa, y actiian
depurinando un residuo especifico de adenina del rRNA 28S de los ribosomas de las
células eucariotas, inhibiendo la sintesis de proteinas. Por otra parte, si bien el gen de la
Stx1 aislado de las bacterias de distintos brotes epidémicos parece estar conservado,
existen variantes génicas que codifican para la Stx2. Entre ellas encontramos la Stx2c,
Stx2d y la Stx2e, que es la responsable de la enfermedad de edema en cerdos, que difiere
de las otras variantes en dos animoécidos en la subunidad B y se une a un receptor
glicolipidico diferente, el globotetraosilceramida (Gbs) °.

Los genes para las subunidades A y B estan codificados en un operdn presente en
uno o mas bacteriofagos lisogénicos de la bacteria y se denominan stx4 y stxB. El gen
para la subunidad B posee un sitio de unidon al ribosoma mas fuerte que el de la
subunidad A y esto resulta en un aumento en la traduccion de las subunidades B,
satisfaciendo la relacion 1 subunidad A:5 subunidades B de la holotoxina ®. La
holotoxina es ensamblada en el espacio periplasmico de la bacteria °.

Estudios epidemioldgicos indican que la probabilidad de contraer D+SUH en
nifios infectados con STEC productoras de Stx1 y 2 o sdlo Stx2 es mayor que en nifios
infectados con bacterias productoras slo de Stx1 7**’_ Por otra parte, estudios in vivo
en ratones demostraron que la dosis letal 50 (DLso) de la Stx2 es 400 veces menor que
para la Stx1 *. Esto implica que las propiedades toxicas de la Stx1 y 2 podrian diferir
aunque se desconoce el mecanismo involucrado en este fendmeno. En este sentido,
estudios de los efectos de la temperatura y el pH sobre la toxicidad de ambas variantes
revelaron que la Stx2 es mas estable que la Stxl. aunque la Stxl posee 10 veces mas
afinidad por el Gb: que la Stx2. Sin embargo. la capacidad de inhibir la sintesis de

proteinas de ambas toxinas es equivalente **.
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2.8- Transporte retrogrado de la Stx

Luego de unirse a su receptor, la Stx es internalizada via vesiculas cubiertas con
clatrina, y sufre un transporte denominado retrogrado, que la conduce desde los
endosomas al Golgi, de alli al reticulo endoplasmatico (RE), y finalmente al citoplasma *
(Figura 2.2). Para mediar su actividad de glicosidasa, la subunidad A debe separarse de
las subunidades B y sufrir un corte proteolitico que da lugar a dos péptidos unidos por
un puente disulfuro (Al de 27.5 kDa y A2 de 4.5 kDa, ver Figura 2.1). Si bien se ha
determinado que este corte es realizado por la enzima furina presente en el Golgi y en los

92
endosomas

, el lugar y el momento de la separacion de la subunidad A de las
subunidades B no se conoce. La reduccion posterior del puente disulfuro que conecta
ambas cadenas de la subunidad A, probablemente mediado por proteinas isomerasas de
disulfuros en el lumen del RE, libera la cadena Al cataliticamente activa, la cual se
transloca al citoplasma para interactuar con el ribosoma e inhibir la sintesis de proteinas.
Poco se conoce de los mecanismos que median el transporte retrogrado de la Stx.
El transporte desde los endosomas hacia el Golgi ocurre via el compartimiento de
reciclaje endocitico, que transporta a la Stx al Golgi en estructuras cubiertas con clatrina

que contienen AP1

. Secuencias KDEL, involucradas en el transporte de otras
proteinas hacia el RE, se encuentran ausentes en la Stx y en este caso, la GTPasa
asociada al Golgi, Rab6, pareceria estar involucrada *°. Por otra parte, seria posible que
la Stx interactuara con otra proteina que si tuviera secuencias KDEL u otras secuencias

de senales de transporte al RE. En el pasaje de la Stx al citoplasma de la célula no
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intervienen los transportadores TAP implicados en el procesamiento antigénico, y se
especula con la participacion del translocon Sec61p, el cual normalmente transloca las
proteinas mal plegadas desde el Golgi al citoplasma para su degradacion en los
proteasomas. La disociacion de las subunidades B y el corte realizado por la furina en la
subunidad A podrian provocar cambios en el plegamiento que resultarian en la

exportacion al citoplasma via el translocon Sec61p *”'.

Membrana
plasmatica

Endosoma !
tempranos Vesiculas I
con clatrina

Disociacion
subunidades B
l)

Endosomas ?
tardios |

Clivaje de
subunidad A

Disociacion
subunidades B
0

Subunidad Al ~

I e Inhibicion de la
6@6 sintesis de proteinas

Ribosomas
Remocion de adenina
en rARN 28S

Figura 2.2. Transporte retrogrado de la Stx en la c€lula. La Stx es internalizada y transportada al
Golgi, RE y finalmente al citoplasma, donde la subunidad A, disociada de las subunidades B y
clivada por la furina, inhibe la sintesis de proteinas por clivaje de una adenina en ¢l rRNA 28S de
los ribosomas. Los signos de interrogacion representan vias todavia no demostradas.
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2.9~ Receptores de la Stx

La subunidad B de la Stx se une especificamente a receptores de la familia de los
glicoesfingolipidos, componentes importantes de todas las membranas de las células
eucariotas. La estructura general de los glicoesfingolipidos consiste en una cabeza polar
con una 0 mas azucares y una porcion no polar de ceramida, compuesta por una cadena
de 4cido graso unida a una base de esfingosina por un puente amino (Tabla 2.1).

La Stxl y Stx2 se unen a glicoesfingolipidos que constituyen el sistema
antigénico del grupo sanguineo P y poseen el disacarido terminal Gal ol-4 Gal,
principalmente al globotriosilceramida (Gbs, CD77 o P*) (Figura 2.3), y en menor grado
al galabiosilceramida y galactosilneolactotetraglicosilceramida (P1) ™. La variante
Stx2e se une al globotetraosilceramida (Gbs o P) que posee un residuo terminal N-
acetilgalactosamina y se encuentra principalmente en eritrocitos %_ El Gb, ha sido
identificado en el humano en los tibulos proximales del tejido renal, linfocitos, eritrocitos
y células endoteliales ***’. Dentro del tejido renal, Lingwood et al. han detectado unién
de la toxina tanto en la corteza como en la médula, principalmente en tibulos distales y
colectores en adultos y nifios y en los glomérulos de nifios ***. Este hecho ha llevado a
la especulacion de que la razon por la que el D+SUH afecta principalmente a nifios
radicaria en la expresion glomerular del receptor en la poblacion pedidtrica. Cabe
destacar que las biopsias utilizadas en los estudios de Lingwood provenian de pacientes
pediatricos con sindrome nefrotoxico de lesiones minimas, donde se han encontrado
niveles elevados de citoquinas en circulacion. De esta forma, la expresion del receptor en
el glomérulo podria estar inducida en estas condiciones. En este sentido, Van Setten et
al. encuentran en biopsias de pacientes pediatricos con distintos diagnésticos, que la
unién de la Stx a los glomérulos es negativa o débilmente positiva, a excepcion de las
biopsias provenientes de pacientes con sindrome nefrotdxico de lesiones minimas y un
paciente con sepsis, donde encuentran una elevada union de la toxina en glomérulo 1,
Estos datos sugieren la posible induccion del receptor en el glomérulo como
consecuencia de factores inflamatorios liberados localmente. Coincidente con esta linea,

la inyeccion de Stx en ratones transgénicos para una construccion con un gen “‘reporter”

17
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bajo el promotor del TNF-a, provocé la estimulacion de este promotor en el rifion
exclusivamente, y no en otros tejidos '

No sélo los residuos de azicares son importantes en la union de la toxina. La
composicion de los 4cidos grasos, en especial el largo de las cadenas, altera el transporte

102193 " Esto podria explicar porqué algunas

intracelular y actividad biologica de la Stx
células expresan Gb; pero no son sensibles a la accion de la Stx. En estos casos se ha
demostrado que el transporte de la toxina en la célula es diferente, y que después de
internalizada es confinada a los lisosomas '*. El tratamiento de las células insensibles con
el agente de diferenciacion butirato de sodio, induce el transporte retrégrado de la toxina
y el cambio en la composicion de acidos grasos en el Gbs, influenciando la

susceptibilidad a la Stx '

Tabla 2.1. Nombres y estructuras de los glicoesfingolipidos relacionados con la Stx.

Familia  Nombre GLS Estructura GLS
GLS*
gala Galabiosilceramida Galal—4 Galp1—1"Cer
globo  Globotriosilceramida (Gbs,Cd77,P%) Galal—4 Galp1—4Glcp1—1"Cer
- IV4-a-Galactosilneolactotetra- Galal—4 Gal1—4GlcNAcp1—3 Galpl—
glicosilceramida (P1) 4 Glcp1—1"Cer

globo slobotetraosilceramida (Gby, P) GalNAcpB1—3 Galal—4Gal1—4Glcf1—1" Cer
*GLS: glicoesfingolipido

Figura 2.3 Esquema del receptor de la Stx,
el glotriosilceramida o Gbs. Se muestra la
Stx uniéndose al disacarido terminal Gal o.1-
4 Gal.

Membrana
plasmatica

B e = =

Gb,
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2.10- Curso de la infeccion

2.10.1- Interaccion con el epitelio intestinal

Luego de la ingestion de la fuente de STEC, la bacteria se aloja en el intestino,
principalmente en el colon en humanos '*'%’, donde se adhiere al epitelio y se multiplica.
La cantidad de bacterias de las cepas STEC necesarias para producir una infeccion es
muy baja (de 1 a 100 unidades formadoras de colonias), y el periodo de incubacion entre
la infeccion y el desarrollo de la diarrea puede ser desde 1 a 8 dias, continuando la
eliminacion intestinal de la bacteria durante 3 0 mas semanas. La baja dosis infectiva ha
sido asociada a la capacidad de estas cepas bacterianas de resistir las condiciones acidas
del estomago *.

El primer paso en la infeccién es la interaccion y adherencia de las STEC al
epitelio intestinal. Si bien se desconoce la manera en que las STEC median el contacto
inicial con la célula intestinal ya que no poseen los genes bfp ("bundle-forming pili")
presentes en las E. coli enteropatogenas (EPEC), la capacidad de ciertas cepas STEC de
producir lesiones caracteristicas denominadas "attaching and effacing” o lesiones A/E,
también producidas por las EPEC, esta bien caracterizada. El aspecto peculiar de este
tipo de lesiones es la formacion de un pedestal en las células a las cuales la bacteria se
adhiere intimamente y se reproduce. Durante el proceso de A/E las células epiteliales
pierden sus microvellosidades y desarrollan protrusiones ricas en actina. Los genes
necesarios para el desarrollo de estas lesiones se encuentran codificados en un islote de
patogenicidad de 35.5 kb denominado "locus for enterocyte effacement” o LEE. Este
islote codifica para la intimina (producto del gen eae), una proteina de membrana
involucrada en la adhesion intima. y para su propio receptor (Tir), el cual es translocado
a la membrana de la célula blanco por un sistema de secrecion de tipo IlI, también
codificado por el LEE *'*'”_Si bien la asociacion principal causal de la enfermedad en
humanos es la presencia de los genes que codifican para la Stx. varios estudios han

. . . . . 112
asociado la virulencia de la bacteria con la presencia del gen eae '

. Sin embargo,
cabe destacar que existen cepas STEC asociadas a enfermedades en el humano que no

producen lesiones A/E. no poseen el gen de la intimina o no expresan la proteina. Esto
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indica que las lesiones A/E no siempre son un requerimiento fundamental en el desarrollo
de enfermedades asociadas a STEC y que factores de virulencia adicionales podrian estar

involucrados ',

2.10.2- Translocacién de [a Stx

Debido a que las STEC son incapaces de invadir las células epiteliales
intestinales, para llegar a los Organos blancos y causar el dafio endotelial y demais
manifestaciones clinicas del D+SUH, la Stx producida por la bacteria debe pasar a la
circulacion desde el intestino. Existen diversas hipdtesis para explicar este fenomeno
apoyadas en datos experimentales. La ruptura de la mucosa epitelial del intestino por
accion directa o indirecta de la Stx podria ser una ruta posible para ganar acceso a la
sangre. Si bien la presencia de Gb; no se ha determinado en el epitelio intestinal en
humanos, distintas lineas celulares de intestino humano, asi como el tejido intestinal de
mono y conejo, poseen el receptor para la toxina y en consecuencia, es posible la
existencia de efectos toxicos directos de la Stx sobre el epitelio intestinal *''*!'S, Otro
mecanismo de pasaje de la toxina podria involucrar lesiones provocadas por la bacteria o
por células del sistema inflamatorio, como los PMNs. En este sentido, estudios
realizados con lineas celulares intestinales humanas demuestran que las mismas son

capaces de producir IL-8 en respuesta a la Stx '’

. La IL-8 es un potente quimiotactico y
activador de los PMNs ''*!'°_ que serian reclutados al lugar de la infeccion, y al activarse
liberarian radicales libres del oxigeno, proteasas y otras sustancias proinflamatorias que
dafiarian la mucosa intestinal y facilitarian el pasaje de la toxina a la circulacion. En este
sentido. se ha demostrado la presencia de un infiltrado perivascular de PMNs en biopsias
de colon de pacientes con D+SUH 197 por altimo, la entrada de la toxina a la
circulacion podria ocurrir a través de las células intactas o de las uniones entre células
(Figura 2.4). El primer mecanismo fue demostrado in vitro por Acheson et al. en lineas
intestinales humanas polarizadas. donde se observé transporte transcelular de la Stx1 y 2

desde el lado apical al basolateral. mayoritariamente. Estas células tienen la caracteristica

de posecer uniones estrechas vy el pasaje no alteré morfolégicamente las células ni hubo
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disrupcion celular. Debido a que una de las lineas utilizadas carecia de Gbs, el proceso

parece involucrar una endocitosis no especifica '*'*.
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Figura 2.4. Interaccion con ¢l epitelio intestinal y translocacion de la Stx. A- La Stx producida
lucgo de infeccion con STEC induce la expresion de 11-8 por parte de la célula epitelial
intestinal. Los PMNs son atraidos y activados por la I1.-8 y generan intermediarios reactivos del
oxigeno (IROs), citoquinas y proteasas. Dentro de estos compuestos ¢l H,O, induce la
produccion de Stx en la bacteria, lo que amplifica ¢l sistema. B- La translocacion de la Stx puede
producirse por varios mecanismos: 1- La Stx o los productos derivados de los PMNs activados
provocan dafio al epitelio con el consecuente pasaje de la toxina; 2- Pasaje de la Stx por las
c€lulas intactas; 3- Pasaje a través de las uniones celulares.

2.10.3-_Transporte _de la Stx en la circulacion. Interaccion con

distintos tipos celulares.

Diversos tipos celulares tienen la capacidad de unir la Stx en receptores distintos
del Gb;. Mas ain, la unién de la toxina, no siempre resulta en la internalizacion y muerte
de la célula. Esto sugiere que la unién de la Stx a moléculas o receptores no funcionales
presentes en células como los globulos rojos o los PMNs, podria mediar el transporte de

la toxina a los tejidos blanco.
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2.10.3. 1- Polimorfonucleares neutrdfilos (PMNs).

Los PMNs juegan un papel importante en los procesos inflamatorios y son
esenciales para la defensa del huésped contra infecciones bacterianas. La capacidad
toxica de los PMNs esta ligada, no sélo a su importancia como primera linea de defensa
antimicrobiana, sino a efectos patologicos secundarios de destruccion celular. Estos
procesos se asocian a dos mecanismos principales mediados por los PMNss: 1- el sistema
NADPH oxidasa, capaz de producir intermediarios reactivos del oxigeno (IROs), cuya
actividad enzimética depende del ensamble de diversas proteinas; 2- las enzimas
proteoliticas presentes en granulos intracelulares. Durante el proceso de degranulacion la
membrana del granulo se fusiona con la membrana plasmatica de la célula. Esto resulta
por un lado, en la liberacién del contenido del granulo al exterior, y por otro en un
aumento selectivo en la membrana plasmatica de moléculas que se encontraban presentes
en la membrana del granulo y que, en muchos casos, son utilizadas como marcadores de
activacion celular. Existen distintos tipos de granulos, cada uno con un contenido
determinado de enzimas y otras proteinas. Asi, los granulos azuréfilos o primarios
contienen mieloperoxidasa, serina proteasas (elastasa, catepsina G, proteinasa 3),
defensinas y lisozima; los granulos especificos o secundarios son reconocidos por su
contenido de lactoferrina y proteina de unién a la vitamina B,, y poseen, ademas, el
marcador de activacion CD66b; los granulos terciarios contienen gelatinasa y las
vesiculas secretorias fosfatasa alcalina, CD14 y el receptor tipo III para la porcién Fc de
las immunoglobulinas G (FcyRIII) o CD16 %2,

La mayoria de las evidencias que sefialan a los PMNs como células importantes
en la patologia del D+SUH provienen de la clinica. Los pacientes presentan una marcada
neutrofilia en el periodo agudo de la enfermedad, que ha sido asociada, en algunos
estudios, a un mal prondstico >?°. Ademas del aumento plasmatico de la IL-8 observado
en los nifios con D+SUH anteriormente mencionado, los niveles de la proteasa
proveniente de los PMNSs, la elastasa, también se encuentran aumentados en el suero de
los pacientes *"?**?, Esta ultima observacion evidencia un aumento en la liberacion de
esta proteasa, probablemente como consecuencia de la activacion de los PMNs 7%,

En concordancia con estos datos, se demostré que los PMNs de pacientes con D+SUH
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presentaron una mayor adhesion a células endoteliales en cultivo, provocando dario
endotelial '*. Por otra parte, en secciones de rifién provenientes de autopsias de nifios
con D+SUH, se demostr6 la presencia de un infiltrado de PMNs por inmunohistoquimica
18

Te Loo et al. describieron la unidn de la Stx a PMNs no estimulados en sangre
entera a través de un glicolipido distinto a los receptores actualmente conocidos (unién
de baja afinidad: Kd=10?). Mas aiin, en el mismo trabajo, se demostro la transferencia de
la Stx desde los PMNs hacia células endoteliales glomerulares de rifion humano '®, Estas
observaciones llevaron a los autores a postular a los PMNs como posibles
transportadores de la toxina en la circulaciéon hacia los tejidos blanco, los cuales
presentan receptores de alta afinidad. Los efectos directos de la Stx sobre los PMNs
estan empezando a ser investigados: Un estudio reporté un aumento de la produccion del
anion superoxido en PMNs en respuesta a la Stx. Sin embargo, en las células
preincubadas con la toxina, la respuesta oxidativa y la fagocitosis se encontraron
impedidas '*. Si bien en este trabajo no se encontraron diferencias en el porcentaje de
apoptosis de los PMNs tratados con la toxina, Liu et al. reportaron la disminucién de la
apoptosis en PMNs incubados en presencia de Stx in vitro '*°, Un aspecto interesante del
papel de los PMNs en el SUH salid a la luz en un trabajo reciente, que reporta que
productos de los PMNs activados (particularmente peroxido de hidrogeno) provocan un
aumento de la sintesis y liberacién de la Stx de la bacteria . Por otra parte, tanto en
conejo como en rata, se ha demostrado la infiltracion de PMNs en el intestino en
infecciones experimentales con STEC o por inoculacién endovenosa de Stx '**!?*, Esto
implicaria que los PMNs que arriban al lugar de la infeccién, una vez activados por
productos bacterianos o inflamatorios, por ejemplo la IL-8 producida por las células
epiteliales intestinales en respuesta a la Stx ', liberarian sustancias capaces de aumentar

la sintesis de Stx de la bacteria. incrementando el riesgo de desarrollar un SUH.

2.10.3.2- Monocitos

La incubacion de monocitos humanos con Stx in vitro induce la sintesis de TNF-

a. IL-1B, IL-6 e IL-8 sin afectar la viabilidad o la sintesis de proteinas . Resultados
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similares se obtuvieron en macréfagos peritoneales de raton '*°. Por otra parte, la
caracterizacion del receptor para la Stx en monocitos humanos demostrd que el
glicolipido involucrado seria diferente del Gbs. Si bien la cantidad de receptor presente es
baja en condiciones basales, la incubacion de los monocitos con LPS aumenta la
expresion de este receptor, efecto que desaparece cuando las células son tratadas con
cicloheximida, un inhibidor de la sintesis de proteinas "°. El papel de los monocitos in
vivo en el SUH podria ser importante, ya que biopsias de pacientes revelaron la presencia
de monocitos en el glomérulo **. La produccién de citoquinas en el rifion, mediada por
los monocitos, podria ser responsable de la induccién de receptores para Stx en las
células endoteliales, sensibilizandolas a los efectos tdxicos de la toxina y desencadenando
el fendmeno trombotico caracteristico. Por otra parte, la deplecion de macréfagos
hepaticos u esplénicos en un modelo de SUH en ratén, protege a los animales de la
muerte mediada por la inyeccion de Stx2 '*!. Estos resultados sugieren que las citoquinas
producidas por macro6fagos en respuesta a la Stx estarian involucradas en los efectos

letales de la toxina.

2.10.3.3- Plaguetas

Las plaquetas circulan en la sangre en forma inactiva y se activan rapidamente en
respuesta al dafio vascular localizado o a agentes liberados por el endotelio injuriado.
Esta activacion determina cambios estructurales y quimicos en la plaqueta que llevan a la
activacion de las moléculas de; adhesion de las mismas, la remodelacion del citoesqueleto
de manera de permitir la agregacion, y la secrecién del comtenido de sus granulos. De
esta manera, las plaquetas participan en la hemostasia y trombosis al adherirse a la pared
vascular injuriada para iniciar la formacion del codgulo y detener el sangrado. Sin
embargo, en respuesta a un estimulo patoldgico, la amplificacién de los fendémenos de
adhesion y agregacion plaquetarias pueden generar trombos plaquetarios, con oclusion
vascular, isquemia e infarto.

Los pacientes con D+SUH presentan trombocitopenia y defectos en la funcién
plaquetaria, asi como también niveles reducidos de moléculas presentes en sus granulos,

como ADP, serotonina -tromboglobulina *'**, Lo que aiin no ha sido claramente
y g q



Respuesta inflamatoria y SUH

establecido es si este fenomeno, denominado de plaquetas exhaustas, es consecuencia
directa de la Stx y central en la patogénesis del SUH o simplemente un efecto secundario
al dafio endotelial. Si bien diversos estudios no han encontrado una alteracién de la
agregacion plaquetaria o de la secrecion de granulos o en respuesta directa a la Stx '**
'**_ Karpman et al. demostraron recientemente, que tanto la Stx como el pentadmero de
subunidades B, son capaces de inducir activacién plaquetaria, evidenciada como
formacion de agregados y cambios ultramorfologicos, asi como también por ensayos
funcionales de unién a fibrindgeno y retencién plaquetaria '*. Por otra parte, en este
mismo trabajo, se muestra por inmunofluorescencia, la capacidad de la Stx de unirse
directamente a las plaquetas y de ser internalizada, aunque otros trabajos no han podido
reproducir estos resultados '*'**, Adicionalmente, existe cierta controversia con respecto
a la presencia del receptor para la Stx en plaquetas. Mientras que Cooling et al.
determinaron la presencia de Gb; y otro glicolipido (denominado banda 0.03) en
plaquetas, ambos capaces de unir Stx '’ estudios recientes indican que la presencia de
Gb; proveniente supuestamente de las plaquetas, seria realmente consecuencia de una
contaminacion con leucocitos '**. Cabe destacar que los autores no descartan el hecho de
que las plaquetas activadas puedan expresar Gbs, pero por otra parte, sus resultados
explicarian porqué los trabajos de Cooling et al. y Thorpe et al. encuentran que sélo una
proporcion de la poblacion total de plaquetas poseen el receptor o son capaces de unir la

Stx, respectivamente.

2.10.3.4- Qlfiﬁulbs rojos

La presencia de globulos rojos crenados es caracteristica del D+SUH. Estos
eritrocitos se encuentran mas susceptibles al dafio oxidativo, presentan peroxidacién de
lipidos y disminucion en la fluidez de membrana "*’'*%, La anemia y fragmentacion de
eritrocitos observada en los pacientes con SUH, se asocia a lesiones que sufren estas
células al pasar por zonas de la microcirculacién donde el fenémeno tromboético se ha
desarrollado, y donde las células endoteliales dafiadas exponen o liberan sustancias que
injurian la membrana de los globulos rojos. Por otra parte, las membranas de los

eritrocitos presentan diversas combinaciones de glicolipidos capaces de unir la Stx (P1,
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P* 0 Gbs, P 0 Gby), fenotipo que varia de individuo en individuo, y la unién de las
distintas variantes de Stx a los globulos rojos ha sido demostrada in vitro *°. Si bien estas
células no serian susceptibles a la accion toxica de la Stx, por carecer de una activa
sintesis de proteinas, se ha postulado que el fenotipo de receptores presente en los
eritrocitos podria influir en la susceptibilidad individual de desarrollar D+SUH. Asi,
Taylor et al. encontraron una disminucion en la frecuencia del antigeno P1 en nifios que
desarrollaron D+SUH, y postularon el rol protector de poseer los fenotipos asociado a la
presencia de P1 '*°. Sin embargo, diversos trabajos posteriores no encontraron ninguna
asociacion protectora, de severidad o de prondstico a largo plazo con el antigeno P1 '
'3 Sin embargo, no sélo la presencia o ausencia del receptor para Stx podria ser
relevante, sino también la naturaleza de la unidad lipidica del receptor. Asi, un estudio
reveld que nifios que desarrollaron D+SUH presentaban un menor contenido de acidos

grasos no-hidroxilados en el Gb; de sus eritrocitos, comparado con controles sanos o

nifios infectados con STEC que no desarrollaron D+SUH '*,

2.10.3.5- Linfocitos

Las células T parecen no estar involucradas en la toxicidad de la Stx ya que la
supervivencia en ratones que carecen de células T en respuesta a la inyeccién de Stx no
se ve afectada ',

Los linfocitos B de log centros germinales poseen el receptor para la Stx (CD77)

y lineas celulares del linaje B en cultivo son sensibles a sus efectos toxicos ‘.

2.10.4- Interaccion de la Stx con células endoteliales

El efecto de la Stx sobre las células endoteliales in vitro ha sido extensamente
estudiado. En las células endoteliales de cordén umbilical humanas (HUVEC) la
toxicidad de la Stx, medida como viabilidad o como inhibicidn de la sintesis de proteinas,
s6lo se hace evidente luego de la pre-estimulacion con factores pro-inflamatorios como
TNF-a, IL-1B, LPS, o con el factor de diferenciacion butirato de sodio *°?"'**!*’_ En

todos los casos, la sensibilizacion hacia la Stx es consecuencia de un aumento de la
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expresion del Gbs, aunque los mecanismos por los cuales este fenémeno se produce
parece ser diferente para los distintos factores. Si bien el LPS sensibiliza las HUVEC a
través de la activacion de la proteina quinasa C (PKC) clase I o II, el TNF-a y la IL-1
actuarian por otra via, ya que inhibidores de la PCK I o II anulan la sensibilizacion
mediada por LPS pero no modifican los efectos del TNF-a y la IL-1p '*®. Muchas de las
citoquinas pro-inflamatorias actian activando el factor de transcripcion NF-kB. Sin
embargo, la inhibicién de la activacion del NF-kB no altera la sensibilizacion de las
HUVEC hacia la Stx mediada por el TNF-a, la IL-1B o el LPS '*°. Por otra parte, van de
Kar et al. demostraron que el TNF-a induce el aumento de la actividad de una galactosil-
transferasa involucrada en la sintesis del Gb; 2'. El efecto del butirato de sodio parece
involucrar un cambio en la composicion lipidica del receptor Gb, '*. La composicion de
los acidos grasos del receptor afectan la unién de la toxina por lo que ademas de
aumentar la cantidad de Gb; en las HUVEC, el butirato de sodio estaria incrementando

la afinidad de la Stx por su receptor.

2.10.5- Interaccion de [a Stx con los tipos celulares del nifion
2.10.5.1- Células endoteliales glomerulares

Si bien se suponia que los efectos de la Stx sobre células endoteliales
provenientes de la microvasculatura renal podrian ser diferentes con respecto a células
endoteliales de otro origen, van Setten ef al. demostraron que las células endoteliales de
glomerulo renal humano responden de la misma forma que las HUVEC *. Es decir, este
tipo celular de microvasculatura es basicamente insensible a la Stx, pero los efectos
toxicos se hacen evidentes luego de la pre-estimulacion con los factores pro-
inflamatorios anteriormente mencionados. Esta sensibilizacion también involucra el
aumento del Gby, v es dependiente del grado de confluencia de las células, siendo las

células subconfluentes las mas sensibles.
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2.10.5.2- Células mesangiales

Las células mesangiales constituyen un componente importante en la regulacion
de la homeostasis del glomerulo renal y son capaces de producir factores de crecimiento,
citoquinas, prostaglandinas y radicales del oxigeno. El efecto de la Stx en cultivos puros
de células mesangiales humanas demostré diversos efectos especificos en este tipo
celular. Si bien la Stx no afecta la viabilidad ni induce la liberacion de citoquinas o
quemoquinas de estas células, tanto la sintesis de proteinas como la proliferacion se
encuentran inhibidas en presencia de Stx. Asimismo, el efecto de inhibicion de la mitosis
estaria mediado por la subunidad B de la Stx siendo independiente de la inhibicion de 14
sintesis de proteinas. Cuando se caracterizd el receptor glicolipidico por cromatografia
de capa delgada, se encontraron tres bandas, dos de las cuales estan presentes en las
células endoteliales glomerulares y constituyen distintas formas del Gb; (distintas en
contenido lipidico) y una tercer banda que coincide con la encontrada en los monocitos
humanos. La preincubacion con TNF-a aumenta la cantidad de receptores para la Stx,
asi como también potencia los efectos de la Stx en la inhibicion de la sintesis de proteinas

y mitosis '*'.

2.10.5.3- Células epiteliales glomerulares.

Las células epiteliales: glomerulares humanas también responden a los efectos
toxicos de la Stx. Estudios de Hughes et al. '** demostraron la presencia del receptor
Gb; en este tipo celular. La incubacion con la Stx por si misma, produce una marcada
inhibicion de la sintesis de proteinas en cultivos puros de células epiteliales glomerulares
humanas, si bien el efecto en la viabilidad es menor. Por otra parte, y de la misma forma
que lo observado en células endoteliales, la toxicidad de la Stx se ve incrementada al
preincubar las células epiteliales glomerulares con factores como TNF-a, IL-1B, LPS o
butirato de sodio, efecto mediado por el aumento del contenido de Gbs. Los efectos
especificos de la Stx sobre la produccién de citoquinas en estas células no son tan claros,

ya que la Stx induce la produccién de TNF-a, IL-1B e IL-6, aunque esta produccion es
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imitada (incluso en mayor grado) por el inhibidor de la sintesis de proteinas

cicloheximida '*°.

2.10.5.4- Células epiteliales del tibulo renal

El dafio inducido por la Stx en el D+SUH se produce principalmente en el rifidon,
y si bien se supone que la injuria al endotelio glomerular es el principal fenémeno
involucrado en la fisiopatologia de la enfermedad, biopsias renales revelan un extensivo

1819 Estudios in vivo en ratones

dafio, asociado a apoptosis, en los tibulos proximales
revelan la presencia de células apoptéticas en el epitelio tubular en respuesta a la
infeccion con STEC '**. Asimismo, pacientes con D+SUH presentan, tempranamente en
el curso de la enfermedad, marcadores de daiio tubular en la orina ** y la uni6n de la Stx
en secciones renales de individuos normales se produce principalmente en los tibulos
%% Esto apunta a las células epiteliales tubulares como un blanco importante de la
accion de la Stx. Estudios in vitro revelan que la Stx es citotéxica para las células
epiteliales tubulares humanas, efecto mediado por el receptor Gb; y acompaiiado por la
inhibicién de la sintesis de proteinas y la apoptosis **'*. Por otra parte, la incubacién
con Stx aumenta la liberacién y niveles de mRNA del TNF-a y de la IL-1f, aunque en el
caso de la IL-1PB estos efectos serian inespecificos, ya que también se observan con la
cicloheximida '*’. Estos resultados indican que las células epiteliales tubulares podrian
ser un temprano blanco de 1a-Stx en el rifion y que la consecuente produccion de TNF-a

podria sensibilizar a las células endoteliales a los efectos toxicos de la toxina.

2.11- Relacion con otros componentes bacterianos y de [a respuesta
inflamatoria
2.11.1- Oxido nitrico (NO)

La produccion del NO a partir de la L-arginina (L-ARG) esta involucrada en
diversos mecanismos homeostaticos y procesos inflamatorios. Tres enzimas diferentes

son responsables de la sintesis del NO y se denominan 6xido nitrico sintetasas (NOS) '*%,
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Dos de estas isoformas se expresan constitutivamente (cNOS) y se las denomind de
acuerdo al tipo celular donde fueron inicialmente encontradas: la eNOS, aislada de
células endoteliales y la nNOS, presente en células neuronales. La tercer forma es
inducida por estimulos inflamatorios (INOS) y fue identificada primariamente en

1 Todas las formas de NOS sintetizan NO cuando se encuentran

macrofagos
homodimerizadas y utilizan como cofactores el grupo hemo, la tetrahidrobiopterina, la
calmodulina, las flavinas FMN y el FAD. Sin embargo, mientras que las formas
constitutivas son absolutamente dependientes de Ca™ y generan pequefias cantidades de
NO involucradas en procesos fisiologicos, la INOS une tan fuertemente la calmodulina
que su actividad no depende del agregado de Ca™, y produce grandes cantidades de NO
por periodos prolongados en respuesta a estimulos inflamatorios como los LPS y las
citoquinas '**, La localizacién de las distintas formas de NOS no esta restringida a los
tipos celulares en los que fueron descriptas inicialmente. Asi, la eNOS se encuentra
presente en distintas partes del cerebro de rata y en plaquetas humanas y la nNOS ha
sido detectada en el epitelio bronquial tanto humano como de rata, la traquea de rata y el
misculo esquelético humano '**. Por otra parte, la iNOS también se encuentra en el
epitelio bronquial humano y su presencia ha sido detectada en diversos tipos celulares del
rifién de rata como células mesangiales, tibulos proximales y tibulo colector ', Mas
aun, la administracion de LPS o citoquinas como TNF-a, IL1B o INF-y, inducen la
iINOS en endotelio, células del musculo liso de rata, macréfagos y PMNs humanos,
células parenquimales y mesangiales de rifion de rata '**'¢',

ElI NO posee un amph:o espectro de funciones: vasodilatacion, neurotransmision,
alteracion de la permeabilidad vascular, y mantenimiento de las propiedades
antitrombogénicas del endotelio mediante la inhibicién de la agregacion plaquetaria e
inhibicién de la adhesion de PMNs y plaquetas ***’. Por otra parte, el NO es muy
inestable y reacciona en medio acuoso con el oxigeno o sus intermediarios para generar
otros radicales (NO,), aniones mas estables como nitritos (NO,") y nitratos (NOs") u
otras especies con funciones antimicrobianas. En focos inflamatorios, los intermediarios
reactivos del oxigeno producidos por macréfagos o PMNs (O;, H,O,, ‘OH, HOCI)
reaccionan con el NO (proveniente mayoritariamente de la INOS) para inactivarlo o

convertirlo en un producto de mayor potencia. En este sentido, el peroxinitrito (ONOQO")
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formado a partir de O, v NO se descompone en OH y NO?, especies con alta capacidad

1% Estos mecanismos

de oxidar grupos -SH, lipidos, DNA y de nitrar tirosinas
antimicrobianos pueden llevar al dafio de las propias células, lo que confiere al NO una
naturaleza dual de beneficio-perjuicio.

Los pacientes con sepsis presentan cuadros severos de hipotensién y
vasodilatacion con dafio vascular y coagulacion intravascular diseminada. Considerando
que estos fendmenos podrian involucrar una hiperproducciéon de NO producido por la
iNOS en respuesta al proceso inflamatorio asociado a la presencia de los LPS, la
administracion de inhibidores del NO como posible terapia podria mejorar el cuadro de
los pacientes. Sin embargo, en algunos modelos experimentales de endotoxemia por
inyeccion de LPS, si bien la inhibicion del NO puede restablecer la presion sanguinea
mejorando las variables hemodinamicas, los fendmenos de dafio endotelial y coagulacion
intravascular glomerular son agravados en ausencia del NO "', Esto implicaria que la
produccion del NO, es fundamental para la proteccidn contra la trombosis capilar
glomerular en este modelo, probablemente actuando en el mantenimiento de las
propiedades antitrombogénicas del endotelio. En general, se postula que la naturaleza
dual del NO esta asociada a una produccién de NO fisioldgica producida por la ctNOS
con efectos homeostaticos y beneficiosos mientras que grandes cantidades generadas por
la iINOS pueden participar en el dafio tisular. En este sentido, el tratamiento con
inhibidores de 1a NOS reduce el grado de inflamacion y dafio tisular en modelos animales
de inflamacién aguda '*, endotoxemia '%*'% y artritis '’

Las propiedades antiirombogénicas del NO permiten considerarlo como una
alternativa clinica hipotética para el D+SUH como fue sugerido por Jaradat y Marquardt
'8 Estos autores propusieron que la administracién de L-ARG a los pacientes podria
disminuir la agregacion plaquetaria y aumentar la vasodilatacion disminuyendo la
oclusién de los vasos y la hipertension consecuente. Por otra parte, un estudio realizado
en pacientes con D+SUH determiné que la concentracion en plasma de la L-ARG se
encontraba disminuida, mientras que el derivado del NO, el nitrato (NO5’), se encontraba
aumentado. Estos valores retornaron a la normalidad luego de 1a recuperacién clinica de

los pacientes, sugiriendo la activacion de la sintesis del NO en el periodo agudo del
D+SUH *.
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2.11.2- Lipopolisacdridos

Los LPS son componentes naturales de la pared de las bacterias gram negativas
que acompafian a la Stx en las infecciones por STEC, y son potentes mediadores
inflamatorios. Distintos tipos celulares responden a los LPS con la produccién de
citoquinas como TNF-a, IL-18 e IL-6 como en el caso de monocitos o células

endoteliales %7

, 0 con la activaciéon de mecanismos citotoxicos y secrecion de
proteasas ¢ IROs en el caso de los PMNs '”'. El rol de los LPS en el curso del SUH ha
sido estudiado en ratones normales e hiporespondedores al LPS. En estos ultimos, la
inoculacion de STEC de forma intragastrica no produjo los sintomas tempranos
observados en los animales normales, lo que sugiere cierta proteccion a los efectos de la
infeccidn, si bien se observaron manifestaciones tardias, relacionadas con la imposibilidad
de deshacerse de la bacteria '”. Por otra parte, la interaccion reciproca de los efectos de
los LPS y la Stx varian segin el esquema utilizado. En ratones, una dosis no letal de
LPS es capaz de aumentar la muerte mediada por la Stx al ser inyectada una hora antes
de la toxina, mientras que un efecto protector se observa cuando los LPS son
administrados més tempranamente (18 horas antes de la inoculacién de la Stx) 2. Los
efectos potenciadores de la toxicidad de la Stx pueden ser interpretados como la
coincidencia entre la maxima actividad inflamatoria del LPS y la injuria mediada por la
Stx. En cambio, los efectos protectores podrian ser consecuencia de los efectos
antagénicos entre una respuesta antiinflamatoria tardia inducida por los LPS y la
toxicidad de la Stx >.

Por otra parte, los efectos de los LPS en la induccion del receptor de la toxina y
potenciacion del dafio mediado por la Stx in vitro en distintos tipos celulares
involucrados en la fisiopatogenia del SUH, ya han sido comentados. Estos efectos
pueden ser directos o indirectos, como consecuencia de la produccion de citoquinas

inflamatorias en respuesta a los LPS.
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2.12- Infecciones naturales con E. Coli y modelos animales de SUIH.

Como fue mencionado anteriormente, en la naturaleza existen especies animales
que son reservorio de distintas cepas de STEC, pero que permanecen sin sintomas de
ningtn tipo. Estas especies incluyen el ganado vacuno, las ovejas y las cabras 7',
Cabe destacar que los terneros pueden presentar, en condiciones experimentales,
sintomas de tipo intestinales luego de la inoculacion de bacterias productoras de Stx, con
lesiones A/E y diarreas que pueden lievar a su muerte '7*'”, Sin embargo, a pesar de que
se ha detectado la presencia de receptores Gb; en los tibulos renales bovinos, este
6rgano no se encuentra afectado '”. La susceptibilidad disminuye con la edad y los
adultos permanecen sanos tras la infeccion '™,

También se han aislado diversas STEC de animales domésticos, como perros y
gatos, aunque no se ha podido asociar la infeccion con la presencia de diarrea u otros

v . 2
sintomas en estas especies °'**

. Existen evidencias que sugieren que la presencia de
vasculopatias idiopaticas cutaneas y en el glomérulo renal de los perros galgos, podrian
estar causadas por la infeccion con cepas STEC.

Diversos modelos animales de SUH han sido desarrollados y aunque todos
poseen sus limitaciones, permiten estudiar distintos aspectos de la patologia. En todos
estos modelos, la distribucién del dafio provocado por la Stx coincide con la localizacion

del receptor Gb; en los drganos.

2.12. 1- Modelo murino

El ratén es un modelo de SUH ampliamente utilizado. La inyeccion de la Stx por
via endovenosa provoca lesiones en el rifidn, principalmente necrosis bilateral aguda en
los tibulos proximales corticales **. A diferencia de lo que ocurre en los pacientes con
D+SUH. en el ratdon no se ha observado. hasta el momento, dafio glomerular. Como
marcadores bioquimicos de este dafio renal. los ratones presentan proteinuria y niveles
disminuidos de creatinina v urea en orina, v paralelaimente aumento de la urea en plasma.
La presencia de letargia. anuria. anorexia v deshidratacion son frecuentes. Por otra parte,

los sintomas neuroldgicos mas frecuentes que se observan luego de la inoculaciéon de Stx
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incluyen: ataxia, temblores, paralisis y coma ». Cuando se utilizan cepas bacterianas
productoras de Stx administradas en forma oral, se observan ademis de los mismos
sintomas neurologicos, sistémicos y renales que al inyectar la toxina pura,
manifestaciones gastrointestinales y fragmentacion de glébulos rojos '">'’%. La
localizacion del dafio renal observado en los ratones coincide con la presencia del
receptor de la Stx. Extractos de lipidos separados por cromatografia de capa delgada
provenientes de la corteza y médula renal de raton revelaron la presencia de Gb; en

178 Mas ain, estudios de inmunofluorescencia en secciones de rifiones de

ambas regiones
raton mostraron que, tanto anticuerpos dirigidos contra el Gb; como la toxina, se unen
con un patrén similar, correspondiente a las células epiteliales de los tibulos corticales y

medulares %2,

2.12.2- Otros modelos animales de SUH

La variante Stx2e producida por ciertas cepas STEC es la causante de una
enfermedad que involucra dafio vascular sistémico en cerdos pequefios, conocida como
enfermedad de edema. Los sintomas clinicos de esta enfermedad incluyen diarrea no
hemorrdgica (no causada por la Stx2e sino por enterotoxinas termoestables de la
bacteria), impedimentos neuroldgicos, coma y muerte. Las lesiones mas caracteristicas
son edema en los parpados, mesenterio y tracto intestinal. Las manifestaciones renales de
cualquier tipo estan ausentes y se ha descripto la unidn de la toxina a los globulos rojos
l79.180.

La infeccion con STEC o con la Stx pura en conejos produce diarrea, anorexia,
paralisis y muerte. La histopatologia se caracteriza por edema, hemorragias en el colon y
necrosis neuronal con MAT en los organos afectados. Sin embargo, en este modelo no

se observan manifestaciones en el rifion '-*'**,
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3.1- Reactivos y técnicas generales

3.1.1- Anticuerpos

Para los estudios realizados en raton se utilizaron anticuerpos monoclonales
(MoAc) de rata conjugados con isotiocianato de fluoresceina (FITC) dirigidos contra
CD3, CD4, CD8 de raton y anticuerpos de cabra anti-inmunoglobulinas de ratén,
provistos por Pharmingen (San Diego, CA, USA). El anticuerpo monoclonal anti-CD11b
marcado con ficoeritrina (PE) fue provisto por Immunotech (Marseille, Francia).

Para los estudios realizados en pacientes se utilizaron los siguientes anticuerpos
provistos por Caltag Laboratories (Burlingame, CA, USA): MoAc de ratén anti-FcyRII
humano (CD32) (C1KMS (IgG,)) conjugado con PE, MoAc de raton anti-FcyRIII
humano (CD16) (3G8 (IgG:)) conjugado con PE, MoAc de raton contra CD11b/CD18
humano (Mac-1) (Bear-1 (IgG,)) conjugado con FITC, MoAc de ratén anti-CD66b
humano (80H3 (IgG,)) conjugado con FITC; los controles de isotipo de IgG, de raton
conjugados con FITC y PE fueron obtenidos de Immunotech. EI MoAc de ratén
conjugado con FITC H-43-5 (IgG,) anti-mieloperoxidasa (MPO) y el kit de
permeabilizacion Fix & Perm fueron obtenidos de Caltag Laboratories.

Para evaluar la union de la Stx1 y/o 2 a los PMNs humanos se utilizaron dos
MoAc de rat6n anti-Stx (STX2-10E1 1, especifico para la Stx2 y STXPI-1, que reconoce
ambas variantes de la toxina) (Toxin Technology, Inc., Sarasota, FL, USA) y un segundo
anticuerpo de rata anti-raton conjugado con PE (Caltag Laboratories).

Para los ensayos de citotoxicidad se utilizaron anticuerpos policlonales anti-
globulos rojos de pollo (anti-GRP) y anti-ovalbumina (OVA) obtenidos en conejo

. B3.184
producidos localmente '**'*,

3.1.2- Preparacion de [a Stx

La Stx1 y 2 fueron provistas amablemente por ¢l Dr. Sugiyama Junichi de Denka
Seiken CO Ltd. (Nigata. Japan). La pureza fue determinada por el proveedor mostrando
un solo pico por HPL.C. La preparacion de ambas variantes de la toxina fue analizada
para determinar contaminacion con endotoxina (LPS) por el ensayo de “Limulus

uamoebocyte lysate”, por el cual I [U/ml es igual a 0.1 ng/ml de LPS estandar de E. coli
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'8 Los resultados de este ensayo determinaron que la preparacion de toxina utilizada

para los experimentos contenia menos de 40 pg LPS/ug de proteina de Stx.

3.1.3- Ensayos de toxicidad en células Vero

Las células Vero resultan muy utlies para el estudio de la toxicidad de la Stx
debido a su alta sensibilidad a la toxina. La actividad citotoxica de la Stx1 y/o 2 en
células Vero se analizé como ha sido descripto previamente ’. Brevemente, se crecieron
las células Vero en placas de 96 pozos (25000 células Vero por pozo) con medio RPMI
1640 (Sigma) suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB, GIBCO) y 1% de
penicilina-estreptomicina (GIBCO). Alicuotas (100 pl) de diluciones al medio seriadas de
la preparacion de Stx se adicionaron a cada pozo y se incubd por dos dias a 37°C en 5%
CO,. La dosis citotoxica S0 (CDso) corresponde a la dilucion requerida para matar un
50% de células Vero y se determind por tincion con cristal violeta y medicion de la
absorbancia resultante a 550 nm. La CDs, determinada de esta forma fue de ~ 1 ng
(1.4x10™"" M) para la Stx1 y ~ 3 ng (3.0x10™"° M) para la Stx2.

Para los ensayos de neutralizacién, la Stxl1 y/o 2 (20 nM) se incubaron
previamente con los anticuerpos anti-Stx correspondientes (10 pg/ml) por S min a 37°C.
La mezcla se adicioné a las células Vero y se procedié de la misma forma descripta para

los ensayos de toxicidad.

3.1.4- Obtencion de muestras de sangre

Las muestras de sangre de los pacientes fueron obtenidas por puncién venosa. Antes
del aislamiento de los PMNs por gradiente de Ficoll-Hypaque, se separaron 400 pl para
realizar los estudios de citometria de flujo en sangre entera.

Las muestras de sangre de ratones fueron obtenidas por puncion del plexo
retroorbital en tubos de plastico heparinizados a distintos tiempos después de la

inoculacién de la Stx2 u otros tratamientos.
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3.1.5- Recuento y formula de leucocitos de sangre periférica

El recuento total de leucocitos fue determinado en una camara de Neubauer
luego de diluir la sangre en una solucion de 2% de acido acético. Adicionalmente, se
cuantificé el porcentaje de PMNss en frotis de sangre tefiidos con May-Grinwald/Giemsa.

Este porcentaje fue confirmado por citometria de flujo.

3.1.6- Aislamiento de PMNs

Tanto en los estudios realizados con ratones o pacientes los PMNs se aislaron
por centrifugacion en gradiente de Ficoll-Hypaque (densidad utilizada para aislar PMN's
humanos = 1,077 g/L y para PMNs de ratén = 1,090 g/L) (Ficoll Pharmacia, Uppsala;
Hypaque, Wintthrop Products, Buenos Aires, Argentina) y posterior sedimentacion en

18  Los eritrocitos

dextran 6% (Sigma), como ha sido descripto previamente
contaminantes fueron removidos mediante una lisis hipoténica. Luego de un lavado, las
células (>96% de PMNs en preparados tefiidos con May-Grunwald/Giemsa) se

resuspendieron en medio RPMI 1640 suplementado con 4% de SFB.

3.1.7- Citometria de flujo

La medicién de la expresion en membrana de los marcadores de sangre periférica
de raton se realiz6 por inmunofluorescencia directa en un citometro de flujo. Luego de la
obtencion de la sangre, los eritrocitos de los diferentes grupos de ratones fueron lisados
por un shock hipotonico, las células lavadas con PBS e incubadas con los MoAc (2
pg/ml para 1x10° células) por 30 min a 4°C. Luego de dos lavados con PBS las células
se resuspendieron en 0.4 ml de ISOFLOW (International Link, S.A., Buenos Aires,
Argentina) y la fluorescencia se midid en un citometro de flujo Beckton Dickinson
FACScan. El anailisis se realizd sobre 10000 eventos para cada muestra utilizando el
programa Cell Quest (Becton Dickinson).

La expresion de los receptores para la porcion Fc de las inmunogluobulinas G
(FcyRs), FcyRI, FeyRII y FeyRIII (CD64, CD32 y CD16, respectivamente), CD11b
(Mac-1) y CD66b en los PMNs de pacientes con D+SUH y los distintos grupos

controles se realizd por inmunofluorescencia directa por citometria de flujo incubando
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100 pl de sangre entera con los anticuerpos especificos 30 min a temperatura ambiente
' Los controles de isotipo se ensayaron en paralelo. Luego de la incubacion, los
eritrocitos se lisaron usando la solucidn de lisis FACS (Becton Dickinson,
Immunocytometry System, San Jose, CA) y luego de dos lavados las células se
resuspendieron en 0.3 pl de ISOFLOW. La fluorescencia se midid en el citometro de

flujo y el andlisis se realiz6 en 100000 eventos para cada muestra.

3.1.8-_Citotoxicidad dependiente de anticuerpos (CCDA)

Los PMNs purificados de ratones o pacientes se resuspendieron a una

concentracién de 1x10® o 2.5x10° células/ml, respectivamente, en medio RPMI 1640
suplementado con 2% de SFB y 50 pug/ml de gentamicina (Sheering Corporation
ESSEX, Argentina). La viabilidad de estas suspenciones celulares (las cuales contenian
>97% de PMNSs) fue siempre mayor del 90% por el test de exclusion del colorante vital
azul tripan. La CCDA se realizé con el sistema de globulos rojos de pollo (GRP)-anti-
GRP como se ha descripto previamente '*®. La reaccion se llevd a cabo colocando 100 ul
de las suspensiones de PMNs con 2x10° de GRP marcados con *'Cr y sensibilizados con
cantidades subaglutinantes de un anticuerpo (IgG) de conejo especifico. Luego de una
incubacion de 18 horas a 37°C, la placa se centrifugd y se midio la radioactividad en los
sobrenadantes y pellets. La media del >'Cr liberado se expresd como el porcentaje de
radioactividad total. La liberacion espontdnea fue en todos los casos menor al 5%, y se
sustrajo para obtener los valores de citotoxicidad especifica, arrojando los valores

representados en los graficos.

3.1.9- Citotoxicidad dependiente de intermediarios reactivos del oxigeno
(ROs) desencadenada por complejos inmunes

Los PMNs de pacientes con D+SUH fueron resuspendidos a una concentracion de
2.5x10° células/ml en medio RPMI 1640 suplementado con 2% de SFB. Cien microlitros de

esta suspension fue incubada con 20 pg de complejos inmunes precipitantes, formados con
OVA y su anticuerpo especifico (IgG) de conejo. Luego, se adicionaron 20 pl de eritrocitos
marcados con °'Cr (2.5x10%) no sensibilizados * y se incub6 18 hs a 37°C en 5% CO,, tras
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lo cual la placa se centrifugé y se midié la radioactividad en los sobrenadantes y pellets en un
contador gamma. Se determind la media de los triplicados del *'Cr liberada a los
sobrenadantes y se expresdé como el porcentaje de radioactividad total. A este valor se le
sustrajo la liberacion espontanea en ausencia del complejo, que en todos los casos fue menor

al 3%.

3.2- Estudios en ratones

3.2.1- Animales

Los ratones de la cepa BALB/c fueron criados en el bioterio del Departamento

de Medicina Experimental de la Academia Nacional de Medicina, Buenos Aires. Para la
totalidad de los experimentos se utilizaron ratones machos de 8-16 semanas de edad y de
entre 20-24 g de peso. Los animales fueron mantenidos en un ciclo de luz-oscuridad de
12 hs a una temperatura de 22+2°C y alimentados con una dieta estandar y agua ad
libitum. Los experimentos fueron realizados siguiendo los principios de la "Guide for the

Care and Use of Laboratory Animals" (National Institute of Health, 1985).

3.2.2- Estudios in vivo

3.2.2. 1- Tratamiento con Stx2

Se utilizo la misma preparacion de Stx2 en todos los experimentos. En trabajos

previos '

, se evaluo la letalidad de la toxina in vivo por inyeccion endovenosa de
diluciones seriadas de Stx2 en soluci6n salina estéril y libre de pir6genos. De esta forma
se determind la dosis que induce una mortalidad de >50% (LDS50) entre los 3 y 4 dias
luego de la inyeccion. Esta dosis corresponde a 50 ng/kg (aprox. 1 ng/ratén) y fue la

utilizada para los experimentos.

3.2.2.2- Tratamiento con endotoxina

Se utilizd un mismo lote de LPS de E. coli 0111:B4 comercial (Sigma), el cual
poseia una LDso de 150 pg/raton. Inmediatamente antes de ser inyectada a los animales,

se prepar6 la concentracion deseada de LPS (5 pg/raton) en solucion salina estéril y libre
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de pirdgenos. Los ratones fueron inyectados por via intraperitoneal una hora antes de la

. (V3 2
inyeccién endovenosa con 1 ng de Stx2 2.

3.2.2.3- Modulacién de la enzima xido nitrico sintetasa (NOS)

Se utilizaron los siguientes inhibidores de la NOS: N°-nitro-L-arginina metil ester
(L-NAME, Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo, USA), inhibidor de las formas inducible
y constitutiva de la NOS (INOS y ¢cNOS); aminoguanidina (AG, Sigma), 100 veces mas
especifico que el L-NAME para la iNOS; L-N6-(1-imino-etil)-lisina (L-NIL,
Calbiochem-Novabiochem Corp, San Diego, CA, USA) inhibidor altamente especifico
de la INOS. En algunos estudios se incluyd el D-NAME, forma no activa del L-NAME
(Sigma) y el sustrato fisiologico de la NOS, la L-arginina (L-ARG, Sigma). Las
soluciones fueron preparadas cada dos dias y administradas en el agua de bebida ad
libitum. Las concentraciones finales utilizadas fueron: L-NAME y D-NAME: 1 mg/ml;
AG: 100 pg/ml; L-NIL: 10 mM; L-ARG: 10 mg/ml. Los tratamientos con los inhibidores
se iniciaron 24 hs antes de la inyeccidon con la Stx2 y se mantuvieron hasta el final de los
experimentos. Como se ha descripto anteriormente, estos tratamientos no inducen
variaciones significativas en la actividad de la NOS determinada como produccion de

éxido nitrico '°*'%?,

3.2.2.4- Estudios de deplecion

3.2.2.4.1- Obtencion de anticuerpos policlonales anti-plaquetas

(anti-plg) y anti-PMNS (anti-PMN) de ratén en conejo.

Los plasmas ricos en plaquetas (PRPs) se obtuvieron de ratones controles
BALB/c por centrifugacion de la sangre a 300g por 20 min a temperatura ambiente y la
suspension fue lavada dos veces. Se realizd un esquema de inmunizacién en conejos
adultos que consistié en 4 dosis endovenosas de 1x10’ plaquetas cada una a los dias 1,
10, 20 y 30. Al dia 40, los conejos fueron sangrados por corte en la vena marginal de la

oreja y el suero fue separado y guardado a -20°C.
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Los PMNs se aislaron de ratones normales como se indicé anteriormente y se
siguié el mismo esquema de inmunizacién utilizado para la obtencion de anticuerpos

anti-plq de ratén en conejo.

3.2.2.4.2- Tratamiento con [os anticuerpos anti- plq y anti-PMN

En experimentos preliminares se determind que una dosis intraperitoneal de 100
pl de una dilucién 1/2 del antisuero de conejo anti-plq de ratén inducia, 4 hs post-
inyeccion, una deplecion casi completa de las plaquetas en los ratones (N° plaquetas
x10°/ul: control: 899+15.0; tratado con antisuero: 7+0.2). Para mantener esta deplecion
a lo largo de todo el experimento se inyectd el antisuero 4 hs antes de la Stx2 y luego se
lo aplicé cada 12 hs.

En el caso de la deplecion de PMNs se determin6 que 100 pl del antisuero puro
anti-PMNs provocaba una reduccion del 76% en la poblacion de PMNs de los ratones 4
hs post-inyeccion. También se observé una pequefia disminucion en la poblacion
mononuclear, Para mantener esta deplecion a lo largo de todo el experimento se inyect
el antisuero 4 hs antes, en el momento de inyectar la Stx2 y luego cada 12 hs.

En todos los experimentos para los animales controles (grupo Stx2 solo) se
utilizd el mismo esquema de inyecciones repetidas pero administrando un suero de

conejo normal.

3.2.2.5- Estudios de migracion

Las células peritoneales de los animales del grupo control y el grupo Stx2 se
obtuvieron inyectando 2 ml de una solucion de tioglicolato (TG) al 3% en PBS en la
cavidad peritoneal. Luego de un periodo de 4 hs se mataron los animales y se
introdujeron 2 ml de medio RPMI en la cavidad peritoneal, se masajed gentilmente y el
medio fue recolectado. La suspension se lavé y el nimero de PMNs totales se contd en

camara de Neubauer.
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3.2.3- Estudios ex vivo

3.2.3.1- Obtencion de células de médula dsea

Los animales se mataron con una sobredosis de éter inmediatamente después de
ser sangrados. Las células de médula dsea del fémur derecho se eluyeron con 2 ml de
medio RPMI 1640 suplementado con 2% de SFB. La suspension celular se centrifugd en
una cito-centrifuga y en los preparados obtenidos se analizd el porcentaje de células
positivas para la enzima MPO por inmunohistoquimica, utilizando un anticuerpo
especifico y un segundo anticuerpo conjugado con peroxidasa. Se determiné el nimero
de células positivas por cada 100 células de médula 6sea al microscopio dptico. La

actividad de la MPO fue evaluada paralelamente como se describe en el punto siguiente.

3.2.3.2- Determinacion de [a actividad de la enzima mieloperoxidasa

(MPO) en médula bsea y pulmon

La actividad de la MPO en el pulmén o médula ésea se determiné siguiendo un
método descripto previamente con algunas modificaciones '*. En el caso del pulmén, se
realizd previamente un lavado para descartar la sangre circulante de los vasos
sanguineos. Los animales se anestesiaron con embutal, se cort la arteria hepatica y 2 ml
de solucion salina se perfundi®é a través del seno retroorbital. Los pulmones se
extrajeron, se secaron con gasa para remover los restos de sangre y se disgregaron en un
tamiz hasta obtener una suspension celular homogénea. Las células se lavaron y
resuspendieron en 200 pl de PBS suplementado con Ca>’Cl (1mM)/Mg?*Cl (1mM) y
Tritén X-100 (2%). Luego de dos ciclos de congelado-descongelado las muestras fueron
centrifugadas a 1000 g por 10 min. Los sobrenadantes obtenidos (100 ul) se colocaron
en microplacas de 96 pozos con un volumen igual del sustrato para la MPO (0.35 mg/ml
de o-fenilenediamina en buffer citrato/fosfato con 12% de H,0,). Luego de una
incubacién de 15 min a 37°C, la reaccion se detuvo agregando 100 pl de H,SO4 2M. La
actividad de la enzima MPO se determiné por absorbancia a 490 nm en un lector de
placas (Organon Tecnika, Argentina). Para el caso de la médula 6sea los resultados

fueron expresados cada 10° células.
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3.2.3.3- Medicién de urea en plasma

La determinacion bioquimica de urea en plasma se realizd en un espectro CCX
(ABBOTT Diagnostic System, Buenos Aires, Argentina) siguiendo instrucciones

estandarizadas.

3.2.3.4- Determinacion de 6xido nitrico (NO) en plasma

Para cuantificar la produccion de NO se utiliza la concentracion plasmatica de los
aniones derivados del NO, nitrito y nitrato (NO;" y NOj5’). Para ello se utilizd un kit
comercial (R & D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA) que determina la cantidad
total de NO basado en la conversion enzimatica de nitrato a nitrito por la accion de la
nitrito-reductasa. El producto de esta reaccion se detecté colorimétricamente a 540 nm
utilizando la reaccion de Griess (50 pl de muestra mas un volumen igual del reactivo de

Griess: 1% sulfanilamida-0.1% dihidrocloruro de naftiletilendiamina -2.5% H;PO,).

3.2.3.5-_Obtencion y recuento de plaquetas de sangre periférica.

La sangre de cada raton fue obtenida por puncion del plexo retroorbital en un
tubo de polietileno conteniendo citrato de sodio 3.8% p/v en agua (1 parte de citrato de
sodio cada 9 de sangre). Los plasmas pobres (PPPs) y ricos en plaquetas (PRPs) se
obtuvieron por centrifugacion de la sangre a 1000g por 20 min a 4°C o a 300g por 20
min a temperatura ambiente, respectivamente. Para determinar el nimero de plaquetas se
realizé una dilucién 1/20 de los PRPs en solucién fisioldgica y se realizd el recuento en

camara de Neubauer.

3.2.3.6- Estudios de agregacion plagquetaria.

La cantidad de plaquetas de los PRPs se equipar6 en los grupos control y
experimental a 1.5x10° células/pl con el agregado de los PPPs autélogos. Los estudios
de agregacion se realizaron con un lumi-agregémetro Chrono-log [Ca2]. Brevemente, se
adicionaron 450 ul de PRP a una cubeta de vidrio con constante agitacion y se dejo

estabilizar a 37°C antes del agregado del agonista. La transmitancia se ajust6 a 10% para
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los PRPs y a 90% para los PPPs. A tiempo cero se adicionaron 50 ul del agente
agregante. La agregacion plaquetaria se evidencia en un aumento de la transmision de la
luz y una deflexion hacia arriba de la curva registrada. Los estimulos agregantes
utilizados fueron adenosina difosfato (ADP, Sigma) y acido araquidonico (AA, Sigma),
los cuales fueron disueltos en solucion salina y llevados a una concentracion final de 2.5
uM y 0.5 mM, respectivamente. Los resultados fueron expresados como el porcentaje de
agregacion considerando como 100% aquella obtenida para los animales del grupo

control.

3.2.3.7- Estudios de degranulacion de plaquetas en raton.

La tincién con mepacrina determina el contenido de ADP presente en los
granulos intracelulares de las plaquetas '**. Brevemente, los PRPs se incubaron a 3°C en
oscuridad por 30 min con 0.1mmol/L de mepacrina (Sigma). Luego de tres lavados con
el buffer CGS (0.109 mol/L citrato trisddico, 30 mmol/L glucosa, 0.15 mol/L cloruro de
sodio) las plaquetas se resuspendieron en CGS buffer a una concentracion de 2x10’
células/L. El contenido de mepacrina de las plaquetas se determiné por citometria de
flujo (rango de emision de la mepacrina: 520-530 nm). La poblacion de plaquetas fue
definida por su posicion especifica en el grifico de tamafio (FSC) versus complejidad
(SSC) y se determiné el porcentaje de células positivas para mepacrina, considerando la

autofluorescencia como control negativo.

3.2.4- Estudios histologicos en rifion

3.2.4.1- Procesamiento del tefido y tinciones de rutina

Los animales de los distintos grupos experimentales fueron sacrificados a las 72
hs luego de la inyeccion de la Stx2. Se extrajeron ambos rifiones de cada ratén (ocho por
grupo) y se cortaron longitudinalmente. Luego de la fijacion con formalina al 10%, el
tejido se embebid en parafina y se secciond. Estas secciones fueron tefiidas con
hematoxilina y eosina (H-E) y el acido periédico de Schiff (PAS) y examinadas por
microscopia optica. Se evalu6 la injuria glomerular por la presencia de hipercelularidad

mesangial, retraccién glomerular y trombosis; para determinar la injuria tubular se
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examiné la presencia de alteraciones en el epitelio tubular, la integridad de la membrana

basal y la necrosis. Asimismo, se registrd la presencia de congestion vascular intersticial.

3.2.4.2-_Inmunohistoquimica para fibrinégeno

Para determinar la presencia de trombos en el tejido renal de los distintos grupos
experimentales, se realiz una inmunomarcacion para fibrindgeno en secciones de rifidn.
Para ello se utilizo un anticuerpo especifico de conejo anti-fibrindgeno humano (1:50;
DAKO Corp., CA, USA) que presenta reaccion cruzada para el fibrindgeno de raton. La
peroxidasa enddgena se bloqued con 0.5% de peroxido de hidrégeno y la deteccion se
realizd con un kit comercial (DAKO LSAB 2-System HRP-DAB). Luego de efectuar
una coloracion de contraste con hematoxilina se determiné el nimero de glomérulos
positivos para fibrindgeno en un total de 100 glomérulos y se expresé el resultado como

porcentaje.

3.3- Estudios en humanos

3.3.1- Pacientes

3.3.1.1- Caracteristicas generales de los pacientes y controles

Se estudiaron 12 nifios con diagnéstico de D+SUH tratados en el Hospital Nacional
de Pediatria “Juan P. Garrahan”, Buenos Aires y 15 provenientes del “Hospital del Nifio” de
San Justo. Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica de ambos Hospitales y todos los
pacientes fueron incluidos luego de haberse obtenido el consentimiento de sus padres. Los
criterios de diagnéstico fueron anemia hemolitica miroangiopatica con presencia de
esquizocitos, trombocitopenia (recuento de plaquetas <170x10°/L) y dafio renal agudo
(niveles de creatinina en suero >106.0 umoVL). Todos los pacientes desarrollaron D+SUH
luego de un cuadro de gastroenteritis con diarrea sanguinolenta, (entendiéndose por diarrea
mas de tres deposiciones por dia en el lapso de dos dias como minimo). Si bien dos de los
pacientes no presentaron todos los criterios anteriormente mencionados en el momento de
obtencion de la muestra (pacientes 12 y 14), de ambos se aislo la cepa E. coli O157:H7
productora de Stx, y por lo tanto fueron incluidos en el estudio. En catorce de los 27

pacientes se encontr6 E. coli 0157 productora de Stx, diagnosticado por cultivo de materia
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fecal, y/o anticuerpos anti-Stx en suero. El rango de edades se encontraba entre los 10 meses
y 7 afios, presentandose 13 mujeres y 14 varones. Las muestras de sangre fueron tomadas
antes de la dialisis y/o transfusion, en distintos dias luego del inicio de la diarrea, y la mayoria
de ellos fueron dializados dentro de las 24 horas desde la admisién. Uno de los nifios murid
luego de 15 dias de internacion, y en algunos casos se obtuvo una segunda muestra de sangre
tomada luego de un mes del periodo agudo. Los datos clinicos y bioquimicos en el momento
de la toma de muestra de los pacientes se detallan en la Tabla 3.3.1. Se indican los
parametros mas relevantes de la funcion renal y aquellos importantes para nuestro estudio.
Debido a que el estudio con los PMNs se llevo a cabo dentro de las dos horas desde
el momento de la extraccidn, no se disponia en el momento de chicos controles, por lo que
para cada muestra se llevo un control voluntario adulto del Departamento de Hemostasia de
la Academia Nacional de Medicina que fue procesado y analizado en paralelo. En el
protocolo ensayado se incluyeron tres grupos controles adicionales, cuyas muestras de sangre
fueron procesadas de igual forma:
(1) nifios sanos (S) admitidos para cirugias de rutina no relacionadas con procesos
infecciosos, con parametros hematoldgicos y renales normales;
(2) nifios con dafio renal cronico y concentraciones elevadas de urea y creatinina en
suero (U) cuyas edades estaban comprendidas entre 12 meses y 6 afios. Los
niveles séricos de urea y creatinina se encontraban entre 13.2 a 29.3 mmol/L y
132.6 a 539.2 umol/L, respectivamente;
(3) nifios con neutrofilia (N) por estar cursando alguna infeccion aguda no
relacionada con el D+SUH. Sus edades estaban comprendidas entre los 6 meses
y 10 afios. Sus niveles de leucocitos periféricos se encontraban entre 12 y 40x10°
células/L, y el porcentaje de PMNs era mayor del 75%. El recuento plaquetario,
urea, creatinina y hematocrito se encontraban entre los valores normales.
Todos los ensayos no pudieron realizarse en todos los pacientes ya que el volumen de
sangre obtenido resultaba limitante. Debido a que el nimero de individuos varia en los
distintos ensayos realizados, el mismo se especifica en la seccién de resultados en la leyenda

de cada figura.
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Tabla 3.3.1
Datos clinicos y bioquimicos de los pacientes con D+SUH

dad Iniciode  Duracionde Diasde RLT® % Plaquetas Urea Creatinina

Paciente .o5es)5%° 1 diarrea®  (dias)  didlisis x10/L PMN xI0%L mmol/L pmol/L

Diarrea Anuria

1 12 M 2 7 7 9 18.3 55 100 252 468.5
2 32 M 2 8 6 6 128 76 40 18.7 406.6
3 16 M 3 5 4 3 189 53 54 38.7 486.2
4 84 M 2 4 1 1 214 76 19 23.5 433.2
5 10 F 6 7 15 13 19.1 70 32 303 265.2
6 44 F 3 8 No No 11.8 67 40 16.8 238.7
7 20 F 5 5 22 26 19.7 75 106 46.5 548.1
8 32 F 5 9 No No 21.1 71 65 18.5 389.0
9 37 M 5 6 15 18 13.7 69 46 52.2 574.6
10 18 F 4 7 9 11 259 64 80 29.2 397.8
11 73 F 5 6 No No 12.1 60 62 36.3 300.6
12 14 F 11 6 No No 9.1 32 138 9.2 61.9
13 31 M nd. n.d. n.d. No 13.6 50 143 nd. 256.6
14 13 M n.d. n.d. nd. 6 235 72 214 19.0 2743
15 13 M 3 5 11.2 52 nd. 14.3 381.4
16 27 F 3 8 No 16.5 52 69 17.0 283.2
17 183 M 3 4 2 104 68 95 23.0 486.7
18 54 F 2 2 30 23 324 66 97 29.0 424.7
19 29 M n.d. n.d. n.d. 2 17.7 81 170 21.1 539.8
20 10 M 2 2 1 No 522 80 167 15.5 221.2
21 30 F 3 5 13 12 27.0 85 23 14.0 230.0
22 9 M 3 5 13 17 228 75 19 20.0 610.0
23 29 F 5 6 7 8 136 60 30 24.6 579.0
24 36 F 3 5 2 No 139 60 90 14.6 513.0
25 27T M 1 1 2 No 154 63 65 233 2743
26 36 F 6 7 No No 14.1 58 29 233 151.3
27 24 M 4 n.d. n.d. 5 270 86 16 18.0 318.0
Media 29 4 6 7 6 19.0 65 78 23.9 370.7
Rango (9-84) (1-11) -9 (0-30) (0-26) (9.1-32.0) (32-86) (16-214) (9.2-32.2) (61.9-579.0)

*Dias que pasaron desde el inicio de la diarrea hasta ¢l momento de la obtencion de la muestra.
*RLT, recuento de leucocitos totales; n.d.: no determinado
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3.3.1.2- Degranulacion de [os PMNs en pacientes con D+SUH.

La expresion de la MPO total (expresion total y contenido intracelular) fue

12

utilizada como un indicador de la degranulacién de los PMNs '*!, La sangre fue
procesada siguiendo las instrucciones del reactivo de permeabilizacion Fix & Perm
(Caltag Laboratories). Brevemente, se incubaron 100 pl de sangre con el reactivo de
fijacion por 15 min, se realizd un lavado con PBS, y se incubd por 15 min con el reactivo
de permeabilizacion y el anticuerpo especifico. Este procedimiento permite la entrada del
anticuerpo a la célula dejando la morfologia de la misma intacta '*>. El respectivo control
de isotipo fue ensayado en paralelo. Luego de un lavado con buffer fosfato salino (PBS)
las células se resuspendieron en 0.3 ul de ISOFLOW. La fluorescencia fue medida por

citometria de flujo.

3.3.1.3- Medicion del aumento en membrana de los marcadores CD116

Yy D666 (respuesta de degranulacion) en respuesta a la

estimulacion con distintas citoquinas: TNF-q, IL-8 y G-CSF.

Cien microlitros de sangre entera fueron incubados con 50 pg/ml de TNF-a, 100
ng/ml de IL-8 y 10 ng/ml G-CSF. Para elegir la concentracién y tiempo 6ptimo de
respuesta para cada citoquina se realizaron previamente curvas utilizando PMNs de
dadores adultos normales. Para evaluar la sobre-expresion de los marcadores se incubd la
sangre con las distintas citoquinas por 30 min para el CD11b y por 2 hs para el CD66b a
37°C en 5% CO,. Transcurrido ese tiempo, la sangre fue colocada a 4°C e incubada con
el anticuerpo especifico por 30 min, los eritrocitos lisados con la solucion de lisis FACS
y la fluorescencia evaluada por citometria de flujo. Los resultados se expresaron como el
aumento respecto del basal (sin citoquinas), donde un valor de 1 significa ausencia de

cambios.

48



Respuesta inflamatoria y SUH

3.3.2- Estudios in vitro en PMNs fhumanos de dadores normales adultos

3.3.2.1- Efectos directos de la urea
La sangre de controles sanos adultos se premcubd con 33.4 mmol/L de Urea
(Biopack, Sistemas Analiticos, Buenos Aires, Argentina) a 37°C en 5% CO, por cuatro horas.
Luego se tomo una alicuota para evaluar los parametros fenotipicos en sangre entera y el
resto se proceso para obtener los PMNs y realizar estudios funcionales de la manera descripta

para los pacientes.

3.3.2.2- Efectos directos de la Stx

Dadores voluntarios adultos se utilizaron para evaluar los efectos in vitro de la
Stx1 y 2 sobre los PMNs humanos. Los PMNs fueron aislados e incubados a una
concentracién de 2x10° células/ml por distintos tiempos (20 min, 2, 6 y 24 hs) con
diferentes concentraciones de Stx. La concentracion maxima utilizada fue de 1x107'M, la
cual corresponde al valor del Kd reportado para la unién de la Stx-FITC a PMNs
humanos 6. Luego de la incubacién, las células fueron centrifugadas y los sobrenadantes
colectados para evaluar la cantidad de toxina no unida en ensayos de citotoxicidad en
células Vero. Los PMNs fueron lavados, y se determinaron distintos marcadores de
activacion (FcyRIII, CD66b, CD11b y MPO) por citometria de flujo. Por otra parte, la
unién de la Stx1 y 2 a los PMNs se determind por citometria de flujo por
inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos anti-Stx (10 pg/ml) y un segundo
anticuerpo anti-ratén conjugado con PE. En experimentos adicionales se preincubaron
los PMNs en placas de 24 pozos cubiertas con fibrinogeno (250 pg/ml) o con TNF-a o
LPS (100 ng/ml y 1 pg/ ml, respectivamente) por 30 min a 37°C; luego se adicioné la
Stx2 y se incubd durante distintos tiempos, transcurrido el cual se analizaron los mismos
parametros.

El porcentaje de apoptosis de PMNs incubados por 24 hs con Stx2 (1x107M) a

37°C en 5% CO-. fue medido como se indica a continuacion.
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3.3.2.3- Cuantificacion de la apoptosis de PMNs por tincién con Ioduro
de Propidio

La proporcion de PMNs que muestran un pico de DNA hipodiploide, el cual
representa las células apoptoticas, se determiné luego de 24 hs de incubacion con la Stx2. Las
células se lavaron, resuspendieron en buffer 0.1% citrato de sodio, 0.1% Triton X-100 con 50
pg/ml de Ioduro de Propidio y se incubaron 30 min a 4°C. La fluorescencia roja de los

nucleos individuales se midid por citometria de flujo. El pico de fluorescencia rojo
perteneciente a los PMNs con contenido de DNA normal (diploide) fue ubicado en el canal
250 de la escala logaritmica. Los micleos apoptoticos emitieron fluorescencia entre los
canales 4-200.

3.4- Estadistica

Los datos se expresaron como la media + el error estandar (ES). Para los
experimentos con animales las diferencias se analizaron usando un andlisis de varianza
(ANOVA). Los grupos individuales se compararon usando un test de t de Student, no
pareado. Para el andlisis estadistico de los resultados con pacientes se utilizo el test no
paramétrico Mann-Whitney no pareado. Para la evaluacién de los parametros bioquimicos e
inmunoldgicos se utilizd el test de correlacion de Spearman’s, no paramétrico de dos colas no

pareado. En todos los casos, un p<0.05 fue considerado significativo.
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4.1.1- Efecto de la Stx2 en leucocitos circulantes

La neutrofilia es una caracteristica comin de los cuadros de D+SUH, asi como
también de otras infecciones bacterianas. Sin embargo, a diferencia de otras infecciones,
en el D+SUH la neutrofilia esta asociada a un mal pronéstico *~%. El efecto directo de la
Stx sobre el numero absoluto y el porcentaje de leucocitos en circulacién no se ha
podido determinar en humanos, ya que los LPS (componente principal de la pared de las
bacterias gram negativas) acompaiia las infecciones naturales asociadas con el desarrollo
del SUH. Sin embargo, el modelo murino permite investigar la influencia de la Stx pura
en las poblaciones leucocitarias, independientemente de los posibles efectos de los LPS.

Trabajos anteriores de nuestro grupo han demostrado que la inyeccion
endovenosa de 1 ng de Stx2 en ratones provoca sintomas neurologicos, seguidos de
coma y muerte a los 3 a 4 dias luego de su inoculacién *'*'. Por este motivo, ratones
inyectados con la misma cantidad de toxina, fueron sangrados 72 hs post-inoculacion
para realizar un recuento absoluto y diferencial de los leucocitos periféricos. En
comparacion con el grupo control inoculado con solucién salina, los animales tratados
con la Stx2 presentaron un leve aumento en el numero total de leucocitos circulantes.
Cuando se analizaron las distintas poblaciones por recuento diferencial, se encontré que
el numero de células mononucleares disminuyd, mientras que la poblacion de PMNs se

incremento significativemente (Tabla 4.1.1).

Tabla 4.1.1. Numero absoluto y relativo de leucocitos en sangre periférica

Leucocitos PMNs Células mononucleares
(cél/mm’) (céVmm’) (céV/mm”)
media +ES media +ES media +ES

Control (n=16) 9257 £ 512(100%) 3706 % 625 (40%) 5551 £ 401 (60%)

Stx2 (n=16) 10328 + 1078 (100%) 7363 + 669 (71%)* 2965 + 452 (29%)*

.o~ animales fucron sangrados 72 hs lucgo de la inyeccion de la Stx2. y se realizo un recuento
diterencial en camara de Neubauer. El poreentaje de PMNs v células mononucleares se
cncuentra expresado entre paréntesis. *p<0.05 comparado con ¢l grupo control.
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Con el fin de evaluar los cambios en las poblaciones leucocitarias, se analizo el
porcentaje de células B y T en circulacion, asi como también las poblaciones CD4+ y
CD8+, por citometria de flujo 72 hs luego de la inoculaciéon con la Stx2. Aunque se
observd una pequefia disminucion en el numero de células positivas para
inmunoglobulinas de superficie (marcador de células pertenecientes al linaje B), no se
encontraron diferencias significativas en las poblaciones B o T, CD4, CDS8, entre el
grupo control y el inoculado con la Stx2. Nuevamente, el nimero de células positivas
para el marcador del linaje mieloide CD11b, se encontré aumentado significativamente

en los ratones inoculados con la Stx2 (Figura 4.1.1).

Sangre periférica

Porcentaje de células positivas

4 CD3 CD4 CD8 CDII1b

IB Control m Stx2 1

Figura 4.1.1. Porcentaje de leucocitos periféricos. Luego de la inyeccion con la Stx2 los
animales fueron sangrados y los eritrocitos lisados. 100 pl de sangre fueron incubados con los
MoAc dirigidos contra distintos marcadores de leucocitos. Cada barra representa la media
aritmética + ES del porcentaje de células positivas (n= 7 ratones). * p< 0.05 comparado con ¢l
grupo control.

Por otra parte, debido a que durante el desarrollo de una respuesta inmune
pueden existir alteraciones en las poblaciones leucocitarias en los 6rganos linfaticos, se
estudiaron los mismos marcadores en el bazo de ratones tratados con la Stx2, 72 hs
luego de la inoculacion (Figura 4.1.2). No se encontraron diferencias para los
marcadores ensayados, si bien existe un leve aumento del marcador CD11b en los

animales inoculados con la Stx2.
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Debido a que la neutrofilia puede ser acompafiada con una reduccion en la
poblacion de PMNs de médula 6sea '*°, a continuacion evaluamos la procedencia de los
PMNs en nuestro modelo. Para ello se cuantifico el nimero de células mieloides
presentes en médula ¢sea midiendo la actividad de la enzima mieloperoxidasa (MPO) a
distintos tiempos luego de la inyeccion de la Stx2 por dos metodologias diferentes. En
ninguno de los dos casos se observaron diferencias entre el grupo control y el tratado

con Stx2 (datos no mostrados).

4.1.2- Cinética de la neutrofilia inducida por la Stx2

Se estudi6 el curso de la neutrofilia relativa a distintos tiempos en ratones control
(solucion salina) y tratados con la Stx2. Como fue descripto previamente, la inyeccion
intraperitoneal de 5 pg de LPS 1 hora antes de la inyeccion de la Stx2 provoca una
potenciacion en la toxicidad de la toxina medida como porcentaje de muerte . En
consecuencia, este grupo, asi como también su respectivo control con LPS solamente,
fueron incluidos en el esquema experimental con el fin de estudiar el efecto de los LPS
en la neutrofilia inducida por la Stx2. Como muestra la Figura 4.1.3 los LPS indujeron
un descenso en el porcentage de PMNs a los 60 min luego de su inoculacion, seguido
por una marcada neutrofilia que fue maxima a las 24 hs, retornando a valores basales a
las 72 hs. Por el contrario, la Stx2 indujo un aumento lento pero sostenido en el tiempo

en el porcentaje de PMNSs. El efecto del LPS en la neutrofilia mediada por la Stx2 fue
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una suma de los efectos de cada tratamiento ya que se observé tanto el descenso
provocado por los LPS a los 60 min, como la sostenida neutrofilia de las 72 hs inducida
por la Stx2. Esto implicaria que los efectos del LPS y la Stx2 en la neutrofilia serian dos

fendmenos independientes.

80 4+

Porcentaje de PMNs

10

| j
24 Tiempo (horas) L

—_—

o Control —#— LPS —e— Stx2 LPS(-1h)+Stx2 ‘

Figura 4.1.3. Cinética de la neutrofilia relativa inducida por la Stx2. Grupos de animales fueron
sangrados antes (tiempo 0) y a distintos tiempos luego de la inoculacion de la Stx2, como se
indica en la figura. La poblacion de PMNs fue identificada usando los graficos de tamaiio vs
complejidad, obtenidos por citometria de flujo. Cada punto indica ¢l promedio + ES (n= 9-25
ratones) del porcentaje PMNs a los distintos tiempos. * p< 0.05 vs. control; + p<0.05 vs. Stx2.

4.1.3- Expresion del marcador (D116 en los PMNs circulantes.

La activacion temprana de los PMNs induce rapidos cambios cualitativos y
cuantitativos en la expresion de la molécula CD11b ', Por este motivo, se evaluaron los
efectos de la Stx2 y los LPS en la expresion del CD11b. Los resultados revelan un
aumento transitorio y rapido en la expresion del marcador CD11b en respuesta a los
LPS, mientras que la Stx2 indujo un incremento menor pero sostenido en el tiempo, que

se mantuvo hasta la muerte de los animales (Figura 4.1.4). El grupo inyectado con LPS
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y Stx2 presentd el mismo aumento que el observado para los LPS a tiempos tempranos,
mientras que el efecto desaparecio a las 24 hs y la expresion del CD11b retorné a valores
normales a las 72 hs, probablemente debido a los mecanismos antiinflamatorios de los

LPS per se que estarian contrarrestando los efectos de la Stx2.
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Figura 4.1.4. Expresion del marcador de membrana CD11b en los PMNs circulantes. Los
animales fueron sangrados a diferentes tiempos luego de cada tratamiento. Los eritrocitos fueron
lisados y las células incubadas con un anti-CD11b. La intensidad de fluorescencia de las c¢lulas
positivas para ¢l CD11b fue determinada en la region correspondiente a los PMNs segun tamafio
y complejidad. A- Histograma representativo de la expresion del CD11b en PMNs 72 hs luego de
la inoculacion con solucion salina (linca celeste), Stx2 (linea rosa) o LPS (linca verde). La linca
negra corresponde al control de isotipo. La ordenada y la abscisa representan ¢l namero de
células y la intensidad de fluorescencia, respectivamente. B- Cada barra representa el porcentaje
de aumento de la intensidad media de fluorescencia (IMF) con respecto al grupo de ratones
control. Cada valor indica ¢l promedio + ES de 9-25 ratones. * p<0.05 vs. control; + p<0.05 vs.
Stx2.

4.1.4- Efectos de la Stx2 en la adherencia y migracion de los PMNG.

Debido a que el dafio endotelial provocado por la Stx2 podria verse potenciado
por la adherencia de los PMNs a los vasos, se evaluo el efecto in vivo de la Stx2 en la
adherencia de los PMNs a los vasos del pulmén. Como fue descripto previamente, existe
una fuerte correlacion entre el nimero de PMNs intravasculares y el contenido en el
pulmén de la enzima MPO '®, En consecuencia, este parametro fue medido con el fin de

cuantificar el secuestro de PMNs en pulmén a las 72 hs luego de la inoculacion de la
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Stx2. La Stx2 indujo un aumento significativo del contenido de MPO (Figura 4.1.5A).
Estos resultados sugieren que los PMNs son capaces de adherirse a la microvascualtura
en respuesta a la Stx2.

Con el objetivo de determinar la capacidad de los PMNs provenientes de
animales inoculados con Stx2 de migrar a un sitio inflamatorio, se realizd un ensayo in
vivo utilizando la inyeccion intraperitoneal de tioglicolato (TG) como agente
inflamatorio. Como se muestra en la Figura 4.1.5B, a las 72 hs luego de la inyeccion de
Stx2, el nimero de PMNs capaces de migrar a la cavidad peritoneal en respuesta al TG

en el grupo Stx2 es significativamente menor comparado con el grupo control.
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Figura 4.1.5. A- Contenido de la MPO en pulmon. A las 72 hs luego de la inyeccion de Stx2 los
pulmones de los ratones fueron extraidos y procesados como se indica en materiales y métodos.
La actividad de la MPO fue determinada. n=7-11 animales por grupo. B- Namero de PMNs en la
cavidad peritoneal 4 hs  después de la inyeccion de TG a las 72 hs luego de la inoculacion de la
Stx2. n=12 animales por grupo. Las barras dec ambos graficos representan la media aritmética +
ES. * p<0.05 con respecto al grupo control.

4.1.5- Efectos de la Stx2 sobre la citotoxicidad de los PMNG.

Debido a que diversos estimulos activadores de los PMNs aumentan las funciones
citotoxicas dependientes de los receptores para la porcion Fc de las inmunoglobulinas G

(RFcy) "%, se evaluo la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (CCDA) en
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los PMNs de sangre periférica de ratones individuales inoculados con la Stx2. Como se
muestra en la Figura 4.1.6 la Stx2 indujo un aumento significativo de la CCDA en todos

los tiempos evaluados.

Figura 4.1.6. Efecto del tratamiento con
90 Stx2 en la citotoxicidad de los PMNs. A
distintos tiempos luego de la inoculacion de
la Stx2, los animales fueron sangrados y
sus PMNs aislados como se describe en
materiales y métodos. Las células (1x10°
PMNs) fueron incubadas durante 18 hs a
37°C con 2x10° globulos de pollo
sensibilizados, marcados con 'Cr. El
porcentaje de citotoxicidad dependiente de
anticuerpos (CCDA) fue medido y
expresado como se indica en materiales y
métodos. Cada barra representa la media +
ES de 8 animales por grupo. * p< 0.0001,
Control | 24h 48 h 2h , + p< 0.01 y # p< 0.05, comparado con el

Stx2 grupo control.

% CCDA

4.1.6 - Correlacion entre el porcentaje de PMNS y el dafio renal inducido

por la Stx2.

Considerando que en el modelo murino de SUH la muerte de los animales esta
asociada al dafio renal, el curso de la enfermedad puede seguirse determinando
bioquimicamente la creatinina y/o la uremia tras la inyeccion de la Stx2 ». Si bien la
medicion de creatinina resulta mas adecuada como parametro de dafio renal, el volumen
de plasma requerido para su medicion es equivalente al plasma obtenido de un volumen
de sangre que corresponde a toda la volemia del animal. Por esta razén y debido a que en
muchos experimentos realizamos determinaciones cinéticas, en la practica utilizamos la
uremia para evaluar el estado renal de los animales, que como fue demostrado por
Palermo et al., resulta tan buen parametro como la creatinina >, En la Figura 4.1.7A se
muestra que en los animales del grupo control los niveles de urea en plasma
permanecieron normales a las 24, 48 y 72 hs luego del respectivo tratamiento (rango
entre 45-60 mg%). Sin embargo, en los ratones tratados con la Stx2, los niveles de urea

aumentan progresivamente en el tiempo luego de la inyeccion alcanzando valores muy
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elevados a las 72 hs (rango entre 150-357 mg%). Con el objetivo de analizar la relacién
entre la neutrofilia y el desenlace de la enfermedad, se analiz6 la correlacion entre el
porcentaje de PMNs y la uremia en los animales tratados con la Stx2. Se obtuvo una
fuerte correlacion positiva entre estos dos parametros, sugiriendo una conexion entre la

neutrofilia y la severidad del dafio inducido por la Stx2 (Figura 4.1.7B).
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Figura 4.1.7. A- Niveles de urea en plasma luego de la inyeccion de Stx2. *: p< 0.05 vs grupo
control; #: p<0.05 vs Stx2 24 y 48 hs B- Correlacion entre ¢l porcentaje de PMNs y la urea
plasmatica. El porcentaje de PMNs en sangre periférica fue determinado 24, 48 y 72 hs luego del
tratamicnto con la Stx2. La urea en plasma fue simultaneamente medida en las mismas muestras.

4.1.7- Efecto de la deplecion de PMNS en la mortalidad inducida por Stx2

Con el objetivo de determinar el papel patogénico de los PMNs en el curso del
SUH, se realizaron experimentos donde se estudio la toxicidad de la Stx2 en ratones
deplecionados de PMNs. Los animales fueron inyectados con un anticuerpo anti-PMN de
raton obtenido en conejo, con el cual se obtuvo una disminuciéon en el nimero de PMNs
aproximadamente del = 70%, que se mantuvo durante todo el experimento. La Stx2 fue
inyectada y se evalud la sobrevida a lo largo del tiempo. Como se muestra en la Figura
4.1.8A, los animales tratados con Stx2-+anti-PMN mostraron un aumento significativo en
el porcentaje de sobrevida claramente observable a los 3-4 dias luego de la inyeccion con

Stx2. Por otra parte, la proteccion mediada por la deplecion de PMNs se tradujo en
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menores niveles de urea en sangre, como se muestra en la Figura 4.1.8B. Estos
resultados demuestran el papel central de los PMNs como potenciadores de la toxicidad
de la Stx2. Para evaluar el periodo, en el curso de la patologia, en el cual la ausencia de
PMNs es mas relevante, el anticuerpo anti-PMN fue inyectado a los ratones a distintos
tiempos con respecto de la inoculacion de la Stx2 segun el siguiente esquema: grupo
anti-PMN temprano: 4 hs antes, en el momento de la inyeccion con la Stx2 y durante las
primeras 24 hs post-Stx2; grupo anti-PMN tardio: a partir de las 48 hs post-Stx2 hasta la
muerte de los animales. En estos dos grupos la deplecion de PMNs no modificé la
mortalidad inducida por la Stx2, asi como tampoco los niveles de urea en plasma. Estos
resultados indican que s6lo la deplecion sostenida en el tiempo es capaz de disminuir los

efectos toxicos de la Stx2.
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Figura 4.1.8. Efccto de la deplecion de PMNs en la mortalidad inducida por la Stx2. A- Los
animales fueron inyectados con un anticuerpo anti-PMN 4 hs antes, en ¢l momento de la
inyeccion con la Stx2 y luego cada 12 hs, de manera de mantener la neutropenia a lo largo del
experimento. Los puntos indican la media aritmética del porcentaje de vida de tres experimentos
(n= 30-34 animales por grupo). B- Niveles de urea en plasma a las 72 hs luego de la inyeccion de
Stx2. * p<0.05 comparado con ¢l grupo tratado con Stx2, Stx2+anti-PMN temprano y
Stx2+anti-PMN tardio.
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Resumen capitulo 4.1:

1. La inyeccion de Stx2 en el ratdn provoca un aumento en el nimero absoluto y el

porcentaje de PMNs periféricos.

©

La neutrofilia observada se correlaciona con el dafio renal determinado como

urea en plasma.

3. Luego de la inyeccion de la Stx2 los PMNs presentan un fenotipo de activacion
evidenciado por:

* mayor expresion del marcador de activacion CD11b

« aumento de la capacidad citotoxica

> mayor adhesién al endotelio pulmonar y menor extravasacion a sitios
inflamatorios, lo que evidencia una proceso de activacion en periferia

debido probablemente al dafio endotelial asociado.

4. La eliminacion de los PMNs del sistema protege a los ratones de la muerte y
dafio renal.

Estos resultados indican la participacion directa o indirecta de este tipo celular

como un factor de potenciacion del dafio mediado por la Stx2.
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4.2.1-Recuento absoluto de leucocitos en sangre periférica

El nimero de linfocitos y PMNs fue determinado en las muestras de sangre periférica
de los distintos grupos clinicos incluidos en este estudio. Las caracteristicas particulares de
estos grupos se encuentran en la seccion materiales y métodos, punto 3.3.1.1. Como se
observa en la Figura 4.2.1 no se observan diferencias significativas entre grupos en el nimero
de linfocitos, mientras que los PMNs de los grupos de pacientes con D+SUH y neutrofilicos

se encuentran significativamente aumentados con respecto de los demas grupos estudiados.

Linfocitos PMNs

CéL10°/L

CéL10°/L

SUH SUHrec S N u SUH SUHrec S N U

Figura 4.2.1- Recuento total de leucocitos de las poblaciones clinicas incluidas en el estudio. El
numero de linfocitos (4) y PMNs (B) fuc determinado en una camara de Neubauer lucgo de diluir la
sangre en una solucion de 2% de acido acético y fue expresado por 10°/L. Cada barra representa la
media aritmética + ¢l ES. * p<0.05 comparado con ¢l grupo de nifios con D+SUH en el periodo agudo.
Grupo SUH: n=26; grupo SUH rec: n=11; grupo S: n=30; grupo N: n=20; grupo U: n=12.

4.2.2- Expresion de marcadores de activacion en PMNs de sangre periférica

Considerando que las [, integrinas y los FcyRs son requeridos para la adhesion y
diversas respuestas inflamatorias mediadas por los PMNs *'*’, la expresion en la superficie
del FcyRII (CD32), FeyRIII (CD16) y CD11b fue investigada en los pacientes con D+SUH,
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los urémicos cronicos (U) y los nifios sanos (S). Todas las determinaciones se realizaron en
100 pl de sangre entera como se describe en materiales y métodos, de manera de evitar
cualquier activacion debida al manejo metodoldgico. Los resultados que se muestran en la
Figura 4.2.2 indican que los PMNs de los pacientes con D+SUH presentan una significativa
disminucion de la expresion del FcyRIII en comparacion con S y U, aunque en este tltimo

grupo se observa una disminucion significativa del FcyRIII al comparar con S.

Figura 4.2.2. Expresion en
membrana del marcador FeyRIII
(CD16) en los pacientes con
D+SUH, U y S. Se¢ incubaron 100
pl de sangre entera con un
anticuerpo  especifico  dirigido
contra ¢l FeyRIII humano. A- Los
PMNs fueron identificados por su
perfil de tamafio (FSC) versus
complejidad (SSC) como sc
muestra en la figura, y sc
determind la  densidad  de
fluorescencia de las células dentro
de esta region. S¢ muestra un
histograma representativo de la
expresion en PMNs del FeyRIII de
§ un paciente con D+SUH (linca
gruesa), un control sano (linca
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fina, y ¢l control de isotipo (linca
puntecada). La ordenada y la
abscisa representan ¢l nimero de

células y la intensidad de
fluorescencia, respectivamente.

B- Valores individuales de la
expresion del FeyRIII en los
PMNs de¢ los distintos grupos
clinicos. Cada valor muestra el porcentaje de IMF, considerando como 100% la IMF de un
control sano adulto procesado de la misma manera y al mismo tiempo. Las lincas horizontales
representan el valor promedio para cada grupo. Grupo S: n=30; grupo SUH: n=26; grupo U:
n=11.

SUH U
(A

p<0.01 p<0.05
p<0.01

En diez de los once nifios que fueron analizados al mes del periodo agudo se encontrd

una recuperacion en la expresion de membrana del FcyRIII (Figura 4.2.3).
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Figura 4.2.3. Expresion del FcyRIIl (CD16) en la membrana de los PMNs de once
pacientes con D+SUH en el periodo agudo de la enfermedad y tras su recuperacion
clinica. Los simbolos del lado izquierdo corresponden a los pacientes en el periodo

agudo (SUH) y los de la derecha a los mismos pacientes luego de su recuperacion clinica
(SUH rec).

Por el contrario, la expresion del FcyRII no mostr ninguna variacion entre grupos,
asi como tampoco se observé una induccion del FcyRI (CD64) en los pacientes con D+SUH

0 los U (resultados no mostrados).

La expresion del CD11b también se encontré disminuida en los PMNs de los
pacientes con D+SUH respecto al grupo S. Debido a que los U mostraron una gran
dispersion en la expresion de este marcador, la media no result6 significativamente distinta de
la encontrada en los pacientes con D+SUH o los S (Figure 4.2.4A). Tras la recuperacion
clinica de los pacientes este marcador, considerando las poblaciones como un todo, aumenté
hasta los niveles de los nifios sanos (Figura 4.2.4B). Sin embargo, considerando los datos
individuales en los que se tiene la misma muestra en el periodo agudo y un mes después, en la
mitad de los casos se observo aumento mientras que en los demas la expresion del CD11b

permanecio casi inalterada.
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Figura 4.2.4. Expresion del marcador CD11b en los PMNs en circulacion. A- Se incubaron 100 pl
de sangre entera de los pacientes con D+SUH y controles S y U con un anticuerpo especifico
dirigido contra ¢l CD11b humano. Las lincas horizontales representan ¢l valor promedio para
cada grupo. Grupo S: n=27; grupo SUH: n=22; grupo U: n=7. B- La expresion del CD11b s¢
cvalué en algunos pacientes con D+SUH luego del periodo agudo. Los simbolos del lado
izquierdo corresponden a los pacientes en el periodo agudo (SUH) y los de la derecha luego de la
recuperacion clinica (SUH rec). Las lincas conectan los datos correspondientes al mismo
paciente. La linea horizontal representa el valor promedio de ambas poblaciones. Grupo SUH:
n=19; grupo SUH rec: n=12.

4.2.3- Degranulacion de [os PMNG.

Como parametros de degranulacion de los PMNs nosotros evaluamos la expresion
del marcador CD66b y el contenido total de la enzima MPO. Mientras que el CD66b se
encuentra en la membrana de los granulos especificos y se expresa en la superficie celular
luego de la activacion y degranulacion, la MPO esta presente en los granulos azurdfilos y es
liberada al medio extracelular luego de la degranulacion del PMN "*'”*. La expresion de
ambos marcadores fue determinada por citometria de flujo.
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Los pacientes con D+SUH presentaron un amplio rango en el nivel de expresion
del marcador CD66b en la membrana de sus PMNs (Figure 4.2.5A); en consecuencia, la
media no resultod significativamente diferente de la de los controles S. Esta misma
heterogeneidad fue observada en diez pacientes analizados un mes después del periodo
agudo: tres de ellos mostraron un claro aumento en la expresion del marcador, cuatro no
mostraron cambios apreciables y en los otros tres se encontrd una disminucion de la

expresion del CD66b (Figure 4.2.5B).
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Figura 4.2.5. Expresion del marcador de degranulacion CD66b en la membrana de los PMNs en
circulacion. A- Los PMNs de los pacientes con D+SUH, y los controles U y S se evaluaron para
la expresion del CD66b en 100 pl de sangre entera, incubada con el anticuerpo especifico. Grupo
S: n=29; grupo SUH: n=22; grupo U: n=6. B- La expresion del CD66b también se evaluo en dicz
pacientes con SUH luego del periodo agudo. Los simbolos del lado izquierdo corresponden a los
pacientes en el periodo agudo (SUH) y los de la derecha a los mismos pacientes luego de su
recuperacion clinica (SUH rec). Las lineas horizontales en ambos graficos representan el valor
promedio para cada grupo.

Por el contrario, el contenido total de la enzima MPO en los pacientes con D+SUH
cursando la etapa aguda se encontr6 significativamente reducido (Figure 4.2.6), indicando
que los PMNs de los pacientes se encuentran degranulados. Solamente pudimos evaluar un
paciente luego de la recuperacion clinica, y encontramos un incremento de tres veces en el
contenido total de MPO al comparar con el periodo agudo.

En los U no se encontraron diferencias en el contenido de los granulos comparando

con los controles S.
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4.2.4- Estudios funcionales

Debido a que los pacientes con D+SUH presentaron una disminucion en la expresion
de membrana del FcyRIII y del CD11b, dos receptores involucrados directa e indirectamente
en funciones dependientes de FcyRs y que podrian participar en el dafio endotelial, a
continuacion evaluamos la citotoxicidad dependiente de FcyRs en los PMNss de los pacientes.
Se valoraron dos tipos de citotoxicidad, considerando que, aunque ambas son reacciones
extracelulares con liberacion de sustancias citotoxicas al medio, involucran mecanismos liticos
diferentes: la citotoxcicidad celular dependiente de anticuerpos (CCDA), y la citotoxcidad
dependiente de IROs disparada por complejos inmunes '*.

Como se muestra en la Figura 4.2.7A, la CCDA llevada a cabo por los PMNs de los
pacientes con D+SUH se encontr6 disminuida significativamente comparando con los
controles S. Nuevamente, se encontrd una recuperacion de esta funcion citotdxica en seis
pacientes estudiados luego del periodo agudo. Por el contrario, en la citotoxicidad
dependiente de IROs disparada por complejos inmunes, no encontramos ninguna alteracion
en los pacientes en el periodo agudo o luego de la recuperacion clinica (Figura 4.2.7B).
Estos resultados contradictorios sugieren que los PMNs de los pacientes no se encuentran
totalmente hipo-respondedores. Un aspecto para destacar es que tanto la CCDA como la
citotoxicidad mediada por IROs de los PMNs de los controles U se encontraron aumentadas,

si bien en este caso también se encontr6 una disminucion del marcador de membrana FcyRIII.
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Figura  4.2.7.  Citotoxicidad
mediada por los PMNs de pacientes
con D+SUH. Los PMNs de
pacientes y controles U y S se
purificaron y 2.5x10° células se
incubaron por 18 hs a 37° C con
2x10° eritrocitos  sensibilizados
marcados con 'Cr (A) o con
complejos inmunes OVA-anti OVA
y 2x10° eritrocitos no sensibilizados
marcados con 'Cr (B), con el
objetivo de medir la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos
(CCDA) o la mediada por radicales
libres del oxigeno  (IROs),
respectivamente. El porcentaje de
citotoxicidad se calculd como se
indica en materiales y métodos y
los resultados s¢  expresaron
considerando como 100% la
citotoxicidad obtenida a partir de
PMNs de un adulto sano procesado
de la misma manera y al mismo
tiempo. Cada barra representa la
media + ES de 8-12 nifios. *p<0.05
comparado con los nifios sanos (S),

+p<0.05 comparado con los pacientes con D+SUH cursando ¢l periodo agudo.

4.2.5- Efectos directos de la urea

Debido a que los niveles elevados de urea en plasma pueden inducir multiples efectos

205,206

, nos parecié importante medir todos los parametros fenotipicos y funcionales evaluados

para los pacientes, en PMNs controles luego de cuatro horas de incubacion con 33.4 mmol/L

de urea. Ninguna modificacion en los parametros estudiados fue observada (tabla 4.2.1).
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Tabla 4.2.1
Efectos directos de la urea sobre marcadores de activacion y citotoxicidad en PMNss.

Sin urea Con urea
(media + ES) (media + ES)
FeyRIII (IMF) 2103 +639 2174 + 573 n.s.
CD11b (IMF) 658 + 127 563 +110 n.s.
CD66b (IMF) 233 +24 197 + 24 n.s.
MPO (IMF) 270 + 56 244 +39 I.S.
% CCDA 86+7 74+9 n.s.
Zﬁﬁ%ﬁfﬂfm 7947 72+ 10 n.s.

Sangre de 5 adultos sanos se incubd con 33.4 mmoVL de urea por 4 hs y la IMF de los
distintos marcadores y el % de citotoxicidad se determinaron como s¢ indica en materiales y
métodos. n.s.: no significativo.

4.2.6- Pardmetros fenotipicos y funcionales en nifios neutrofilicos

Con el objetivo de evaluar la especificidad de los cambios observados en los
PMNs de los nifios con D+SUH, a continuacién estudiamos los PMNs de nifios que
presentaban neutrofilia (N) causada por alguna infeccién aguda no relacionada con el
D+SUH. Como se muestra en la Figura 4.2.8A, aunque la expresién de membrana del
FcyRIII en los PMNs de los nifios N se encontr$ significativamente disminuida con
respecto de los controles S, esta disminucién fue significativamente menor al comparar
con los pacientes con D+SUH. Para los marcadores CD11b y CD66b no se encontraron
diferencias significativas entre ambos grupos, aunque para el dltimo marcador se observo
una distribucién mas homogénea, similar a la observada para los controles S (ver Figura
4.2.5). Por otro lado, la MPO total en los nifios N, se encontrd significativamente
aumentada con respecto a los pacientes con D+SUH y no fue diferente de la encontrada
para los controles S. La expresion normal del CD66b y de la MPO en los PMNs de los
nifios N, sugieren que estas células no han sido degranuladas.

Analogamente, la capacidad citotdxica de los PMNs de los pacientes N se encontrd

normal, tanto para la CCDA como para la citotoxicidad dependiente de IROs, y en ambos
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casos fue significativamente diferente de la citotoxicidad de los PMNs de los pacientes con

D+SUH (Figure 4.2.8B).
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Figura 4.2.8. Expresion en membrana de distintos marcadores y capacidad citotoxica de los
PMNss de nifios con neutrofilia (N). Comparacion con los pacientes con D+SUH.

A- Se estudio la expresion en membrana del FeyRIIL CD11b, CD66b y MPO total por citometria
de flujo, en PMNs de pacientes con neutrofilia no relacionada con D+SUH (N). Las lincas
horizontales representan el valor promedio para cada grupo. Grupo SUH: n=11-26; grupo N:
n=11-14. B- La CCDA o la citotoxicidad mediada por IROs se determiné en los PMNs de los
nifios con neutrofilia. El porcentaje de citotoxicidad se calculé como se¢ indica en materiales y
métodos y los resultados se expresaron considerando como 100% la citotoxicidad obtenida a
partir de PMNs de un adulto sano procesado de la misma manera y al mismo tiempo. Cada barra
representa la media + ES de 8-12 nifios. *p<0.05 comparado con los pacientes con D+SUH.

4.2.7- Respuesta de los PMNs peniféricos de pacientes a distintas citoquinas

Para determinar la capacidad de respuesta de los PMNs periféricos de los pacientes
con D+SUH, se evalu6 el aumento en la membrana de los marcadores de superficie CD11b y

CD66b por estimulacion con citoquinas relevantes en el curso del D+SUH por sus
propiedades modulatorias de la funcion de los PMNs (TNF-a, IL-8 y G-CSF). La Figura
4.2.9A muestra que la respuesta del marcador CD11b frente a las citoquinas IL-8 y G-CSF es

significativamente menor en la poblacion de nifios con D+SUH comparado con la de nifios S.

Si bien se observo la misma tendencia para el TNF-a, en este caso las diferencias no fueron
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significativas. Un mes luego del periodo agudo la respuesta no se restablecio para este
marcador. No se encontraron diferencias significativas al comparar los pacientes con D+SUH
con los nifios N.

La respuesta para el CD66b resulté significativamente menor en los pacientes con
D+SUH con respecto a los S con las tres citoquinas ensayadas (Figura 4.2.9B). Luego de la
recuperacion clinica de los pacientes la respuesta para el CD66b alcanzo los valores normales.
Los PMNs de los nifios N presentaron una respuesta similar a la de los controles S al ser
incubados con TNF-q, si bien con las otras dos citoquinas utilizadas la respuesta fue

comparable a la de los pacientes con D+SUH.

TNF 50 pg/ml IL-8 100 ng/ml G-CSF 10 ng/ml
4
35
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SUH SUH rec S N SUH  SUH rec S N SUH  SUH rec

Figura 4.2.9. Aumento en membrana del marcador CD11b y CD66b en los PMNs de los distintos grupos
luego de la estimulacion con distintas citoquinas. 100 pl de sangre entera fueron incubados con TNF-c, I1-8 y
G-CSF en las concentraciones indicadas en la figura. Transcurridos 30 min para el CD11b o 2 horas para el
CD66b, la sangre se incubd con el anticuerpo especifico de cada caso por 30 min a 4°C. Los eritrocitos fueron
lisados y el aumento en membrana del CD11b (A4) o del CD66b (B) fue determinado por citometria de flujo y
expresado como el aumento en la IMF con respecto del basal (sin citoquina). *p<0.05 vs. SUH. Grupo SUH:
n=10-12; grupo SUH rec: n=6; grupo S: n=10-14; grupo N: n=8-10.
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4.2.8- Correlaciones

Los datos inmunoldgicos, bioquimicos y clinicos de los pacientes con D+SUH en
el periodo agudo fueron correlacionados. Se encontrd una correlacion positiva entre el
porcentaje de PMNs y los dias de dialisis (r=0.4, p<0.05). Por otra parte, el porcentaje
de PMNs correlaciond negativamente con la expresion en membrana de los marcadores
de degranulacion CD66b y CD1lb (r=-0.5; p<0.05 en los dos casos) y ambos
marcadores correlacionaron positivamente entre si (r=0.7; p<0.01). Estos resultados
indican que en nuestra poblacion de pacientes la neutrofilia estd asociada a una mayor
gravedad del paciente y a una mayor degranulacién de sus PMNs.

Por otra parte, en la respuesta de degranulaciéon (Figura 4.2.9) se observaron
fuertes correlaciones positivas entre las distintas citoquinas tanto para el CD66b como
para el CD11b (CD66b: TNF-a e IL-8: r=0.7; p<0.01; TNF-a y G-CSF: r=0.8; p<0.001;
IL-8 y G-CSF: r=0.8; p<0.001. CD11b: TNF-a e IL-8: r=0.7; p<0.001; TNF-a y G-
CSF: r=0.9; p<0.001; IL-8 y G-CSF: r=0.7; p<0.01). Mas aun, a excepcion de la IL-8, se
observaron correlaciones positivas entre marcadores para una misma citoquina (7NF-a:
CD66b y CD11b: =0.7; p<0.01; G-CSF: CD66b y CD11b: =0.7; p<0.05). Estos datos
sugieren que la\respuesta de los PMNs de los pacientes es un fendmeno no especifico de

la citoquina utilizada o del marcador evaluado.

4.2.9- Efectos directos dé [a Stx2 sobre los PMNS humanos

Debido a que la unién de la Stx marcada con FITC a los PMNs humanos ha sido
reportada anteriormente ', a continuacion se estudiaron los efectos de la toxina sobre
distintos marcadores de activacion en PMNs humanos de voluntarios adultos. Como
primer paso se desed confirmar la unién de la Stx en nuestro sistema. Para tal fin se
utilizaron dos métodos diferentes luego de la incubacion de PMNs de adultos normales
con distintas concentraciones de Stxl y 2: a) observar directamente la unién por
citometria de flujo utilizando una marcacién indirecta con anticuerpos anti-Stx y un

segundo anticuerpo anti-raton conjugado con un fluorocromo; b) evaluar la actividad
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litica de la Stx no unida, es decir, la que permanece en el sobrenadante luego de la
incubacién con los PMNs, sobre células Vero. Se ensayaron distintas concentraciones de
toxina (10 nM, 1 nM, 0.1 nM y 0.01 nM) y tiempos de incubacion (20 min, 2 hs y 24 hs).
En los estudios de citometria de flujo, se utilizaron dos anticuerpos anti-Stx, uno
especifico para la variante Stx2 y otro que reconoce las dos variantes. Para confirmar la
especificidad y actividad de los mismos se realizaron ensayos de neutralizacion de
toxicidad en células Vero. Si bien ambos anticuerpos fueron capaces de neutralizar la Stx
(100 y 50% de inhibicion de toxicidad, respectivamente), para ninguna de las
concentraciones o tiempos de incubacién ensayados, se observd union de la Stx1 y/o 2 a
los PMNs por citometria de flujo (resultados no mostrados). Mas ain, cuando se
evaluaron los sobrenadantes luego de su incubacidén con los PMNs, no se observaron
diferencias entre la toxicidad de la Stx1 o 2 sola y la incubada previamente con los
PMNSs. Por otra parte, PMNs pre-estimulados con TNF-a 6 LPS (100 ng/ml y 1 pg/ml,
respectivamente) tampoco fueron capaces de unir la variante 2 de la Stx, la cual
permaneci6 en el sobrenadante, al ser evaluada en células Vero (resultados no
mostrados). En este caso tampoco pudo determinarse unién por citometria de flujo.

Al evaluar el efecto directo de la Stx2 sobre los marcadores de activacion
CD11b, CD66b, FcyRIIl y MPO en PMNs humanos incubados por 24 hs con Stx2, no se
observaron diferencias significativas (Figura 4.2.10A). De manera similar, la Stx2 no
indujo diferencias en los marcadores en PMNs previamente “primados” por adhesion a
placas cubiertas por fibrindgeno para ninguno de los tiempos ensayados (30 min, 2, 6 y
24 hs de incubacién con la St>-c2) (Figura 4.2.10A).

Por otra parte, y contrariamente a los reportado por Liu et al ', la apoptosis
espontanea de PMNs no se vio modificada tras 24 hs de incubacién con 10 nM de Stx2
(Figura 4.2.10B). Estos resultados sugieren que, al menos en nuestras condiciones
experimentales, ni la Stx1 ni la Stx2 fueron capaces de unirse o, en el caso de la Stx2,

activar directamente a los PMNs humanos.



Respuesta inflamatoria y SUH

70

% apoptosis

© o v O Q 9 v O
28§ 388§8%
g o © g o “
S = e/ R
Sin adhesion Con adhesion

Sin Stx2 Con Stx2

(95 502 B Con'56 |

Figura 4.2.10. Efectos de la Stx2 sobre los marcadores de activacion y apoptosis en PMNs in
vitro. A- PMNs (2x10° células) de individuos adultos normales fueron incubados con 10 nM de
Stx2 por 24 hs a 37°C o preincubados en placas cubiertas con fibrindgeno (250 pg/ml) por 30
minutos a 37°C previo a la adicion de Stx2 (con adhesion). Luego de transcurridas las 24 hs las
células se lavaron e incubaron con anticuerpos especificos para los marcadores CD11b, CD66b,
FeyRIII (CD16) y MPO. Se determind la IMF por citometria de flujo y los resultados mostrados
muestran la media + ES de cuatro dadores distintos.

B- PMNs (2x10°) de 8 diferentes dadores adultos normales se incubaron con 10 nM de Stx2 por
24 hs a 37°C y el porcentaje de apoptosis fue medido utilizando loduro de Propidio (50 pg/ml). El
contenido de ADN de los nucleos apoptoticos (hipodiploides) se determiné por citometria de flujo. Las
barras representan la media + ES del porcentaje de células con nucleos apoptoticos.

4.2.10- Estudios preliminares en monocitos de pacientes con D+SUH

Algunas caracteristicas fenotipicas de la poblacion de monocitos fueron
estudiadas en los pacientes con D+SUH por citometria de flujo. Tanto el marcador
FcyRI (CD64) como el CD11b se encontraron disminuidos significativamente en los
pacientes con D+SUH al comparar con los controles S y los nifios N (Figura 4.2.11 y
4.2.12A). Tras la recuperacion clinica de los pacientes, el marcador CD11b volvi6 a los

valores normales (Figura 4.2.12B). Por otra parte, para los marcadores FcyRII (CD32)
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y MPO no se observaron diferencias significativas entre los grupos estudiados (datos no

mostrados).
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Figura 4.2.11. Expresion en membrana del
marcador FcyRI (CD64) en monocitos de
sangre periférica de pacientes con D+SUH y
distintos grupos controles. 100 pl de sangre
entera proveniente de 13 pacientes con D+SUH
y 7 nifios urémicos crénicos (U), 13 sanos (S) 6
8 neutrofilicos (N) fue incubada con el
anticuerpo especifico y la IMF se determiné por
citometria de flujo. Los monocitos se
identificaron por su posicion caracteristica ¢n
los graficos de tamafio (FSC) versus
complejidad (SSC) como se indica en la Figura
1A. Cada valor muestra el porcentaje de IMF,
considerando como 100% la IMF de un control
sano adulto procesado de la misma manera y al
mismo tiempo. Las lincas horizontales
representan ¢l valor promedio para cada grupo.
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Figura 4.2.12. Expresion del marcador de activacion CD11b en la membrana de los monocitos
en circulacion. A- Se evaluo la expresion del CD11b en los monocitos de los distintos grupos
clinicos por citometria de flujo. Grupo SUH: n=19; grupo S: n= 28; grupo U: n= 8; grupo N: n=
15. B- La expresion del CD11b también se evalud en algunos pacientes con D+SUH luego del
periodo agudo. Los simbolos del lado izquierdo corresponden a los pacientes en ¢l periodo agudo
(SUH) y los de la derecha luego de su recuperacion clinica (SUH rec). Las lineas horizontales en
ambos graficos representan ¢l valor promedio para cada grupo. Grupo SUH: n=19; grupo SUH

rec: n=10.
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Para determinar si la disminucion de los marcadores anteriormente mencionados
estaba relacionada con una funciéon alterada de los monocitos en los pacientes con
D+SUH, se realizaron experimentos de citotoxicidad utilizando las células
mononucleares totales de los pacientes. Como muestra la Figura 4.2.13, los
mononucleares de los nifios con D+SUH mostraron una CCDA normal mientras que la
citotoxicidad dependiente de IROs se encontré disminuida con respecto a los controles
S, y un mes después del periodo agudo no se obtuvo recuperacion de la funcion. Por otra
parte, para los chicos U se observd que ambos tipos de citotoxicidad estaban
significativamente aumentada con respecto a los D+SUH. Estos resultados preliminares
indican que la poblacién de monocitos en los pacientes con D+SUH presenta un fenotipo
caracteristico y diferente al normal, aunque estudios adicionales deben realizarse para

poder explicar este fendmeno.
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Resumen capitulo 4.2:

1. Los PMNs de los pacientes con D+SUH en el periodo agudo presentan un
fenotipo parcial de desactivacion evidenciado por:
** menor expresion en membrana de los marcadores de activacion FcyRIII y
CDl11b
** menor contenido total de MPO
** menor capacidad citotéxica dependiente de anticuerpos
¢ menor respuesta de degranulacion frente a citoquinas inflamatorias (TNF-

a, IL-8 y G-CSF)

2. La mayoria de los parametros analizados presentan valores normales luego de la

recuperacion clinica

3. La poblacién de PMNs de los pacientes cursando el periodo agudo presenta, en
conjunto, caracteristicas unicas y diferentes de las poblaciones utilizadas como

control.

4. La Stx (Stx1 y Stx2) in vitro no se une a los PMNs de dadores adultos normales.

La previa activacion de estos PMNs no modifica este resultado.

5. La Stx2 in vitro en PMNs normales no afecta:
+» la expresion en membrana de las moléculas FcyRIII, CD11b y CD66b.
¢ el contenido de MPO

*» el porcentaje de apoptosis
6. Los monocitos de los pacientes en el periodo agudo del D+SUH presentan

disminucién de la citotoxicidad dependiente de IROs y de la expresion de los

marcadores FcyRI y CD11b.
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4.3.1- Efecto del NO como modulador de la mortalidad inducida por la Stx2.

El NO es un mediador fisioldgico que contribuye al mantenimiento de la
homeostasis y de las propiedades antitrombogénicas del endotelio debido a su actividad
vasodilatora e inhibitoria de la adhesién y agregacién plaquetaria. Sin embargo, altas
concentraciones de NO producidas por la forma inducible de la 6xido nitrico sintetasa
(INOS) durante una respuesta inflamatoria pueden resultar perjudiciales aumentando la

vasodilatacion y/o generando derivados que pueden causar injuria tisular.

Para determinar la participacion del NO en la patogenicidad del SUH se trataron
oralmente distintos grupos de ratones con inhibidores de la NOS o con su sustrato
fisiologico, y 24 hs mas tarde se les inyect6 una LD50 de la Stx2 en forma endovenosa
(1 ng/ratén). La sobrevida de los ratones fue evaluada a lo largo del tiempo. Como se
indica en la Figura 4.3.1A, el pre-tratamiento de los animales con el inhibidor
competitivo de la NOS, el L-NAME, aument? la sensibilidad de los ratones a la Stx2 y
acorto el tiempo promedio de muerte (Stx2: 121.9+5.2 hs, Stx2+L-NAME: 91.2+2.1 hs;
p<0.01). El enantiémero inactivo D-NAME no indujo cambios significativos en la tasa
de mortalidad inducida por la Stx2. Por otro lado, la administracion de inhibidores
selectivos de la forma inducible de la NOS (iNOS), la aminoguanidina (AG) y el L-NIL,

tampoco afectaron la toxicidad de la Stx2.

A continuacion se evalu6 el efecto del sustrato fisiologico de la NOS, la L-
arginina (L-ARG) (Figura 4.3.1B). Si bien la L-ARG sola no tuvo ningtn efecto en la
toxicidad de la Stx2 (datos no mostrados), la administracion de L-ARG en el grupo pre-

tratado con el L-NAME previno la potenciacidn de la mortalidad inducida por la Stx2.
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Figura 4.3.1. Efectos del NO en la modulacion de la mortalidad inducida por la Stx2. A- Grupos
de scis ratones fucron tratados con L-NAME, L-NIL, D-NAME o AG e¢n ¢l agua dc bebida,
desde 24 antes de la inyeccion de la Stx2 y durante todo ¢l experimento. Los puntos muestran la
media aritmética del porcentaje de sobrevida de siete experimentos. * p<0.01 comparado con
Stx2. B- Se evalud la sobrevida en animales tratados con [.-ARG simultancamente con el [.-
NAME. *: p<0.05 comparado con Stx2+.-NAME+L-ARG.

4.3.2- Niveles de urea en plasma.

Para determinar si los efectos potenciadores del L-NAME sobre la toxicidad de la
Stx2 son mediados por un incremento en el dafio renal especificamente inducido por la
Stx2, se sangraron animales de los distintos grupos a las 48, 72 y 96 hs luego de la
inoculacion de la Stx2, y se determinaron los niveles de urea en el plasma. Como se
muestra en la Figura 4.3.2, el grupo pre-tratado con el L-NAME mostr6é un incremento
significativo de los niveles de urea plasmatica con respecto al grupo inoculado con la
Stx2 sola a las 72 y 96 hs. Por otra parte, y consistentemente con lo observado en los
experimentos de mortalidad, la L-ARG previno el incremento observado en la urea del
grupo pre-tratado con el L-NAME. Por lo tanto, la inhibicion de la produccion del NO
estaria aumentando la sensibilidad a la Stx2 potenciando sus efectos toxicos en el rifion.
Ni la L-ARG ni el L-NAME por si solos indujeron variaciones en los niveles de urea

plasmatica (datos no mostrados).
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Figura 4.3.2. Concentracion de urea plasmatica. Los animales fucron tratados con L-NAME o
L-NAME+L-ARG en ¢l agua de bebida desde 24 hs antes de la inoculacion de la Stx2. A
distintos tiempos, los ratones fucron sangrados y se¢ midié la urca en ¢l plasma. Las barras
representan la media + ES de un experimento representativo de cinco (diez ratones por grupo).

*: p<0.01 vs. controles; #: p<0.01 vs. Stx2, L-NAME y Stx2+.-NAME+L-ARG.

4.3.3- Efectos del tratamiento con Stx2 y L-NAME sobre la activacion

plagquetania.

La disminucion del namero de plaquetas en circulacion y la formacion de
trombos en la microvasculatura renal es un evento caracteristico en los pacientes con
SUH y contribuye a la disfuncion renal. Siendo el NO un importante inhibidor de la
activacion plaquetaria, su ausencia podria exacerbar la mortalidad y dafio renal inducidos
por la Stx2 como consecuencia de un aumento en la activacion plaquetaria. Se evalud
entonces la actividad plaquetaria en los distintos grupos experimentales. Los animales

tratados con la Stx2 mostraron un mayor nimero de plaquetas a tiempos cortos (12
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horas) comparado con el grupo control, mientras que en el grupo Stx2+L-NAME el
aumento fue aun mayor (Tabla 4.3.1). Por otra parte, en ambos grupos se observo

trombocitopenia a las 24 hs., la cual se mantuvo hasta las 72 hs.

Tabla 4.3.1.
Recuento plaquetario en animales inyectados con Stx2 y L-NAME

Tiempo Control Stx2 Stx2+L-NAME
12h 8.46+0.18 13.12+£0.67* 17.80 £ 0.24 *+
24 h 8.66+0.43  6.41+035* 593+045*
72 h 8.58 £ 0.66 6.96+0.29* 5.51+£0.71*

Los datos estan expresados en numero de plaquetas x 10°/u1 (media + ES). El
numero de plaquetas fue determinado en el plasma rico en plaquetas (PRPs) de
animales controles (n=5) y tratados (n=7) a diferentes tiempos luego de la
inyeccion de Stx2. *: p<0.01, vs grupo control; +: p<0.02, vs Stx2.

Para determinar el estado de activacion de estas plaquetas de circulacion, se
realizaron estudios de agregacion plaquetaria utilizando acido araquidénico (AA) y
adenosina difosfato (ADP) como agonistas. En los ratones tratados con Stx2 se observd
una mayor respuesta de las plaquetas al AA a las 24 hs post-inyeccién comparando con
los animales controles. En el grupo pre-tratado con el L-NAME el aumento en el grado
de activacion se observd a tiempos mas tempranos (12 hs), siendo, ademas,
significativamente mayor comparado con el grupo de animales tratados con Stx2. Para
ambos grupos, luego de la inicial activacion se observé una marcada inhibicion de la
funcion plaquetaria, probablemente causada por un fendmeno conocido como
agotamiento (Figura 4.3.3A). El mismo patron de activacién seguido de inhibicion se
obtuvo con el agonista ADP (Figura 4.3.3B). En resumen, las plaquetas de los animales
tratados con la Stx2 y Stx2+L-NAME se encontraron claramente activadas a las 24 hs
post-inoculacién, mientras que a tiempos mas largos (48 y 72 hs) se observ6 una franca
inhibicion, significativamente mas pronunciada para el grupo pre-tratado con L-NAME.
Estos resultados sugieren que la Stx2 causa una activacion plaquetaria temprana seguida
por un agotamiento de la funcién y que la inhibicion de la produccion de NO mediada

por el L-NAME acelera y exacerba estos procesos.
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Figura 4.3.3. Agregacion plaquetaria inducida por ¢l tratamiento con la Stx2 y su
modulacion por L-NAME. Los PRPs de ratones tratados con la Stx2 y L-NAME fueron
obtenidos a distintos tiempos y la respuesta a los agentes AA (A) y ADP (B) fue medida
como s¢ indica en materiales y métodos. Las barras corresponden a la media + ES del
porcentaje de agregacion de un experimento represen-tativo de cinco. Los resultados fueron
expresados tomando como 100% la agregacion obtenida para los ratones control. *: p<0.01
vs control; #: p<0.05 vs Stx2.

4.3.4- La infibicion de la NOS potencia la degranulacion de las plaquetas

inducida por Stx2.

Como otra medida de activacion plaquetaria se determiné el contenido

intracitoplasmatico de ADP, presente en los granulos primarios de las plaquetas, en
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animales tratados con Stx2 y el inhibidor de la NOS, el L-NAME. Para ello se utilizo la
tincion con mepacrina que fue evaluada por citometria de flujo. Si bien se observd una
disminucion del contenido de ADP en los animales tratados con Stx2 a las 48 y 72 hs
post-inyeccion (Figura 4.3.4A), no se observaron diferencias entre este grupo y el pre-
tratado con L-NAME. Esto podria deberse a que el efecto potenciador del L-NAME se
encuentra enmascarado por la alta dosis de Stx2 usada. Por lo tanto, para determinar si
el pre-tratamiento con el L-NAME provoca una potenciacion en la accion de la Stx2, se
utiliz6 una menor dosis de Stx2 (100 pg/raton), la cual por si misma no causa ningun
efecto en la degranulacion de las plaquetas. Los resultados que se muestran en la Figura
4.3.4B indican que la degranulacion inducida por el tratamiento de Stx2+L-NAME se
hace evidente, sugiriendo que el L-NAME es capaz de potenciar la degranulacion de
plaquetas inducida por la Stx2. Nuevamente, el efecto del L-NAME fue prevenido por la
adicion de L-ARG. Cabe destacar que ni el L-NAME ni la L-ARG solos indujeron

cambios en la activacion o degranulacion de las plaquetas.

2 120
0 Control O Stx2
100
70 _I_
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20
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24h 48h 72h Control Stx2 Stx2 + Stx2 + I-NAME L-ARG
L-NAME L-NAME
+ L-ARG

Figura 4.3.4. Tincion con mepacrina de plaquetas de ratones tratados con la Stx2; modulacion
por L-NAME. Cada barra representa la media + ES del porcentaje de c€lulas positivas para
mepacrina (% MPC) determinado por citometria de flujo de un experimento representativo de
cinco. A- Los animales fueron tratados con 1 ng de Stx2, las plaquetas obtenidas a distintos
tiempos y tefiidas con mepacrina. * p<0.01 comparado con los controles. B- Los ratones fueron
inyectados con 100 pg de Stx2 o tratados con distintos moduladores de la NOS. Las plaquetas
fueron obtenidas a las 48 hs luego de la inyeccion con la toxina y tefiidas con mepacrina. *:
p<0.05 comparado con ¢l grupo control, ¢l grupo tratado con Stx2 y ¢l tratado con Stx2+1.-
NAME+L-ARG.
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43.5. Examen fistologico.

Con el objetivo de evaluar histologicamente el dafio inducido y exacerbado por la
Stx2 y el L-NAME, respectivamente, se examinaron los rifiones de ratones sometidos a
estos tratamientos. En el grupo Stx2 se observé una moderada a severa hipercelularidad
mesangial (Figura 4.3.5C) con engrosamiento del epitelio tubular y disrupcién de la
membrana basal (Figura 4.3.5D). En el grupo Stx2+L-NAME se observd trombosis
glomerular distribuida difusamente a través de la corteza con extensas areas de necrosis
tubular (Figura 4.3.5E). En la Figura 4.3.5F se muestra en detalle la presencia material
amorfo intracapilar PAS-positivo, consistente con formaciones trombdticas *2%. La
administracion de L-ARG redujo el grado de lesion tisular en los animales tratados con
Stx2+L-NAME (datos no mostrados). Los ratones tratados sélo con L-NAME
presentaron alteraciones minimas en la arquitectura renal con leve dilatacion capilar y
congestidn intersticial.

Para confirmar la presencia de trombos en el interior de los capilares
glomerulares se realiz6 una inmunomarcacion para fibrinégeno utilizando un anticuerpo
especifico anti-fibrinogeno. La Figura 4.3.6A muestra el porcentaje de glomérulos
comprometidos en cada grupo experimental. Mientras que en los ratones tratados con
Stx2 casi la mitad de los glomérulos presentd signos de trombosis (Figura 4.3.6B), en el
grupo Stx2+L-NAME se observd un marcado aumento del fendmeno trombético,
abarcando casi a la totalidad de los glomérulos (Figura 4.3.6C). Los insertos dentro de
las fotografias muestran a gran aumento la distribucion de la marca en el interior de los

capilares glomerulares, tanto sobre la pared vascular u ocluyendo los mismos.
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Figura 4.3.5. Histologia de rifion de animales controles, tratados con Stx2 y con Stx2+L-
NAME (H-E y PAS). Aumento: x400. A las 72 hs luego de la inyeccion de la Stx2 el tejido
renal fue obtenido y procesado segin se indica en materiales y métodos. A y B- Secciones de
rifién de animales control. Se observa histologia normal con arquitectura renal conservada. C y
D- Histologia renal de animales tratados con la Stx2. En la zona cortical se observa
hipercelularidad mesangial y glomerular moderada y capilares glomerulares con formacién
incipiente de trombos (C) y epitelio tubular engrosado, con pérdida de las microvellosidades
apicales y disrupcion de la membrana basal (D). E y F- Los animales pre-tratados con el L-
NAME mostraron glomérulos con hipercelularidad mesangial, crescencia y trombosis capilar
evidente, rodeados por tibulos corticales con necrosis epitelial aguda (E) pérdida de la
arquitectura tubular cortical debida a necrosis (F).
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A- Porcentaje de glomérulos afectados

Control Stx2 Stx2+ L-NAME | Stx2+L-NAME+L-ARG | L-NAME

Media +ES | 2,0+ 1,8 [41,9+149*%| 97,4+2,5 *# 545+ 14,8 * 4,7+3,0

Figura 4.3.6. Inmunomarcacion para fibrinogeno. A- En cada grupo experimental se contd un
promedio de 100 campos (x400) y se determiné el porcentaje (+ES) de glomérulos marcados
positivamente para fibrinégeno. *: p<0.001, vs controles y vs L-NAME; #: p<0.0125,
comparado con Stx2 y con Stx2+L-NAME+L-ARG. B- Seccién renal de raton tratado con
Stx2, mostrando 1 de 4 glomérulos positivamente marcado para fibrinogeno (flecha) (x250). El
inserto muestra que el anticuerpo anti-fibrindgeno ha detectado especificamente la trombosis
dentro de los capilares glomerulares (x400). C- Seccion renal de raton tratado con Stx2+L-
NAME, donde cada glomérulo estd marcado positivamente (x250). El inserto muestra un
glomérulo con material altamente coloreado, tanto depositado sobre la pared vascular como
ocluyendo el lamen (x400).
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4.3.6- Generacion del metabolitos derivados del NO inducidos por la Stx2.

Para determinar el efecto de la inyeccion de Stx2 sobre la via L-ARG-NO se
evaluo la generacion de los metabolitos derivados del NO, NO, mas NOjs, en el suero de
ratones controles y tratados con la Stx2, 24 y 48 hs luego de la inyeccion de la toxina.
Como muestra la Tabla 4.3.2, se encontr6é un aumento significativo en los niveles de NO
a las 48 hs luego de la inoculacion de Stx2. En tiempos tempranos (24 hs) no se
observaron variaciones en la concentracion de NO. Por otra parte, el pre-tratamiento de
los ratones con el inhibidor de la NOS, el L-NAME, revirti6 el efecto causado por la
Stx2 en la produccion de NO. Cabe aclarar que, en concordancia con trabajos previos
%! 'la administracién del L-NAME solo, no produjo cambios en los niveles séricos de

NO.

Tabla 4.3.2.
Generacion de metabolitos derivados del NO en respuesta a la Stx2

[NO:] en suero

Grupo (mM, media+ES) n
Control 5.1+£1.1 12
Stx2 94+3.0* 12
L-NAME 4.9+0.7 12
Stx2+L-NAME 52+£23+ 12

La concentracion total de nitritos ([NO;]") fue determinada en suero
de animales tratados con Stx2, L-NAME o Stx2+L-NAME, 48 hs
luego de la inyeccion de Stx2 *: p<0.05 vs. grupo control; +:
p<0.05 vs. grupo tratado con Stx2.

4.3.7- Participacion de las plaquetas en [a accion de la Stx2 y el L-NAME.

El papel de las plaquetas en el efecto toxico del tratamiento con Stx2 y su
potenciacion por el L-NAME fue evaluado a través de la eliminacién de las plaquetas y
posterior andlisis de la sobrevida. La deplecion de plaquetas se mantuvo durante todo el

experimento por inoculacion seriada de un antisuero policlonal obtenido en conejo cada
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12 hs desde 4 hs previas a la inoculacion de la Stx2. En la Figura 4.3.7 se observa que la
mortalidad inducida por la Stx2 en los animales a los cuales se les eliminaron las
plaquetas, no vari6 significativamente con respecto a la exhibida en los animales con
plaquetas. Sin embargo, la mayor sensibilidad a la Stx2 inducida por la administracion
simultanea del L-NAME fue anulada en los animales que carecian de plaquetas. Estos
resultados sugieren que las plaquetas no serian un componente primario en la
patogénesis de la Stx2, pero estarian involucradas en el efecto potenciador del L-

NAME, probablemente a través de la formacion de trombos.
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Figura 4.3.7. Efccto de la deplecion de plaquetas en la mortalidad inducida por Stx2. Los ratones
fueron inyectados con un anticuerpo anti-plaquetas (anti-plq) 4 hs antes, en ¢l momento de la
inycccion de la Stx2 y cada 12 hs, de mancra de mantener bajo ¢l nimero de plaquetas. La
sobrevida fue evaluada a lo largo del tiempo. Los puntos representan la media de 18 animales por
grupo. *: p<0.05, **: p<0.01 comparado con ¢l grupo Stx2 + Ac anti-plq + .-NAME.

4.3.8- Efecto de la inkibicion de la produccion de NO sobre la neutrofilia
inducida por la Stx2

Con el objetivo de evaluar la relacion entre la neutrofilia inducida por la Stx2 y la

potenciacion de la mortalidad observada al inhibir la NOS, se determind el porcentaje de
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PMNs en sangre periférica en ratones tratados con Stx2 en combinacion con L-NAME.
Como se observa en la Figura 4.3.8 la inyeccion de Stx2 provoco la anteriormente
descripta neutrofilia a las 72 hs post-inoculacion. Ni la inhibicion de la produccion de
NO, ni la administracion de L-ARG modificaron este efecto. En tiempos mas tempranos
(24 y 48 horas) no se encontraron diferencias significativas en los porcentajes de PMNs
entre los grupos tratados con la Stx2 y Stx2+L-NAME (datos no mostrados). Cabe
destacar que el L-NAME, cuando se administré solo, provocé un aumento significativo
en el porcentaje de PMNs comparando con el grupo control, como se ha descripto
previamente **. Estos resultados sugieren que la neutrofilia y los efectos potenciadores
de la toxicidad de la Stx2 mediados por la inhibicion de la produccion de NO, serian dos

fendmenos independientes.

e mEy

Porcentaje de PMNs
&
L miE

Stx2 + Stx2 + Stx2 + L-NAME L-ARG
L-NAME L-ARG  L-NAME +
L-ARG

Control

Figura 4.3.8. Efccto de la inhibicion de Ia NOS en la neutrofilia observada 72 horas luego de la
inoculacion de la Stx2. Grupos de 6 ratones fueron tratados con L-NAME y/o L-ARG
previamente a la inyeccion de la Stx2. El porcentaje de PMNs fue determinado en sangre
periférica. Las barras representan la media + ES de tres experimentos. *: p<0.05 vs grupo
control; #: p<0.05 vs. L-NAME solo.
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Resumen capitulo 4.3:

[

La inyeccion de Stx2 en el raton provoca una disminucion en el namero de
plaquetas (trombocitopenia) y un aumento temprano en la funcion de las mismas

con posterior inhibicion (fendmeno de plaquetas exahustas).

La inhibicion de la produccion de NO en los animales tratados con Stx2 provoca:
%+ exacerbacion de la mortalidad
+¢ aumento del dafio renal (urea plasmatica e histologia)

% aceleracion del proceso de activacion plaquetaria

Los animales tratados con Stx2 presentan dafio glomerular evidenciado por la
presencia de trombos (marcacién con fibrinégeno). Este proceso es exacerbado

en ausencia de NO.

La ausencia de plaquetas no modifica la mortalidad en respuesta a la Stx2 pero
anula la potenciacion de la toxicidad causada por la inhibicién de la produccion
de NO.

Estos resultados indican una activa participacion del NO constitutivo en el
mantenimiento de la hemostasia y del estado antitrombotico en respuesta a un

estimulo trombogénico como la Stx2.
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El modelo murino por inyeccion endovenosa de Stx resulta sumamente util para
el estudio de los efectos directos de la Stx independizandose de los de los LPS, que
acompaiian indefectiblemente las infecciones naturales que dan lugar al SUH. Mas aun,
existen algunas similitudes muy importantes entre los fendmenos asociados a Ila
enfermedad en el humano y los sintomas observados en el raton luego de la inoculaciéon
de la toxina pura, lo cual convalida el modelo murino para el estudio de ciertos aspectos
del SUH. Algunas de estas semejanzas son descriptas y caracterizadas por primera vez
en este trabajo, como por ejemplo la neutrofilia, la trombocitopenia y el dafio trombético

glomerular,

Otro aspecto interesante del modelo utilizado es que nos permitié estudiar los
acontecimientos tempranos del desarrollo del SUH, ya que los pacientes se presentan al
hospital con la enfermedad declarada y el estudio de distintos aspectos de la fase inicial
se hace imposible. En este sentido, el estudio cinético del nimero de leucocitos de sangre
periférica en los ratones luego de la inyeccion de la Stx2 pura revel6 un aumento gradual
pero sostenido en el numero y porcentaje de PMNs que se mantuvo hasta el momento de
la muerte de los animales, sin afectar otras poblaciones leucocitarias. Por otra parte, la
correlacion observada entre el dafio renal (medido por la urea plasmatica) y el porcentaje
de neutréfilos, apunta a los PMNs como un posible factor importante, directo o

indirecto, asociado al dafio y desarrollo del SUH.

En nuestro modelo la importancia de los PMNs como factor adicional a la injuria
causada por la toxina queda demostrada en los experimentos de depleciéon, donde la
ausencia de PMNs reduce de forma significativa la mortalidad y dafio renal de los
animales inoculados con la toxina. Esto sugiere que la neutrofilia, asociada a un mal
prondstico en el SUH, no seria un epifenémeno sino que estaria asociada directamente al
dafio renal producido. Cabe destacar, que la deplecion de PMNs en el sistema podria
afectar el balance de otros factores que modulen la toxicidad de la Stx2 y de esta manera,

el efecto de proteccion por deplecion seria indirecto.
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En cuanto a los LPS, trabajos anteriores en ratones y conejos revelan que la

administracién de los mismos puede potenciar los efectos toxicos de la Stx, evidenciados
. ~ 2324

en un mayor porcentaje de muerte y un aumento en el dafio renal ~~". Los resultados
presentados en este trabajo indican que la potenciacién de los efectos de la Stx mediada
por los LPS también se traducen en un aumento de la neutrofilia observada. Debido a la
capacidad de los LPS de provocar la secrecidon de citoquinas de distintos tipos celulares y
modular la expresién de moléculas de superficie de las células endoteliales provocando

una mayor adhesion de los PMNs *'%*"!

, €l aumento en el porcentaje de PMNs en
respuesta a los LPS podria estar influyendo en la exacerbacion del dafio mediada por los

mismos.

Diversos trabajos han demostrado la participacién de los PMNs en el dafio
endotelial a través de la generacion de diversos mecanismos extracelulares citotoxicos
(liberacién de proteasas, radicales libres del oxigeno, citoquinas, etc.) como

212214

consecuencia de su activacion . La activacion de los PMNs periféricos luego de la
inoculacion de la Stx2 en nuestro modelo se evidencié por los aumentos significativos de
la expresion del marcador de activacién CD11b, el mecanismo citotoxico dependiente de
anticuerpos, la adhesion al endotelio pulmonar y la disminucién en la migracién a un sitio
inflamatorio. Este 1ultimo aspecto se explica ya que si los PMNs son activados en la
periferia los cambios estructurales que ellos experimentan determinan que queden
retenidos en la vasculatura sin poder migrar a los tejidos 2'*. Mas aun, diversos estudios
demuestran que la unién de la IL-8 a los PMNs en periferia causa el secuestro de los
PMNs en la microvasculatura e impide el trafico de los mismos a sitios extravasculares
216217 [ a participacion de la IL-8 en la fisiopatologia inducida por la Stx en los ratones
es un hecho que todavia no hemos investigado, pero la presencia de esta citoquina en el
suero de los pacientes, sumado a sus efectos inductores de neutrofilia y moduladores de
la funcién de los PMNs, la hacen una buena candidata para el estudio futuro en el

modelo murino.

La caracterizacion de distintos marcadores de activacion de PMNs en los

pacientes con D+SUH revel6 una disminucion significativa en el FcyRIII (CD16) y en la
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integrina CD11b comparado con la poblacion de nifios sanos que se llevd como control.
Ambos marcadores retornaron a los valores normales tras la recuperacion clinica de los
pacientes. Por otra parte, cuando se investigo la degranulacion en los PMNs de pacientes
con D+SUH, el contenido total de la enzima MPO se encontr6 disminuido evidenciando
un proceso de degranulacion previo. Este resultado es coincidente con los niveles
elevados de elastasa encontrada en el suero de los pacientes, la cual se encuentra en el

218 1a molécula CD66b, otro marcador de

mismo tipo de granulo que la MPO
degranulacion, presentd una gran dispersion en los diferentes grupos clinicos estudiados,
por lo cual no se observaron diferencias significativas en la media de su expresion en
membrana. Los marcadores medidos se encuentran, en gran parte, acumulados en
granulos intra-citoplasmadticos y son liberados o se expresan en la membrana celular
cuando el PMN es activado. La degranulacion del PMN incluye la liberacion del
contenido de los granulos (como en el caso de la MPO) y el aumento en la membrana
plasmitica de la expresion de moléculas presentes en la membrana de los granulos
(FeyRIIT y CD11b). La cinética y la magnitud del estimulo movilizado para cada tipo de
granulo son distintas. Asi, las vesiculas secretorias (donde se encuentran los marcadores
FceyRIII y CD11b) son liberadas rapidamente mientras que los granulos secundarios o
especificos y los primarios o azuréfilos, donde se encuentra el pool intracelular de
CD66b y MPO, respectivamente, requieren de periodos mas prolongados y/o estimulos
mas fuertes para ser movilizados **'*?'®, Por otra parte, ambas moléculas FcyRIII y
CD11b, pueden ser clivadas’ (“shedding™) de la superficie celular luego de su sobre-
expresion, lo que llevaria primero a un aumento en la expresién del marcador en la
membrana plasmatica con posterior disminucién 2'>*!. En este sentido, el corte por

2930

proteasas plasmaticas, como la elastasa ", también podria influir en el mecanismo de
disminucién del FcyRIII en la membrana ya que ha sido demostrado que la adicion exdgena
de esta proteasa, corta el FcyRIIl de la superficie celular Z**?. La gran dispersion
encontrada para el CD66b podria reflejar distintos estadios en el proceso de
degranulaciéon, donde un aumento en la expresién de membrana seria posterior a la
disminucion en la expresion del FcyRIIl o CD11b y permaneceria por mas tiempo,

mientras que la disminucién podria implicar un proceso posterior de shedding o de re-

internalizacion del marcador. Para estudiar la disminucién del contenido de los granulos
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especificos, se podria determinar alguna otra enzima tipica de estos granulos, como la

lactoferrina o la proteina que une vitamina B12.

Al evaluar las funciones citotdxicas dependientes de los FcyR en los PMNs de los
pacientes, encontramos que la CCDA se encontré disminuida, lo que se podria relacionar
con la disminucion de los marcadores FcyRIIl y CDI11b, este altimo involucrado en la
modulacién las funciones efectoras de los FcyR '*. Al evaluar la citotoxicidad dependiente
de TROs no se encontraron diferencias significativas con respecto a la respuesta de los
nifios sanos. Estos resultados concuerdan con los encontrados por Hughes et al, quienes
evaluaron el estallido respiratorio (generacion de IROs) de los PMNs de pacientes con
D+SUH y no encontraron diferencias significativas con respecto a los nifios controles **.
En resumen, los resultados obtenidos de la caracterizacién fenotipica y funcional de los
PMNs periféricos de los pacientes con D+SUH revelan un fenotipo de parcial

agotamiento con disminucion en la actividad funcional en el momento de la evaluacion.

Esto podria ser consecuencia de un fendémeno previo de activacion y
degranulacién o de la presencia de moduladores negativos en el entorno celular. La
menor expresidon en membrana (respuesta de degranulacién) obtenida para los
marcadores CD66b y CD11b en respuesta a las citoquinas TNF-a, IL-8 y G-CSF en los
PMNs de los pacientes con D+SUH comparado con la de nifios sanos sugieren una
disminucién del pool intra-citoplasmatico de los marcadores mencionados. Cabe destacar
que esta disminucién en la respuesta podria también involucrar otros mecanismos:
desensibilizacién de los receptores de las citoquinas utilizadas, menor nimero de
receptores en membrana, impedimentos en la transduccion de la sefial, etc. La menor
respuesta para la IL-8 probablemente también involucre un fenémeno de
desensibilizacion, ya que se ha demostrado la pérdida de la expresiéon y funcion del
receptor tipo 2 (CXCR-2) de la IL-8 luego de la incubacién de los PMNs con esta

225,226

citoquina , la cual posee importantes funciones modulatorias de PMNs y se

s : 27,44,22
encuentra consistentemente aumentada en el suero de los pacientes con D+SUH 2%,
La medicion directa de los receptores para estas citoquinas en la membrana de los PMNs

de los pacientes ayudaria a dilucidar si este es el mecanisino involucrado en la menor
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respuesta de degranulacién encontrada. Sin embargo, el hecho de que exista una fuerte
correlacion positiva entre las respuestas obtenidas con las distintas citoquinas hace

pensar en un mecanismo depresor mas general o en el agotamiento.

Por otra parte, el patron de respuesta de los PMNs de los pacientes, puede
responder a la presencia de moléculas en el suero de los pacientes que modifiquen el
fenotipo y la funcién de los PMNs. Entre ellas podemos mencionar las denominadas
toxinas urémicas, los LPS, la IL-8, el G-CSF y las citoquinas antiinflamatorias IL-10 y
IL-1ra encontradas en el suero de los pacientes con D+SUH “****’ que podrian
interactuar gpnerando, en conjunto, el escenario que da como resultado el patron

observado en los PMNs.

La modulacién de las funciones de los PMNs por toxinas urémicas ha sido
descripta en pacientes urémicos en hemodialisis o didlisis peritoneal ambulatoria. Mas
ain, un numero importante de estas sustancias ha sido aislado del suero de estos
pacientes e identificado, y sus efectos sobre los PMNs estudiados. Mientras que algunas
de estas toxinas urémicas aumentan la quimiotaxis y la toma de glucosa en PMNs
normales, otras inhiben estas funciones y provocan una disminucién en la capacidad
fagocitica y bactericida de los PMNs ***2%, Considerando que los pacientes con D+SUH
presentan niveles elevados de urea en sangre, el efecto de estas toxinas urémicas puede
ser relevante en el comportamiento de los PMNs de los nifios con D+SUH. Para
dilucidar este punto, una poBlacién de nifios urémicos cronicos fue incluida en nuestro
estudio. Al comparar los datos de los marcadores obtenidos para los pacientes con
D+SUH y los nifios urémicos cronicos no se observaron diferencias significativas. Sin
embargo, mientras que las funciones citotdxicas de los nifios urémicos se encontraron
aumentadas con respecto a los nifios sanos, en los pacientes con D+SUH la CCDA se
encontré disminuida y la dependiente de IROs no se encontr6 alterada, como se
mencioné anteriormente. Por otra parte, la incubacién de urea con PMNs de individuos
normales no modific ninguno de los parametros evaluados, aunque esto no implica que
derivados de la urea presentes en el suero de los pacientes, puedan tener efectos sobre

los PMNs.
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La presencia de citoquinas antiinflamatorias en el suero de los pacientes revelan
un estadio previo de inflamacion donde los PMNs habrian sido activados.
Probablemente, esta activacion sea el producto de la liberacion de mediadores
inflamatorios provenientes del endotelio dafiado por la accidén de la Stx y los LPS y de
las plaquetas activadas. Para determinar la relevancia de las moléculas presentes en el
suero de los pacientes como moduladoras de la funcion de los PMNs, actualmente
estamos investigando la influencia de sueros de pacientes y controles sobre PMNs

normales.

El patron de activacion observado en los PMNs en el modelo murino, asi como
en los pacientes podria ser una consecuencia directa o indirecta de la interaccion de la
toxina con este u otro tipo celular. La interaccion directa de PMNs humanos con la Stx
conjugada con FITC ha sido demostrada por Te Loo et al '°. Dos observaciones
complementarias realizadas por nosotros nos hacen dudar de los efectos directos de la
Stx sobre los PMNSs. Primero, la Stx-FITC no fue capaz de unirse a los PMNs de ratén
(resultados no mostrados) y sin embargo la activacion de este tipo celular en el modelo
murino es clara. Segundo, en nuestras condiciones experimentales, ninguna de las dos
variantes de la toxina sin marcar se uni6 a PMNs humanos de individuos normales. Ni la
previa adhesion a fibrindgeno ni la activacién de los PMNs por estimulaciéon con TNF-a,
indujeron la unién de la toxina a estas células. Mas ain, no se observé ningun efecto en
la apoptosis o en la expresion en membrana de marcadores de activacion al incubar in
vitro PMNs con la Stx2. Est;)s resultados indican que los efectos de la toxina sobre los
PMNs involucran mecanismos indirectos, probablemente mediados por el dafio endotelial
que acompaiia el desarrollo del SUH. Existen diversas peculiaridades en el trabajo de Te
Loo et al. que pueden explicar las diferencias observadas entre nuestros resultados y los
de ellos. La constante de afinidad entre la Stx y los PMNs reportada por su trabajo es
relativamente baja (Kd=10® nM). Esta constante indica que la concentracién de Stx
necesaria para que un 50% de los PMNs tengan unida la Stx es del valor del Kd, y por
tratarse de un equilibrio si se requiere esa concentracién para que este la toxina unida,
esa misma concentracion de toxina deberia estar presente en el plasma. Hasta el

momento no se ha podido encontrar toxina libre en el plasma de los pacientes con
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D+SUH. La introducciéon de una molécula de FITC en una proteina puede causar
cambios conformacionales o impedimentos estéricos en residuos involucrados en la
unién a su receptor y/o alteraciones en la funcidén. Tal es el caso de la actina donde la

228,22

adicion del FITC bloquea la polimerizacion ?, 0 el caso de la histona HS y la toxina

de cobra que varian su punto isoeléctrico con el agregado de la molécula de FITC %',
El marcado de insulina con FITC provoca cambios en la funcién bioldgica (ensayos de
autofoforilacion) dependiendo de en que residuo se haya unido la molécula de FITC *2.
Es decir, en el caso de la Stx, el agregado de FITC podria estar aumentando la afinidad
de la toxina por el supuesto receptor en los PMNs, mientras que en la Stx sin conjugar la

afinidad seria menor y la union a los PMNss irrelevante.

Como ya se menciond anteriormente, un aspecto similar observado entre el
modelo murino y los pacientes es la presencia de neutrofilia. En general, la neutrofilia se
observa tanto por cambios fisioldogicos (estrés, ejercicio, embarazo, etc.) como
patologicos (infecciones, hemorragias, cancer, envenenamiento, enfermedades
autoinmunes, etc) y puede ser consecuencia de una aceleraciéon de la maduracién y/o
temprana entrada a circulacion de los PMNs de médula 6sea, de la liberacién de los
PMNs adheridos a los vasos sanguineos (que constituyen el denominado pool marginal)
o de una disminucion en la migracion a los tejidos 2**. Estos procesos también pueden
estar asociados con una disminucion en la apoptosis de los PMNs que permanecerian
mas tiempo en la circulacién. Diversos estudios revelan que la neutrofilia observada
luego de la administracion dé bacterias 0 productos bacterianos es consecuencia de una
aceleracién de la liberacién de los PMNs de la médula 6sea '**7**?, Debido a la
naturaleza infecciosa del D+SUH un aumento en el nimero de PMNs en circulacién no
es sorprendente. Sin embargo, nuestro modelo murino por inoculacién de la Stx2 pura,
demuestra que la toxina, por si sola, es capaz de generar neutrofilia. Al investigar la
procedencia de estos PMNs, determinando la cantidad de mieloperoxidasa (MPO) en
médula dsea por dos metodologias diferentes, no encontramos diferencias significativas
entre los animales inyectados con Stx2 con respecto de los animales controles. Sin
embargo, considerando que en nuestro sistema la neutrofilia se presenta como un

fenomeno gradual, el aumento en la liberacion de PMNs de médula 6sea podria ser
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compensado por un aumento en su produccion y de esta forma la deteccion de la enzima
MPO podria no ser el mejor parametro para evidenciar estos fendmenos. Por otra parte,
la contribucion a la neutrofilia como consecuencia de una movilizacion de PMNs del
pool marginal no puede ser descartada *’. Estudios con agentes que marcan las células
en division de médula Osea, como el 5’-bromo-2-deoxiuridina (BrdU), serian

. 235,237,238
convenientes para aclarar este aspecto .

La neutrofilia observada en los pacientes con D+SUH podria también contribuir
al fenotipo observado en sus PMNs aportando células inmaduras y/o con un fenotipo
diferente al normal en circulacion. Asi, factores que provocan neutrofilia y que podrian
estar asociados al curso de la enfermedad, como el G-CSF o la IL-8, afectan la expresion
de marcadores de superficie asi como también la funcién de los PMNs 2341227238240 ] 5
inoculacién in vivo del G-CSF recombinante induce un aumento en la expresion del
marcador CD11b, la generacion de radicales libres del oxigeno, la CCDA y una
disminucién del FcyRIII y la apoptosis sin afectar el contenido de MPO en los granulos
azuréfilos 2*'**2, Tanto la IL-8 como el G-CSF actiian como quimiotacticos sobre los
PMN:ss in vitro y favorecen el burst oxidativo, la degranulacion, la adhesioén y migracion a

través de endotelio sin activar 2**?*

. Para determinar cuanto de las particularidades
encontradas en los PMNs de los pacientes con D+SUH son compartidas por otras
patologias de naturaleza infecciosa, se utilizaron como controles adicionales, los PMNs
de nifios que padecian alguna infeccion con neutrofilia no asociada al SUH. Al comparar
los datos de los pacientes cox; D+SUH y los nifios neutrofilicos observamos diferencias
en los niveles del FcyRIII, el contenidko de MPO y las funciones citotéxicas. Sin
embargo, la respuesta de degranulacion frente a distintas citoquinas entre la poblacion de
nifios con D+SUH y los neutrofilicos fue muy similar. Si bien algunos aspectos en las dos
poblaciones de nifios analizadas pueden ser similares, el D+SUH presenta un
componente importante de dafio endotelial que no se encuentra en otras infecciones con
neutrofilia. Esto determina que el perfil de activacion de un PMN presente en este
contexto sea unico y represente a una célula potencialmente dafiina en estas condiciones

pero inocua en otras. Las diferencias obtenidas entre las poblaciones de PMNs

provenientes de los nifios con D+SUH y los neutrefilicos indican que el fenotipo y
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funcionalidad de los PMNs de los pacientes con D+SUH son caracteristicos de este
sindrome y no son meramente una consecuencia de la neutrofilia asociada.
Adicionalmente, la presencia de formas inmaduras de PMNs en preparados de sangre de
pacientes no super6 el 5%, lo que indica que la contribucion de las células inmaduras a la

funcién y fenotipo observados no seria de gran relevancia.

En conclusioén, si bien el fenotipo de agotamiento de los PMNs de los pacientes
debe ser multifactorial, creemos que parte de este proceso seria consecuencia de la
activacion temprana (observada en nuestro modelo animal), en un proceso similar al que
ocurre con las plaquetas en esta misma enfermedad, por lo que en el momento de la toma
de la muestra las células se encontrarian parcialmente exhaustas. Este fendmeno seria
parcial, ya que la capacidad de respuesta de estos PMNs no se encuentra totalmente
deprimida y conservan la citotoxicidad dependiente de IROs intacta y la modulacion de
diversas moléculas presentes en granulos, como el CD66b y el CD11b, si bien se
encuentra disminuida en los pacientes, no esta totalmente anulada, lo que significa que
estos PMNs todavia pueden responder a algunos estimulos. Si bien el tiempo de
circulacién de los PMNs en reposo es corto (1 a 2 dias), la activacién de este tipo celular
retrasa la apoptosis y lleva a un aumento significativo de su vida media (6 a 7 dias) **’.
Ya que los pacientes evaluados tienen, en general, pocos dias de evolucion, es probable
que sus PMNs sean aquellos que sufrieron el proceso de activacién y ahora se
encuentren parcialmente desactivados. La posibilidad de que factores séricos presentes
en los pacientes con D+SUfI estén modulando, al menos en parte, la funcién de los
PMNs no puede ain ser descartada y requiere de estudios adicionales, actualmente en

curso.

La activacion del endotelio por citoquinas o mediadores inflamatorios puede
afectar el balance de la actividad pro- y anticoagulante y llevar a la formacion de
trombos. La liberacion basal del NO por las células endoteliales estd involucrada en este
balance y contribuye al mantenimiento del tono vascular normal y la trombo resistencia
por su papel vasodilatador e inhibidor de la adhesion y agregacidon plaquetarias. La

microangiopatia trombdtica (MAT) observada en los pacientes con D+SUH podria estar
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asociada a una disminucion de la produccién v/o disponibilidad del NO que podria
derivar en la consecuente activacion plaquetaria y conducir a la formacion de trombos.
Sin embargo, este aspecto no ha sido ain demostrado. En el modelo animal utilizado en
este trabajo, la inyeccion de la Stx2 reprodujo las caracteristicas presentes en las
plaquetas de los pacientes con D+SUH, ya que se observaron la trombocitopenia y la
inhibicién de la funcidn plaquetaria por agotamiento de los granules intracitoplasmaticos
32, Mas atn, el modelo murino nos permitié demostrar, por primera vez, que la inyeccion
de la Stx2 induce una activacion plaquetaria temprana, evidenciada por una mayor
respuesta de agregacion frente a distintos agonistas. Esta activacion conduciria a la
formacion de trombos que derivarian en la MAT caracteristica y explicaria la tardia

inhibicién de la funcién observada en las plaquetas remanentes de la circulacion.

Con el propdsito de determinar el papel del NO endégeno en la patogenia del SUH
se estudiaron los efectos de distintos inhibidores de la NOS en la patologia renal y
mortalidad inducidas por la Stx2 en nuestro modelo. Ambos fendmenos se encontraron
exacerbados como consecuencia de la inhibicién de la NOS por el L-NAME, lo que
sugiere un rol protector del NO en la patogenia del SUH. Dicho aumento en la toxicidad =~ * ¢
no pudo ser reproducido por inhibidores especificos de la forma inducible de la NOS .
(INOS), como la AG o el L-NIL, por lo que la forma constitutiva (cNOS) estaria
probablemente involucrada en la funcion protectora del NO. Por otra parte, la inhibicién

de la NOS por el L-NAME en los animales tratados con Stx2 acelera los fenémenos de . ‘.
activacion-agotamiento plaqﬁetario y exacerba su degranulacién, indicando que el NO )
actuaria como un amortiguador en este proceso. Finalmente, si bien la deplecién de .
plaquetas no modificé la mortalidad inducida por la Stx2, previno la potenciacion de la
muerte mediada por el L-NAME. En conjunto, estos resultados indican que la
potenciacion del dafio renal y toxicidad mediada por el L-NAME en el modelo de SUH
estarian mediadas, por lo menos en parte, por un aumento en la activacion y agregacion

de las plaquetas con la consecuente formacidn de trombos.

Los hallazgos histologicos refuerzan esta conclusion, ya que el pre-tratamiento con

el L-NAME agravo las alteraciones renales producidas por la Stx2, causando no sélo una
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mayor trombosis glomerular difusa sino también grandes areas de necrosis tubular. Cabe
destacar que esta es la primera vez que se evidencia la presencia de trombos
intraglomeruales en el modelo murino en respuesta a la Stx2, lo que valida ain mas este
modelo para el estudio del SUH. Por otro lado, los rifiones de ratones que recibieron s6lo
L-NAME mostraron el epitelio tubular normal, con leves alteraciones no relacionadas con
las provocadas por la Stx2 y probablemente debidas a los efectos vasoactivos del L-
NAME. Por lo tanto, estos datos indican que la inhibicion de la NOS por el L-NAME
induce una exacerbacion del dafio renal inducido por la Stx2 y no es consecuencia de un
efecto del L-NAME por si mismo. Esta potenciacion del dafio estaria mediada por un
aumento en la formacién de trombos dentro del rifion, que probablemente serian

consecuencia de la mayor activacion plaquetaria asociada a la ausencia del NO.

El aumento en los niveles séricos del NO (medido por su metabolito NO;") en los
ratones tratados con Stx2 concuerda con los datos obtenidos durante el periodo agudo
en los pacientes con SUH *. El hecho de que este aumento esté retrasado con respecto a
los efectos del L-NAME en la reactividad plaquetaria, sugiere que el NO encontrado en
el suero de los ratones podria provenir de la iNOS como consecuencia del dafio
endotelial tardio y los procesos inflamatorios generados en consecuencia. Sin embargo,
el pico en la concentracién de NO en plasma puede no reflejar exactamente el pico de
induccién de la actividad de la INOS in vivo en los distintos 6rganos 2*°. Para aclarar este
punto, la actividad y los niveles de mRNA de las isoformas de la enzima deberian ser
determinadas en los distintos ;’)rganos de los animales luego de la inyeccion de la Stx2.

Los efectos beneficiosos del NO también han sido demostrados en modelos de
endotoxemia en ratas donde la inhibicién de la NOS lleva a una MAT glomerular '?, la
cual es revertida por la administracién exogena del dador de NO, nitroglicerina '**. La
potenciaciéon del dafio inducido por la Stx2 al inhibir la NOS, sugiere que la
administracion de NO exdgeno podria constituir una buena terapia para la prevencion de
la MAT en los pacientes con SUH '®®. Sin embargo, en nuestro modelo experimental, la
administracion del sustrato L-ARG por si sola no fue capaz de prevenir la toxicidad de la
Stx2 ni la degranulacion de las plaquetas; sus efectos se limitaron a revertir aquellos

inducidos por el L-NAME. Esta falta de efecto puede explicarse ya que la concentracién

100



r.".'.

-r.

-

Respuesta inflamatoria y SUH

de arginina en el plasma normal es de 80-120 uM y la intracelular puede llegar a valores
de 1 mM, mientras que el Km de la NOS por la arginina es de 1-10 uM '**, Esto significa
que si la forma ¢cNOS es la involucrada en los fenémenos descriptos, la enzima estaria
saturada por las concentraciones de sustrato fisiologicas y el agregado adicional de L-
ARG suministrado exdgenamente no estaria disponible para la enzima. Sin embargo, esto
no invalida la idea de que el agregado de otros dadores de NO, que liberan directamente
NO luego de ser metabolizados, sea efectivo para atenuar el dafio causado por la Stx2.
El S-nitroso-glutatién, un nitrosol estable, ha sido probado en humanos y sus efectos
inhibitorios de la agregacion y adhesion plaquetaria ex vivo, con repercusiones minimas
en la vasodilatacion, lo hacen un buen candidato para la futura exploracién en nuestro
modelo de SUH *77*,

En conclusién, estos resultados indican que las propiedades antitrombogénicas
del NO sintetizado endégenamente serian importantes en prevenir la activaciéon y

agregacion plaquetaria involucradas en la trombosis glomerular en el SUH.

El D+SUH es una enfermedad compleja con multiples mecanismos patogénicos,
que se interrelacionan entre si para dar un cuadro caracteristico, con aspectos
compartidos por otras patologias tromboticas e infecciosas de distinto origen. Sin
embargo, a través de este trabajo pudimos demostrar utilizando el modelo murino, que
los PMNs y su actividad citotoxica, son centrales como contribuyente de la respuesta
inflamatoria y participan directamente en los mecanismos patogénicos de la Stx2. La
activacion de las plaquetas es un efecto asociado pero la presencia de las mismas no

define el curso de la enfermedad.
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