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“MECANISMOS ANTI-INFLAMATORIOS GENERADOS EN EL
HUESPED DURANTE LAS INFECCIONES CON GERMENES
GRAM NEGATIVOS”
Respuesta anti-inflamatoria en el Sindrome Urémico Hemolitico

RESUMEN

El Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) es una enfermedad que afecta principalmente
a nifios entre 0-5 afios causada habitualmente por Escherichia coli productoras de toxina
shiga (STEC). El indice de mortalidad es bajo (2-6%) pero el 30% sufre secuelas
renales o neuroldgicas. La accion de la toxina shiga (Stx) junto a la activacion de la
respuesta inflamatoria montada por el huésped son determinantes para el desarrollo
completo del SUH. Nuestros objetivos fueron (a) estudiar los efectos de Stx in vivo
sobre la respuesta inflamatoria y el balance oxidativo, y (b) analizar los mecanismos
montados por el huésped para contrarrestar dichos efectos. En particular, investigamos
el papel de los glucocorticoides (GC) y de los antioxidantes. Para esto utilizamos el
modelo murino por inoculacion endovenosa de Stx de tipo 2 (Stx2). Para analizar los
efectos de los GC enddgenos utilizamos el antagonista del receptor para GC (R-GC),
Ru486.  Stx2 indujo la neutrofilia y activacion de los neutrofilos. El tratamiento
simultaneo Stx2+Ru486 exacerbo la mortalidad, no alter6 la concentracion de
citoquinas, aumento el dano renal y la activacion de los neutrofilos. La Stx2 indujo la
expresion receptores para GC en neutrofilos y éstos fueron mas sensibles a los efectos
de la dexametasona. Stx2 indujo el estrés oxidativo depletando glutation y aumentando
la peroxidacion lipidica del rifion, y la generacion de intermediarios reactivos del
oxigeno en neutrofilos. Este nivel de estrés oxidativo fue bloqueado parcialmente por
agentes antioxidantes N-Acetil-L-Cisteina y S-Etil-L-Cisteina, aumentando la sobrevida
y suprimiendo la oxidacion. En conclusion, Stx2 genera un estado proinflamatorio y
oxidativo que contribuyen al dafo tisular. Los GC y los antioxidantes endogenos
juegan un papel central frenando este efecto. Estos resultados nos permiten proponer el
estudio de los efectos beneficiosos de los agentes antioxidantes o antiinflamatorios
durante la infeccion con STEC, antes del desarrollo del SUH.



PALABRAS CLAVE: Sindrome Urémico Hemolitico (SUH), toxina shiga de tipo 2
(Stx2), glucocorticoides (GC), polimorfonucleares neutréfilos (PMN), intermediarios
reactivos del oxigeno (IROs), estrés oxidativo, dexametasona (DEX), N-Acetil-L-
Cisteina (NAC), S-Etil-L-Cisteina (ETH).



“ANTI-INFLAMMATORY MECHANISMS INDUCED BY THE
HOST DURING INFECTIONS WITH GRAM NEGATIVE
GERMS"
Antiiflammatory response in Hemolytic Uremic Syndrome

SUMMARY

Hemolytic Uremic Syndrome (HUS) is a disease that affects children between 0-5 years
and is generally caused by Shiga toxin producing Escherichia coli. Mortality rate is low
(2-6%) but 30 % of the infected children suffer from renal or neurological sequelae.
The cytotoxic action of Shiga toxin (Stx) together with the immune response raised by
the host determines the complete development of HUS. Our objectives were (a) to
study the effects of Stx in vivo on the inflammatory response and the oxidative balance,
and (b) to analyze the mechanisms raised by the host to counteract such effects. In
particular, we investigated the role of glucocorticoides (GC) and antioxidants using the
murine model by intravenous injection of Stx type 2 (Stx2). To analyze the effects of
endogenous GC we used Ru486, antagonist of GC receptor (GR). Stx2 caused
neutrophilia and neutrophil activation. Simultaneous treatment with Stx2+Ru486
enhanced mortality, did not alter cytokine levels, decreased renal function and rendered
profoundly activated neutrophils. = Moreover, Stx2 induced GR expression in
neutrophils and these cells were more sensitive to the effects of dexamethasone. Stx2
induced oxidative stress shown by renal glutathione depletion and increased lipid
peroxidation, and increased and ROS generation in neutrophils. The oxidative stress
induced by Stx2 was partially blocked by antioxidants N-Acetyl-L-Cysteine and S-
Ethyl-L-Cysteine, increasing survival and reducing oxidation. In conclusion, Stx2
generates a proinflammatory and oxidative state that contributes with renal damage.
GC and endogenous antioxidants play a key role modulating these effects. These
results allow us to propose the study of the beneficial effects of antioxidants and anti-
inflammatory agents during STEC infections, before de development of HUS.



KEY WORDS: Hemolytic uremic syndrome (HUS), shiga toxin type 2 (Stx2),
glucocorticoids (GC), polymorphonuclear neutophils  (PMN), reactive oxygen
intermediates (ROS), oxidative stress, dexamethasone (DEX), N-Acetyl-L-Cysteina
(NAC), S-Etyl-L-Cysteina (ETH).



Agradecimientos

Esta tesis es el resultado de muchos afos de trabajo que representan los
primeros anos de mi vida como "investigadora” en el drea de las ciencias
médicas. En estos afios pude consolidar mis sentimientos hacia lo que hago, y
hoy en dia no podria trabajar en ningun otro tema de investigacion que no sea
relevante para la salud publica. Espero que este pequefio aporte sirva para
algo en esta busqueda, que parece interminable, de una cura definitiva para el
Sindrome Urémico Hemolitico.

Quiero agradecer a todos los que me acompanaron y me ayudaron a realizar
este trabajo en estos anos.

Especialmente quiero agradecerle a mi jefa, Marina Palermo, principalmente
por guiarme, por ensefarme a razonary a discutir cada experimento o tema de
trabajo. Gran parte de lo que me llevo fue gracias a su direccion.

También quiero agradecerle profundamente al acompafiamiento intelectual y
humano de Martin Isturiz. Agradezco especialmente haberme ensenado a
detectar lo "importante”. Su tipica pregunta siempre fue: ;cudl es la figura mds
importante de tu trabajo?. Me enorgullece haberlo tenido como co-director, por
su gran calidez humana, por su compromiso con los problemas de la salud
publica y por su pasion por la ciencia.

Esta tesis no se hubiera podido realizar sin la ayuda de mis queridisimas
compaferas de todos los dias. Entre ellas estdn Gabriela Ferndndez vy
Carolina Rubel. Gracias, mil gracias por haber estado siempre ahi. Las quiero
muchisimo. También a Fernanda Alves Rosa, amiga y colaboradora en
muchos proyectos. Especiales gracias a Graciela Dran, a quien voy a extranar
horrores, junto a su becaria Gabriela Camerano que me ha ayudado quién
sabe cuanto!!!l. a Paula Barrionuevo, Macarena Beigier Bompadre, Leticia
Bentancor, Maria Victoria Ramos...

Agradezco, aunque ya no esté con nosotros, al queridisimo Juan Portaluppi.
Cada vez que cruzo la puerta de doble hoja..me lo imagino yendo para el
fondo.

A toda la seccion de Leucemia Experimental, Isabel Piazzon, Irene
Nepomansky, a las chicas, Dalia, Gaby, Juli., Tito por toda su asistencia con los
animales

A MartitaFilippo, Nora Galassi, Norma Riera de citometria de flujo.

A Nelly, Selma, Natalia, Ebelia y Pilar

A Oscar Bustoabad

Esta tesis fue redactada gracias a la ayuda infinita de mis dos primas Irene y
Carina Zeroleni, y por supuesto de Guille, que sin el no funciono. Gracias a mis
padres Graciela y Néstor que pacientemente cuidaron de Ana siempre que fue
necesario.



Muchisimas Gracias



ABREVIATURAS

A/E
ARNm
ARNr
Anti-PMN
BSA
CTI
DEX
EHEC
ETH
FGN
FITC
FvW
Gbs
Gb,
GR
GSH
Hb
HPA
HUVEC
IL
IMF
IROs
LEE
LPS
MAT
MDA
MEC
MoAc
MPO
NAC
NF-kB
PMN
RE
R-GC
Ru486
SFB
STEC
Stx
SUH
TBARS
TNEF-a

NOMBRE COMPLETO

attaching and effacing/pegado y despegado

acido ribonucleico mensajero
acido ribonucleico ribosomal
anticuerpo anti polimorfonuclear
Suero de Albtimina Bovina
Colageno tipo I

Dexametasona

E. coli enterohemorrégica
S-Ethil-L-Cisteina

Fibrinégeno

Isiotiocianato de Fluoresceina
Factor VonWillebrand
Gobotriaosilceramida
Gobotetraosilceramida

Gobulo rojo

Glutation

Hemoglobina

Eje hipotalamo-pituitaria-adrenal
células de cordén umbilical humanas
Interleuquina

Intensidad media de fluorescencia
Intermediarios reactivos del oxigeno
isla de patogenicidad LEE
Lipopolisacarido

Microangiopatia trombdtica
Malondialdheido

Matriz Extracelular

Anticuerpo monoclonal
mieloperoxidasa
N-Acetil-L-Cisteina

Factor transcripcion nuclear Kappa Beta

Neutrdfilos

Reticulo endoplasmico

Receptor para glucocorticoides
Mifepristone

Suero Fetal Bovino

E. coli productoras de toxina shiga
Toxina shiga

Sindrome Urémico Hemolitico

Sustancias reactivas del acido tiobarbittirico

Factor de Necrosis Tumoral- alfa



Indice

PAGINA
* Resumen y palabras clave en castellano 2
* Resumen y palabras clave en inglés 3
* Agradecimientos 4
* Abreviaturas 5
1.- Antecedentes y Objetivos 9

2.- Introduccion

2.1 Aspectos principales del Sindrome Urémico Hemolitico 12

2.1.1 Etiologia 12

2.2 Epidemiologia 13

2.3 Caracteristicas de la toxina Shiga (5tx) 14

2.3.1 Serotipos 14

2.3.2 Estructura 15

2.3.3 Receptores de la toxina shiga. 16

2.3.4 Endocitosis de Stx. 17

2.4 Patogénesis del SUH 18

2.4.1 Adherencia difusa o localizada 19

2.4.2 Adherencia por intimina 19

2.4.3 Plasmido de 60MD (p0157) 20

2.5 Fisiopatogénesis 21

2.6 Fisiopatologia y Cuadro Clinico 22

2.6.1 Trombocitopenia 23

2.6.2 Anemia Hemolitica 23

2.6.3 Insuficiencia Renal Aguda 24

2.6.4 Efecto de la Stx2 sobre las células del tejido renal 24

2.7 Participacion de citoquinas en el SUH 25

2.8 Participacion Polimorfonucleares Neutrofilos (PMN) 27

2.8.1 Caracteristicas generales 27

2.8.2 Participacion de los PMN en el SUH 29

2.9 Regulacion Neuro-Endocrino Inmune 29

2.9.1 Eje Hipotalamo Hipofisis Adrenal (HPA) 30

2.9.2 Funcion de los GC sobre el Sistema Inmune 30

2.9.3 Receptores para Glucocorticoides (R-GC) 33

2.9.4 Antagonista del R-GC: Mifepristone (Ru486) 34

2.10 Estrés Oxidativo y SUH 34

2.10.1 Conceptos generales 34

2.10.2 Agentes Antioxidantes 35

2.10.3 Deteccion de estrés oxidativo 37

2.10.4 SUH y estrés oxidativo 37



2.11 Tratamientos
2.11.1 En Uso
2.11.2 En Estudio
2.11.3 Desarrollo de vacunas
2.12 Modelos Experimentales de SUH
3.- Materiales y Métodos
3.1 Anticuerpos y Reactivos
3.2 Ratones
3.3 Preparacion de Stx2
3.4 Ensayos de toxicidad en células Vero
3.5 Tratamientos in vivo e in-vitro

3.6 Estudios de Flujo Renal

3.7 Determinaciones de TNF-a e IL-1[3

3.8 Determinacidn bioquimica de urea en plasma.
3.9 Determinacion de Glutation total (GSH)

3.10 Determinacion nacion de sustancias reactivas

al acido tiobarbiturico (TBARS)

3.11 Estudios Histologicos
3.12 Recuento y Formula
3.13 Purificacion de Neutroéfilos Polimorfonucleares (PMN)
3.14 Estudios de funcion del Neutrdfilo
3.14.1 Adhesion de Neutrofilos
3.14.2 Ensayo de Quimiotaxis.
3.14.3 Expresion de CD11b
3.14.4 Intermediarios Reactivos del Oxigeno (IROs)

3.14.5 Fagocitosis inespecifica de Zymozan-FITC (Zy-FITC).

3.14.6 Cuantificacion de la Apoptosis Espontdnea
de Neutrofilos
3.15 Estudios de deplecion de neutroéfilos
3.16 Estadistica
4.- Resultados
Seccion 4.1
4.1.1 Efecto de los glucocorticoides enddgenos y exdgenos
a distintos intervalos de tiempo sobre la toxicidad de Stx2.
4.1.2 Citoquinas inflamatorias luego de la
inoculacién con Stx2 53
4.1.3 Flujo renal in vivo
4.1.4 Expresion de receptores para GC (R-GC) en neutrdfilos

38

39
40
40
43
43
43
43
44
44

45
46
46
46

47

47
48
48
48
48
49
49
49
49

50

50
51

52

54
56

10



4.1.5 Ensayo de deplecién de PMN en animales
tratados con Stx2 y Ru486 o DEX
Resumen Seccion 4.1
Seccion 4.2
4.2.1 Recuento de neutrdfilos.
4.2.2 Adhesion de neutrofilos
4.2.3 Ensayo de migracion
4.2.4 Expresion del marcador CD11b en los PMN circulantes
4.2.5 Generacion de Intermediarios Reactivos del Oxigeno (IROs)

por PMN
4.2.6 Capacidad fagocitica de PMN
4.2.7 Apoptosis de PMN
Resumen seccion 4.2
Seccion 4.3
4.3.1 Peroxidacion lipidica
4.3.2 Glutation total (GSH) intracelular
4.3.3 Efecto de NAC y ETH sobre la generacion de IROs

en neutrdfilos.

4.3.4 Efecto de NAC y ETH sobre la peroxidacién lipidica
en rifnon

4.3.5 Efecto de NAC y ETH sobre le contenido de GSH
total en rifion

4.3.6 Efecto de NAC y ETH en el indice de sobrevida.

4.3.7 Efecto de NAC y ETH sobre la funcion renal:
Determinacién de uremia

4.3.8 Efecto de NAC y ETH sobre la funcion renal:
Apariencia histologica
Resumen Seccion 4.3
5.- Discusién
Bibliografia

57
60

62
63
66
67

68
71
73
75

77

78

79

80

80
81

83

84
86
88
108

11



La forma tipica del sindrome urémico hemolitico (SUH) es precedida
generalmente por diarrea sanguinolenta y se caracteriza como una
microangiopatia trombodtica, anemia hemolitica con fragmentacién de
eritrocitos, trombocitopenia y falla renal aguda. Esta enfermedad es la
principal causa de dafio renal en la poblacion pedidtrica y nuestro pais
posee la mayor incidencia mundial. El agente etioldgico es
predominantemente la enterobacteria gram negativa Escherichia coli
productora de toxina shiga (STEC). De todos los pacientes infectados por
STEC, solo alrededor del 10-15 % evoluciona a SUH. Los indices de
mortalidad son bajos (=2-6% en el periodo agudo) debido a las terapias de
soporte que se utilizan para tratar los sintomas, fundamentalmente la
dialisis peritoneal, pero el 30% de los infectados pueden presentar distintos
grados de secuelas renales crénicas o neurologicas. El SUH se desarrolla
luego de la ingestién de alimentos o bebidas contaminadas con STEC. La
bacteria presente en los alimentos contaminados coloniza el intestino y
secreta la toxina shiga (Stx) que luego de atravesar la barrera intestinal,
entra a la circulacidon sistémica, alcanzando al érgano blanco(rifion), en
donde interactiia con su receptor especifico (Gb; ) para internalizarse e
inhibir la sintesis proteica. En el rifidn la toxina causa destruccion de las
células epiteliales tubulares y del endotelio glomerular [1]. Durante este
proceso se expone el subendotelio, se activa la cascada de coagulacion, se
liberan factores de agregacion plaquetaria y mediadores inflamatorios.
Como consecuencia, hay obstruccion de la microvasculatura que genera
focos de dafio por isquemia dando lugar a la insuficiencia renal aguda,
fragmentacion mecdnica de gldbulos rojos (anemia hemolitica), y la
activacion y consumo de plaquetas a la trombocitopenia [2].

La toxina shiga es necesaria pero no suficiente para causar el nivel de
dafio que se observa en biopsias de pacientes. Numerosas evidencias han dado
cuenta del papel determinante de la respuesta inflamatoria para el desarrollo

del SUH.
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- Trabajos in vivo como in vitro demostraron que mediadores inflamatorios
como los lipopolisacaridos (LPS), el TNF-a y la IL-1P potencian el dafio

inducido por la toxina. [3-5].

- En el modelo murino, la inoculacién intravenosa de Stx2 pura, libre de LPS
provoca neutrofilia prolongada, sin alterar otras poblaciones de leucocitos.
Estos neutrdfilos muestran un incremento en la expresion de la molécula
CD11b, en la adhesién a vasos de pulmon y en la capacidad citotoxica. Ademas
se demostré una correlacion positiva entre porcentaje de neutrdfilos y dafo
renal [6].

* EI LPS puede aumentar o disminuir la toxicidad de Stx2 dependiendo
de la dosis y el tiempo de inoculacion. Esto sugiere que el efecto del LPS sobre
la toxicidad de la Stx2 es una consecuencia de los efectos opuestos inducidos
por la respuesta inflamatoria o antiinflamatoria del huésped [7].

* La Stx2 es capaz de estimular al eje hipotdlamo hipoéfisis adrenal (HPA)
induciendo la secrecion de glucocorticoides (GC). Mas aun, la deplecion de GC
enddgenos aumenta el dano renal inducido por la accidén toxica de Stx2 y en
consecuencia la mortalidad [8].

En conclusidn, la Stx2 genera un estado proinflamatorio, protagonizado
por neutrofilia y activacion de los PMN. La respuesta anti-inflamatoria es

capaz de contrarrestar en forma parcial los efectos toxicos de la Stx2.

Teniendo en cuenta dichos antecedentes, el objetivo central de esta tesis fue
estudiar (a) estudiar los efectos de Stx in vivo sobre la respuesta inflamatoria y el
balance oxidativo, y (b) analizar los mecanismos montados por el huésped para
contrarrestar dichos efectos. En particular, investigamos el papel de los

glucocorticoides (GC) y de los antioxidantes.

Como objetivos particulares nos planteamos:
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(a) Estudiar aspectos aun no investigados de los efectos de la toxina shiga in
vivo sobre la respuesta inflamatoria.
Para lograr estos objetivos analizamos:

a(i) la concentracion de citoquinas proinflamatorias en plasma.

a(ii) el recuento y la funcionalidad del neutrofilo

(b) Estudiar de qué manera los GC enddégenos ejercen proteccion parcial
contra la toxicidad de Stx2.
Para determinar el papel de los GC enddgenos neutralizamos el efecto de los
mismos gracias al tratamiento con Ru486, antagonista especifico del receptor
para GC (R-GC) y nos preguntamos lo siguiente:

b(i) A qué tiempos respecto de la entrada de la toxina a la sangre los
GC ejercen méaxima proteccion.

b(ii) Si los GC actian alterando los niveles de citoquinas
proinflamatorias en plasma.

b(iii) Si acttan modificando la neutrofilia inducida por Stx2.-

b(iv) Si acttan alterando el potencial citotdxico (patogénico) del
neutrofilo.

b(v) Si los neutrdfilos presentan mayor sensibilidad a los efectos
antiinflamatorios de los GC (dexametasona). Para esto analizamos los efectos

directos de la dexametasona sobre los neutrofilos de animales tratados con Stx2.

(c) Estudiar los efectos de la toxina shiga in vivo sobre el balance oxidativo.

14



Sobre este punto nos preguntamos si la toxina shiga también es capaz de
romper el balance oxidativo llevando al organismo a un estado de estrés
oxidativo. Para resolver dicha pregunta estudiamos si Stx2 es capaz de
alterar la concentracion basal de antioxidantes enddgenos, y/o de aumentar

el dafio por oxidacién in vivo.
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2.1 Aspectos principales del Sindrome Urémico Hemolitico

El Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) es una enfermedad caracterizada por la
triada de anemia hemolitica no inmune, trombocitopenia e insuficiencia renal
aguda debido a los trombos de plaquetas que se forman en la microcirculacion
del rifdén. Luego se desarrolla una microangiopatia trombdtica (MAT) propia
de esta enfermedad. La forma tipica del SUH es de cardcter infeccioso y
epidémico y se presenta principalmente en nifios entre 0 y 5 afios aunque
pueden ser mayores también, precedida generalmente por diarrea hemorragica.
Las formas atipicas del SUH pueden manifestarse con signos neuroldgicos
transientes secundarios a la agregacion plaquetaria y la obstruccion de la

microcirculacién del cerebro pero sin diarrea [9].

2.1.1 Etiologia

(a) Forma Tipica o Infecciosa

El agente etioldgico del SUH tipico es la infeccion con cepas de bacterias
Escherichia coli enterohemorragicas (EHEC) o E. coli, productoras de toxina shiga
(STEC). La cepa O157:H7 es la de mayor importancia epidemiologica, aunque
existen muchas otras también capaces de causar la enfermedad (026, O111,
0113, 0121, 0145, etc) [10]. En este trabajo nos centraremos en el estudio de los
efectos de la toxina shiga (Stx) en el huésped, responsable de la forma tipica de

infeccion.

(b) Forma Atipica o no infecciosa [2]
Existen otras etiologias de SUH, y en conjunto corresponden a las asi llamadas
SUH no tipico o atipico, no epidémico:
i. hereditarias: autosOmica dominante-recesiva, errores del metabolismo
B12, deficiencia Factor H, deficiencia prostaciclina, deficiencia
ADAMTS 13.
ii. por drogas: mitomicina, contraceptivos, cocaina, ciclosporina A,
quinina, etc.
iii. post transplante: rifion, higado, intestino, médula dsea.

iv. otros: post parto, cancer, o hipertension maligna.
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2.2 Epidemiologia

El SUH es la causa mas frecuente de insuficiencia renal aguda en la infancia
a nivel mundial. Ocurre en mayor grado en los meses mas cdlidos, entre
Septiembre y Marzo para el hemisferio sur, que coinciden con un mayor
aislamiento de ECEH del ganado bovino, pero existen casos esporadicos
durante todo el ano. La variacion de la incidencia en distintos paises y atn en
distintas regiones de un mismo pais puede estar relacionada con los métodos de
procesamiento y los habitos de consumo de la carne propios de cada region.
Estudios realizados en USA informaron una incidencia anual de casos
1.42/100.000 nifios [11]. En América del Sur el problema se concentra en paises
del cono Sur donde las tasas de infeccion son similares a las comunicadas por
paises industrializados. Por ejemplo en Chile y Uruguay, la incidencia anual es
entre 3-4/100.000 nifios menores de 5 afios [12].

En nuestro pais se registran entre 400 a 500 nuevos pacientes por ano,
correspondiendo a una incidencia de 11,5/100.000, nifios menores de 5 afos.
Las estadisticas indicaron que entre los afios 1965-2004 se registraron mas de
7.000 casos de SUH con un porcentaje de insuficiencia renal crénica del 30 % y
de mortalidad en el periodo agudo de 2.9%, segin estudios realizados por el
Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas (INEI) ANLIS, Malbran y el
Ministerio de Salud de la Nacién Argentina (ver figura 2.1) [12]. Si bien el
rango de edad de infectados es entre 0 y 5 afios de edad, la incidencia maxima

se encuentra en nifios entre los 6 y 24 meses de edad, sin distincién de sexo [11].

Sindrome Urémico Hemolitico:
Comparacion de tasas de incidencia

Tasa de incidencia / 100.000 nifios < 5 afios

12 Figura 2.1.

10 Comparacion de
tasas de incidencia
de SUH.

iial

Canada USA Chile Uruguay Argentina
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El ganado vacuno es el mayor reservorio de cepas de STEC, pero también
se encontro en otros animales domésticos (ovejas, cerdos, cabras, perros y gatos
[13]). Pero la entrada de la bacteria a la cadena alimentaria se produce en
general por la contaminacién de la carne vacuna con heces o contenidos del
intestino del animal durante el faenamiento. La carne picada en particular
representa el mayor riesgo porque al ser picada, la contaminacion en la
superficie es distribuida al interior. La coccidn insuficiente de este alimento lo
transforma en el mayor factor de riesgo asociado al SUH. Otras fuentes de
contagio son los productos lacteos no pasteurizados, el agua de natatorios, el
salame, y el contacto persona-persona [14]. Esta bacteria es muy virulenta ya
que se necesitan menos de 70 bacterias O157:H7 vivas en la carne mal cocida o
en la leche no pasteurizada para producir sintomas gastrointestinales severos
[15]

De todos los pacientes infectados con STEC, solo entre el 10-15 %
desarrolla SUH. Por otra parte, el riesgo de mortalidad se encuentra entre el 2 y
el 6% durante el periodo agudo, dependiendo de factores tales como la
oportunidad de diagndstico y la precocidad del tratamiento de la insuficiencia
renal [12]. Aproximadamente el 30 % de los pacientes con SUH sufren secuelas
graves como insuficiencia renal cronica con requerimiento de didlisis o de
transplante, otros presentan secuelas a largo plazo como hipertension, defectos
en la capacidad de concentracion en orina, proteinuria o reduccién del clareado
de creatinina [16]. Otros o6rganos comunmente afectados son el sistema
nervioso y el pancreas [11]. Los sintomas de dafo neuroldgicos severo en el
comienzo de la enfermedad anuncian un mal pronostico, que puede revertirse
con el tratamiento inmediato de los desarreglos metabolicos renales. Algunos
pacientes experimentan letargia, dolor de cabeza intenso, convulsiones y
encefalopatia [17]. Las lesiones del pancreas se caracterizan por

microangiopatia trombdtica en los islotes de células de Lagerhans [11]

2.3 Caracteristicas de la toxina shiga (stx)

2.3.1 Serotipos
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Existen varios serotipos de E. coli productoras de una o mas toxinas
proteicas que son de la familia de la Stx producida por Shigella dysenteriae. Esta
toxina es también conocida como verotoxina por sus efectos liticos sobre células
Vero (linea celular derivada del mono verde africano) [18]. Estas bacterias
pueden producir dos tipos de toxina Stx, Stx1 y Stx2, aunque existen variantes
de la Stx2: Stx2a, Stx2c, Stx2d, Stx2d-activable, y Stx2f [19]. Las cepas de origen
humano pueden producir Stx1, Stx2, solas o en combinacion de las 2 toxinas o
sus variantes (Stx1/5tx2, Stx2/Stx2c, etc) [19].

Cada una de las variantes se diferencian por poseer distinta actividad
bioldgica, reactividad a anticuerpos o por la unién a su receptor [19]. Pero las
cepas de E. coli con mayor probabilidad de inducir SUH son las productoras de
Stx2 o sus variantes, posiblemente porque el nivel de transcripcion de stx, in
vivo es mas alto que el de stx; [20, 21]. Ademas se ha visto que la
microvasculatura renal es 1000 veces mas sensible a la accion citotoxica de Stx2
que de la Stx1 [22]. Estas toxinas se encuentran codificadas dentro del genoma
de un bacteriofago integrado al cromosoma bacteriano. Este dato posee cierta
relevancia teniendo en cuenta que existen factores externos, como los
antibioticos, capaces de inducir la transcripcion de los genes del fago y asi co-

expresar a los genes stx [23].

2.3.2 Estructura

Estas toxinas poseen una estructura ABsdonde una tnica subunidad A se
asocia a 5 subunidades B. La subunidad A posee actividad catalitica que tiene
como funcion interrumpir la sintesis de proteina en la célula blanco eucariota y
llevarla a la muerte celular por apoptosis. [19]. El pentdmero que forma la
subunidad B es el responsable de la unién al receptor. Las 5 subunidades estan
asociadas no covalentemente en forma de anillo estabilizado por las
interacciones de las hojas P antiparalelas, mientras que el eje central estd
rodeado por cinco hélices o y alli acomoda al carboxiterminal de la subunidad

A para mantener la estructura de la holotoxina (Figura 2.2)
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Holotoxina: 1 A: 5 B b Pentamero B
(a) (vista lateral) ( ) (vista superior)

Figura 2.2. Estructura de la toxina shiga. (a) vista lateral de la holotoxina, (b) vista superior del

pentamero B de unién al receptor [19].

2.3.3 Receptores de la toxina Shiga

El pentamero de la subunidad B (Figura 2b) de Stx contiene sitios de
unién a glicolipidos que se encuentran en la superficie de las células blanco y
por lo tanto estas estructuras median la entrada de la subunidad catalitica "A” a
las células. El receptor es conocido como globotriaosilceramida (Gb;) o CD77 o
el antigeno Pk de eritrocitos, es un marcador del centro germinal B en lo
ganglios linfaticos, ademds de ser el antigeno del linfoma de Burkit. Las
toxinas de tipo Stx,_Stx1, Stx2 y Stx2c reconocen al trisacarido terminal del
receptor Gbs, glicoesfingolipido globotriaosilceramida [Gala(1 —4)-GalB(1 - 4)
glucosil ceramida, donde Gal refiere galactosa], (Figura 2.3) con la excepcién de
Stx2e que se une preferentemente al globotetraosilceramida (Gb,) [24].
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Figura 2.3 Estructura del Gb3 y de los trisacaridos terminales necesarios para la union
de Stx, Stx1 o Stx2 [25] .

En humanos, este receptor ha sido encontrado sobre el epitelio renal de
tabulos distales, en el endotelio de la microvasculatura y en las células
glomerulares del mesangio [18]. De todas formas la sensibilidad de la toxina
shiga no siempre se correlaciona con la cantidad de receptores en el 6rgano
blanco. Esto se debe a que la composicion de glicolipidos presente en los
receptores también regula la unidn de la toxina y por lo tanto el grado de
citotoxicidad [26].

El reconocimiento y union de la toxina Shiga al receptor Gb; dependen
no solo de la presencia del mismo en el tejido blanco, sino también de su
composicion lipidica. Es decir que la forma de presentacion del glicolipido
tendra influencia sobre la capacidad de la toxina para reconocer la estructura
del receptor. Por ejemplo, cuando la composicion de acidos grasos es
heterogénea, la unién de la toxina al Gb; es mejor que cuando es homogénea.
Por otra parte, la longitud de la cadena de carbonos de los acidos grasos, asi
como el grado de saturacidn, también afecta la unién a la toxina: Stx1 une en
forma dptima a Gb; conformados por acidos grasos de 20-22 carbonos, mientras
que Stx2c une mejor a receptores que posean cadenas de 18 dtomos de carbono
en sus acidos grasos[24]. Para ambos subtipos de toxina la unién al receptor
mejora cuando los 4cidos grasos son insaturados. Esta caracteristica estructural
podria explicar las variaciones que se observan in vivo en la especificidad de
union o susceptibilidad de la toxina a los diversos tejidos o tipos celulares [18].

Existen evidencias que demuestran la interaccion de los receptores
glicolipidos presentes en la membrana plasmatica de globulos rojos (GR) con
Stx. Los antigenos P del grupo sanguineo humano son glicolipidos que
incluyen a los antigenos: Pk (que es Gbs;), P (que es Gb4) y P1 (un
neolactoceramida que también posee un extremo Galal-4Gal). La exposicion
relativa de cada uno de estos antigenos varia con el grupo sanguineo, por lo
tanto se ha hipotetizado que la union de la toxina a la superficie de los GR
puede secuestrar toxina del sistema y asi sacarla de la circulacion, previniendo
el acceso de la misma a las células endoteliales renales mas sensibles [24, 27].
De todas formas todavia no existen pruebas suficientes que demuestren la

participacion de los eritrocitos en la patogénesis del SUH.
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2.3.4 Endocitosis de Stx

Una vez que la Stx se une a su receptor sobre la membrana de la célula
blanco, las moléculas de la toxina son internalizadas por endocitosis mediada
por receptor [28]. La internalizacion involucra la formacion de hoyos de
clatrina dentro de la membrana celular, que mas tarde se desprenden para
formar vesiculas selladas con la toxina fusionada a la superficie interna.
Algunos tipos celulares que expresan Gb; son insensibles a la citotoxicidad de la
Stx. Esto se debe a que la toxina entra por vesiculas que se funden con
lisosomas, y cuyo contenido degrada a la toxina [24]. En células sensibles a Stx,
la toxina entra por endosomas y de ahi es llevada a la red del trans-Golgi por
transporte retrogrado hacia el reticulo endoplasmatico rugoso, a la membrana
nuclear o al citoplasma donde tiene acceso a los ribosomas [29, 30]. Durante
este proceso la subunidad A es clivada por la proteasa furina generando un
fragmento A1, N-terminal de 27 kDa cataliticamente activo y un fragmento A2
en el C terminal que permanece unido a Al por un puente disulfuro [31].
Finalmente, éste puente es reducido para liberar completamente el fragmento
Al. El fragmento Al libre posee actividad RNA N-glicosilasa y corta la union
N-glicosiladas de la adenina en la posicion 4324 del extremo 5" en la subunidad
ribosomal 28s [32, 33]. Este corte inhibe la elongacién en la sintesis proteica y
mas tarde causa la muerte celular por apoptosis dado que la adenina extraida
es critica para la union del factor de elongacion-1 aminoacetil, dependiente del
t-RNA, al ribosoma [16].

2.4 Patogénesis del SUH

La patogénesis del SUH es un proceso multifacético que involucra la
interaccion tanto de factores bacterianos como del huésped. Dosis muy bajas de
esta bacteria son suficientes para causar la enfermedad dado que una vez
ingeridas con los alimentos sobreviven al ambiente dcido del estomago, ya que
son resistentes al pH bajo, y mas tarde deben competir con otros
microorganismos para establecer la colonizacion intestinal.

La colonizacién de las E. coli enterohemorragicas (ECEH) se establece a
través de la adhesion de la bacteria al epitelio intestinal. En general se sabe que

la bacteria coloniza el intestino delgado distal pero principalmente el colon.
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Estudios realizados en cultivos in vitro de células intestinales humanas han
demostrado que la unién inicial de las E. coli O157:H7 ocurre en el foliculo
asociado al epitelio de las placas de Peyer, en el intestino delgado. Luego se
produciria la colonizacion del colon [34, 35]. La mayoria de los estudios de
adhesion han sido realizados utilizando lineas celulares de intestino donde se
pudieron detectar los distintos fenotipos de adherencia [36]. Dentro de las
cepas de ECEH existe mucha heterogeneidad en la forma de adherirse al

epitelio, aqui se describen las mas relevantes.

2.4.1 Adherencia difusa o localizada

La adherencia difusa se observa en algunas cepas EHEC o EPEC (E. coli
enteropatogénicas), donde la bacteria se encuentra distribuida uniformemente
sobre la superficie de las células epiteliales. Otras cepas EHEC se adhieren en
forma localizada, formando grupos estrechos o microcolonias en un numero

determinado de sitios sobre la superficie epitelial.

2.4.2 Adherencia por intimina.

La unidn de la bacteria a los enterocitos depende de las adhesinas que
son proteinas codificadas dentro del cromosoma de las ECEH. La adhesion de
la bacteria ocurre en forma localizada, es decir, que la bacteria se adhiere
formando focos de lesion conocidos como “attaching and effacing A/E” (en
inglés) que significa “pegado y borrado” [35]. El nombre viene de las lesiones
que se caracterizan por la pérdida de las microvellosidades de los enterocitos, la
adherencia intima de la bacteria a la superficie celular y ademas porque en los
enterocitos afectados por la union, se acumulan componentes del citoesqueleto
celular, como actina polimerizada que forman pedestales (Figura 2.4). Estas
transformaciones son mediadas por proteinas que se encuentran codificadas en
la isla de patogenicidad LEE del cromosoma bacteriano, conocido como locus
para el borrado de los enterocitos. El gen eaeA codifica para la proteina de
membrana intimina, que media la adhesion de la bacteria al enterocito, y para
su receptor (Tir o EspE) que luego de ser secretado por la bacteria se inserta en
la membrana del enterocito [18]. Esta isla también posee genes esp que

codifican para proteinas que se secretan y que son responsables de inducir la
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transduccion de sefiales en las células epiteliales que derivan en el desarrollo de
las lesiones A/E [23] La direccion o control de todos los mecanismos puestos
en marcha por la bacteria para colonizar el colon, por ejemplo la expresion del
aparado de secrecion de tipo III que es necesaria para generar las lesiones A/E,
estd regulada por quoérum sensing, un mecanismo por el cual la bacteria puede
regular su propia poblacion y la de otras bacterias que la rodeen (como las E.
coli no patogenas presentes en el intestino humano) [35]. Si bien las lesiones A/
E no han sido observadas en pacientes, se cree que la asociacion intima entre la
bacteria y el epitelio promueve la deposicion o secrecion de toxina shiga a la

mucosa, y las lesiones A/E estarian aumentando la permeabilidad del intestino

facilitando la absorcién de la toxina a través del epitelio intestinal a la sangre
[23].

Figura 2.4. Micrografia por microscopio

electrénico de transmision que muestra lesiones

AJE (izquierda) y microvellosidades conservadas

. - (derecha), inducidas por E. coli O111 en biopsias

del epitelio del colon bovino (adaptado de Stevens
PM, et al, 2002) [37]

2.4.2 Plasmido de 60MD (p0157)

Las bacterias E. coli O157:H7 y otras cepas también poseen un plasmido
de 75-100 kb (pO157) que codifican genes que podrian poseer importancia
patogénica. Este pladsmido lleva consigo los genes hly que da como producto
una hemolisina, katP, que corresponde a una catalasa-peroxidasa bifuncional,
espP, que codifica para una serino-proteasa extracelular que cliva al factor de
coagulacién humano V y a la pepsina A y por altimo etp, que es un conjunto de
genes que codifican para el sistema de secrecion tipo II [23]. A pesar de esto, el
papel exacto que cumple este plasmido en la patogénesis de la ECEH no ha sido
elucidado todavia [23, 35].
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2.5 Fisiopatogénesis

Es probable que la diarrea hemolitica sea producto de la accion tdxica
directa de Stx sobre la vasculatura de la mucosa [9] y sobre los enterocitos dado
que en conejo se demostrd que la toxina tiene efectos enterotdxicos directos
sobre las vellosidades de células epiteliales que tienen Gbs;. De todas formas
aun no se ha detectado la presencia de Gbs en el epitelio intestinal de humanos
[35]. Dado que las bacterias ECEH no invaden a las células epiteliales, es decir
que colonizan en la forma que se explicd anteriormente pero permanecen en el
lumen intestinal, la toxina shiga una vez producida pasa a la circulacién por
diversos mecanismos para llegar al tejido endotelial y epitelial susceptible. El
mecanismo por el cual la toxina pasa a la sangre no ha sido demostrado in vivo,
pero todos los estudios realizados in vitro con el uso de lineas epiteliales
polarizadas de intestino humano han demostrado lo siguiente:

(i) Stx1 cruza la barrera epitelial polarizada (CaCo2A y T84), sin alterar
la estructura de la monocapa y sin perder su actividad bioldgica. Este
mecanismo es dependiente de energia y de los microtubulos, y el pasaje es
transcelular [38].

(ii) Stx2 posee un mecanismo de pasaje distinto al de Stx1, aunque
tampoco altera la integridad del epitelio polarizado pero es independiente de
los microtabulos. Ademas, el pasaje de Stx2 es menos eficiente que el de Stxl1,
aunque la sensibilidad a la toxina de las células endoteliales intestinales y
glomerulares es significativamente mayor para Stx2 que para Stx1 [39].

(iif) La infeccién por ECEH también depende de la interaccién entre el
huésped y la bacteria. En este sentido, la respuesta inmune tiene un papel
determinante en el desarrollo de la enfermedad. La toxina Stx2 induce la
sintesis de IL-8 en la submucosa in vitro, induciendo el reclutamiento, activacion
y migracion de neutrdfilos al intestino [40]. El proceso migratorio y la
activacion de estas células estarian causando la desestabilizacion o ruptura de la
integridad del epitelio y por lo tanto aumentando la absorcion de Stx con la
subsiguiente iniciacion de las complicaciones sistémicas caracteristicas del SUH
[41].
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Una vez que la Stx2 cruza el epitelio intestinal, entra a la sangre desde
donde se traslada hacia los 6rganos blanco que poseen el receptor especifico. Se
cree que debido a la presencia de Gb; en el rifion del humano, y a la compleja
estructura de la microvasculatura, es alli donde se produce la mayor cantidad
de dafio en los distintos tipos celulares [18]. De todas formas esta es una
enfermedad sistémica, y otros drganos pueden ser afectados ya sea por la
presencia de Gb; o como consecuencia del desbalance general ocasionado por la
toxina. Por ejemplo, la oligoanuria y la retencion de liquido, que en
concomitancia con la uremia y la anemia y ocasionalmente miocarditis o
pericarditis, pueden dar falla coronaria congestiva. La uremia y Ila
hiponatremia pueden coincidir con disfunciébn neurologica [9].  Las
complicaciones neuroldgicas son las mas serias dentro de las extrarrenales y
extraintestinales causadas por Stx. La examinacion histopatologica de los
tejidos de pacientes sugiere que la toxina shiga dafia a las células endoteliales
en forma directa. Por otra parte las células endoteliales de la microvasculatura
del cerebro humano son relativamente resistentes a los efectos de la Stx pura
[42], pero el pretratamiento con TNF-a, aumenta la sensibilidad a la toxina

través del aumento de la expresion de Gbs sobre el endotelio [43]

2.6 Fisiopatologia y cuadro clinico

Las caracteristicas histopatoldgicas que se observan en el SUH se
denominan “microangiopatia trombotica” (MAT), término que también engloba
a otras condiciones como SUH no asociado al prodromo de diarrea (D-SUH) y a
la purpura trombotica trombocitopénica (PTT). El dafo endotelial es el sello
caracteristico de la MAT observado en pacientes con D+HUS. [35].

El periodo del prodromo se caracteriza por las manifestaciones
gastrointestinales como la diarrea que en la forma tipica (D+) la sufren
aproximadamente el 90% de los pacientes. Primero aparece la diarrea acuosa
que mas tarde cambia a sanguinolenta (74-95% de los pacientes) junto a los
otros sintomas caracteristicos del prodromo que son el dolor abdominal, la
distension, los vomitos, y menos comunes la invaginacion intestinal, el infarto

coldnico, el prolapso rectal, etc. Luego de un periodo variable de tiempo 3y 5
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dias) la diarrea desaparece y se desarrolla el cuadro clinico completo de

insuficiencia renal aguda (IRA), trombocitopenia y anemia hemolitica [16].

2.6.1 Trombocitopenia

La trombocitopenia ocurre por el consumo de plaquetas en
microtrombos luego de su activacion. En consecuencia, las plaquetas
circulantes poseen bajo contenido de B-trombomodulina, se degranulan y no
pueden agregarse. Se infiere que las plaquetas han sufrido un proceso de
activacion previa a la degranulacion porque el plasma de pacientes con SUH
induce la agregacion de plaquetas normales. Ademads se ha observado que este
plasma posee altos niveles de P-selectina, P-trombomodulina y factor
plaquetario 4, todos factores inductores de la agregacion. Las plaquetas poseen
un tipo de receptor glicolipido conocido como banda 0.03 que actiia como
receptor de la toxina [44]. Sin embargo, existe controversia sobre la accion
directa de la toxina Shiga sobre las plaquetas dado nosotros hemos encontrado
que la toxina pura no puede agregar plaquetas en un agregdmetro in vitro en
forma directa [45]. Mientras que Karpman y grupo mostraron que Stx1 puede
unirse a las plaquetas e internalizarse en 2 horas, lo que deriva en agregacion
plaquetaria vista por microscopia confocal [44]. Es posible que la consumicion
de plaquetas en el SUH puede estar asociada a un efecto indirecto debido al
dafio sobre la pared vascular que causa la toxina y que expone al subendotelio,
liberando por lo tanto factores que inducen la adhesién y la agregacion
plaquetaria (factor von Willebrand y fibrindgeno). A su vez, al agregarse, las
plaquetas disparan reacciones de coagulacion local formando pequenos
trombos [35, 46].

2.6.2 Anemia Hemolitica

La causa de la anemia hemolitica, se cree que se debe a la fragmentacién de los
GR ocasionada por la ruptura mecdnica que sufren al pasar por la
microvasculatura dafnada y obstruida por los trombos de plaquetas [35]. Las
células endoteliales de la microvasculatura expresan grandes cantidades de
Gb3, entonces una vez que la toxina Shiga accede a ellas, las dafia y elimina por

apoptosis exponiendo al subendotelio y liberando factores de coagulacion que
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inducen la agregacion y activacion plaquetaria. Estas plaquetas a su vez
colaboran con la liberaciéon de factores de coagulacion induciendo la formacion
de trombos y la deposicion de fibrina ocluyendo a los pequefios vasos [46].
Otras lesiones de la membrana el GR ocurren por peroxidacion lipidica (dafio
por oxidacidon de los fosfolipidos de la membrana plasmatica)[9]. Por otra
parte, la oclusidn es agravada por el dano que ejerce la toxina Shiga sobre el

epitelio renal [14].

2.6.3 Insuficiencia Renal Aguda (IRA)

La IRA se presenta en el 100% de los casos, en diversos grados. La
mayoria de los nifios que presenta IRA muy severa tienen en general periodos
de oligoanuria prolongados en los primeros dias de la enfermedad. También se
observa hematuria microscopica en el 100% de los casos y el grado de
proteinuria es variable. Ademads pueden detectarse manifestaciones de dano
tubular proximal, y alteraciones en las concentraciones de metabolitos
excretados en orina (glucosuria, hiperaminoaciduria, bicarbonaturia) o
presentes en la sangre como la hiperpotasemia, hiponatremia, hipocalacemia y
acidosis metabolica. El filtrado glomerular sufre un deterioro rapido y la
concentracion de urea en sangre (uremia) y de creatinina (creatininemia) se
elevan rapidamente. Muchos nifios superan los 400mg/% de uremia (valor
normal: 20-60mg/%) con creatininas superiores a 7 mg/% (valor normal: 0.7 mg/

%) [16].

2.6.4 Efecto de la Stx2 sobre las células del tejido renal.

Las lesiones histopatologicas del SUH se deben principalmente a la
interaccion de la Stx con las células endoteliales y epiteliales del rifidn. Cortes
histologicos provenientes de biopsias de pacientes muestran trombos y
deposicion de fibrina y plaquetas dentro de los vasos pequenios (Figura 2.5), a lo
que le sigue el dano por isquemia, la hinchazén de las células endoteliales del
glomérulo, la oclusion de la luz de las celulas epiteliales del tubulo renal, la
expansion del mesangio y la mesangidlisis. La deposicion de fibrina y plaquetas
en la microvasculatura renal (particularmente en el glomérulo) derivan en la

oclusion capilar que ademas de inducir la anemia hemolitica por el dafio fisico a
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los eritrocitos, también genera la disminucion del flujo sanguineo al rifdén que
lleva a la insuficiencia renal. Por otra parte, las lesiones trombdticas
mensionadas también son sistémicas [47]. En los casos mas severos también se
observan extensas regiones de necrosis cortical (tabulos y glomérulos) e

infiltrado de células proinflamatorias como neutrdfilos polimorfonucleares
(PMN) y macrofagos [35].

Figura 2.5 Corte histologico de biopsia de paciente. Se muestra un trombo con

deposicion de fibrina y plaquetas dentro de los vasos pequefios [47].

2.7 Participacion de citoquinas en el SUH.

Cada vez mas evidencia experimental demuestra que la respuesta
inmune del huésped a la Stx estd involucrada en la patofisiologia del SUH.
Teniendo en cuenta que solo el 10% de los pacientes infectados genera SUH, es
probable que, durante la infeccion con E. coli O157:H7, el desarrollo del dafio
endotelial maximo requiera de la presencia de Stx, de otros componentes
bacterianos, y de sustancias inflamatorias secretadas o producidas por el
huésped, ya que la toxina es necesaria pero no suficiente para el desarrollo de la
enfermedad [48].

Se ha visto que pacientes con SUH poseen niveles circulantes de IL-6, IL-
8, IL-10 y del antagonista del receptor de IL-1 (IL-1Ra) en concentraciones de

dos a tres veces mayores que los controles, y también que el aumento de estos
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mediadores pro y anti inflamatorios estdn asociados al aumento en la severidad
de la disfuncidn renal que aparece luego de desarrollarse el SUH [49]

Por otra parte, existen trabajos in vitro que demuestran la capacidad de la
toxina pura para inducir la produccion de citoquinas proinflamatorias. Por
ejemplo Khoan y equipo encontraron que Stx1 puede inducir la produccién de
TNF-a, IL-1f e IL-6 en células endoteliales de glomérulo humanas y en células
epiteliales de tubulo proximal en cultivo [50]. Al mismo tiempo se sabe que la
toxina shiga es capaz de inducir la secrecion de IL-8 por las células epiteliales
del intestino in vitro [51]

Uno de los componentes centrales comunes a todas las bacterias gram
negativas, causantes del SUH, es la endotoxina o lipopolisacaridos (LPS). El
LPS puede ser uno de los agentes responsables de la induccién de citoquinas en
la patofisiologia del SUH, entre las que se destacan el TNF-a, la IL-1P y la IL-6
[48]. El LPS puede combinarse con la Stx para amplificar el potencial citotoxico
de Stx, induciendo la liberacion de citoquinas proinflamatorias. De todas
formas no se ha encontrado endotoxemia en pacientes con SUH tipico. Pero
existen evidencias indirectas de que el LPS ha estimulado a la respuesta inmune
ya que se han detectado anticuerpos anti LPS en pacientes [52]. Pero no existen
evidencias de endotoxemia en pacientes con SUH, por lo tanto el LPS estaria
actuando desde el lumen intestinal. Por otra parte, también se ha visto que el
pretratamiento de ratones o conejos con Stx aumenta los efectos letales del LPS
[63]. Mas aun, el pretatamiento con LPS en ratones puede aumentar o
disminuir la toxicidad de la Stx2, dependiendo de la dosis y el tiempo de
inoculacidn, y estos efectos podrian estar modulados por TNF-a e IL-1 [7].

El TNF-a es un mediador de la inflamacién y de la coagulacion
microvascular, que se encuentra aumentado en el SUH [35]. Esta citoquina es
muy relevante en el SUH, ya que se ha demostrado en ratones que la Stx induce
la sintesis de TNF en rifion aumentando la sensibilidad a los efectos toxicos de
la toxina [54]. Por otra parte, en monos, la infusion de Stx aumenta la excrecion
urinaria de TNF-a e IL-6 [55]. Mas aun, in vitro se ha visto que la Stx1 estimula
la produccién de citoquinas proinflamatorias en el tibulo proximal [56] y que la
preincubacién de células epiteliales de tabulo humanas con TNF-a aumentan la
apoptosis inducida por Stx2 [57]. [Estd demostrado que la Stx actta
sinérgicamente junto al TNF-ay la IL-1B para causar los efectos citotoxicos
sobre las células endoteliales [58]. ElI TNF-a aumenta la adherencia de

leucocitos a células endoteliales (CE) estimuladas con Stx y aumenta la
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expresion de moléculas de adhesion sobre la membrana externa de las CE [59].

En pacientes se han detectado niveles de TNF-a e IL-6 en orina [55].

2.8 Participacion de los Polimorfonucleares Neutrofilos _
PMN).

2.8.1. Caracteristicas Generales.

Los neutrdfilos polimorfonucleares (PMN) poseen un papel importante
en todas las fases de la defensa del huésped. Estas células abundan en la sangre
pero estan ausentes en el tejido circundante. Tienen vida corta, ya que luego de
dejar la médula dsea, sobreviven unas horas y luego mueren por apoptosis,
salvo que sean reclutadas al sitio de la infeccion o inflamacion.

El primer efecto importante de los neutrdfilos es ingerir particulas
opsonizadas o recubiertas con anticuerpos y/o complemento, pero también
pueden ingerir patogenos directamente. Ademds de ser fagociticos, los
neutrofilos poseen granulos que contienen enzimas, proteinas y péptidos que
median la respuesta intracelular antibacteriana. Los fagocitos pueden dafar
bacterias a través de la generacion de productos tdxicos liberados al espacio
extracelular. Los mas importantes son el perdxido de hidrogeno (H,0,), el
anién superoxido (O3) y el éxido nitrico (NO), que son directamente toxicos
para la bacteria. Estos productos son generados en el proceso de estallido
respiratorio (explicado mas adelante). El efecto colateral de estos agentes
microbicidas es que también pueden dafar al tejido circundante. Sin embargo,
existe una serie de enzimas y agentes que tratan de controlar este desborde
(catalasa, superoxido dismutasa y glutation oxidasa). Esta respuesta inmune
innata es inmediata y puede ser suficiente para prevenir el establecimiento de
una infeccion.

El segundo efecto importante de la interaccion del patdgeno con el
neutrdfilo es la secrecion de citoquinas. Los neutrofilos activados producen
citoquinas que contribuyen con la defensa del huésped. Por ejemplo, la
liberacion de IL-1, IL-6 y TNF-a inducen la elevacion de la temperatura
corporal, que beneficia al huésped inhibiendo enzimas el patogeno e

induciendo la produccion de proteinas de fase aguda. El neutrdfilo también
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libera quimioquinas que luego de la infecciéon funcionan como
quimioatractantes. La mas importante es la IL-8 que pertenece a la clase CXC
de quimioquinas, es sintetizada ademds por monocitos, macrofagos,
fibroblastos, keratinocitos y células endoteliales entre otras. Esta quimioquina
tiene la capacidad para inducir la movilizacion del neutréfilo de la sangre al
tejido infectado, gracias a que estabiliza la unidén del neutréfilo a la célula
endotelial y que dirige la migracidon por gradiente de concentracion. Por otra
parte, IL-8 induce la activacion y degranulacion del PMN [60].

Los neutrdfilos polimorfonucleares (PMN) son células efectoras
pertenecientes a la respuesta inmune innata que participan en la defensa del
huésped contra infecciones de diversos tipos [61]. Los PMN circulantes que
salen de la médula 6sea, deben activarse para migrar a los sitios inflamatorios y
para poder eliminar eficientemente a los patogenos [62]. Este es un proceso
complejo, mediado principalmente por moléculas de adhesién que se expresan
sobre el PMN y sobre el endotelio también activado, pero también es inducido
por factores quimiotacticos (IL-8) que ejercen un efecto sobre los PMN
induciendo su adhesidn, migracion y posterior degranulacion [63] [64]. El
reclutamiento de neutréfilos al tejido inflamado ocurre por el proceso de
“rolling” o desplazamiento reversible del PMN sobre el endotelio de las
vénulas post capilares, mediado por moléculas de adhesion llamadas selectinas.
Luego, la adhesion es mas firme ya que estd mediada por las moléculas de
adhesion conocidas como integrinas, sobre el leucocito y por su contraparte
sobre el endotelio [63]. Por ultimo, el proceso de extravasacidon involucra
interacciones coordinadas y transcientes entre las integrinas (LFA-1, Mac-1,
CD11/CD18) y las proteinas de la matriz extracelular (MEC) [65]. Este
movimiento también es dirigido por un gradiente de concentracion de
quimioatractantes, principalemente IL-8, al foco infeccioso [64].

Una vez presentes en el foco infeccioso, los PMN fagocitan al
microorganismo invasor y lo matan a través de diversos mecanismos entre los
que se destacan la fagocitosis, el estallido respiratorio a través de la produccion
de intermediarios reactivos del oxigeno (IROs), y con la liberaciéon de enzimas
proteoliticas [66]. El proceso fagocitico induce la produccion de IROs, y ambos
procesos a su vez derivan en la induccion de la muerte celular programada o
apoptosis del neutrofilo para ser fagocitado por los monocitos y asi resolver el

foco inflamatorio [67]. La induccién de la apoptosis lleva a una disminucion en
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la actividad funcional del PMN (quimiotaxis, fagocitosis, degranulacion, IROs)
lo cual también contribuye con la resolucion de la inflamacion aguda [68].
Cuando los PMN son reclutados al sitio inflamatorio, la expresion del
programa apoptotico puede ser alterada por diversos agentes, algunos capaces
de retardar (LPS, GC, etc) [68], otros de inducir (IROs, TNF-a) la activacion del
programa apoptotico [69]. La desregulacion en el balance de los procesos
funcionales del neutrdfilo puede resultar en patologias diversas (renales,
hepaticas, pulmonares o sistémicas) y contribuir a la condicién de inflamacion

cronica y al dafo tisular [70].

2.8.2 Participacion de los PMN en el SUH.

En el SUH, la leucocitosis con predominio de PMN o neutrofilia es un
parametro frecuente y diversos autores la han descrito como factor de mal
prondstico [9] [71] [18]. También es comun observar, como se dijo en el capitulo
anterior, niveles elevados de interleuquina-8 (IL-8) en el plasma de pacientes,
citoquina que recluta y activa preferencialmente al PMN ademads de ser un
poderoso quimioatractante [51, 71-73]. Ademas, los PMN de pacientes con
SUH tienen mayor capacidad para adherirse a células endoteliales de cordon
umbilical humanas y de inducir dafio endotelial degradando fibronectina [74].

Trabajos recientes realizados en nuestro laboratorio en el modelo murino
de SUH, mostraron que la inoculacién intravenosa (i.v.) con dosis letales de
Stx2 pura libre de LPS, provoca neutrofilia que se prolonga hasta la muerte del
animal, sin alterar otras poblaciones de leucocitos. Estos neutrofilos muestran
un incremento en la expresion de CD11b, en la adhesion a vasos de pulmoén y
en la capacidad citotdxica [6]. El pre-tratamiento con LPS potencia la neutrofilia
y la induccion temprana de CD11b, luego de la inoculacidon con Stx2. Ademas
se observa una correlacion positiva entre porcentaje de neutrdfilos y dafio renal

evaluado por los niveles de urea en plasma.

2.9 Regulacion Neuro-Endocrino-Inmune

El Sistema Inmune, el Sistema Endocrino y el Sistema Nervioso Central

operan constantemente en comunicacion construyendo una red de interacciones
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funcionales neuroenddcrino-inmune. Los glucocorticoides (GC) son mediadores

importantes en la comunicacion bidireccional entre ambos sistemas.

2.9.1 _Eje Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal (HPA).

El eje Hipotdlamo-Hipofisis (Pituitaria)-Adrenal (HPA) posee como
funcién principal mantener la homeostasis basal y la asociada al estrés. Los
componentes centrales de este eje se encuentran en el Hiptalamo y el tallo del
cerebro ("brain stem") [75]. El hipotalamo contiene neuronas que producen y
secretan hormona liberadora de corticotropina (CRH), especificamente en el
nucleo paraventricular del hipotdlamo. Las terminales de estas neuronas estan
localizadas en la eminencia media y tras un estimulo determinado (infeccién o
estrés) secretan CRH-41. Esta hormona secretada por el hipotdlamo actta sobre
la hipdfisis para inducir la secrecion de ACTH. Este péptido, a su vez, estimula
la secrecion de glucocorticoides (GC) por la corteza adrenal [76]. Por otra parte,
la actividad del eje HPA es regulada por retroalimentacion negativa ejercida

por los GC sobre el hipotalamo [77].

2.9.2 Funcion de los GC sobre el sistema inmune.

La activacion del sistema inmune durante ciertos estadios de
enfermedades infecciosas, o luego de la administracion de endotoxina
bacteriana (LPS) en animales, es acompanada por un incremento marcado y
duradero de los niveles circulantes de GCs [78, 79]. Esta notable activacion del
eje HPA por el sistema inmune, se debe principalmente a la secrecion de CRH
que a su vez es inducida por el nivel de citoquinas proinflamatorias (IL-1, TNF-
a, IL-6) liberadas por la estimulacion de las células inmunes. Los GCs,
producto final de dicha activacidn, ejercen profundos efectos moduladores
sobre los procesos inmunes, metabolicos, endocrinos y de comportamiento, que
acompanan al proceso infeccioso que les dio origen. Dicha modulacién incluye
efectos permisivos sobre la respuesta de fase aguda [80] y la fiebre [81], (b)
efectos supresores sobre (i) la respuesta inmune celular y humoral, (ii) la
secrecion de mediadores inflamatorios y (iii) los efectos fisiologicos de las
citoquinas [82, 83]. Estos efectos supresores de los GCs previenen de los efectos

deletéreos del sistema inmune sobreactivado durante la infeccion [84].
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Muchos de los mecanismos que inician y amplifican la respuesta inmune
ante la inflamacion aguda son susceptibles a la inhibicién por GCs [85].
Actualmente se encuentra plenamente aceptado el hecho de que los GC
liberados bajo situaciones fisiologicas contribuyen al control enddgeno de la
inflamacién [86]. Los mecanismos supresores son diversos e incluyen la
regulacion negativa de la expresidon génica de citoquinas (IL-1, IL-2, IL-4, TNF,
Factor Estimulador de Colonias e interferon-gamma (IFN-y) [87] [88]), el
bloqueo de la actividad de la fosfolipasa A2, y la inhibicién del trafico de PMN
[89].

Los GC son capaces de modular la maduracion, la distribucion y la
funcién de las células fagociticas, y en particular ejercen su efecto sobre los
neutrofilos polimorfonucleares. Por ejemplo, los GC inhiben la acumulacion de
PMN en el tejido inflamado [90], suprimen la fagocitosis, la quimiotaxis, la
degranulacion, la adherencia, la generacion de IROs y la citotoxicidad mediada
por anticuerpos [91]. La funcién de los PMN es alterada por los GC ademas en
forma indirecta, a través de la inhibicion de factores que regulan su funcion, por
ejemplo sobre la liberacion de quimioatractantes y de activadores endoteliales
[92].

En un trabajo previo, nosotros demostramos que la toxina Stx2 inoculada
de forma intravenosa en ratones es capaz de estimular al eje HPA induciendo la
secrecion de GC (Figura 2.6). El aumento fue significativo desde las dos horas
luego de la inyeccion con la toxina y fue disminuyendo progresivamente [8].
También demostramos que la deplecién de GC enddgenos por adrenalectomia
o a través del bloqueo de su receptor especifico utilizando un antagonista
sintético de los GC (Ru486), aumenta el dafno renal y en consecuencia la
mortalidad (Figura 2.7) inducido por la accion toxica de Stx2 [8]. Estos
resultados demuestran la capacidad de los corticoides enddgenos de atenuar
parcialmente la toxicidad de la toxina shiga.

Si bien se conocen las propiedades antiinflamatorias de los
glucocorticoides sobre las células inmunes, los mecanismos involucrados en la
proteccion parcial otorgada contra la accion deletérea de la toxina shiga no han

sido investigados.
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Figura 2.7 Corticosterona Plasmadtica.
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Figura 2.6.Concentracion de corticosterona en plasma de ratones tratados con Stx2. Las
determinaciones de corticosterona fueron realizadas a distintos tiempos posteriors a la
inoculacion con toxina Shiga iv(250pg/raton), segiin se indica en la figura. Los valores estan
expresados como la media+ ES de 6 ratones por tiempo., # p<0.0001, * p<0.05 vs el control con
salina por el test t de Student.

Figura 2.7 Efectos de los GC enddégenos sobre la sobrevida.
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Figura 2.7 Papel de los GC en la proteccion contra la toxina Stx2. (a) ratones

adrenalectomizados (ADX) y sham operados (Sham) fueron inoculados con Stx2 iv
(250pg/mice) 5 dias después de la cirujia. DEX (300 pg/ml) fue administrada en el agua de
bebida desde 6 horas antes de la inoculacion con Stx2 hasta el final del experimento. *p<0.05 vs
todos los controles (b) RU486 (600 pg/mice, i.p.) fue administrado diariamente desde 12 horas
antes de la inoculacion con Stx2 (n=24/grupo) *p<0.05, vs Stx2. Todas las comparaciones fueron
realizadas utilizando el test exacto de Fisher.
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2.9.3 Receptores para Glucocorticoides (R-GC)

La accion de los GC depende de dos factores muy importantes: la
disponibilidad relativa de la hormona, la cual estd determinada por el nivel de
GC en la circulacién y el acceso del mismo a células y tejidos relevantes [93] y
por el numero y funcion de los receptores para los GC (R-GC) [94].

Los GC ejercen sus efectos en el tejido inmune blanco a través de dos
subtipos de receptores, el receptor de mineralocorticoide (R-MC) y el receptor
de glucocorticoides (R-GC), ambos pertenecen a la familia de receptores
nucleares y poseen un mecanismo de accion similar. El R-MC tiene mas
afinidad por GC circulantes que el R-GC, pero este ultimo se encuentra en
mayores cantidades en los tejidos inmunes [95]

La forma mas aceptada que tiene el GC para entrar a la célula es por
difusion simple a través de la bicapa lipidica de la célula hacia el citoplasma. El
receptor de GC, se localiza en el citosol de la célula blanco, asociado a “heat
shock protein 90” (hsp 90). Al mismo tiempo esta conformacion inactiva le
confiere gran afinidad por el ligando. Cuando el GC entra a la célula se une a
su receptor formando un complejo (GC+Receptor+hsp90) que luego es
hiperfosforilado. En esta forma activa se transloca rapidamente al nucleo
celular, y el complejo une la proteina nuclear p59. Al estar cargado
positivamente la hsp90 y p59 liberan al receptor que se dimeriza y se une al
DNA [96, 97]. El sitio de unién al DNA se encuentra sobre la region del
promotor de genes que responden a GC y se denomina elemento respondedor
de glucocorticoides (GRE) [98]. . Una vez que el homodimero del R-GC se une
al GRE, se induce o se reprime la transcripcion de los genes blanco, tal vez
gracias a la interaccion con el aparato de transcripcion basal [99].

El aumento en el namero y/o afinidad de R-GC podrian proveer un
mecanismo por el cual las células pueden regular su sensibilidad a los GC.
Estudios previos han demostrado que las citoquinas no solo activan la
liberacion de los GC, sino que también influencian la expresion y la funcion del
R-GC. Por ejemplo, el tratamiento in vivo o in vitro con LPS altera la expresién y
funcién del R-GC en varias células y tejidos, incluyendo células T [100],
monocitos/macréfagos [101, 102]. células bronquiales y pulmonares [103, 104] y
hepaticas [105].
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La expresion de R-GC se estudié en ensayos de union de radioligando
citosolico sobre homogenatos de tejido completo, que determinaron que el timo
posee la expresion mas alta de R-GC en el cuerpo, y es seguido por los nédulos
linfatico, el bazo y los leucocitos de sangre periférica, en particular neutréfilos y

células mononucleares fagociticas [95].

2.9.4 Antagonista del receptor de glucocorticoides: Mifepristone_

(Ru486)

El Ru486 es un antagonista efectivo de GC y progesterona. Ru486 posee
gran afinidad por el receptor de GC (R-GC) y luego de unirse al ligando, se
incrementa la afinidad entre el receptor y las proteinas asociadas hsp90 y p59.
Se cree que la proteina hsp 90 tapa al sitio de union al DNA del receptor y
como consecuencia queda imposibilitada la interaccion con el DNA en el sitio
del elemento respondedor de la hormona [106]. Otros postulan que Ru486
promueve la disociacion de hsp90 y la unién al DNA, pero el complejo no
puede estimular la transcripcion de los genes bajo el control de los GC [107] El
Ru486 tiene una vida media metabolica de alrededor de 20 horas y durante ese
periodo no permite la union del GC con su receptor. La dimerizacion del
receptor y la union al DNA ocurren, pero esto no es seguido por la
transcripcion, por esto se lo utiliza frecuentemente como antagonista del R-GC
[108, 109].

2.10 Estrés Oxidativo y SUH.

2.10.1 Conceptos Generales

El metabolismo aerdbico genera ciertos niveles de estrés oxidativo
fisiolégico e intermediarios reactivos del oxigeno (IROs) que se producen
continuamente en muchos procesos bioldgicos dentro y fuera de los tejidos.
Actualmente, los productos del estrés oxidativo son los mayores mediadores de
las enfermedades humanas como el sindrome de distrés respiratorio,
enfermedad de obstruccion crénica pulmonar, asma, fibrosis intersicial del

pulmon, ictericia obstructiva, sepsis [110].
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En condiciones fisiologicas, existe un balance homeostatico entre la
formacion de IROs y su remocidn por compuestos endogenos antioxidantes. El
estrés oxidativo ocurre cuando este balance se rompe o por la excesiva
produccion de IROs y/o por defensas antioxidantes insuficientes o inadecuadas.

La NADPH oxidasa es una enzima que se encuenta en el neutrofilo y
posee subunidades citoplasmadticas y de membrana. Ante la activacion del
PMN por componentes inflamatorios del microorganismo invasor o del
huésped, la enzima se activa y ensambla sus subunidades catalizando la
produccion del anidn superdxido como agente citotoxico. El anidn superdxido
resultante es inmediatamente convertido en agentes oxidantes poderosos como
hipohalitos, peréxido de hidrogeno, radical hidroxilo y cloraminas, que junto a
las proteasas son los principales responsables de la eliminacion de
microorganismos mediada por el neutréfilo [111].

Aproximadamente el 50-70% de los IROs generado por la NADPH
oxidasa es producido dentro de los compartimentos celulares cerrados
incluyendo los fagosomas, endosomas y granulos intracelulares [111]. El resto
(30-50%) son volcados al espacio extracelular antes de que se cierren y se
internalicen dichas estucturas y en consecuencia exacerban el proceso
inflamatorio causando dafo sobre el tejido expuesto [66]. Especificamente, esta
injuria puede consistir en dano o muerte celular a causa del dafio oxidativo al
DNA, a las proteinas, a los carbohidratos y a la membrana plasmatica, esto
ultimo a causa de la peroxidacion lipidica que lleva a alteraciones en la
permeabilidad de la membrana y a modificaciones en la estructura y funcién de

las proteinas que la conforman [112].

2.10.2 Agentes antioxidantes

(a) Agentes antioxidantes enddgenos

Las células y tejidos poseen mecanismos antioxidantes activos que
previenen o revierten el dafio oxidativo. En general, la acumulacion del
perdxido de hidrogeno (H,O,) es prevenida por las enzimas superdxido
dismutasa (SOD), catalasas y peroxidasas. Las tres enzimas tienen como
proposito minimizar la exposicion de las células a los intermediarios reactivos
del oxigeno. La SOD especificamente cataliza la conversiéon del anién
superdxido (0;7) a H,O, mas O,. La catalasa convierte H,O, en agua y oxigeno

libre y las peroxidasas catalizan la reduccion de H,O, a agua. Entre los
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donantes de electrones utilizados por las peroxidasas para llevar a cabo estas
reacciones, se encuentran los alcoholes, los fenoles, las aminas, NADPH, y los
tioles [113].  Entre los ultimos, el mas importante es el glutation (GSH) dado
que es el mayor antioxidante en células eucariotas que actiia como un reductor
intracelular y protege a las células secuestrando especies reactivas del oxigeno y
detoxificando sustancias toxicas [114]. El GSH también se encuentra
involucrado en muchas funciones celulares: es un reservorio de cisteina,
mantiene el estatus de tioles de proteinas previniendo la oxidacion de grupos
sulfidrilos (-SH) o reduciendo uniones disulfuro inducidas por el estrés
oxidativo, es un modulador de procesos celulares como sintesis de DNA,
procesos asociados a los microtibulos, y funciones inmunes [110, 115].

Las sintesis de GSH también depende de la disponibilidad del
aminoacido precursor : glutamato, glicina o cisteina [116]. El GSH es el sustrato
de la enzima GSH peroxidasa que reduce perdoxido de hidrogeno (H,O,) o
peroxidos lipidicos (lipido-OOH), formando glutation oxidado (GSSG) (figura
2.8). La acumulacion de GSSG es nociva para la célula dado que puede
interrumpir la funcion proteica, y ademas, como resultado del estrés oxidativo
los niveles de GSH disminuyen y en consecuencia la capacidad antioxidante de
la célula [115].

Lipid-OOH

NN

GSH Peroxidase = GSSG Reductase G-6-P Dehydrogenase

VAN

Lipid - OH GSSG NADPH 6—-Phaosphogluconate
or H20 .

NADP Glucose-6-Phosphate

Figura 2.8.
Oxidacién y reduccion del glutation [115].

(b) Antioxidantes exdgenos

N-Acetil-L-Cisteina (NAC) es un agente sintético derivado de las cisteina que
actia como antioxidante disminuyendo la concentracion de IROs [117]. El
efecto antioxidante del NAC puede ser directo por neutralizacion de los agentes

reactivos del oxigeno o indirecto aumentando la biosintesis de GSH.
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Mas aun, las funciones de NAC sobre el sistema inmune son diversas:
(i) Inhibe la quimiotaxis y la invasiéon de células malignas.
(ii) Posee efectos estimuladores in vitro e in vivo sobre el proceso de
fagocitosis asi como sobre otras funciones del leucocito.
(iii) NAC in vitro inhibe la activacidon del factor de transcripcion nuclear
NFkB
(iv) Posee propiedades anti-inflamatorias inhibiendo la expresion y
liberacion de citoquinas proinflamatorias (IL-8) [118] la expresion de
moléculas de adhesion [119], la sintesis de prostaglandinas, y puede

promover la sobrevida celular estimulando la expresion de NFkB [117].

S-Ethil-L-Cisteina (ETH) es otro compuesto que posee propiedades
antioxidantes dado que es un compuesto organico con azufre, capaz de reducir
grupos tioles. ETH es un derivado del ajo, contiene cisteina, es hidrofilico y las
propiedades antioxidantes son similares a las del NAC. Asi como NAC, ETH es
efectivo porque actia a través de sus propidades enzimaticas y no enzimaticas

y secuestrando radicales del oxigeno directa o indirectamente [120].

2.10.3 Deteccion de estrés oxidativo

Existen varias herramientas para monitorear los nivels de liberacion de
radicales libres generado por el estrés oxidativo. En primer lugar, IROS puede
ser detectado por métodos colorimétricos utilizando un espectrofotémetro o por
citometria de flujo. Este altimo utiliza un producto llamado dihidrorodamina-
123, que en presencia de peroxido de hidrogeno emite fluorescencia verde. Este
compuesto es permeable, por lo tanto detecta IROs dentro y fuera de la célula
[86]. Por otra parte, uno de los productos generados por la peroxidacion
lipidica es el malondialdheido (MDA) y comtunmente se mide por la
derivatizacién del 4cido barbitarico (TBA) para dar un compuesto rojo
detectable con un espectofotometro (TBARS) [121].

2.10.4 SUH y estrés oxidativo.

El estrés oxidativo ha sido tenido en cuenta en varios estudios con nifios

enfermos de SUH cursando por el periodo agudo (1ra y 2da semana luego del

41



diagnostico) y en la recuperacion (semana 12 luego del diagndstico) [122-125].
Estos trabajos han tratado de relacionar la hemolisis caracteristica de estos
pacientes con los niveles de estrés oxidativo. Por lo tanto, estos estudios fueron
realizados sobre los glébulos rojos (GR) de pacientes.

En general, estos estudios encontraron que el paciente durante la fase
aguda de SUH posee altos niveles de glutation oxidado (GSSG), y mayor
peroxidacioén lipidica sobre la membrana plasmatica de los globulos rojos, con
valores de malondialdheido (MDA) significativamente mayores que los
controles durante el periodo agudo. Estos valores elevados se normalizan en
los pacientes recuperados (semana 12). La actividad de la enzima catalasa y de
otras enzimas con actividad antioxidantes como la stperdxido dismutasa (SOD)
en GR se han encontrado elevadas en los pacientes, también con recuperacion
de los valores normales en la semana 12. Estos trabajos sugieren que el dafio
oxidativo sobre la membrana plasmatica de los GR seria uno de los factores
responsables de la anemia hemolitica caracteristica de los pacientes con SUH
[122-125].

Hasta el momento no existen trabajos que documenten la relevancia del
estrés oxidativo ejercido por los PMN activados directamente sobre el tejido

renal o indirectamente a través de la activacion del endotelio.

2.11 Tratamientos

Hasta el momento no existen tratamientos especificos en uso que
controlen el nivel de dano renal ejercido por la toxina shiga. Los tratamientos
vigentes para tratar a pacientes con SUH son basicamente de soporte, ya que
consisten en mantener la homeostasis y eliminar los metabolitos tdxicos

generados.

2.11.1 En uso.

Las terapias que se utilizan incluyen la restriccion de la ingesta de
liquido, sodio, potasio y proteinas y la dialisis del paciente si fuera necesario.
La didlisis peritoneal se inicia cuando los pacientes estan oligoantdricos o

anuricos por 72 horas o el paciente tiene manifestaciones neuroldgicas o
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hipertension arterial severa. La anemia se trata con transfusiones de glébulos
rojos sedimentados [126].

El uso de antibidticos no es recomendado para combatir a infeccion
bacteriana porque aumentan el riesgo de contraer SUH. Algunos antibioticos
pueden inducir la expresion de bacteriofagos que poseen el gen stx aumentando
la produccidon de toxina, o también la lisis de la bacteria en el intestino podria
provocar la liberacion masiva de Stx y/o LPS [127] [128]. De la misma forma los
agentes anti-espasmodicos impiden la liberacion de la bacteria por las heces
aumentando el tiempo de exposicion a la toxina por lo que resultan
perjudiciales para el paciente.[129, 130]. También no se recomienda el uso de
agentes anti-inflamatorios no esteroides porque pueden disminuir el flujo
sanguineo del rifon [131]. También se desaconseja el uso de agentes
antitrombdticos en chicos con SUH porque la hipertension, la asotemia y la

trombocitopenia pueden aumentar el riesgo de hemorragia intracraneal [14].

2.11.2 En estudio.

El Synsorb Pk (SYNSORB Biotech, Inc., Calgary, Alberta, Canada) o
cromosorb, son sustancias cubiertas con oligosacaridos que fueron disefiadas
para captar a la toxina en el limen intestinal, y asi limitar la cantidad y el
tiempo de exposicion de la misma al epitelio [132, 133].  Esta sustancia se
encuentra todavia en estudio dado que ha sido probada en modelos animales
pero no ha tenido buen resultado en pacientes [134, 135]. Un estudio realizado
por Takeda et al, encontré que la coincubacion de esta sustancia con la Stx1 o
Stx2 protege a un 50% de células de adenocarcinoma renal humano del efecto
citotoxico. Ademads se encontrd que Stxl tiene mads afinidad que Stx2 por
Synsorb Pk, pero Stx1 no posee relevancia epidemioldgica [136]. Por otra parte,
al ser administrada en forma oral, esta sustancia estaria bloqueando a la toxina
producida en la luz intestinal pero no podria neutralizar a la toxina que pasa a
la circulacion sistémica a través de las células epiteliales del intestino.

Existen muchos protocolos de tratamientos, después de los realizados
con el synsorb pk, que se encuentran en estudio. A través de la ingenieria
genética, se desarrollaron bacterias E coli no patogénicas que expresaban la
seccion terminal del trisacdrido de Gb; (Gala(1-4)-GalP(1-4)-GlcB1- y fueron

probadas como agentes "probioticos" contra la infeccion por STEC. Esta
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bacteria probd ser muy eficiente para neutralizar Stx1, Stx2, Stx2c, Stx2d y el
tratamiento via oral protegio 100% a ratones infectados con una cepa de STEC
muy virulenta para ese modelo particular de raton [137]. También se han
probado compuestos solubles administrados en forma parenteral, como los
polimeros ramificados conocidos como "SUPER TWIGS" (del inglés), donde
varios Gb3 se ubican con distintas orientaciones. Esto fue probado en un
modelo murino por infeccion con bacterias STEC y este compuesto fue
administrado en forma intravenosa logrando un indice de sobrevida
significativo [138]. Otro compuesto desarrollado por Wantanabe y grupo es
otro analogo del Gb; sintético que se administra en forma oral, que posee una
configuracién difrente a la del SUPER TWIG, y se conoce como "polimero Gb; ".
Este polimero tiene afinidad por Stx1 y Stx2 la cual es mayor que los
compuestos mencionados anteriormente y protegen a ratones infectados con
dosis letales de E. coli O157:H7, aun cuando los polimeros fueron administrados
después de establecida la infeccion, por lo tanto demostrando que este
compuesto tiene la capacidad para atrapar Stx en el intestino y prevenir su

entrada a la circulaciéon [139].

2.11.3 Desarrollo de vacunas

Estudios de inmunizacion en cerdos y conejos con el toxoide Stx2e
protegio a los animales desafiados con E coli productora de la misma variante
de la toxina [140, 141].

También se ha visto que Stx acoplada a liposomas da una respuesta
especifica de anticuerpos neutralizantes anti-Stx en ratones y monos,
confiriendo proteccion ante el desafio con la bacteria productora de toxina [142,
143].

En nuestro laboratorio se ha desarrollando un pldsmido eucariota
codificante para el gen modificado de Stx2, que fue capaz de generar una

respuesta de anticuerpos neutralizantes para la Stx2 in vitro [144].

2.12 Modelos experimentales de SUH.

Todos los modelos animales utilizados hasta el momento presentan

algun tipo de limitacion. Muchos de ellos se asemejan a la enfermedad en el
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humano solo en algunos aspectos, entonces son ttiles para estudiar aquellas
caracteristicas comunes de la patofisiologia del SUH.

En conejo, la administracion intravenosa (i.v.) de Stx1 tiene propiedades
enterotoxicas directas y selectivas, que son causadas por la accion directa de la
Stx sobre su célula blanco: células epiteliales del intestino, que poseen Gbs. Esta
susceptibilidad est4 asociada a la edad del conejo dado que hay mas biosintesis
de Gb; en la tercera semana de vida. [145] [146]. La Stx (i.v.) en estos animales
causa dafio vascular (microangiopatia trombotica) particularmente en el cecum,
colon y sistema nervioso central [147] [148]. Las células endoteliales en estos
tejidos también son el blanco principal de Stx. De todas formas, el tejido renal
del conejo no es afectado y no une toxina [147], lo cual es consistente con la falta
de Gb; en ese tejido [148]. En este modelo junto con el de raton se ha
demostrado que la Stx produce dafio en el sistema nervioso central y
microangiopatia por accion directa [149, 150].

En vacas la infeccion con STEC puede causar diarrea con lesiones
principalmente en el colon, sin otro sintoma, dado que no hay evidencias de
toxemia o dano vascular sistémico [151]. En estos animales, la patogenicidad
también pareceria estar asociada a la edad, dado que las lesiones son menos
frecuentes y menos extensivas en vacas que en terneros que tienen 12 horas de
vida [151].

En cerdos jovenes, lo mas comun es la enfermedad del edema, que
ocurre naturalmente e involucra dafio vascular sistémico como resultado de la
infeccion intestinal causada por STEC. En estos animales estas bacterias son
huéspedes naturales [152]. El evento mds importante de la enfermedad de
edema clinico es falla neurologica y muerte. Otras lesiones importantes son
edema del parpado, mesenterio y tracto gastrointestinal [153] [154].
Microscopicamente presentan lesiones que indican necrosis de las arteriolas en
el tracto intestinal y en el cerebro [155] [156]. Como en el SUH, la enfermedad
de edema tiene como etapa previa a la diarrea no hemorragica, pero ésta es
causada por la enterotoxina estable al calor y solo raras veces se asocia con
diarrea hemorragica [154].

El perro Galgo desarrolla vasculopatias idiopaticas cutdneas vy
glomerulares luego de la infeccion con STEC [157].

Un estudio hecho en monos reproduce la microangiopatia trombotica
glomerular que se encuentra en el SUH pero solo cuando las dosis de Stx

inyectadas son bajas. De todas formas no se registran cambios en el
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hematocrito, y no hay un incremento de los linfocitos en general. En las
lesiones del tracto gastrointestinal se incluyen hemorragias y trombosis pero no
necrosis [55].

Trabajos presentados por diversos autores, han mostrado que el raton es
un modelo valido para estudiar diversos aspectos del SUH humano,
particularmente la participacion de la respuesta inflamatoria y anti-
inflamatoria. Se vid que el raton infectado en forma intragdstrica con E. coli
O157:H7 desarrolla sintomas gastrointestinales, neuroldgicos y sistémicos,
semejantes al SUH humano. Particularmente presenta un patrén de toxicidad
muy parecido al humano, tanto con la presencia de focos necréticos en el colon,
como el dano histopatologico en los glomérulos y los tabulos renales, ademas
de la presencia de eritrocitos fragmentados y trombocitopenia. Esto se presenta
aun en ratones C3H/ HeJ, que es una cepa que no responde al LPS,
demostrando entonces que los sintomas son producto de la Stx2 per se [158].

En nuestro laboratorio, utilizamos el modelo murino inoculando la
toxina Stx2 pura por via i.v. Estos ratones sufren letargia, a veces paralisis de
los miembros posteriores, dejan de comer y de acuerdo a la dosis inoculada,
mueren entre las 96 y 168 horas luego de la inoculacion. La muerte del raton se
debe principalmente a la necrosis tubular bilateral de los rifiones. El dano renal
presente en ratones es revelado primero a través de los valores de uremia y
creatinina. En general, los valores de urea en plasma son normales (60 mg/%)
hasta las 24 horas luego de la inoculacién con Stx, y a las 48 horas los niveles
suben significativamente (100-250 mg/%) [8]. Paralelamente los valores de
creatinina pasan de 0.7 mg/dl a 3.5 mg/dl. Por otra parte, existe correlacion
entre dichos valores y la mortalidad de los animales. Dosis de Stx2 inductoras
de 50% de muerte producen valores intermedios de ambas sustancias. Por lo
tanto, los valores séricos de creatinina y urea se correlacionan directamente con
el dafo renal y la mortalidad [7].

Este modelo nos permite analizar independientemente las acciones
especificas producidas por la Stx2 y en todo caso la modulacién por los
distintos componentes bacterianos o del huésped (LPS, citoquinas inflamatorias

o glucocorticoides) [53, 54].
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3.1 Anticuerpos y Reactivos

Dexametasona (DEX), S-Etil-L-Cisteina (ETH), N-Acetil-L-Cisteina (NAC),
Anticuerpo policlonal (conejo) anti IgG1 (anti ratén) marcado con FITC, Ru486
[17-hidroxi-11-(4-dimetilaminofenil) ~ 17-(1-propinil)  estra-4,9-dieno-3-uno],
dihidrorrodamina-123 (DHR-123), Forbol-Acetato Miristato (PMA), Ioduro de
Propidio (IP), Tripsina, Zymozan A (Zy), quimioatractante de neutrdfilos
formyl-Met-Leu-Phe (fMLP), isiotiocianato de fluoresceina (FITC), coldgeno
tipo I de cola de rata soluble en 4cido (CTI), albimina sérica bovina (BSA) y
fibrindgeno de ratéon (FGN) fueron obtenidos en Sigma (St. Louis, MO).
Anticuerpo monoclonal anti CD11b/CD18 murino (M1/70.15 clon IgG2b de rata
anti CD11b) libre de azida fue un generoso obsequio del Dr F. LePault de Unit
1461 CNRS URA. Hopital Necker, 161 Sevres 75743, Francia. El anticuerpo
policlonal anti IgG1 marcado con FITC fue obtenido de Caltag Laboratories
(Burlingame, CA).

3.2 _Ratones

Los ratones BALB/c fueron criados en el bioterio del Departamento de
Leucemia Experimental de la Academia Nacional de Medicina (ILEX), Buenos
Aires. Para todos los experimentos utilizamos machos de 9 semanas de edad
que pesaban entre 20-25 gr. Todos los animales fueron mantenidos bajo ciclos
de luz y oscuridad de 12 horas a 22+2°C de temperatura y fueron alimentados
con una dieta estandar y con agua ad libitum. Los experimentos realizados para
este trabajo fueron conducidos de acuerdo a los principios establecidos por la
Guia para el Cuidado y el Uso de los Animales de Laboratorio (Instituto
Nacional de Salud de EEUU, 1985).

3.3 Preparacion de Stx2

La Stx2 fue provista amablemente por el Dr. Sugiyama Junichi de Denka Seiken
CO Ltd. (Nigata, Japan). La pureza fue determinada por el proveedor
mostrando un sélo pico por HPLC. La preparacion de la toxina fue analizada
para determinar contaminacion con endotoxina (LPS) por el ensayo de “Limulus
amoebocyte lysate”, por el cual 1 IU/ml es igual a 0.1 ng/ml de LPS estandar de E.

coli. Los resultados de este ensayo determinaron que la preparacion de toxina
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utilizada para los experimentos contenia menos de 40 pg LPS/g de proteina de
Stx2.

3.4 Ensayos de toxicidad en células Vero.

Las células Vero son ttiles para el estudio de la toxicidad de la Stx debido a
poseen alta sensibilidad a los efectos citotdxicos de la toxina. La actividad
citotoxica de la Stx2 en células Vero se analizd como se ha sido descrito
previamente [10, 159]. 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 preparacién de Stx se adicionaron a cada pozo y se incubd por dos dias a
37°C en 5% CO,. La dosis citotdxica 50 (CDs) corresponde a la dilucion
requerida para matar un 50% de células Vero y se determiné por tincién con

cristal violeta y medicion de la absorbancia resultante a 550 nm..

3.5 Tratamientos in vivo e in vitro

(a) Stx2

El poder letal de la Stx2 fue evaluado inoculando a los ratones de forma
intravenosa (iv) por el plexo retroorbital, como se describe en un manuscrito
previo [6] con diluciones seriadas en solucion salina libre de pirégenos con 0.2%
SFB. Esta dosis corresponde a 50 ng/kg (aprox.1 ng/raton) y fue la utilizada para
todos los ensayos de sobrevida donde indujo = 50% de mortalidad entre las 72 y
96 horas luego de la inoculacion, y 2 ng/ratdn para obtener aproximadmente
100% de muerte para los ensayos donde se determind proteccion por otros

factores o agente detallados en esta tesis.

(b) Ru486 (Mifepristone)

Para evaluar el papel de los GC endogenos sobre las funciones inflamatorias de

los PMN generadas por la Stx2, utilizamos el antagonista especifico de GC y
progesterona Ru486 (Mifepristone), el cual bloquea a los receptores de GC (R-
GC) y de progesterona. La vida media metabdlica del Ru486 es
aproximadamente de 24 h [160], por lo tanto, inoculando Ru486

intraperitonelamente (ip) todos los dias se bloquea totalmente el efecto de los
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GC endogenos [86]. El Ru486 se utiliza para determinar la especificidad de las
funciones mediadas por el R-GC en diversos modelos de inflamacion [61]. Los
ratones fueron tratados con una tnica dosis iv de Stx2 y con 600 pg/ratén/dia de
Ru486 hasta el fin del experimento [108]. La primera dosis de Ru486 fue

siempre suministrada en simultaneo con la dosis tinica de Stx2.

(c) Dexametasona (DEX)

El efecto de los glucocorticoides exdgenos fue determinado utilizando

dexametasona.  Para los ensayos de sobrevida, la dexametasona fue
administrada intraperitonealmente en un tnica dosis simultdnea o no a la de
Stx2, de 50 pg/raton (0.5 mg/ml). Para determinar el efecto directo de DEX sobre
la funcién del neutrdfilo, una vez aislados (2x10° células/tubo) fueron
incubados con o sin DEX (100 o 1000nM, segun se indique en cada figura) por

30 minutos en las condiciones necesarias para cada ensayo.

(d) N-Acetil-1-Cisteina (NAC) y S-Etil-1-Cisteina (ETH).

En primer lugar los tratamientos con antioxidantes se realizaron con dos

protocolos de tiempo de administracion disefiados para actuar en el periodo del
desarrollo del SUH que va desde la entrada de la bacteria a la declaracion de la
enfermedad. Determinamos que para el modelo murino corresponderia el
tratamiento 48 horas antes de la inoculacién de la toxina (t-48) y en simultaneo
(t0). Para t-48h los ratones fueron tratados con 1 mg/ml de NAC y ETH en el
agua de bebida (Img/ml o 100mg/kg/dia) en agua potable teniendo en cuenta
que los ratones beben aproximadamente 1 ml de liquido por dia. Para el
protocolo tOh los ratones fueron tratados con 3.5 mg/ratén ip en solucién salina
(175 mg/kg/dia). En ambos protocolos de administracion del tratamiento se
prolongo hasta el final del experimento (entre las 72 y 168 horas) para todos los
ensayos realizados. = Luego incorporamos dos tiempos mads, con el fin de
analizar el papel de estos compuestos en el modelo murino de SUH. Para esto
ensayamos los compuestos a t-168h (1 mg/ml por el agua de bebida) y t0 (3.5
mg/raton/dia).

3.6_Estudio de Flujo Renal

Centellograma con [®"Tcl-Glucoheptanato. Se utilizd una cdmara gama

Elscint Dycon 80, equipada con un colimador pinhole. Los ratones fueron
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anestesiados i.p. con pentobarbital sédico y ubicados en posicion ventral,
extendidos e inmovilizados para incluir el cuerpo entero en la imagen. Se
adquirieron imdgenes de 1.5 minutos inmediatamente después de la
inoculacién i.v de 55.5 MBq de [99mTc]-glucoheptanato (Bacon, Argentina)
preparado de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El flujo renal se
registrd a través de las imagenes obtenidas desde la computadora de la cdmara

gama que fueron fotografiadas con una camara digital.

3.7 _Determinaciones de TNF-a e IL-1p

La sangre fue obtenida por puncién del plexo retroorbital. El suero obtenido
fue guardado a 20°C hasta el momento de la determinacion. TNF-a e IL-1[3
fueron cuantificadas por un ensayo de ELISA sandwich (enzyme linked
immunosorbent assay) con un equipo de Endogene, MA. También se
determino la actividad bioldgica de TNF-a por un ensayo citotoxico sobre
células L929 en presencia de actinomicina D para inhibir el crecimiento de
las células [161].

3.8_Determinacion bioquimica de urea en plasma.

La determinacidon bioquimica de la uremia de ratones fue realizada utilizando
los reactivos para la determinacion de uremia de Weiner lab (Buenos Aires), y
la lectura de la concentracion fue realizada en un autoanalizador CCX Spectrum
(ABBOTT DIAGNOSTICS SYSTEM, Buenos Aires, Argentina) siguiendo las
instrucciones estandarizadas del equipo. Las concentraciones de urea se

muestran en mg/%.

3.9 Determinacion del Glutation total (GSH)

(a) Preparacién de las muestras.

Los 6rganos en estudio se homogeneizaron en HCIO, 0,5 N en una proporcion
de 1 gramo de d6rgano en 50 ml de acido. Se centrifugaron a 5000 g durante 10
minutos, y los sobrenadantes se neutralizaron con Na; PO, 0,44 M (1 mL de
sobrenadante y 0,5 ml de Na; PO,).

50



(b) Procedimiento para la determinacion del Glutation total

El sobrenadante obtenido, como se explico en la seccion anterior, se agregd a
una mezcla de reaccion formada por 1 mL de buffer fosfato 0,1 M pH:7 y EDTA
1 mM; acido 5-5" di-tio-bis-nitrobenzoico (RSSR) 0,1 mM (en solucion
amortiguadora fosfato de sodio y potasio, pH 7); NADPH 4 mg/mL en NaCO;
0,5 % P/V y glutatién reductasa 6 U/mL. Se utilizé glutation oxidado 10 M como
patron. Se midid la absorbancia a 412 nm a temperatura ambiente. La
concentracion de GSH se calculd considerando un € 4o nm = 13,5 mM ' cm y

se expresoO en pmoles/g de 6rgano en estudio.

3.10 Determinacion de sustancias reactivas al dcido tiobarbitirico

(TBARS)

Las reacciones en cadena que ocurren durante la oxidacion de los lipidos
conducen a la formacién de hidroperdxidos, los cuales se descomponen en
muchos productos secundarios como aldehidos, cetonas, etc. Dentro de los
aldehidos generados se puede formar el malondialdehido (MDA). Este
compuesto se puede evaluar por medio de una técnica colorimétrica donde el
acido tiobarbittrico se une al MDA formando un compuesto que absorbe a 532
nm. Medio de Reaccién: homogeneizado de rindn (1 gr/ 9 mL de buffer fosfato
30 mM, KCI 120 mM, pH= 7,4), butilhidroxitolueno (BHT) 4 % P/V en etanol,
acido tricloroacético 20 % P/V, y acido tiobarbitarico 0,7 % P/V. La mezcla se
calent6 durante 1 hora a 100 °C y luego se leyo la absorbancia a 532 nm. ( € =

1,56 mM " cm. 7). Los resultados se expresan en nmol de MDA/mg proteina.

3.11 Estudios Histoldgicos

Los estudios histologicos de ambos rifiones fueron obtenidos 72 h luego de cada
tratamiento. Los rifiones fueron disectados longitudinalmente, fijados en
formalina 10% neutral y embebidos en parafina. Luego, el tejido fue tefiido con
hematoxilina y eosina (H&E) y examinado por microscopia electronica. Se

examind la apariencia histologica glomerular y tubular, ademds de dafo
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endotelial y epitelial en un niimero promedio de tres secciones de cada rifiéon de

cada ratdon

3.12 Recuento y Formula.

El recuento total de leucocitos fue determinado con una cdmara Neubauer con
un microscopio Optico, luego de diluir las células en una solucién al 2% de
acido acético. Las muestras de sangre fueron obtenidas con capilares
heparinizados por puncion del plexo retro-orbital en los tiempos
correspondientes luego del tratamiento. El conteo y porcentaje total de PMN
circulantes fue determinado luego del conteo diferencial sobre extendidos

tenidos con May-Grunwald Giemsa.

3.13_Purificacion de Neutrofilos Polimorfonucleares (PMN).

Los PMN fueron aislados desde una mezcla de sangre heparinizada
proveniente de 2-3 ratones de acuerdo con el experimento. Los PMN se
aislaron por centrifugacion en gradiente de Ficoll-Hypaque (densidad
utilizada para aislar PMN de raton = 1,090 g/L) (Ficoll Pharmacia, Uppsala;
Hypaque, Wintthrop Products, Buenos Aires, Argentina) y posterior
sedimentacion en dextran 6% (Sigma), como ha sido descripto previamente
[162]. Los eritrocitos contaminantes fueron removidos mediante una lisis
hipotdnica. Luego de un lavado, las células (>96% de PMN en preparados
tefiidos con May-Grunwald/Giemsa) se resuspendieron en medio RPMI
1640 suplementado con 2% de SFB.

3.14 Estudios de funcién del neutroéfilo

3.14.1 Adhesion de Neutrofilos
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Los ensayos de adhesion fueron realizados por triplicado en placas de cultivo
de 96 pozos (Costar, Cambridge, MA) pre-recubiertos toda la noche a 37°C con
las proteinas de matriz extracelular (MEC), Albimina de suero bovino (BSA)
(30 pg/ml), fibrindgeno (FGN) (200 pg/ml) o colageno tipo-I (CTI) (30 pg/ml)
como fue descripto previamente [163].. 100pl de la suspensién de PMN (2 x 10°
cél/pozo) en RPMI con 0,5 % BSA fue cargado en los pozos y dejado en reposo
para que decanten 60 min, y luego incubados a 37°C sin (basal) o con PMA
(20ng/ml) (estimulo). Las células no adherentes fueron removidas
cuidadosamente de las placas y las adherentes fueron lavadas y fijadas con 1.1%
(v/v) glutaraldehido por 15 min. Luego de lavar bien 3 veces con agua
destilada, las células fueron coloreadas con 0.1ml cristal violeta (0.1% en 20%
metanol). La adhesion de los PMN fue evaluada por absorbancia a 550 nm en

un lector para microplaca.

3.14.2 Ensayo de Quimiotaxis.

La quimiotaxis de neutroéfilos fue cuantificada utilizando la modificacion de la
técnica con la camara de Boyden [62]. Una suspension celular de 50 pl con 2 x
10° células/ml en RPMI con 0.5% BSA, fue colocada en el hoyo superior de la
camara para microquimiotaxis de 48-hoyos. Una membrana libre de PVP de
policarbonato (tamano del poro 3um; Neuro Probe Inc. Gaithersburg MD, USA)
separd a las células de los hoyos inferiores que contenian RPMI 0.5% BSA o
fMLP (10®° M). La cdmara fue incubada por 90 min a 37°C en 5% CO, con
atmosfera humeda. Luego de la incubacion, el filtro fue tefiido con TINCION-
15 (Biopur SRL, Rosario, Argentina) y el nimero de PMN sobre la superficie
inferior del filtro fue contado en cinco campos bajo el objetivo de inmersion

(HPF x400) para cada uno de los tratamientos por triplicado en cada filtro.

3.14.3 Expresiéon de CD11b

Se utilizé sangre periférica, se lisaron los globulos rojos y luego de lavar las
células fueron incubadas primero con o sin DEX por 30 minutos y luego con un
anticuerpo monoclonal anti CD11b murino 30 min a 4°C y posteriormente con
un anticuerpo policlonal anti IgG1 marcado con FITC por 30 min a 4°C. Los

controles de isotipo se ensayaron en paralelo.
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3.14.4 Intermediarios Reactivos del Oxigeno (IROs)

Para determinar la produccion del estallido respiratorio por citomentria de flujo
utilizamos DHR-123, un derivado de la rodamina 123, que utilizamos siguiendo
el protocolo descripto por Leech et al. [86]. Brevemente, se toman 2 x 10° PMN
aislados por Ficoll-Hypaque y se los incuba por 30 min con o sin DEX, luego
por 15 min con DHR-123 y por dltimo por 15 min mas con PMA. Todas las
incubaciones se realizan a 37°C en estufa gaseada y sin lavar entre cada una.
Por ultimo las células son lavadas con medio (RPMI) y se mide la fluorescencia

verde en el citdmetro de flujo.

3.14.5 Eagocitosis inespecifica de Zymozdan-FITC (Zy-FITC).

Particulas de zimozan (2mg/ml) fueron conjugadas con FITC (2mg/ml) en un
buffer carbonato-bicarbonato pH 9.5 1M (Zy-FITC) por 4 horas a temperatura
ambiente. Los PMN (2 x 10° cell) asilados fueron lavados e incubados con una
suspension de 100ul Zy-FITC (0.1 mg/ml) 30 minutos a 37°C con CO.,.
Finalmente las células fueron tratadas con tripsina 1% en PBS 5 minutos a 37° C
para remover a las particulas de Zy-FITC pegadas sobre la membrana externa
de los neutrofilos. Luego fueron lavadas y fijadas en paraformaldehido 0.5%.
La intensidad media de fluorescencia (IMF) de las células fagociticas fue

determinada en el citometro de flujo.

3.14.6_Cuantificacion de la Apoptosis Espontinea de Neutrofilos

El porcentaje de PMN que mostraron un pico hipodiploide de DNA (células
apoptoticas) fue determinado utilizando la modificacion del protocolo de
Nicoletti [164]. Los PMN puros, fueron pretratados por 18 horas con RPMI o
DEX (10°M) a 37°C 5% CO, en una atmdsfera himeda. Luego, las células
fueron resuspendidas en RPMI 50% (SFB) frio y luego en una solucién 1.5 ml de
etanol 70% helado que fue agregado gota a gota. Posteriormente las células
fijadas fueron incubadas por 48 horas a 4°C. En el dia de la determinacion, la
suspension de células fue lavada y resuspendida en ioduro de propidio (IP) (50
Hg/ml) durante 30" a T® ambiente. Mas tarde se evalud el porcentaje de células

apoptoticas por citometria de flujo midiendo simultdneamente el “side scatter”
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(dispersion lateral) y el “forward scatter” (dispersion delantera) y por micoscopia
Optica con bromuro de etidio y naranja de acridina. El residuo celular fue

excluido del andlisis aumentando el umbral de la dispersion delantera.

3.15_Estudios de deplecion de neutréfilos

(a) Obtencién de anticuerpos policlonales anti-PMN (anti-PMN) de ratén en _
conejo.

Los PMNs se aislaron luego de sangrar a los ratones normales a blanco como se

indico anteriormente. Se mezcl6 la sangre de 3-4 ratones en un mismo tubo
para obtener entre 1.5-2 x10° neutrofilos por dosis. Se realizé un esquema de
inmunizacion en conejos adultos que consistio en 4 dosis endovenosas de la
suspension de PMN en solucion salina cada una a los dias 1, 10, 20 y 30. Al dia
40, los conejos fueron sangrados a tubos de vidrio por corte en la vena marginal

de la oreja y el suero fue separado y guardado a -20°C.

(b) Tratamiento con los anticuerpos anti-PMN.

En experimentos preliminares se determin6 que 100 pl del antisuero puro anti-
PMNs provocaba una reduccién del 76% en la poblacion de PMNs de los
ratones 4 hs post-inyeccion. También se observo una pequenia disminucion en la
poblacién mononuclear. Para mantener esta deplecion a lo largo de todo el
experimento se inyecto 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 utilizé el mismo esquema de inyecciones repetidas pero

administrando un suero de conejo normal.

3.16 Estadistica

Todos los datos corresponden a la media+ES de muestras de ratones agrupadas
o individuales segtn se indique en cada figura. Para los ensayos de sobrevida
las diferencias entre grupos fueron halladas utilizando el test exacto de Fisher o
Chi Cuadrado segun se indique en cada figura. El test t de Student fue
utilizado segun se indica en cada figura. Las comparaciones intergrupo de
variables dimensionales fueron realizadas usando ANOVA (test de
comparaciones multiples) seguido por el Test t de Bonferroni. Para todos los

ensayos p<0.05 fue considerado significativo.
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4.1.1.- Efecto de los glucocorticoides enddgenos y exégenos a distintos
intervalos de tiempo sobre la toxicidad de Stx2.

(a) Efecto de los Glucocorticoides enddgenos

El desarrollo completo del SUH se lleva a cabo una vez que la toxina shiga tiene
acceso a la sangre. En el humano, este proceso lleva entre 3 y 7 dias
aproximadamente desde la aparicion de la diarrea hemolitica. En el modelo
murino los sintomas observables a simple vista aparecen alrededor de las 72
luego de la inoculacién iv de la toxina pura (1 ng/ratén), donde comienzan a
verse letargicos, a veces con pardlisis de los miembros posteriores, dejan de
comer y finalmente mueren entre las 96 y 144 horas. Pero la gran mayoria de
los eventos que van a derivar en el desarrollo completo del SUH seguramente
comienzan inmediatamente luego de la inoculacion de la toxina. Como se
menciond en la introduccidon, la concentracion de GC enddgenos sube
significativamente 2 horas después del tratamiento con Stx2. Para poder
determinar en qué momento del desarrollo de la patologia los GC enddgenos
deben estar presentes para ejercer proteccion, se utilizaron distintos protocolos
de tratamiento con Ru486. El Ru486 es una sustancia que bloquea el efecto de
los GC enddgenos y fue inoculado en forma intraperitoneal (ip) diariamente, y
la sobrevida fue evaluada desde las 48 horas hasta el fin del experimento (144-
168h) siguiendo los protocolos que se detallan a continuacion: (1) todos los dias
desde la inoculacién de Stx2 hasta el fin del experimento (0-96h), (2) solo las
primeras 48h (0-48h), o (3) a partir de 48 h después de la Stx2 (48h-96h). Los
resultados mostrados en la Figura 1 representan el % de Sobrevida final (144-
168h). Estos resultados muestran que los ratones que fueron tratados con los
protocolos (1) (0-96h) o (2) (0-48h), o sea que carecen de los efectos de los GC
enddgenos, son mas susceptibles a los efectos toxicos de la Stx2. Por el
contrario, los ratones que recibieron el protocolo (3) (48-96h) tuvieron un
porcentaje mayor de sobrevivientes comparando con el control. Estos
resultados sugieren que la presencia de GC enddgenos tempranamente, ejerce

un efecto protector significativo.

(b) Efecto de la dexametasona (DEX)
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Teniendo en cuenta que la ausencia temprana de la acciéon de los GC vuelve a
los ratones mas susceptibles a la toxina, evaluamos los efectos del suministro
exogeno de DEX siguiendo el mismo protocolo que para la Fig. 1a. Como se ve
en la Fig. 1b, el tratamiento de ratones con DEX desde el momento de
inoculacion de la toxina hasta las 96 horas (0-96) aumenta la sobrevida en forma
significativa con respecto al control. Por el contrario, los ratones tratados con
DEX a partir de las 48 h (48-96) luego de la inoculacidon son Stx2 muestran una
disminucion en la sobrevida estadisticamente significativa con respecto al
control. Estos resultados son complementarios a los obtenidos en la Fig. 1a y

corroboran la relevancia de la accion de los GC enddgenos a tiempos

tempranos.
(a) Efecto del Ru486 (b) Efecto de la dexamentasona
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Figura 1. (a) Efecto del tratamiento con RU486 a distintos intervalos de tiempo, sobre la
modulacion de la toxicidad de la Stx2 in vivo. Los ratones fueron inoculados con Stx2 (Oh) y
vehiculo, o con Stx2 (Oh) y Ru486 (600 pg/raton ip) a los tiempos indicados en la figura. Las
barras representan el porcentaje de sobrevivientes (n=18/grupo) *p<0.001 y #p<0.05 con respecto
al control. (b) DEX a distintos intervalos de tiempo, sobre la modulaciéon de la toxicidad de
Stx2, in vivo. Los ratones fueron inoculados con Stx2 y vehiculo (0Oh), o Stx2 y DEX (0.5 mg/ml
i.p.) en los tiempos indicados en la figura. La barras representan el porcentaje de sobrevivientes
(n=18/grupo). *p<0.05 respecto del control por el test de Fisher.

4.1.2.- Citoguinas inflamatorias luego de la inoculacién con Stx2.

Para determinar si la incrementada susceptibilidad observada en los
ratones tratados con Stx2+Ru486 se debe en parte a la superproduccion de
citoquinas proinflamatorias, determinamos la concentracion de TNF-a e IL-1P a

distintos tiempos luego de la inoculacion con Stx2. Pudimos detectar que Stx2
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per se aumenta la concentracion de TNF-a en plasma y que dicho aumento es
significativo a las 2, 24 y 72 horas post tratamiento (Figura 2a). El tratamiento
con el antagonista del receptor para glucocorticoides no alterd los niveles
inducidos por Stx2 sola a ningn tiempo (Figura 2b), determinado por ELISA y
por actividad bioldgica sobre la linea celular L929 (no se muestra). Por otra
parte, ninguin tratamiento fue capaz de inducir la produccion de IL-1f en
plasma mas alla del nivel basal a ninguno de los tiempos determinados medido
por ELISA.

(a) TNF-a (b) IL-18
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Figura 2. Cinética de produccion de TNF-a e IL-1B en plasma. Los animales fueron tratados
con Salina, S5tx2, Stx2+Ru486 y Ru486 segiin se detalla en materiales y métodos. Luego fueron
sangrados con capilares heparinizados a los tiempos que se indican en las figuras y la
concentracion de citoquinas fue determinada por ELISA para TNF-a e IL-13 (Endogene). (a)
TNF-a donde *p<0.05 comparado con el control con salina.(b) IL-1B. Todas las comparaciones
fueron realizadas con el test f de Student.

4.1.3.- Flujo Renal in vivo
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Como se explicé en la introduccion, el drgano blanco por excelencia de la
toxina shiga, tanto en humanos como en ratones, es el rindn. Es por eso que las
alteraciones histologicas que se suelen observar son contundentes y derivan en
una grave disminucion de su funcionalidad, determinada en flujo renal.
Particularmente, quisimos evaluar el efecto del Ru486 sobre el flujo renal de
ratones tratados con Stx2 in vivo. Este estudio se realizé utilizando una
herramienta utilizada en la clinica para evaluar la funcién renal in vivo a través
de un centellograma. El agente de radiodiagnodstico utilizado fue el tecnecio
radioactivo [99mTc]-glucoheptanato, que especificamente se utiliza para medir
el flujo o funcién renal [165].

Los ratones fueron inoculados con Stx2, Stx2+Ru486, Ru486 y solucién
fisiologica (Salina) y 24 horas mas tarde fueron dormidos con pentobarbital
sodico e inoculados en forma i.v. con tecnecio-99 (Tc99)-glucoheptanato (Figura
3). Las imagenes fueron tomadas entre 1-2 minutos luego de la inoculacion de
agente radioactivo. Las imagenes tomadas de los ratones tratados con solucion
tisioldgica (no se muestran) fueron iguales a los tratados con Ru486 (Figura 3a)
donde se vio que los rifiones aparecen en su forma completa y de color rojo
intenso (médula y corteza). Por otra parte, se observa una disminucion del
flujo en la zona de la corteza (flecha) en el raton tratado con Stx2 (Figura 3b)
donde se observa que el tamafio de ambos Organos es menor, y el area de
superficie en rojo también es menor. Este bloqueo es aun mayor en el raton
tratado con Stx2+Ru486 (Figura 3c) dado que directamente no se observa la
marca del trazador en los rifiones. Las fotos tomadas son representativas de
cada grupo estudiado. Este estudio nos permitié observar de manera directa, in
vivo, el efecto toxico de la Stx2 sobre la funcién renal y el empeoramiento
causado por la falta de GC enddgenos, tan temprano como 24 horas posterior a
la Stx2.

(a) (b) (c)
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Stx2+Ru486

Figura 3.- Centellograma con [99mTc]-Glucoheptanato ([99mTc]-GHA). Los ratones fueron
anestesiados ip. con pentobarbital sédico y ubicados en posiciéon ventral, extendidos e
inmovilizados para incluir el cuerpo entero en la imagen. Se adquirieron imdagenes de
exactamente 1 minuto inmediatamente después de la inoculacion i.v. de 55.5 MBq de [99mTc]-
GHA Bacon, Argentina) preparado de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los ratones
fueron tratados con (a) Ru486, los rifiones aparecen rojos, y se observa la forma completa de los
mismos. (b) Stx2, el [99mTc]-GHA se observa en ambos rifiones pero en menor intensidad. La
corteza renal aparece verde (flecha). (c) Stx2+Ru486 no se distingue el perfil de los rifiones. Se
muestra una foto representativa de cada grupo, n=3/grupo.

4.1.4.- Expresion de receptores para GC (R-GC) en neutréfilos.

En experimentos previos evaluamos la funcion protectora de los GC
sobre la toxicidad causada por Stx2. Se sabe que los GC son capaces de
modular el desarrollo, la distribucidn, y la funcién de las células inmunes pero
la accion de los GC depende no solo de la disponibilidad relativa de la hormona
sino también del nimero de receptores y de la distribucion de dichos receptores
en los tejidos [166]. Teniendo en cuenta que varios estudios han informado
sobre la accién de los neutréfilos en la patogénesis del SUH [6, 55], pensamos
que los GC endogenos podrian estar actuando a través de sus efectos
inhibitorios en esta célula. Por este motivo, primero buscamos la presencia del
receptor especifico en el neutrdfilo (R-GC) a través del cual ejerce su efecto
sobre la transcripcion de genes modulables por GC sobre el DNA. Los ratones

fueron inyectados con solucion fisioldgica (salina), Stx2, dexametasona (DEX) ,
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lipopolisacarido (LPS) e IL-1B , y la sangre fue extraida a distintos tiempos.
Estos tres ultimos compuesto fueron utilizados como control positivo, ya que se
conoce su efecto inductor sobre la expresion de R-GC en distintos tipos
celulares [167]. Como se observa en la Figura 4c, se detecté un incremento
significativo en la expresion de R-GC en PMN desde las 24 h luego de la
inoculacion con Stx2 que se mantuvo hasta las 48 horas. Los tratamientos con
LPS y DEX también indujeron un aumento significativo en la expresion de R-
GC, sin embargo la cinética de este efecto fue diferente porque el aumento fue
maximo a las 24 horas retornando a las 48 horas a valores casi normales. En la
Figura 4a se observa un grafico de puntos representativo para la identificacion
por tamano y complejidad celular de las subpoblaciones de leucocitos PMN
(G1). Para cada animal se identificaron ambas poblaciones con el andlisis
respectivo de intensidad de fluorescencia (MIF) de cada una. El histograma
(Figura 4b) m

uestra un experimento representativo a 48 horas post tratamientos.
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Figura 4. Expresion de R-GC en PMN. Se utilizaron grupos de 4 ratones, que fueron sangrados
antes de iniciados los tratamientos para determinar el valor basal de receptores. Los grupos
fueron inoculados de forma i.v. con solucion fisiologica (salina) (100pl/ratén), Stx2 (Ing/raton),
LPS (20 pg/raton), IL-1P (100ng/ratén) y DEX ip (0.5 mg/ml) y sangrados a las 2, 8, 24 y 48 horas
post tratamiento. Los PMN fueron aislados con Ficoll y resuspendidos con PBS. Las células
fueron marcadas con un anticuerpo monoclonal especifico anti R-GC marcado con FITC como
se describe en Materiales y Métodos. (c) Se encontraron diferencias significativas a las 24 horas
entre los grupos tratados con Stx2, LPS y DEX con respecto al control con salina, y a las 48 horas
entre el grupo tratado con Stx2 y el control con salina (*p<0.05). Las comparaciones fueron
realizadas por el test t de Student.

4.1.5.- Ensayo de deplecion de PMN en animales tratados con Stx2 y
Ru486 o DEX

Teniendo en cuenta los datos sobre la participacion del PMN en el SUH y
los resultados mostrados en la figura 4, creimos necesario estudiar el grado de
participacion tanto de los neutrofilos como de los GC endogenos para poder
comprender en mayor profundidad los mecanismos patologicos que se llevan a
cabo en el desarrollo del SUH. Para lograr dicho objetivo, anulamos la accion
biologica de los GC enddgenos a través del tratamiento con Ru486, en animales
previamente depletados de neutrdfilos. De esta manera intentamos determinar
la importancia de la interaccion in vivo de ambos componentes en la patogénesis
del SUH.

Para lograr la neutropenia los ratones fueron inoculados con anticuerpos
policlonales, anti neutrofilos (anti-PMN) producido en conejo por inmunizacion
i.v. con PMN purificados de ratdn. El tratamiento se inicié inoculando 200 pl de
suero puro 4 horas antes de los tratamientos correspondientes, la segunda dosis
en simultdneo con los tratamientos y luego cada 12 horas, para mantener la
neutropenia. Se logro el 70% de reduccion en los PMN, que se mantuvo
durante todo el experimento (no se muestra). Una vez depletados de PMN, los
animales fueron tratados desde el tiempo 0 con Stx2, Stx2+Ru486, Stx2+DEX
Ru486 y DEX. Luego de iniciados los tratamientos correspondientes los
animales fueron observados 4 veces por dia para evaluar el porcentaje de
sobrevida. Como se observa en la Figura 5, la deplecion de PMN induce un
aumento significativo en la sobrevida de ratones tratados con Stx2 con respecto
al control. Por otra parte, esta proteccion también es evidente en aquellos
animales tratados con Ru486 depletados de PMN (-PMN+5tx2+Ru486).
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Paralelamente, el tratamiento con DEX i.v., resultd en un aumento significativo
en la sobrevida con respecto al control (Figura 5¢) con o sin la presencia de
PMN (Stx2+DEX y -PMN+5tx2+DEX).

De estas observaciones se desprende en primer lugar que los efectos de la
Stx2 sobre los neutrofilos son deletéreos para el animal (ya que la deplecion de
PMN aumenta la sobrevida). En segundo lugar que la accion protectora de los
GC es mediada por los neutréfilos ya que en ausencia de los mismos la
deplecién de GC no tiene mayor influencia sobre el porcentaje de sobrevida.
Por ultimo, la dexametasona en dosis farmacologicas, pareceria estar actuando
independientemente de los PMN, para ejercer proteccion contra los efectos

letales de la toxina shiga.
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Figura 5. Deplecion de PMN. Los animales fueron inyectados con suero rico en anticuerpos
anti PMN o suero normal de conejo previamente decomplementado segin se describe en
materiales y métodos. (a) Stx2, -PMN +5tx2, Stx2+Ru486, -PMN+S5tx2+Ru486 y Ru486
(600pg/raton). Se encontraron las siguientes diferencias estadisticas: *p<0.05 vs -PMN+5tx2 y vs
Stx2+Ru486 y p<0.001 vs -PMN+5tx2+Ru486; &p<0.001 vs Stx2+Ru486 (b) Stx2, Stx2+DEX,
-PMN+5tx2, -PMN+5tx2+DEX y DEX (50pg/ratén), donde: *p<0.05 y &p<0.001 vs Stx2. Todas
las comparaciones entre curvas realizadas por el método Chi Square.
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RESUMEN capitulo 4.1

4.1.1.- Efecto de Ru486 a distintos intervalos de tiempo.

(i) El tratamiento simultaneo a la Stx2 con Ru486 gener6 un aumento en
la mortalidad aplicado en forma temprana, aunque a tiempos tardios
disminuyo la mortalidad

(ii) El tratamiento con DEX indujo un efecto inverso: administrada en

forma temprana protegio y en forma tardia indujo mayor mortalidad.

4.1.2.- Citoquinas inflamatorias luego de la inoculacion con Stx2.

(i) La Stx2 indujo la secrecion de TNF-a detectado en plasma entre las 2 y
24 hs posteriores a la Stx2, pero no de IL-1p.
(ii) La ausencia del efecto de los GC enddgenos no tuvo efecto alguno

sobre la secrecion de CK.

4.1.3.- Flujo Renal in vivo

(i) La Stx2 induce una disminucién en el flujo renal evaluado por
centellograma in vivo.

(ii) La deplecion de GC endogenos en animales tratados con Stx2 causé
una disminucion importante sobre el flujo renal in vivo, mayor a la causada por

Stx2.

4.1.4.- Expresion de receptores para GC (R-GC) en neutréfilos.

La toxina shiga (5tx2) inoculada in vivo indujo la expresion de R-GC en

neutrdfilos de sangre periférica.

4.1.5.- Ensayo de deplecion de PMN en animales tratados con Stx2 y Ru486 o _
DEX

(i) La depleciéon de PMN con anticuerpos policlonales disminuy¢é la
mortalidad de ratones inoculados con Stx2 en forma significativa
(ii) La toxina shiga no aumento la mortalidad en animales depletados de

neutroéfilos y de GC endogenos.
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(iii) La dexametasona protegié a animales tratados con Stx2 con o sin

neutrofilos.

A partir de estos resultados se puede inferir que los GC enddgenos ejercen
proteccion contra los efectos de Stx2 en forma temprana y que este efecto estd
probablemente mediado por su accidn inhibitoria sobre la capacidad pro
inflamatoria del PMN, aunque tampoco podemos descartar los efectos directos

de los GC sobre la fisiologia renal.
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4.2.1.- Recuento de neutrofilos.

El aumento en el nimero de leucocitos se genera como consecuencia de un
proceso inflamatorio y ademads se sabe que los GC exogenos [90] y la Stx2 [6]
inducen un incremento en el recuento total de leucocitos asi como una
pronunciada neutrofilia evidente 24 h luego del tratamiento. Por lo tanto,
nosotros analizamos la influencia de los GC enddgenos sobre la evolucién en el
numero total de leucocitos bajo los efectos de Stx2. Todos los grupos fueron
sangrados a las 2, 24, 48 y 72 h luego del tratamiento, y aunque todos los grupos
experimentales mostraron un aumento transiente y significativo en el namero
total de leucocitos y PMN a las 2 h luego de la inoculacion (Figura 6a), las
diferencias entre grupos fue significativa recién a las 48 h (Figura 6c). En este
punto, el nimero de PMN fue significativamente mayor en ratones tratados con
Stx2+Ru486 que en el control. Ru486 solo también aumentd el nimero de
leucocitos totales y de PMN, pero estos valores retornaron a los niveles basales
a las 72 h (Figura 6d), contrario al comportamiento del grupo con Stx2 y

Stx2+Ru486 cuyos valores permanecieron altos a través del tiempo (Figura 6d).
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Figura 6. Niimero absoluto y porcentaje de PMN de sangre periférica. El namero absoluto de
PMN fue determinado bajo un microscopio éptico con una camara de Neubauer luego de diluir
la sangre en una solucién de 2% de acido acético (10pl sangre en 90 pl de acido acético).
Adicionalmente se cuantific el porcentaje de PMNs con respecto al total de leucocitos en frotis
de sangre tefiidos con metanol/Giemsa 50% (se muestran por encima de cada barra). Los
ratones fueron inoculados con solucién salina, Stx2 y/o Ru486 y luego sangrados con capilares
heparinizados para recuento y no heparinizados para el frotis a los tiempos que aparecen en
cada figura (2, 24, 48 y 72). Cada barra muestra el promedio de 6 muestras para cada grupo
(dos experimentos). Se encontraron diferencias significativas entre los grupos que se indican a
continuacién (a) 2h, *p<0,0001 vs Salina; #p<0.001 vs Stx2+Ru486; @p<0.0001 vs Ru486 (b)24h,
*p<0.01 vs S5tx2 y Ru486, (c) 48h; *p<0.01 y #p<0.005 vs salina, @p<0.03 vs S5tx2 y Ru486; (d) 72h,
*p<0.0001 vs salina, &p<0.002 vs Ru486. Todas las comparaciones segtin el test t- Student.

4.2.2.- Adhesion de neutrofilos

Durante el proceso de interaccion PMN-célula endotelial, los PMN no
solo reconocen a las moléculas de adhesion ELAM-1 e ICAM-1 sobre el
endotelio [168] sino que también interactian con la membrana basal de los
vasos sanguineos y la matriz intersticial del estroma [169]. Mas aun, la
expresion y la deposicion de proteinas de coagulacion son incrementadas in el
intersticio del tejido inflamado y lastimado [170]. Por lo tanto, analizamos la
influencia del tratamiento in vivo con Stx2 sobre la capacidad adhesiva a FBG,
BSA y CTI de los PMN aislados de éstos animales. Como puede verse en la Fig.
7b, el tratamiento in vivo con Stx2 indujo la adhesion ligando dependiente de

PMN a las 24h post inyeccion, solo con BSA. A las 72 horas la capacidad
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adherente de estas células fue incrementada con FGN y BSA solamente (Fig. 7a
y b respectivamente).

La adhesion a placas cubiertas con FBG (Fig. 7a) fue incrementada en
condiciones basales o con estimulo. La adhesion a BSA (Fig. 7b) fue menor
pero aun asi significativamente alta solo tras la estimulacion con PMA. Por el
contrario, la adhesion a CTI no se modificé bajo ninguna condicion (basal o
PMA) (Fig. 7c).

Luego analizamos si los GC enddgenos son capaces de modificar las
propiedades adhesivas de los PMN bajo los efectos de la Stx2. La adhesion
basal a FGN y BSA no fue alterada por el tratamiento con Stx2+Ru486, dado que
mostrd el mismo nivel de adhesion basal que con Stx2 (Fig. 7a y b, 24 y 72h).
Por otra parte, PMN aislados a las 72 horas post tratamiento in vivo con
Stx2+Ru486 mostraron un incremento significativo en la capacidad adherente a
CTI (Fig. 7c). Tras el estimulo con PMA, el mismo tratamiento contrarrestd los
efectos de Stx2 en la adhesion a BSA (Fig. 7b, 24h) y FBG (Fig. 7a, 72h)
llevandola a niveles basales. Por otra parte el PMA aumentd la adhesion a BSA
y CTI de PMN aislados a las 72h (Fig. 7b y c¢). El tratamiento con Ru486 sdlo
indujo un aumento significativo en la adhesion a placas cubiertas con FBG en
condiciones basales o con estimulo (Fig. 7a, 72h).

En su conjunto estos resultados reflejan la complejidad de los
mecanismos de adhesion involucrados de acuerdo al sustrato, y sugieren que la
Stx2 podria estar modulando diferencialmente la expresiéon y/o funcién de las
familias de integrinas. Ademas, los GC enddgenos podrian estar inhibiendo la
adhesion de PMN inducida por Stx2 y a pesar de la variabilidad observada, la
Stx2 y el Ru486 aumentaron la capacidad adhesiva de los PMN.

70



Adhesién de neutréfilos.
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Figura 7. Efecto de la toxina shiga y el Ru486 sobre la adhesion de PMN 24 y 72 horas luego
del tratamiento. PMN (1.5 x 10°) fueron incubados con salina (Basal) o PMA (10ng/ml) 60 min.
a 37°C y fueron sembrados sobre placas recubiertas con FGN (a) BSA (b) y CTI (c). Los
resultados se expresan como porcentaje de aumento respecto al basal y cada valor representa la
media + ES de 4-6 experimentos realizados con un pool de 3 ratones/grupo. (a) *p<0.01
comparado con salina (BASAL); #p<0.001 comparado con salina (PMA) y Stx2 (basal); (b) 24h,
*p<0.01 vs Stx2 basal, vs salina PMA y vs Stx2+Ru486 PMA; 72h, #p<0.05 comparado con salina
(PMA) y Stx2 (BASAL), *p<0.05 vs Stx2 (PMA) y vs Stx2+Ru486 (BASAL), (c) *p<0.05 vs. S5tx2
(BASAL) y **p<0.001 comparado con todos los grupos. Las comparaciones fueron realizadas por
ANOVA seguida del test de comparaciones multiples de Bonferroni.
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4.2.3.- Ensayo de Migracion

Luego investigamos los efectos del tratamiento in vivo con Stx2 sobre la
capacidad migratoria a través de filtros con microporos de policarbonato, en
respuesta a un gradiente quimioatractante de fMLP (10°M). La inoculacién con
Stx2 no generd ninguna diferencia en la migracion de PMN a las 24 h luego del
tratamiento (Figura 8a), pero esta migracion fue significativamente mayor a las
72 h (Fig. 8b) bajo los efectos del medio o el estimulo con fMLP.

Los PMN aislados de ratones tratados con Stx2+Ru486 tuvieron una
mayor capacidad migratoria a las 24 h (Fig. 8a), pero a las 72 h estos valores de
migracion retornaron a niveles basales (Fig. 8b). En consecuencia, los PMN
provenientes de ratones tratados con Ru486 y Stx2, son mas activos en la
quimioquinesis (movimiento libre sin estimulo, MEDIO) y mas sensibles al
quimioatractante (fMLP), ya que este movimiento se vio aumentado y
adelantado en el tiempo (Stx2+Ru486, 24 h Fig. 8a)
respecto del control (Stx2, 72h, Fig. 8b).
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Figura 8. Migracion de neutréfilos hacia fMLP. Los neutréfilos (1 x 10°) fueron incubados por
90 min para permitirles la migracion a través de filtros de policarbonato (poro: 3um) a 37°C con
CO; en respuesta al medio RPMI 0.5% BSA (control) o con fMLP (10®M) como estimulo. Luego
los filtros fueron fijados y tefiidos y el nimero de PMN quimiotacticos fueron contados en cinco
regiones al azar bajo el lente de inmersién en aceite (x100) por cada uno de los triplicados en
cada filtro. Los datos se muestran como # PMN/campo en el lente de inmersion en aceite. (a) 24
h (b) 72 h luego del tratamiento. *p<0.001 comparado con todos los grupos con MEDIO,
&p<0.001 comparada con todos los grupos con fMLP, #, @p<0.001 comparando todos los grupos
con MEDIO o fMLP respectivamente. Las comparaciones fueron hechas con el test ANOVA
seguida del test de comparaciones multiples de Bonferroni.
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4.2.4.- Expresion del marcador CD11b en los PMN circulantes

La activaciéon temprana de los PMNs induce cambios cualitativos y
cuantitativos en la expresion de la molécula CD11b [171]. Esta molécula
participa en la adhesion al endotelio activado y a proteinas de la matriz
extracelular. Por este motivo se evaluaron los efectos de los GC endogenos y
exogenos sobre la expresion de dicha molécula.

Los resultados obtenidos 24 h post tratamiento (Figura 9a) revelan que la
Stx2 induce la disminucién en la expresion de CD11b en los PMN de sangre
periférica, coincidentes con los resultados obtenidos en un trabajo previo
publicado por nosotros [6]. La disminucién observada fue mas acentuada en
neutrofilos de animales tratados con Stx2+Ru486. Por otra parte, Stx2 aumenta
la expresion de CD22b a las 72 h y a este tiempo el tratamiento conjunto
Stx2+Ru486 no altera los niveles de CD11b respecto del basal (Fig. 9b).
Teniendo en consideracion que Stx2 in vivo aumenta los niveles de R-GC en
neutrdfilos, quisimos, por un lado estudiar los efectos de la dexametasona
(analogo del GC sintético) directamente sobre el neutrdfilo aislado de animales
tratados con Stx2. Por el otro, investigar la capacidad de este esteroide para
suprimir los efectos proinflamatorios deletéreos iniciados por Stx2 sobre el
neutrofilo. La incubacion de los PMN con DEX in vitro inhibio la expresion de
CD11b tanto en el control como con Stx2 a las 24 y 72 h (Figura 9 cy d),
aunque esta inhibicion fue mads importante en PMN provenientes de ratones

tratados con S5tx2 a 72h post tratamiento (Fig 9d).
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Efecto de la dexametasona in vitro sobre la expresion de CD11b.
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Figura 9. Expresion del marcador de membrana de CD11b en PMN de sangre periférica a 24 y
72 horas post Stx2. Los animales fueron sangrados con capilares heparinizados por el seno
retroorbital al tiempo indicado luego de los tratamientos con salina, Stx2, Stx2+Ru486 o Ru486.
Los eritrocitos fueron lisados y las células fueron incubadas con o sin DEX (100nM) por 30 min
y luego con un anticuerpo anti-CD11b murino 30 min a 4°C. La intensidad de fluorescencia
media (IFM) de las células positivas para el CD11lb fue determinada en la regién
correspondiente a los PMN segun tamafio y complejidad. Cada grafico muestra el % de
aumento de IMF con respecto al grupo de ratones control. Cada barra representa la media *+ ES
de 4 experimentos independientes (n=20-22 agrupados de a dos). (a) 24h, *p<0.001 vs salina y
Stx2+Ru486,. #p<0.001 vs Ru486 (b) 72h. *p<0.001 vs salina; &p<0.001 vs Stx2+Ru486, #p<0.05 vs
salina. Efecto de la DEX sobre la expresion de CD11b (c) 24h, *p<0.001 vs Salina; &p<0.001 vs
Stx2+DEX. (d) 72h *p<0.05 vs salina; &p<0.001 vs todos los grupos. Todas las comparaciones
hechas con ANOVA seguida del test de comparaciones multiples de Bonferroni.

4.2.5.- Generacion de Intermediarios Reactivos del Oxigeno por PMN (IROs)

Una de las herramientas microbicidas mas importantes del neutrdfilo es
el estallido respiratorio o la generacion de IROs. En este estudio medimos la
produccion de IROs por citometria de flujo utilizando DHR-123 que en
presencia de peroxido de hidrogeno emite fluorescencia verde. A nivel basal no
se encontraron diferencias significativas en la produccion de IROs de
neutrdfilos de animales tratados con Stx2 a ninguin tiempo evaluado Fig. 10 a 'y

b, 24 0 72 h post tratamiento, (Intensidad media de fluorescencia, IMF: salina =
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31+1; Stx2= 40+3, n=24). La estimulacién de los PMN in vitro con PMA (10
ng/ml) disparé la respuesta oxidativa, la cual fue significativamente mayor en
los PMN de ratones tratados con Stx2 que el control con salina tanto a las 24
como a las 72 h (Fig. 10c y d).

La participacion de los GC endogenos en la modulacion de la generacion de
IROs fue evaluada a través del tratamiento simultdneo de los ratones con
Stx2+Ru486. Este tratamiento indujo un aumento respecto de Stx2 que fue
evidente a las 72 h a nivel basal (Figura 10b) (IMF: Stx2 = 32.5+2 vs Stx2+Ru486
= 52.5+4, n=24, p<0.001). y a las 24 h con estimulo (Figura 10c). El Ru486 per se
también gener6 un incremento en la produccién de IROs que fue significativo a
las 72 h (basal o PMA) (Figuras 10 b y d). Esto sugiere que existiria un control
tisioldgico en la actividad de los PMN por los GC enddgenos.

Con el objetivo de analizar el efecto de los GC exdgenos que
contrarresten la toxicidad de Stx2, determinamos los efectos in vitro DEX sobre
la produccion de IROs por los PMN. Como puede observarse en la Figura 10e,
DEX (100nM) no modifico el nivel de estallido respiratorio inducido por PMA
en los PMN de animales tratados con solucion salina. Por otro lado, los PMN
de ratones tratados con Stx2 fueron mas susceptibles a los efectos de la DEX ya
que la respuesta oxidativa fue significativamente inhibida a las 24 y 72 h (Fig.
10 e y f). Estos resultados muestran que la Stx2 es capaz de inducir la
activacion de los PMN para esta funcion y que la produccién de IROs puede ser

inhibida por los GC endogenos
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Produccion de Intermediarios Reactivos del Oxigeno, induccion por PMA.
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Figura 10. Efecto de los GC enddgenos y exdgenos sobre la producciéon de IROs a nivel
BASAL (a y b) y tras el estimulo con PMA (c-f). Los PMN aislados fueron incubados con
DHR-123, con o sin DEX 100nM. Por tltimo, los PMN fueron incubados por 15’a 37°C con o sin
PMA (5-20 ng/ml) y se midié la intensidad media de fluorescencia (IMF) por citometria de flujo.
Produccion basal de IROs 24 h (a) y 72 h (b) post tratamiento. **p<0.001 respecto de Stx2,
*p<0.01 vs Stx2+Ru486. IROs por inducciéon con PMA (c) 24 h y (d) 72h post tratamiento. Los
resultados estan expresados como porcentaje de aumento de IMF de cada tratamiento con PMA
respecto del basal. ¢, 24h post tratamiento *p<0,001 vs salina; &p<0,001 vs Stx2 y vs Ru486
(n=16-24/grupo). (d) 72h. *p<0,001 vs salina; #p<0,001 vs Ru486 (n=16-24/grupo). Efecto de
DEX sobre la produccion de IROs en PMN. (e) 24h y (f) 72h post tratamiento. *p<0,001
comparado con salina y &p<0,001 vs Stx2 y vs Salina. Todas las comparaciones fueron hechas
por ANOVA seguida del test de comparaciones multiples de Bonferroni.
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4.2.6.- Capacidad fagocitica de PMN.

Estudiamos la funcidn fagocitica de neutrofilos periféricos que fueron aislados e
incubados con particulas de Zi-FITC y el indice de fagocitosis fue determinado
por citometria de flujo 24 y 72 h luego de los correspondientes tratamientos in
vivo. Como muestra la Figura 11 la inoculacion con Stx2 provocod una
disminucién significativa en la capacidad fagocitica 24 h luego del tratamiento
(Fig. 11a) y esta inhibicion fue ain mds pronunciada a las 72 h (Fig. 11b). Por
otra parte, para evaluar la participacion de los GC enddgenos sobre los efectos
de la Stx2 en la fagocitosis de los PMN, tratamos a los ratones con Stx2 y Ru486.
Este tratamiento generé una mayor inhibicion en la fagocitosis, comparando
con Stx2 a las 24h solamente (Fig. 11a). Los PMN de animales control
inoculados con Ru486 no tuvieron mostraron diferencias respecto de PMN de
ratones tratados con salina a ningun tiempo evaluado. Estos resultados
sugieren la existencia de un impedimento funcional en la fagocitosis
inespecifica generada por Stx2 y agudizada por la ausencia de GC enddgenos
solo tempranamente (24h).

Para estudiar los efectos directos de los glucocorticoides sobre la funcion
fagocitica de PMN de ratones tratados con Stx2, incubamos dichas células con
DEX in vitro. Este tratamiento tuvo un efecto levemente inhibidor de la
fagocitosis en el grupo tratado con Stx2 24h (Fig. 11c), pero no a las 72h. Esto
sugiere una menor sensibilidad de esta funcion a la accion de los GC de fuentes

tanto endogenas como exogenas.
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Figura 11. Fagocitosis inespecifica de Zymozan-FITC (Zy-FITC). Los PMN fueron lavados e
incubados con o sin DEX (1000nM) 30 min a 37°C y luego con una suspension de Zy-FITC 30 min 37°C
en estufa gaseada. Finalmente las células fueron lavadas, fijadas en paraformaldehido 0.5% y luego se
determind la intensidad media de fluorescencia (IMF) de las células fagociticas en el citometro de flujo.
Los resultados se expresan como % aumento en la intensidad media de fluorescencia (IMF) del Zy-FITC
con respecto al control salina basal. Cada barra representa la mediazES de 5 experimentos
independientes (n=24-30). (a) 24 h, (b) 72 h. *p<0.001 comparado con Salina, Stx2+Ru486. #p<0.01
comparado con Ru486, para ambos tiempos. Ademas, *p<0.001 entre Stx2 24h vs Stx2 72h. Efecto de
DEX in vitro. (c) 24h, (d) 72h. *p<0.001 comparado con salina, **p<0.001 vs salina con DEX y vs
Stx2. Las comparaciones fueron realizadas por el test de ANOVA seguida del test de comparaciones
multiples de Bonferroni.
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4.2.7.- Apoptosis de PMN

Durante la inflamacién aguda, los PMN infiltran al tejido danado
iniciando y amplificando la respuesta inflamatoria. La eliminacion subsiguiente
de los PMN a través de la apoptosis es imperativa para que el proceso
inflamatorio pueda ser controlado y resuelto [172]. En el presente trabajo,
nosotros evaluamos los efectos de la Stx2 in vivo sobre la apoptosis de los
neutroéfilos luego de 18 h en cultivo. El porcentaje de PMN apoptoticos no varid
a las 24 h luego del tratamiento (Fig. 12a), pero se vio significativamente
aumentada a las 72 h luego de la Stx2 (Fig. 12b).

Los efectos de los GC enddgenos revelaron que el tratamiento
Stx2+Ru486 no tuvo incidencia sobre la capacidad apoptotica de los PMN, mas
alld de lo generado por Stx2 a las 72h (Fig. 12b). Por otra parte, el tratamiento
con Ru486 tampoco altera la sobrevida de los PMN. En su conjunto, estos
resultados indican que la toxina shiga in vivo, induce un aumento en la
apoptosis espontdnea de los PMN aislados 72 horas post inoculacién, pero los
GC endogenos no Stx2 in vivo.

El tratamiento in vivo con DEX llev a un incremento en la sobrevida de
los neutréfilos inhibiendo la apoptosis (Fig. 12c) como fue mostrado
anteriormente [173]. Mas atn, la inhibiciéon inducida por DEX fue atin mayor
en neutrdfilos tratados con Stx2 al compararlos con salina. Este efecto

inhibitorio contrarrestd el efecto de aumento generado por la Stx2.
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Efecto de la dexametasona in vitro sobre la apoptosis de PMN.
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Figura 12. Porcentaje de Células Apoptoticas. Los PMN fueron pretratados por 18 horas con
RPMI o DEX (1000nM). Luego de éste periodo las células fueron resuspendidas en RPMI 50%
(SFB) frio y luego en una solucién de etanol 70% y posteriormente incubadas por 48 horas a
4°C. Luego, la suspension de células fue lavada y resuspendida en ioduro de propidio (IP) (50
mg/ml) durante 30 min a T® ambiente. M4s tarde se evalud el porcentaje de células apoptoticas
por citometria de flujo. Los resultados se expresan como % de Aumento de células apoptoticas
de cada tratamiento con respecto al control con salina. (a) 24h y (b) 72h post tratamiento donde,
*p<0,001 vs salina. Efecto de la DEX in vitro (c) 72h, *p<0.01 comparado con Stx2 (24h) con
DEX. (d) 24h, #p<0.001 comparado con Stx2 (72h) con DEX, con Salina y con Stx2 24 horas
basal. n = 26/grupo. Las comparaciones fueron realizadas por el test de ANOVA seguida del
test de comparaciones multiples de Bonferroni.
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RESUMEN seccion 4.2

4.2.1.- Recuento de neutrdfilos

(i) La toxina shiga caus6 un aumento en la neutrofilia
(ii) El tratamiento con Stx2+Ru486 profundizo la neutrofilia inducida por
Stx2.

4.2.2.- Adhesion de neutrofilos

(i) El tratamiento in vivo con Stx2 indujo el aumento en la adhesién de
PMN a FGN y BSA

(ii) Animales tratados con Stx2+Ru486 indujeron mayor adhesion de
neutrofilos a FGN, BSA y CTI que los tratados con Stx2 a las 72 h post

tratamiento.

4.2.3.- Ensayo de Migracion

(i) La toxina shiga indujo la quimioquinesis asi como la quimiotaxis hacia
el fMLP en forma tardia (72h).

(ii) La deplecion de GC enddgenos en animales tratados con Stx2
(5tx2+Ru486) aumento la migracion y la acelerd en el tiempo ya que este
incremento ocurrio antes (24 h post tratamiento) que el control con Stx2 (72 h

post tratamiento).

4.2.4.- Expresion del marcador CD11b en los PMN circulantes

(i) El tratamiento con Stx2 in vivo indujo un aumento significativo en la
expresion de CD11b a las 72h post tratamiento.

(ii) La deplecion de GC enddgenos en animales tratados con Stx2 tuvo un
efecto inhibitorio sobre dicho aumento.

(iii) La dexametasona in vitro causo la inhibicion en la expresion de
CD11b en neutrofilos. Esta inhibicion fue significativamente mayor a las 72

horas post tratamiento con Stx2.

4.2.5.- Generacion de Intermediarios Reactivos del Oxigeno (IROs) por PMN.
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(i) La Stx2 no indujo la producciéon de IROs en forma basal, pero el
estimulo con PMA indujo un aumento significativo respecto del control con
salina, demostrando por un lado que la maquinaria oxidativa del PMN se
encuentra intacta, y por el otro que estos PMN son mas sensibles al estimulo
respecto del control.

(ii) El tratamiento con Stx2+Ru486 provoco un aumento en la generacion
de IROs que pudo verse ya sea en la produccion basal (72h) como tras el
estimulo con PMA a las 24 horas luego del tratamiento con Stx2.

(iii) La dexametasona in vitro inhibi6 la generacion de IROs, ejerciendo su
efecto en forma directa sobre los neutrdfilos aislados de ratones tratados con

Stx2.

4.2.6.- Capacidad fagocitica de PVMN.

(i) La toxina shiga in vivo, suprimié la fagocitosis de particulas de
Zymozan-FITC en neutrofilos.

(i) La depleciéon de GC enddgenos profundizé el efecto inhibitorio
generado por Stx2 a tiempos tempranos, ya que tardiamente los valores
vuelven al nivel basal.

(iii) La incubacion in vitro con DEX no tuvo efectos sobre la fagocitosis.

4.2.7.- Apoptosis de PMN

(i) La toxina shiga in vivo indujo un aumento en el porcentaje de células
PMN apoptoticos en forma tardia (72h).

(ii) La deplecion de GC no alterd el porcentaje de células apoptoticas
inducido por Stx2 a ninguin tiempo evaluado.

(iii) La incubacién in vitro con DEX caus6 una disminucién marcada en
el porcentaje de PMN apoptdticos. Los neutrofilos provenientes de animales
tratados con Stx2 fueron mas sensibles a los efectos inhibitorios de la DEX que

el control.
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Estos experimentos demuestran que la toxina shiga ejerce un efecto activador
en los neutroéfilos y que esta activacion puede ser controlada, al menos en forma
parcial por los GC enddgenos, ya que en su ausencia se observa la exacerbacion

de algunas funciones inflamatorias.
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El estrés oxidativo es el desbalance que existe entre el estado pro-oxidante y el
antioxidante a favor del primero. Este desbalance ocurre en ciertas condiciones
patoldgicas como la endotoxemia donde el aumento en la produccion de IROs
sobrepasa a la capacidad de las defensas antioxidantes del huésped [174].

En la seccion anterior mostramos que los neutrofilos polimorfonucleares son
activados por Stx2 y que esta activacion induce el aumento significativo en la
generacion de IROs luego de la activacién con PMA (Figura 9a). Este aumento
es una evidencia de que la toxina shiga rompe el balance oxidativo, por eso el
objetivo de esta seccion fue analizar en mayor profundidad el efecto de la

toxina shiga sobre la ruptura de dicho balance.

4.3.1.- Peroxidacion Lipidica

Durante la oxidacién lipidica se forman hidroperoxidos que pueden ser
decompuestos a varios productos, uno de ellos es el malondialdheido (MDA).
Esta sustancia es reactiva del acido tiobarbittrico y en su presencia cambia de
color pudiendo ser detectado por una técnica colorimétrica. Niveles elevados
de MDA sugieren la presencia de peroxidaciéon lipidica, es decir dafio a
membrana por especies reactivas del oxigeno. En este ensayo determinamos el
grado de peroxidacion lipidica en rifidn a las 72 horas post inoculacion, ya que
es el mayor organo afectado en el SUH. Los ratones fueron tratados Stx2 y a las
72 horas fueron sacrificados y procesados como se detalla en materiales y
métodos para la remocion y procesamiento de los rifiones. Pudimos ver que
Stx2 es capaz de aumentar in vivo en forma significativa los niveles de MDA

renales con respecto al control con salina (Figura 13).

Figura 13. La toxina Stx2 aumenta la

30 - . peroxidacion lipidica en rifion. Los animales
fueron sacrificados 72 horas luego de la

= 25 1 I inoculaciéon con Stx2 para extraer los rifiones.
g Luego los rifiones fueron homogeneizados en
3 20 A grupos de dos e incubados con 30mM bufer
" fosfato, 120mM KCL pH=7.4, 4%P/V BHT en
‘:j 15 4 etanol, 20% P/V &cido tricloroacético (TCA) y
g 0.7% P/V acido tiobarbitarico (TBA) y luego se
= 101 procedi6 como se explica en materiales y
g métodos. Se muestra un experimento
51 representativo donde cada barra muestra la media

0 + ES de 6 ratones/grupo en nmol MDA/mg

proteina. Se encontraon diferencias significativas
Salina Stx2 donde, *p<0.01 comparado con el control por el
test -Student.
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4.3.2.- Glutation total (GSH) intracelular.

Como se explico en la introduccion, el glutation es un antioxidante endégeno de
gran relevancia dado que protege a las células del estrés oxidativo. La
disminucion en el contenido intracelular de GSH es parametro de aumento del
estrés oxidativo, por eso determinamos los efectos de la Stx2 in vivo, sobre el
contenido de glutation total en el tejido renal. A través de este ensayo pudimos
determinar que la toxina shiga induce una disminucién importante en los

niveles intra-renales de GSH total (Figura 15) .

Figura 14. Stx2 reduce la concentracién de
4,5 - GSH total. Los animales fueron sacrificados

4 72 horas luego de la inoculacion con Stx2 para
extraer los rifiones. Los homogenatos de rifion
g 3,5 fueron mezclados con 0,5N  HCIO,,
:@ 3 centrifugados 'y el sobrenadante fue
595 neutralizado. Luego la muestra fue incubada
= . con la mezcla de reaccion como se detalla en
i 21 materiales y métodos. El grafico muestra un
- 1,5 I experimento de 20 ratones (agrupados de a
8 | dos), y cada barra muestra la media = ES. Las
. diferencias  entre ambos  grupos  fue
0,5 1 significativa, donde *p<0.0001 comparado con

0 - el control seglin Student #-test

Salina Stx2

Teniendo en cuenta el desbalance oxidativo inducido por la toxina shiga tanto a
nivel sistémico como local (rifidn), consideramos importante evaluar el
potencial efecto terapéutico de dos antioxidantes sintéticos, como N-Acetyl-L-
Cisteina (NAC) y S-Ethil-L-Cisteina (ETH), que poseen conocidos efectos
protectores contra sustancias reactivas del oxigeno. El objetivo fue utilizar
ambos agentes para contrarrestar el estrés oxidativo y evaluar la capacidad para
revertir el dafio por oxidacion inducido directa o indirectamente por la toxina
shiga, ya que el mismo juega un papel importante en la patogénesis del SUH.
Para tal efecto, se utilizaron cuatro protocolos de administracion con el
fin/objetivo de encontrar aquel que se adecue mejor a las caracteristicas
particulares del SUH (ver introduccion): (a) t-48 y (b) t0. En (a) ambas sustancias
fueron administradas en el agua de bebida (1mg/ratén/dia o 100 mg/kg/dia), 48

86



horas antes de la toxina shiga, y en (b) se administraron intraperitonealmente
(3.5 mg/raton/dia o 175 mg/kg/dia) en simultdneo con la toxina. Para ambos
protocolos, la administracion de los antioxidantes se realizé desde el momento
indicado hasta el final del experimento.

En primer lugar evaluamos la capacidad de estos compuestos de

contrarrestar el estrés oxidativo inducido por Stx2.

4.3.3.- Efecto de NAC y ETH sobre la generacion de IROs en neutrofilos.

Teniendo en cuenta que Stx2 induce el aumento de IROs en PMN de sangre
periférica in vivo, quisimos evaluar si NAC y ETH eran capaces de contrarrestar
este efecto. Ambos agentes suprimieron en forma parcial el nivel de IROs
(Figura 15). Esta inhibicidn fue leve pero significativamente mas pronunciada
para el tratamiento prolongado (t-48h) al comparar los grupos correspondientes

con tOh. Esta diferencia fue mas clara en los controles t-48h NAC y ETH.
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Figura 15. NAC y ETH suprimen IROs en PMN. PMN (2x10°) aislados de sangre periférica 24
horas post inoculacién con Stx2, fueron incubados con DHR-123 1mM 15" a 37°C. Luego, los
PMN fueron incubados con o sin PMA por 15'a 37°C (5-20 ng/ml) para luego medir la
fluorescencia verde en el citémetro de flujo como se detalla en materiales y métodos. Los datos
se muestran como % de aumento de la intensidad media de fluorescencia (IMF) de
PMA/BASAL con respecto a al control.  Cada barra representa la media + ES de dos
experimentos para cada condicion (n=12/grupo). (A) t-48h y (B) t Oh. Se encontraron
diferencias significativas en cada experimento donde *p<0.001, #p<0.05 segin se indica por
arriba de las barras. Ademas, se encontraron diferencias significativas entre t -48h comparado
con t Oh entre los grupos correspondientes, segun se indica con las letras: a p<0.05, b p<0.001y
cp<0.05 Todas las comparaciones fueron realizadas por el test de comparaciones multiples
ANOVA seguida de Bonferroni.
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4.3.4.- Efecto de NAC y ETH sobre la peroxidacion lipidica en rifion.-

Teniendo en cuenta que Stx2 per sé induce un aumento en el nivel de dafo a
membrana por estrés oxidativo (Figura 13), evaluado como aumenta de MDA
en rindn, quisimos determinar si NAC y ETH eran capaces de reducir dicho
dafio. Pudimos determinar que ambos antioxidantes lograron reducir los
niveles de MDA a los valores basales (Figura 16). Mas aun, el tratamiento
prolongado con NAC o ETH (t-48) lleva a los niveles de MDA a valores aun por

debajo de los normales (Fig. 16a vs Fig 16b).

(a) t-48 (b) t0
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Figura 20. NAC y ETH reducen la peroxidacion lipidica. Los homogenatos de rifiones fueron
tratados como se explico en materiales y métodos. Las barras muestran la media + ES de dos
experimentos (n=12/grupo). (a) t-48h. *p<0.001 comparado con todos los grupos; #p<0,05
comparado con S5tx2+ETH y &p<0,001 comparado con NAC; **p<0,001 comparado con ETH, §
p<0,001 vs Stx2+NAC y Stx2+ETH respectivamente, vs salina. Ademas §p<0,001 respecto de los
mismos grupos en tOh. (b) t Oh, *p<0,001 vs todos los grupos, #p<0,05 vs NAC y vs ETH
respectivamente. Todas las comparaciones fueron el test de comparaciones multiples ANOVA

seguida de Bonferroni.

4.3.5.- Efecto de NAC y ETH sobre la concentracion de glutation total en_

rifion.-
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Habiendo demostrado que la toxina shiga induce una disminucion significativa
en los niveles de glutation total (Figura 14) en el tejido renal, determinamos si
los antioxidantes ensayados eran capaces de restaurar dichos niveles. Como se
muestra en la Figura 21 a y b, encontramos que solo el ETH fue capaz de
contrarrestar en forma parcial el efecto de Stx2 sobre los niveles de GSH en
rinon.  El tratamiento prolongado con NAC y ETH (t-48) increment6 el GSH

total con respecto al basal con Salina (Fig. 21a).

(a) t-48 (b) t0

Figura 21. NAC y ETH restauran parcialmente la concentracion de GSH intracelular. Los
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homogenatos de rifiones fueron tratados como se indica en la Figura y en materiales y métodos. Cada
barra muestra la media £ES de dos experimentos distintos (n=6-12/grupo). (a) t-48h. *p<0.003 vs Stx2
y vs NAC, **p<0.05 vs Stx2+ETH, &p<0.0001 vs NAC, #p<0.001 vs ETH. (b) t Oh. *p<0.0001 vs
Stx2, p<0.02 vs NAC y p<0.01 vs ETH; **p<0.003 vs Stx2+ETH; &p<0.0001 vs NAC y vs ETH.
Ademas, se encontraron diferencias significativas entre t -48h y t Oh entre los grupos correspondientes
segun se indica por las letras sobre las barras: ap<0.05, bp<0.0001. Todas las comparaciones fueron
hechas por el test -Student. Atencion: notar la diferencia de escala en el eje y entre los dos graficos.

4.3.6.- Efecto de NAC y ETH en el indice de sobrevida.

Habiendo demostrado que NAC y ETH previenen efectivamente el estrés
oxidativo en el modelo murino de SUH, quisimos determinar la efectividad de
ambos antioxidantes para contrarrestar los efectos deletéreos de la Stx2
evaluando los indices de mortalidad inducido por la toxina. Debido a que
encontramos mayor efectividad con el tratamiento prolongado de t-48h,
incorporamos un grupo donde el tratamiento con los antioxidantes comenzd

168 horas antes de la Stx2 (t-168h). Ademads, pensando en fines terapéuticos y

&9



considerando que actualmente gran parte de los nifios llegan a la consulta con
el SUH declarado, nos pareci¢ interesante evaluar adicionalmente un punto
posterior a la inyeccion de la toxina, por lo cual analizamos otro protocolo
donde los antioxidantes fueron suministrados 24 horas después de la
inoculaciéon con la toxina (t+24h). NAC y ETH lograron atenuar los efectos
letales de Stx2 (Figura 22: a, b y ¢). Coincidentemente, la sobrevida fue mayor
en los tratamientos prolongados, y marginalmente significativa para el
protocolo t0 (Fig. 22 a: t-168 y b: t-48). No hubo diferencias estadisticamente
significativas en el grupo tratado con NAC o ETH 24 horas después de la

inoculacién con Stx2.
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Figura 22. Estudios de sobrevida. Los animales fueron tratados con Stx2, Stx2+NAC,
Stx2+ETH, NAC y ETH a los tiempos que se indica en cada figura y seguin se detalla en
materiales y métodos. La sobrevida fue determinada por observaciones frecuentes de los
grupos. Los graficos muestran el promedio del % de sobrevivientes de por lo menos 3
experimentos de 6 ratones por grupo. (a) t-48h, **p<0.001 vs Stx2+NAC y Stx2+ETH. (b) tOh,
*p<0.06 (marginalmente significativo) vs Stx2+tNAC y Stx2+ETH, (c) #p<0.06. Todas las
comparaciones fueron realizadas por el método Chi Cuadrado.

4.3.7.- Efecto de NAC y ETH sobre la funcion renal: determinacion de uremia

En nuestro modelo, los niveles elevados de urea en plasma correlacionan con el
dano renal como se explico en la pagina 42 de la introduccion [175]. Ademas
provee una herramienta para el seguimiento del desarrollo del SUH en el
modelo murino [8], dado que la urea se eleva 24 horas antes de la muerte (del

basal 1 60mg/% se eleva a 180-250 mg/%) que de acuerdo a la dosis letal de
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toxina utilizada aqui, ocurre entre las 96 y 144 horas post inoculacién. Por lo
tanto los animales fueron sangrados con capilares heparinizados a las 72 horas
post Stx2. Pudimos determinar, como se muestra en la Figura 23 que tanto
NAC como ETH causaron una disminucion significativa pero parcial de los
niveles de uremia. Por otra parte los tratamientos prolongados (t-168 y t-48h)
ejercieron mayor proteccion renal, ya que los niveles de urea fueron

significativamente mds bajos respecto de los mismos grupos en t0 y t+24.

(a) t-168h (b) t-48h
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Figura 23. Niveles plasmaticos de urea. Se tomaron 100pl de sangre periférica con capilares
heparinizados y el plasma obtenido fue guardado a -20°C  hasta el momento de la
determinacién. Las barras muestran la media + ES de 4 experimentos (n=12-22). (a) t -168 (b) t-
48 (c) t0 (d) t+24, donde *p<0.001 vs todos los grupos, #p<0.05 respecto de su control
correspondiente. Todas las comparaciones realizadas por el test de ANOVA de comparaciones
multiples seguido de Bonferroni. Ademas, se encontraron diferencias significativas entre los
protocolos de tratamiento: t-168 y t -48h vs tOh y t+24 donde se compararaon Stx2+NAC y
Stx2+ETH cada uno con su grupo correspondiente, p<0.001. Segun el test t-Student.

4.3.8.- Efecto de NAC y ETH sobre la funcion renal: apariencia histologica

Para poder determinar si existia correlacion entre lo observado en el % de

sobrevida y los niveles de urea con el estado real del rifion, estudiamos la
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apariencia histoldgica de rifiones de animales tratados con NAC y ETH. En la
figura se muestran secciones representativas de cada tratamiento bajo el
protocolo t-48 de animales tratados con ETH. El aspecto de las secciones
proveniente del tratamiento con NAC fueron similares (no se muestran).
Como se explica en la leyenda de la Figura 24, el tejido renal de ratones tratados
con Stx2 (Fig. 24 a) presenta focos de necrosis cortical (necrosis de coagulacion,
como producto de injuria por isquemia), con pérdida de la estructura general
de tubulos y glomérulos. Por otra parte, las secciones provenientes de ratones
tratados con Stx2+ETH (Fig. 24 c) presentaron leve congestion intersticial pero
con la estructura general conservada, con ausencia total de focos de necrosis. El
tratamiento bajo el protocolo t0 fue menos eficiente dado que se encontraron

menos diferencias significativas entre los grupos tratados con Stx2 (no se

muestra).

Figura 17. Apariencia histologica de secciones de rifiones de t -48h.Se muestra un experimento
representative deratones tratados con (a) Stx2, (b) Salina, (c) Stx2+ETH y (d) ETH. Los ratones
fueron sacrificados a las 72 h luego de la inyeccion con Stx2. Ambos rifiones fueron
prefundidos con PBS y extraidos, luego enjuagados y fijados en buffer formol. Luego se
procedié como se indica en materiales y métodos. (a) Stx2. Necrosis focal en la region de la
corteza con pérdida de la estructura glomerular y tubular. El area necrética se encuentra
rodeada por parénquima conservado. (b) Inserto control con Salina, se observa parénquima
conservado con estructura de tibulos y glomérulos conservados. (c) Stx2+ETH. Presenta la
estructura general conservada y leve congestion intersticial. (d) Inserto. ETH. Estructura
general conservada como en (b)
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RESUMEN seccion 4.3

4.3.1.- Peroxidacion Lipidica y Glutation total (GSH) intracelular.

(i) La toxina shiga indujo un aumento significativo en los valores de
MDA intra-renales indicando mayor dafio tisular por peroxidacion lipidica.
(ii) El tratamiento con Stx2 causé una disminucién pronunciada en el

contenido intra-renal del antioxidante endégeno GSH.

4.3.2.- Efecto de NAC y ETH sobre la generacién de IROs.

(i) Ambos agentes fueron capaces de inhibir en forma parcial la
produccion de IROs de neutroéfilos aislados de ratones tratados con Stx2.
(ii) El tratamiento prolongado con NAC tuvo un efecto levemente mejor

sobre la supresion de IROs que ETH.

4.3.3.- NAC y ETH reducen la peroxidacion lipidica en riiion.-

(i) Ambos agentes fueron capaces de reducir significativamente la
produccion de MDA en rifion inducida por Stx2 a ambos tiempos (en los dos
protocolos ensayados t-48 y t0).

(ii) Dicho efecto fue mas pronunciado en ratones tratados con ETH en

forma prolongada (t-48h).

4.3.4.- Glutation total

(i) El tratamiento con ETH restaur6 parcialmente los niveles renales de
GSH total depletados por el tratamiento con Stx2.
(if) Tiempos prolongados de administracion de los agentes antioxidantes

indujeron un aumento mayor de GSH que la administracion corta (t0).

4.3.5.- Ensayos de sobrevida con NAC y ETH en animales tratados con Stx2.

(i) Ambos antioxidantes aumentaron la sobrevida en forma parcial, al

ser administrados por tiempos prolongados (t-168h, t-48h). La administracién
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simultanea con Stx2 (tOh) tuvo una tendencia positiva, pero marginalmente
significativa.
(ii) La administracién de ambos agentes 24 horas posteriores a la Stx2 no

tuvo efectos en la proteccion.

4.3.6.- Urea en plasma y Apariencia histoldgica.

Tanto NAC como ETH lograron disminuir el dafio renal inducido por Stx2,
evaluado a través de la disminucion en los niveles de urea en plasma y en la

proteccion observada en los preparados histologicos de rifiones.

En conjunto podemos concluir que la toxina shiga efectivamente induce un
desbalance oxidativo protagonizado por el aumento de los parametros de estrés
oxidativo. Este efecto inducido por la toxina colabora con sus efectos
especificos directos, profundizando el nivel de dano al tejido blanco. Este efecto
puede ser suprimido al menos en parte por la administracion de antioxidantes

tales como NAC o ETH.
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El modelo murino, por inyeccién intravenosa de Stx, resulta sumamente ttil
para el estudio de los efectos directos de la Stx, independizdndose de los efectos
intestinales y del LPS que acompafan indefectiblemente a las infecciones con
STEC y que dan lugar al SUH. Mas aun, existen algunas similitudes muy
importantes entre los fenomenos asociados a la enfermedad en el humano y los
sintomas observados en el raton luego de la inoculacion de la toxina pura, lo
cual convalida al modelo murino para el estudio de ciertos aspectos del SUH.
Algunas de estas semejanzas son la presencia de neutrofilia, trombocitopenia y
dafo renal, caracterizado histologicamente por necrosis tubular, y diferente
grado de dafio glomerular (engrosamiento de la capsula de Bowman, retracciéon
glomerular, pérdida de la estructura, y cuando se trata simultdneamente con
inhibidores de la NO sintasa endotelial se observa la tipica microangiopatia
trombotica, caracteristica de rifones los humanos) [6, 45]. Un aspecto
importante sobre el uso del modelo murino es que nos permite evaluar
acontecimientos tempranos de la enfermedad, ya que los pacientes se presentan
al hospital con la enfermedad declarada y el estudio de los distintos aspectos de
la fase inicial se hace imposible. En este sentido, pudimos realizar diversos
estudios cinéticos in wvivo como por ejemplo el efecto temporal de la
administracion de Ru486 o dexamentasona para encontrar en qué momento del
desarrollo de la enfermedad los GC son mdas importantes; o la deteccion de
citoquinas proinflamatorias en suero; o el fendmeno de activacion del neutroéfilo
inducido por Stx2 durante las primeras horas. Este modelo también es muy
importante porque nos permite estudiar aspectos de esta enfermedad,
imposibles de realizarse en pacientes, como la deteccién de GSH en rifion, que
nos llevan a entender los mecanismos de la fisiopatogenia del SUH.
Conociendo estos mecanismos podemos tratar de desarrollar terapias que
controlen o reviertan el grado de injuria inducido por Stx2.

El Mifepristone o Ru486 es una droga que posee alta afinidad por el
receptor de glucocorticoide o de progesterona [108]. Esta droga no altera las
concentraciones endodgenas de glucocorticoides [108] pero su capacidad para
bloquear la accién de los mismos sobre el tejido que expresa su receptor se
encuentra ampliamente demostrada [176] [177, 178]. En nuestro caso, elegimos
utilizarlo luego de determinar que sus efectos sobre la mortalidad y el dafio
renal en ratones previamente tratados con Stx2 eran los mismos que la

adrenalectomia, pero sin el estrés quirtirgico provocado por esta operacion [8].
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El estudio temporal que se realiz6 inoculando Ru486 a distintos
intervalos de tiempo luego de la inoculacion con Stx2 revelé que el efecto
protector de los GC enddgenos ocurre durante los primeros estadios de la
enfermedad, ya que animales tratados con Ru486 durante las primeras 48 horas
fueron mas susceptibles a los efectos toxicos de la toxina shiga y sufrieron
mayor mortalidad que los controles (Figura 1a). Es decir que los GC serian
necesarios tan pronto como se dispara la respuesta inflamatoria por la entrada
de la toxina. Mas aun, el tratamiento con dexametasona reviertio la
disminucion de la sobrevida causada por Stx2+Ru486 (Figura 1b).

Los GC ejercen sus efectos antiinflamatorios e inmunosupresores
inhibiendo la expresion, secrecidon y accion de los principales mediadores de la
inflamacién como las citoquinas (IL-13, TNF-a) y las moléculas de adhesion
[179]. Esta serie de eventos ocurre en forma temprana luego del estimulo
inflamatorio [180] y se han descriptos en varios trabajos. Por ejemplo, Gow y
equipo demostraron que la DEX (ip) es capaz de inhibir la expresion de ARNm
de IL-1f en el higado, solo cuando es administrada 6 horas luego del LPS (ip)
[179]. En un modelo murino de sepsis por ligamiento cecal, Ashare y grupo
encontraron que el balance de citoquinas pro y anti inflamatorias correlacionaba
directamente con la severidad de la infecciéon y la mortalidad. En este trabajo
determinaron que en forma temprana (6 horas) predominaban las citoquinas
proinflamatorias, y luego de 24 horas el patron de citoquinas pasaba a ser de
anti-inflamatorio. Asi demostraron que la respuesta inflamatoria inicial a la
sepsis es seguida inmediatamente por la antiinflamatoria, y que el desarrollo de
la infeccion esta determinado por el efecto temporal y la magnitud de ambos
procesos [181]. En nuestro modelo, la capacidad de la toxina shiga de despertar
una respuesta antiinflamatoria es efectiva, como pudo comprobarse con la
determinacion de GC en plasma (figura 2.6, p26). El modelo murino, nos
permitio determinar especificamente en qué momento en la evolucion de la
enfermedad este proceso de control de la inflamacion es necesario. Por lo tanto,
es posible pensar que las primeras horas luego de la entrada de la toxina a la
sangre son determinantes para la evolucion del SUH, ya que ocurren todas las

interacciones necesarias para definir el desarrollo de la enfermedad.

El incremento en la concentracion de CK proinflamatorias en plasma por
un estimulo inflamatorio activa al eje HPA, y como consecuencia de esta

activacion aumenta la concentracion de GC [182]. Los GC ejercen
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retroalimentacion negativa sobre la respuesta inflamatoria disminuyendo la
produccion secrecion y accion de los principales mediadores inflamatorios
como la IL-1B [183]. Por otra parte, estd demostrado el efecto sinérgico que
ejerce la Stx2 junto al TNF-a y la IL-1P para danar a las células endoteliales Mas
aun, el TNF-a es un mediador de la inflamacion y de la coagulacion
microvascular que se encuentra aumentado en el SUH [35]. Teniendo en cuenta
estos antecedentes quisimos determinar si el efecto protector de los GC estaba
asociado a la retroalimentacion negativa ejercida sobre la liberacién de
citoquinas proinflamatorias potenciadoras de la injuria. Sin embargo, la
ausencia de GC enddgenos (Stx2+Ru486) no tuvo ningun efecto sobre la
concentracion de TNF-o en sangre periférica (figura 2a). Tampoco se
detectaron diferencias en la concentracion de IL-1f bajo ningun tratamiento.
Para concluir sobre estos resultados es necesario tener en cuenta que el suero no
necesariamente posee las mismas concentraciones de citoquinas que el
ambiente local del rifidn, principal drgano afectado en el SUH [54]. Entonces, es
posible que el tratamiento con Ru486 altere las concentraciones locales de
citoquinas dentro del rifidn y que no se vean reflejadas en un aumento a nivel
sistémico, mas alla del inducido por Stx2. En este sentido, se ha demostrado
que la toxina shiga induce la expresiéon del ARNm de TNF-a en el tejido renal
de ratones [54]. Por lo tanto, aumentos locales en la produccion de citoquinas en
diversos tejidos pueden tener una contribuciéon importante sobre la letalidad
aunque no se vea proporcionalmente reflejada en la circulacion. En pacientes se
ha demostrado que no hay correlacion entre la concentracion de citoquinas en
plasma y en la orina del mismo individuo, lo que sugiere que estas citoquinas
estan siendo producidas localmente en el rindn [35, 184]. Es por eso que para
poder demostrar este punto, habra que realizar las determinaciones de TNF-a
en el drgano en cuestion y estudiar los efectos de los GC enddgenos a nivel local
especificamente.

Se ha demostrado que la adrenalectomia aumenta la sensibilidad al TNF-
a administrado en forma exdgena, y que hay varios mecanismos por los cuales
los GC podrian modular la respuesta a esta citoquina [185, 186]. Por ejemplo, a
través de la regulacion la expresion del ARNm y de la proteina en membrana
de los distintos isotipos del receptor para TNF-a en células sensibles a su accion
[187]. Otro camino indirecto es a través de la induccion de la liberacion de otros
mediadores que a su vez controlen la accion del TNF-a como la lipocortina-1.

Los GC inducen la secrecion de lipocortina-1 por diversos tipos de células tanto
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inmunes como endoteliales, y esta a su vez es capaz de suprimir la liberacién de
TNF-a de células mononucleares de sangre periférica (PBMC). Por otra parte,
la lipocortina-1 a su vez inhibe la accion de IL-1-f3 inducida por la secrecion de
TNF-a de PBMC [188].

Los estudios realizados para analizar los efectos de la deplecion de GC
endogenos sobre el flujo renal reflejan, in vivo, lo que previamente se habia
observado sobre la apariencia histoldgica y sobre la mortalidad [8]. Es decir
que la ausencia de accion de los GC endoégenos (Stx2+Ru486) intensifico la
accion toxica de la Stx2 sobre el rifion, alterando su funcion (figura 3c). Esto
pudo verse gracias a las imagenes tomadas in vivo en el centellograma realizado
con *"Tc-glucoheptanato. En este sentido, se ha demostrado en fetos de ovejas
que los GC aumentan la velocidad del filtrado glomerular, del flujo sanguineo
renal y de orina, asi como la acidificacion tubular y la expresion del
intercambiador sodio/proton en el tibulo proximal. Estos cambios no estan
asociados al aumento en la capacidad de reabsorcion de sodio por el rifidn
fetal[189, 190]. En humanos, los GC exdgenos aceleran la maduracion de la
funcion renal en bebés inmadurdos, tal vez tras inducir la actividad de la
bomba sodio-potasio ATPasa, ya que observaron el aumento en el clareado de
creatinina y la reabsorcién de sodio al ser administrados en madres antes del
parto [191]. Entonces, es posible pensar que, los GC probablemente estén
actuando directamente sobre la funcidon renal, aumentando la velocidad del

tiltrado glomerular y del flujo sanguineo.

Un hallazgo interesante respecto del circuito GC-respuesta inflamatoria es
que la toxina shiga indujo un aumento significativo en la expresion de R-GC en
neutrdfilos de sangre periférica (figura 4c). La accion de los corticosteroides
depende principalmente de la disponibilidad de la hormona en la circulacién y
del ntiimero y funcion del receptor de la misma [94, 192]. El aumento en el
numero de R-GC y/o la afinidad podrian proveer un mecanismo por el cual las
células favorecen la sensibilidad a los GC, y de esa manera promueven la
inhibicién por retroalimentacién negativa [193]. Los resultados mostrados aqui
indican que el nimero de R-GC en los neutrdfilos comienza a aumentar a medida
que la concentracién de GC inducida por Stx2 comienza a disminuir. Este puede
ser un mecanismo a través del cual los PMN estarian aumentando la sensibilidad

a GC. Entonces, el incremento en la disponibilidad de R-GC sobre neutroéfilos
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inducida por la toxina shiga podria contribuir con la capacidad protectora de los
GC en el control del potencial patogénico de esta poblacion celular. Mas aun,
existen evidencias que han sugerido una relacion directa entre el nimero de R-
GC y la respuesta biologica [192-194]. Por ejemplo Danielsen y equipo
demostraron en una linea celular derivada de cancer de timo sensible al efecto de
los GC, que esta sensibilidad estaba directamente asociada al nimero de R-GC
presentes en las células. Vieron que células que fenotipicamente expresaban
menos R-GC eran menos sensibles a los efectos de los GC [194]. En el mismo
sentido, Vanderbilt y grupo contruyeron lineas celulares que expresaban
distintos niveles de R-GC y demostraron que la respuesta transcripcional
ejercida por el receptor era proporcional al nimero de moléculas presentes por
célula. Aunque destacan que, si bien la presencia del R-CG posee una
importancia primordial, se necesitan otros factores celulares para que la
concentracion adecuada del receptor se corresponda con el nivel transcripcional
[192]. Se puede discutir que la induccion de GC y de sus receptores en los PMN
sea un efecto directo de la toxina shiga, y/o secundaria a la secrecion de
mediadores inflamatorios como el TNF-a la IL-1B o la IL-6. Pero, en efecto, la
estimulaciéon de eje HPA se produce de manera secundaria a la respuesta
inflamatoria inducida por el agente inflamogeno y por lo tanto se produce la

induccion de R-GC en las distintas células [79].

En nuestro modelo la relevancia de los PMN en la injuria causada por la
toxina queda demostrada en los experimentos de deplecion, donde la ausencia
de PMN reduce de forma significativa la mortalidad de los animales inoculados
con la toxina. Esto sugiere que la neutrofilia, asociada a un mal prondstico en el
SUH, no seria un epifendmeno sino que estaria relacionada directamente al
dafio renal producido. En este mismo sentido, el tratamiento con Ru486 en
animales depletados de PMN vy tratados con Stx2 no incrementan la mortalidad,
a diferencia de cuando los neutréfilos estan presentes (figura 5a). De esto se
desprende que la accion de los glucocorticoides endogenos, ocurre
principalmente a través de la supresion de la accidon proinflamatoria de los
neutroéfilos inducida por la Stx2, ya que sin PMN circulantes, la ausencia de GC
no altera el indice de sobrevida. A través de estos experimentos queda
demostrada la importancia de los PMN como factor adicional y determinante
para causar el dano inducido por Stx2. Por otra parte, la administracién de GC

exogenos en animales depletados de PMN aumentan la sobrevida,
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demostrando que dosis farmacologicas de este compuesto ejercen proteccion
independientemente de los neutrofilos (figura 5b). En este sentido, es posible
que la dexametasona actie directamente sobre otros tipos celulares como los
macréfagos o las células endoteliales para suprimir, por ejemplo, la secrecion de
citoquinas proinflamatorias [195, 196]. También es posible que DEX disminuya
la sensibilidad del endotelio a los efectos toxicos de la Stx2 o de las citoquinas
liberadas en respuesta a Stx2. Mads aun, como se explicd anteriormente, los GC
pueden actuar en forma directa sobre el tejido renal para mejorar su funcion, ya
sea mejorando el flujo sanguineo o la filtracion glomerular [191]. Es importante
destacar que los niveles de dexametasona utilizados en este trabajo son
farmacoldgicos, es decir que poseen propiedades inhibitorias a diversos niveles
del sistema inmune [61, 186], por lo tanto no equivalen al nivel producido

endogenamente, el cual ha demostrado ejercer proteccion en forma parcial [8].

Los procesos inflamatorios son en general seguidos por el aumento en el
numero de neutrdfilos circulantes con el proposito de enfrentar al agente
inductor de la inflamacion [90]. En este trabajo estudiamos el efecto de los GC
enddgenos sobre la neutrofilia inducida por Stx2. Los resultados que se
muestran en la figura 6 revelan que la toxina Shiga y el Ru486 son capaces de
aumentar el numero de neutrdfilos en la periferia pero de manera
independiente (fig. 6a y 6c). Juntos (o en combinacion) el nimero de PMN
aumento significativamente, pero no en forma aditiva, como se observa en las
figuras 6a y 6¢c. En este sentido, Whelan CJ y grupo publicaron un trabajo en
cobayos donde muestran que la dexametasona in vivo (50 mg/kg), es capaz de
inhibir la neutrofilia inducida por LPS al ser administrada 1 o 3 horas antes,
pero no 24 h antes de la endotoxina. Sin embargo, la administracion de Ru486
(200 pg/ratén) no pudo revertir la neutrofilia inducida por el LPS, sugiriendo
que las células sensibles a la accion de los GC responden diferencialmente ante
dosis farmacoldgicas de DEX que ante la concentracion de GC enddgenos
circulantes [197]. Coincidentemente con lo visto por este grupo, la inyeccion ip
de Ru486 (600 pg/ratéon ip) en nuestro modelo tampoco puede revertir la
neutrofilia inducida por Stx2. Por otra parte, Harris JG y grupo, mostraron que
el factor activador de plaquetas (PAF) tiene la propiedad de causar neutropenia
en ratones a los 2 minutos luego de la inoculacion endovenosa de PAF, y luego
neutrofilia a las 2 horas. Este aumento en el namero de neutréfilos se vio

acompanado por el aumento importante de corticosterona en plasma a los 20
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minutos luego de la inoculacién con PAF. El papel de los GC endogenos en la
neutrofilia inducida por PAF fue comprobada por el tratamiento con Ru486 y
por adrenalectomia, ya que ambos tratamientos lograron suprimirla. Mds aun,
la administracion de GC sintéticos también indujo neutrofilia intensa,
demostrando que la accion de los GC enddgenos en la induccion de la
neutrofilia es a través de un mecanismo diferente del utilizado por los GC
exogenos (tal vez a través del mediador de la accion de GC como la lipocortina-
1) [198].

Se sabe que los GC inhiben la acumulacion de neutrofilos en el tejido
inflamado, pero que también causan un importante aumento en el niumero de
estas células en la circulacidn, principalmente debido a la transferencia o el
pasaje de neutrofilos de reservorios marginales hacia la circulacién con una
menor contribuciéon por liberacion de médula dsea [90]. La neutrofilia
transitoria causada por dosis farmacoldgicas de GC, también se debe a una
disminucion en la migracion desde el espacio intravascular a los
compartimentos del tejido [91]. Si bien no es posible explicar acabadamente la
complejidad de la cinética de cambio de los PMN en la periferia, estos
resultados permiten descartar que la potenciacion de la toxicidad observada por
ausencia de GC enddgenos no se deba a un aumento desproporcionado (aun

mayor) en los PMN circulantes.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, nos preguntamos si parte
de la proteccidon ejercida por los GC no estaria mediada por la supresion o
inhibicién de la actividad funcional del PMN. Para responder a esta pregunta
analizamos los efectos de la toxina shiga y los GC endogenos sobre la capacidad
de respuesta del PMN. Los resultados presentados en esta tesis confirman y
extienden datos previos que muestran que los PMN aislados de ratones
tratados con Stx2 estan activados temprana y profundamente [6]. En efecto,
estos datos muestran que la inoculacion con Stx2 induce neutrofilia y activa a
los neutroéfilos aumentando la adhesion ligando dependiente, la migracion, la
expresion de CD11b, el estrés oxidativo, y la capacidad apoptdtica (figuras 6, 7,
8 9, 10, 12). Por otra parte, pudimos determinar que la ausencia de GC
enddgenos agudizan los parametros inflamatorios estudiados, como se vio en la
intensificacion de la neutrofilia, la adhesién ligando-dependiente, la capacidad

migratoria y la produccién de IROs (figuras 6, 7, 8 y 10). Los datos obtenidos
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sugieren que los GC enddgenos regulan negativamente el potencial patogénico
de los PMN activados por la Stx2.

Por otra parte, quisimos estudiar el efecto directo que ejercen los GC in
vitro sobre algunas de las funciones del neutrofilo, para detectar si estas células
son directamente sensibles a la accion de los GC y si el aumento en la expresion
de R-GC visto en los PMN de animales tratados con Stx2 tenia un correlato
funcional. De esta manera pudimos observar que el estado de activacion de los
PMN se correlaciona con el aumento en la sensibilidad de los PMN a los GC in
vitro, tal vez como consecuencia del aumento de R-GC en el PMN (figura 4). De
hecho, los PMN de ratones tratados con Stx2 son mas sensibles a los efectos
inhibitorios de la DEX en la produccion de IROS, en la expresion de CD11b, y
en la apoptosis. De manera similar, los leucocitos mononucleares de pacientes
con sepsis o con shock séptico, son mas sensibles a la accién antiproliferativa de

los GC que las células de controles normales [199].

El dano endotelial y la activacion de leucocitos son los componentes
principales en el desarrollo de las lesiones microangiopaticas que se ven en los
pacientes con SUH [35]. La adhesion al endotelio y la transmigracién a través
de la membrana basal dependen fuertemente de sefiales que se disparan por
mediadores solubles como las quimioquinas, el perfil de moléculas de adhesion
que se expresan en el endotelio [200] y la interaccién con las proteinas de
matriz extracelular (MEC) [201]. Un ejemplo de esto ultimo son las integrinas
de la clase 3, conocidas por mediar la unién general a varias proteinas de la
MEC asi como a FGN, BSA o a plastico [202]. En este trabajo analizamos la
capacidad de los neutrdfilos aislados de ratones tratados con Stx2 de adherirse
in vitro a placas recubiertas con FGN, BSA y CTL. Pudimos observar un
aumento significativo en la adhesién a FGN, con y sin estimulo, en PMN
aislados a las 72h post tratamiento (figura 7a). El FGN es una proteina
importante involucrada en la cascada de coagulacion, un proceso que en el SUH
se ve aumentado gracias al efecto directo o indirecto de las propiedades
procoagulantes de la Stx2 [44]. La injuria endotelial inducida por la toxina
shiga y la subsecuente exposicion del subendotelio, induce la liberacion de
factor von Willebrand y fibrindgeno, llevando a la formacién de microtrombos
en la mirovasculatura como se describié anteriormente [44]. Por lo tanto, estos

resultados sugieren que la activacion de los PMN y en particular el aumento en
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la capacidad adherente a FGN podrian contribuir con la injuria endotelial tipica
del SUH.

El tratamiento simultdneo de Stx2 y Ru486 no causé modificaciones en la
adhesion a FGN basal comparado con Stx2, pero hubo una marcada inhibicion
luego del estimulo con PMA. Esta observacion es coincidente con lo que se vio
en la expresion de CD11b, donde el tratamiento Stx2+Ru486 suprimio la
expresion de dicha molécula (figura 9). Para poder entender estos resultados
necesitamos un estudio mas exhaustivo de los mecanismos implicados, por
ejemplo: Para poder entender estos resultados necesitamos un estudio mas
exhaustivo de los mecanismos implicados, por ejemplo: habria que ensayar la
adhesion in vivo de neutréfilos a pulmoén luego del tratamiento con Stx2+Ru486,
para ver si este efecto también ocurre en PMN trasvasados. El aumento en la
union a BSA también fue significativo a las 24 h con y sin estimulo y a las 72h
post Stx2, solo con PMA (figura 7b). Estos resultados también se correlacionan
con el aumento en la expresion en membrana de CD11b (integrina de clase [3;)
observada sobre los neutrdfilos (figura 9) y [6].

Contrariamente a lo observado para el FGN, la adhesion a BSA y CTI fue
intensificada en el tratamiento simultaneo con Stx2+Ru486 (figura 7 b y c), lo
que sugiere que los GC enddgenos tendrian la capacidad de inhibir la adhesion
a ambos ligandos.

El colageno tipo I es uno de los componentes principales de la MEC, que
promueve la adhesion a una variedad de células modulando muchos procesos
bioldgicos como la proliferacion, la diferenciacion, la migracion y la activacion
[169]. Los resultados presentados aqui, muestran que los neutrofilos de ratones
tratados con Stx2 no difieren en la capacidad de adherencia al CTI del control.
Un namero de trabajos han encontrado que las integrinas de clase [3; se
encuentran involucradas en la unién de neutrofilos activados por PMA a CTI
[170], aunque las integrinas de clase [3, especificamente 0.3, (CD11a/CD1S8,
LFA-1), también son necesarias para la unién de neutrofilos a CTI y para la
transduccion de senal [201]. Entonces es posible que la naturaleza promiscua
de las integrinas de clase 3, pueden no ser suficientes para regular la adhesiéon a
proteinas de la MEC necesarias para que el PMN migre a través de la
membrana basal [202] y probablemente necesite un nivel de activacion mayor,
como se ve ante la ausencia de GC enddgenos (figura 7c, 72h). Los GC ejercen
efectos inhibitorios sobre la maquinaria migratoria y la activacion endotelial ya

sea directamente sobre la expresion de moléculas de adhesion expresadas sobre
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el neutréfilo (CD11b, L selectina) o (molécula de adhesion intracelular-1, ICAM-
1 y la molécula de adhesion de células endoteliales y plaquetas, PECAM-1)
[203], o indirectamente a través de la inhibicion de la expresion tanto de la
proteina como del ARNm de TNF u otras citoquinas pro inflamatorias [204,
205]. En ausencia de los GC enddgenos la activacion del neutréfilo o del
endotelio inducido por Stx2 no pueden ser regulados y por lo tanto el nivel de
activacion observado en estas células es mayor.

Los quimioatractantes son conocidos por inducir una respuesta cinética
en el leucocito (quimioquinesis) que en presencia de un gradiente de
concentracion se manifiesta en forma de movimiento direccionado
(quimiotaxis). En nuestras condiciones experimentales, la toxina Stx2, in vivo,
indujo un aumento en la quimioquinesis (frente al medio), y en la quimiotaxis
en respuesta al fMLP como estimulo, en PMN aislados a las 72 h post
tratamiento. Aunque el Ru486 no mostré ningun efecto per se en las
propiedades locomotrices de los neutréfilos, la administracion simultanea de
esta droga con Stx2 aumento la quimiotaxis y la adelanté en el tiempo, ya que
este aumento fue muy significativo en PMN aislados a las 24 h post tratamiento.
Estas observaciones sugieren que la ausencia de GC en animales tratados con
Stx2, exacerba la capacidad locomotriz de los PMN y en consecuencia los GC
endogenos podrian estar inhibiendo el movimiento quimiotactico de PMN
activados por la Stx2 como mecanismo adicional para limitar el dafio tisular.
Actualmente se encuentra bien establecido que la inhibicion de la migracién por
los GC estda mediada por la supresion de las moléculas expresadas tanto sobre el
neutrofilo como sobre el endotelio activado para dirigir el trafico. En este
sentido se ha publicado que los GC inhiben la expresion de molécula de
adhesion intracelular (ICAM-1) y de molécula de adhesién para endotelio y
leucocitos (ELAM) sobre el tejido endotelial estimulada por LPS. Esta
inhibicién puede ser suprimida por Ru486, es decir que la accion de los GC esta
mediada por los R-GC [206]. Otra forma conocida de suprimir la migracion de
neutrdfilos expuestos a diversos estimulos inflamatorios, es ejerciendo la
inhibicion sobre la regulacion de la expresiéon de los receptores para
quimioquinas y a través de la inhibicion de la secreciéon de IL-8 [207]. Por
ejemplo, Leech M y grupo, demostraron que los GC endogenos son capaces de
bloquear la migracién de neutréfilos sin alterar su funcién en un modelo de
artritis por carragenina en ratas, a través del bloqueo de los R-GC con Ru486 (20

mg/kg o 200 pg/ratén). En este modelo detectaron que la molécula de adhesion

105



P-selectina es aumentada por el inflamdgeno en el liquido sinovial, pero el
tratamiento con Ru486 exacerba significativamente dicha expresion (ausente en
controles sanos). [86]. Estos hallazgos demostraron que los GC endogenos
pueden modular la migracion de PMN inducida por un agente inflamogeno, y
que esta migracion puede estar mediada por la expresion de P-selectina. La
proteina inflamatoria de macrofagos-2 (MIP-2), se expresa en células
endoteliales, pertenece a subfamilia de quimioquinas del tipo CXC y posee un
rol importante en la respuesta inflamatoria mediada por citoquinas. El
tratamiento con dexametasona inhibe la expresion endotelial de MIP-2 en
respuesta a la estimulacion con TNF-a y reduce marcadamente el niimero de
neutrofilos adherentes. Esto demuestra que el TNF-a induce la expresion de
MIP-2 en el endotelio y que la accion antiinflamatoria de la DEX podria inhibir
la induccion de MIP-2 en células endoteliales activadas por citoquinas [195] Por
otra parte, estudios realizados en pacientes con SUH han descripto la existencia
de niveles elevados de quimioquinas involucradas en la migracion y activacion
de los neutrdfilos, como MIP-2 o el factor estimulador de colonias para
granulocitos (G-CSF). El trabajo realizado por Proulx y equipo, informaron que
pacientes con SUH en el momento de la admision (periodo agudo), poseen
concentraciones diez veces mayores de G-CSF y 3 veces mayores de MIP-2
[208]. Con estos antecedentes y los resultados mostrados en esta tesis, es 16gico
pensar que la induccion de la quimiotaxis por Stx2 puede ser modulada por los
GC endogenos.

Uno de los mecanismos mds importantes que posee el neutrdfilo para
producir IROs es a través de la enzima NADPH oxidasa. Esta enzima esta
compuesta de varias subunidades que en el PMN inactivo se encuentran
distribuidas entre el citoplasma y la membrana plasmatica. Estimulos
inflamatorios diversos (Cba, acidos grasos, PMA, quimioatractantes, etc)
inducen el ensamble de la enzima para producir IROs, pero muchas veces la
produccion de IROs puede ocurrir sin que se haya completado la activacion de
la enzima. Este estado se conoce como "primado" (del inglés, priming) donde
se produce una condicion de hiper-respuesta y donde la estimulacién
subsiguiente produce la completa activacion y accion de la enzima,
aumentando entre el 20-50% la produccion de IROs [209]. Algunas sustancias
inflamatorias como el factor activador de plaquetas (PAF), LPS, TNF-a son
efectivos agentes "primantes". De hecho, el primado de los PMN posee gran

relevancia en la clinica ya que se ha visto que parte del dafio tisular observado
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en patologias tales como la falla renal aguda por isquemia y reperfusion, dano
pulmonar agudo, sepsis, trauma y pancreatitis aguda entre otros, se debe a la
excesiva produccion de IROs por los neutrdfios primados que contribuyen al
dafio a través de un efecto colateral "inocente", en inglés, innocent bystander
[111]. En esta tesis estudiamos la produccion basal de IROs en PMN aislados de
ratones tratados con Stx2 24 y 72 h post inoculacion. Los resultados mostrados
aqui revelan que no hay produccién de IROs in vitro en ausencia de estimulo, a
pesar de la tendencia ascendente que se puede apreciar a las 24 h (figura 10a).
Por otra parte, la incubacién con PMA dispara el estallido respiratorio
llevandolo a niveles muy superiores. Estos datos nos demuestran que, por lo
menos en las condiciones experimentales probadas, estos neutréfilos han visto
mediadores in vivo que lo primaron. Para entender este punto, serd necesario
determinar si los agentes primantes mencionados, con probada participaciéon en
el desarrollo del SUH, tienen efecto como tales en nuestro modelo. En este
sentido, nosotros hemos realizado experimentos donde neutrofilos de adultos
normales fueron incubados con el plasma de pacientes con SUH o con plasma
de controles sanos, con el objetivo de determinar si factores presentes en el
plasma serian responsables por la alteracion funcional del neutréfilo. La pre
incubacion con plasma de controles sanos o de nifios con SUH no pudo alterar
la expresion de diversos marcadores de activacion o de la degranulacion del
neutrofilo, como la expresion de CD66b (marcador de membrana y de granulos
internos del neutrdfilo), como tampoco pudo alterar la produccién de IROs
inducida por PMA, aunque dichos parametros se encuentran alterados en los
PMN aislados de los pacientes [210]. Teniendo en cuenta estos antecedentes, es
posible que la alteracidon funcional del neutréfilo (hiper-respuesta a PMA)
mostrada en este trabajo (figura 10), esté ocurriendo por algin mecanismo aun
no descripto (por ejemplo indirectamente alterando la concentracion de

receptores solubles para factores primantes como el TNF-a o el PAF).

La respuesta opuesta observada en la generacion de IROs y en la
tagocitosis ha sido informada previamente, donde se han planteado diversas
hipoétesis. Entre ellas, se plantea que el potencial oxidativo de los neutrdfilos se
encuentra aumentado luego de la exposicion a LPS tanto in vitro como durante
la endotoxemia experimental y que la fagocitosis se encuentra suprimida
probablemente como consecuencia de los efectos toxicos de los radicales del

oxigeno sobre la maquinaria fagocitica [211]. Otros proponen que el disparo de
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la respuesta oxidativa promueve la apoptosis de neutrofilos [212], y los
neutrofilos que sufren apoptosis pierden su capacidad fagocitica y exhiben
menor expresion de CD16 sobre la membrana plasmatica [213].

La apoptosis es un mecanismo que contribuye a la resolucion de la
inflamacion aguda, ya que una vez que los PMN son reclutados al sitio de la
inflamacion, activan su maquinaria microbicida y ponen en marcha la expresion
del programa apoptotico. Este programa apoptotico puede ser modificado por
diversos agentes liberados por el huésped o el patdégeno [68]. En este sentido,
muchos de los mediadores producidos durante la inflamacidon retrazan la
apoptosis permitiendo la remocién mas efectiva de los microorganismos, pero
también favoreciendo al dano tisular por los intermediarios reactivos del
oxigeno liberados por los PMN activados al tejido circundante [214]. En
nuestro modelo, la Stx2 in vivo aumentd el porcentaje de células apoptdticas
tardiamente en el proceso de la enfermedad (Figura 12b, 72h). La evaluacion
mas temprana de la apoptosis no presento diferencias con respecto al control
(Figura 12a, 24h). Este resultado sugiere que la activacion de la maquinaria
apoptdtica es un proceso mas tardio durante el fenomeno inflamatorio o
secundario a la activacion de otras sefiales intra o extracelulares. Esta secuencia
tiene un sentido fisioldgico ya que la apoptosis es un mecanismo necesario para
la resolucion del foco inflamatorio pero debe, necesariamente, ocurrir
posteriormente al desarrollo de las funciones efectoras del PMN.

Por otra parte, el tratamiento con Ru486 no alterd la sobrevida de los
PMN tanto en los controles (Ru486) respecto del basal, como en los tratados con
Stx2+Ru486 respecto del control con Stx2. Es decir que en este caso, los GC
endogenos no estarian participando de la regulacion de la apoptosis. Sin
embargo, a pesar de esto, estd demostrado que la dexametasona in vitro inhibe
la apoptosis de neutrdfilos y que el Ru486 revierte este efecto, estos estudios
han sido hechos con neutréfilos aislados de donantes normales, 6 con PMN
aislados a partir de modelos de inflamacion peritoneal [91, 215, 216]. En
nuestro modelo, los neutrofilos son aislados de sangre periférica, es decir que
no han extravasado al tejido inflamado, y el tratamiento con el antagonista para
GC fue realizado in vivo. Esta aparente divergencia entre ambos resultados
podria nuevamente ser consecuencia de la diferencia entre los efectos
tisiologicos de los GC endogenos y los efectos de las dosis farmacologicas de
DEX. En este sentido, la incubacion de neutrofilos aislados de animales

tratados con Stx2 con DEX, inhibid significativamente la apoptosis, mientras
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que esta inhbicién no se observd en los PMN de animales controles. Por lo
tanto, es posible por un lado que la toxina shiga induzca cambios en el
neutrofilo que los haga mas sensibles a la accion de los GC exdgenos, y por el
otro que estos efectos antiapoptdticos no puedan ser modulados por
concentraciones fisioldgicas de GC pero si con dosis farmacoldgicas. Diversos
autores postulan que los GC regulan la apoptosis actuando directamente sobre
el neutroéfilo o indirectamente a través de la liberacion o expresién de factores
antiapoptdticos producidos por las células endoteliales o epiteliales.
Efectivamente, existe un gran numero de sustancias que retrazan la apoptosis,
algunas producidas por el organismo, otras por el patégeno, como G-CSF, IL-
1B, PAF, IL-2, IL-6, productos microbianos como el LPS, etc. [217]. Uno de los
mecanismos estudiados que tratan de explicar el efecto directo de la DEX sobre
la apoptosis del PMN postula que los GC, a través de la activaciéon del R-GC,
inhiben la expresion de Fas (uno de los principales receptores de muerte

presentes en los leucocitos que estimulan la apoptosis) [216].

Paralelamente a este trabajo, en nuestro laboratorio hemos llevado a cabo
estudios en neutréfilos de sangre periférica de pacientes sobre el estado de
activacion que poseen al momento de presentacidon en el centro asistencial.
Estos nifios llegan al hospital cursando la etapa aguda del SUH, caracterizada
por anemia hemolitica microangiopatica, trombocitopenia y falla renal aguda.
Todos los pacientes evaluados sufrieron gastroenteritis con diarrea
sanguinolenta. Es decir que estos nifios llegan al hospital con el SUH ya
declarado, sin previas transfusiones ni didlisis peritoneal. A partir de estos
estudios encontramos que estos pacientes poseen menor expresion en los
marcadores de activacion de membrana como CD16, CD11b, CD66b, y menor
actividad mieloperoxidasa, produccion de IROs y porcentaje de PMN
apoptoticos, asi como una marcada neutrofilia respecto del control sano [210,
218]. Este estado supuesto de desactivacion es, aparentemente, consecuencia de
un proceso de activacidén previo que los dejo exhaustos. En este sentido, es
logico pensar que el estado de activacion de los neutrdéfilos inducidos por Stx
encontrado en este trabajo corresponde a la ventana de tiempo que existe entre

la ingestion de la bacteria y la declaracion de la enfermedad.

Varios autores han mostrado que la toxina shiga in vitro puede aumentar

el perfil de activacion de los PMN, respecto a la adhesion, la trasmigracion y la
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funcion [219] [214]. En esta tesis nosotros mostramos de qué manera los
neutroéfilos son afectados in vivo por la toxina shiga. Existen diferencias claras
entre los efectos de la toxina shiga in vitro e in vivo sobre la funcionalidad de los
neutrdfilos. Los experimentos con Stx2 aplicada in vitro analizan los efectos
directos de la toxina sobre la funcidon o activacion del PMN, los cuales
dependen de la presencia de receptores especificos, de su composicién lipidica,
y de las sefiales intracelulares que se disparan inmediatamente después de la
interaccion. Por el contrario, los experimentos realizados con la inyeccién de la
toxina shiga al raton reflejan el resultado de efectos pleiotropicos de la Stx2
sobre los distintos tipos celulares y tejidos. Estas diferencias deben tenerse en
cuenta para entender las discrepancias que se observan entre los efectos in vitro
de la toxina shiga sobre la funcionalidad del neutroéfilo y los mostrados en el
presente trabajo in vivo. Por ejemplo, Liu J. y grupo [220] informd que la
incubacién in vitro de neutrdfilos normales con Stx inhibe la apoptosis, pero
King AJ no encontré diferencias en la apoptosis y necrosis bajo las mismas
condiciones experimentales [211]. De manera interesante, y coincidentemente
con lo encontrado por nosotros in vivo en este trabajo, otros vieron que la Stx
induce un aumento en el estallido respiratorio de neutréfilos de dadores
normales, pero inhibe en forma dosis dependiente la fagocitosis de bacterias y
la respuesta a PMA [211].

Mas all4 de estas discrepancias o coincidencias, nosotros creemos que la
intensificacion de la activacion de los PMN en la patogénesis no depende
necesariamente de los efectos directos de la toxina sobre los neutrdfilos, ya que
el dafio endotelial causado por Stx2 y las citoquinas pro inflamatorias (TNF-a,
IL-1P) podrian ser suficientes para activar a los neutréfilos. De manera
reciproca, el potencial oxidativo de los neutrofilos podria inducir una
retroalimentacion positiva en el dafio primario del endotelio causado por Stx2.
En este sentido, los resultados mostrados en esta tesis muestran que Stx2 in vivo
induce la generacion de IROs desde las 24 horas. En consecuencia planteamos
la hipdtesis que la Stx2 directa o indirectamente, rompe el equilibrio entre el
estado de oxidacién y antioxidacion. Para esto, analizamos el papel de Stx2 in
vivo sobre la concentracion del mayor antioxidante endogeno, el glutation
(GSH), y el grado de dano tisular por oxidacion (peroxidacién lipidica). A
través de los experimentos detallados en la ultima seccion de esta tesis,

demostramos la profunda inhibicion que causé Stx2 sobre el contenido de GSH
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total en rifidn. Por otra parte, la Stx2 aumento significativamente el grado de
peroxidacion lipidica renal y en consecuencia el dafio tisular por oxidacion. Los
parametros detectados junto con el aumento en la generacion de IROs por
PMN, demuestran que el estrés oxidativo causado por Stx2 ha sobrepasado la

capacidad antioxidante endogena.

El glutation intracelular y extracelular, ademds de sus caracteristicas
antioxidantes ya descriptas en la seccion correspondiente de la introduccion
(pag. ), posee propiedades inhibitorias sobre la apoptosis de células epiteliales
de pulmén. La disminucion en la concentracion de GSH se ha visto por
ejemplo, en el fluido que recubre al epitelio en la fibrosis pulmonar idiopatica,
en el sindrome de distrés respiratorio agudo, fibrosis quistica, en pacientes HIV
positivos, etc. Esta reduccion del GSH puede contribuir con el aumento que se
observa en la apoptosis epitelial durante estas enfermedades [221].
Aparentemente, la prevencion de la apoptosis epitelial por GSH no estaria
mediada por sus propiedades antioxidantes, sino por su funcién como
regulador alostérico de ciertas enzimas que median el proceso apoptotico [221].
Teniendo en cuenta que en el SUH existe un gran nivel de dano epitelial
causado por la muerte celular por apoptosis y que la toxina shiga reduce
significativamente los niveles intra-renales de GSH total, seria importante
estudiar el rol de GSH en la prevencion de la apoptosis epitelial renal en el
contexto del SUH.

Hasta el momento no existian trabajos que documenten la relevancia del
estrés oxidativo ejercido por los PMN activados, directamente sobre el tejido
renal o indirectamente a través de la activacion del endotelio. A partir de estas
observaciones, consideramos necesario evaluar el efecto de antioxidantes
exogenos con el fin de encontrar posibles aproximaciones terapéuticas para esta
enfermedad. Asi, estudiamos el efecto de dos antioxidantes derivados del ajo:
N-Acetil-L-cisteina (NAC) y S-Etil-L-Cisteina (ETH). A través de estos ensayos
pudimos determinar que los antioxidantes probados protegen parcialmente
ante la accion letal de Stx2, ya que mejoran en forma parcial los pardmetros
oxidativos, la funcion renal y la sobrevida Por otra parte, el tratamiento
prolongado (t-48h) con ambos agentes logré mejores resultados respecto del

protocolo t0. Mads aun, el tratamiento con ETH dio mejores resultados que
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NAC, evidentes en el indice de sobrevida, en la recuperacion de los valores de
GSH a ambos tiempos y en la peroxidacion lipidica para t-48.

El uso de NAC como antioxidante se encuentra extendido para el
tratamiento de patologias tales como la sobredosis por paracetamol [222, 223]
en la enfermedad obstructiva cronica pulmonar [224], en hemodidlisis [225] etc.
En cuanto a su mecanismo de accion, se sabe que el NAC acttia restaurando los
niveles intracelulares de GSH necesarios para la detoxificacion de los
metabolitos tdxicos [117], y/o secuestrando especies reactivas del oxigeno en
forma directa [226]. También son bien conocidos los efectos de proteccion
directa sobre el rifion dado que se ha visto que NAC aumenta la concentracion
intra-renal de GSH y mejora la injuria causada por isquemia y reperfusion, por
la oclusién de la vena cava, por ciclosporina u otros insultos nefrotoxicos [226,
227].  Sus efectos sobre la microvasculatura renal también han sido
documentados, por ejemplo Herman SN y grupo han descrito que NAC (i)
revierte la vasoconstriccion inducida por radiocontraste y angiotensina II o
también causada por la inhibicion de la prostaglandina renal y la produccion de
o0xido nitrico [226], (ii) mejora la vasodilatacién cortical y la filtracion
glomerular [226]. Otros trabajos dan cuenta del papel protector de NAC sobre
la respuesta inflamatoria, donde se vio que: (iii) inhibe la activacion de NF-kB y
la expresion del mRNA de TNF-a en modelos de artritis [228]; (iv) reduce la
activacion de PMN inducida por LPS, en parte también por la inhibicion de la
transcripcion dependiente de NF-kB [228]; (v) protege a ratas de una dosis letal
de LPS, a través de la disminucion de IROs, la secrecion de TNF-a, de la
proporcion entre GSSG y GSH (GSSG/GSH), y los niveles de MDA en leucocitos
[229]. Uno o la combinacidn de algunos de estos efectos podrian estar actuando
para frenar parcialmente los efectos deletéreos de la toxina shiga in vivo. De
todas formas, si pensamos en este compuesto para ser usado en la clinica, debe
tenerse en cuenta que de acuerdo a la extrapolacion que podriamos hacer a
partir del modelo murino, deberiamos suministrarlo antes de que el paciente
entre en falla renal aguda, o sea que en forma temprana en la ventana que existe
entre la ingesta del alimento contaminado con E. coli y la declaracién del SUH.
Hay que considerar ademds que en ratén no revirtié la mortalidad al 100% y
que por otra parte, en un modelo experimental de falla renal aguda, NAC no
dio buenos resultados ya que se vio dafio medular por hipoxia, aunque logrd

disminuir la creatinina en plasma asi como los niveles de urea [226] .
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S-Ethil-L-Cisteina también es un compuesto que contiene cisteina, es
hidrofilico y posee propiedades antioxidantes similares a las del NAC. Asi
como NAC, ETH es efectivo como antioxidante aumentando la proteccion a
través de sus actividades enzimaticas y no enzimaticas,y secuestrando radicales
del oxigeno directa o indirectamente [120].

Existen algunas divergencias en la bibliografia sobre las dosis utilizadas
y los tiempos de administracion, ya que en cada trabajo se adaptan a la
patologia particular en estudio. En nuestro caso, trabajamos con 100 mg/kg/dia
(1 mg/raton/dia) por agua de bebida y 175 mg/kg/dia (3.5 mg/raton/dia)
intraperitonealmente. En el trabajo realizado por Ozer Sehirli y grupo, estudian
el rol protector de NAC contra el estrés oxidativo durante el dafio por isquemia
y reperfusion renal, donde utilizan NAC 150 mg/kg en forma subcutanea en
ratas, administrado en dos aplicaciones, 15 min antes de la isquemia y luego de
la reperfusion renal [175]. Por otro lado, Arfsten DP demostr6 que dosis de 600
mg/kg/dia por 30 dias consecutivos en ratas normales no tiene efectos
colaterales negativos. De hecho, no detectaron lesiones histologicas o
alteraciones en el peso, y vieron un aumento significativo de la concentraciéon
de GSH asi como en la actividad del mismo (medido por la proporcion
GSSG/GSH) [117]. Por lo tanto, seria util ensayar dosis de NAC o ETH
superiores a las utilizadas en este trabajo con el fin de lograr mayores indices de

sobrevida en el modelo de SUH.

La proteccion parcial ejercida por los antioxidantes también dan cuenta
de la complejidad de los eventos inflamatorios disparados por la toxina shiga in
vivo. Hay que tener en cuenta que la toxina shiga acttia a través de varios
mecanismos, en efecto, Stx2 no solo dana a las células endoteliales de la
microvasculatura sino que también al epitelio renal en forma directa a través de
la interaccion con el Gbs; causando la muerte celular por apoptosis.
Paralelamente, la entrada de la Stx2 altera al equilibrio del sistema inmune
llevandolo hacia la activacion de todos los componentes inflamatorios mas
importantes (activacion de PMN, del endotelio a través de la expresion de
moléculas de adhesion, secrecion de citoquinas proinflamatorias como TNF-a e
IL-1B, etc), y como consecuencia el grado de injuria resultante es profunda,
multifactorial y dificil de frenar por una tnica via. Por este motivo los
antioxidantes utilizados aqui fueron efectivos para suprimir, al menos en parte,

algunas de las vias de dano puestas en marcha por la toxina, y como
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consecuencia observamos proteccion parcial. Sin embargo, este grado de
proteccion proteccion observado haria pensar que el dafo por oxidacion tiene

suficiente relevancia patofisiologica en la evolucion de la enfermedad.

Hasta acd, estos resultados demostraron que el huésped es capaz de
montar un mecanismo de defensa contra el potencial toxico de S5tx2, y que este
mecanismo estd protagonizado por la accion de los GC enddgenos sobre la
activacion de los neutréfilos activados por Stx2. En primer lugar, ratones
adrenalectomizados o tratados con Ru486 mostraron un incremento en la
sensibilidad a la toxina shiga, la cual es parcialmente restaurada por el
tratamiento de GC exdgenos [8]. En segundo lugar, este aumento en la
sensibilidad a la toxina shiga, en animales que no poseen los efectos de los GC
enddgenos, no se correlaciona con los cambios observados en la produccion
sistémica de citoquinas, pero si con la exacerbacion en las funciones de los PMN
[8]. De estos resultados se desprende que:

* los GC endogenos estarian ejerciendo proteccion parcial contra los
efectos nocivos de la toxina,
* estos efectos pueden estar contrarrestando la accion patogénica directa

de los PMN activados sobre el endotelio.

En conclusion, la toxina shiga rompe la homeostasis del huésped
llevando al sistema a un nivel proinflamatorio que contribuye con el dano
ejercido Stx2 per se. Este estado a su vez despierta a la respuesta
antiinflamatoria capaz de frenar al menos en forma parcial el grado de injuria
generado por el potencial inflamatorio. Este efecto es logrado principalmente
por la capacidad de los GC enddgenos para inhibir la activacion y la funcion de
los neutrofilos (ya sea en forma directa sobre la célula o indirectamente a traveés
de la modulacion de la actividad endotelial). Por otra parte, la toxina o la
respuesta inflamatoria disparada por la misma también generan un
desequilibrio oxidativo, donde el estrés por oxidacidén supera a la capacidad

endogena antioxidante y por lo tanto contribuye en parte con el dafo tisular.

Con el fin de hallar alguna solucion terapéutica a esta enfermedad,
analizamos el papel de sustancias exogenas que puedan revertir o atenuar los
efectos toxicos inducidos por la toxina shiga. En este sentido, los agentes

antiinflamatorios exdgenos, como la dexametasona, podria llegar a controlar el
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potencial inflamatorio inducido por Stx2 teniendo en cuenta de que la
administracion deberia realizarse tempranamente. Aunque esta droga ya ha
sido probada en pacientes sin buenos resultados, hay que tener en cuenta que
fue suministrada a pacientes con el SUH ya declarado, y de acuerdo a la
extrapolacion que podriamos hacer a partir del modelo murino, inferimos que
este tratamiento fue probado en una etapa tardia en el desarrollo de la
enfermedad, donde vimos nuevamente en el modelo murino, que era
contraproducente [230]. Por otro lado, el estrés oxidativo puede ser frenado en
parte, por agentes antioxidantes (ETH y NAC). Para ambos tipos de sustancias,
es importante resaltar que el efecto protector fue hallado a tiempos tempranos,
pudiendo ser aplicadas dentro de la ventana de tiempo que existe entre la
ingesta de la bacteria y la declaracion de la enfermedad. Este periodo acotado
de tiempo representa la mejor oportunidad para intervenir y frenar la evoluciéon
de la infeccion. Por lo tanto seria importante profundizar el estudio de las
mismas para analizar el rol terapéutico teniendo en cuenta que son seguras en

dosis altas y aceptadas en la clinica médica.

Autor: Lic. Sonia Alejandra Gémez Director: Dra. Marina Sandra Palermo
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