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PAPEL DE LA TOXINA SHIGA EN EL SINDROME UREMICO HEMOLITICO
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Resumen En los ultimos afios, las infecciones por Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC) y el de-
sarrollo del Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) han cobrado tal relevancia desde el punto de vis-
ta clinico y como problema de salud publica, que se considera uno de los patégenos emergentes mas importan-
tes de infecciones transmitidas por alimentos. Las infecciones por STEC pueden manifestarse dentro de un amplio
espectro clinico, tales como infecciones asintomaticas intestinales, diarrea acuosa, diarrea sanguinolenta (coli-
tis hemorragica) y complicaciones sistémicas conocidas con el nombre de SUH. En Argentina, el SUH es la
principal causa pediatrica de insuficiencia renal aguda y la segunda de insuficiencia renal crénica. Hasta el pre-
sente no existe un tratamiento especifico para tratar las infecciones por STEC y disminuir la progresion del SUH.
Los mecanismos por los cuales la toxina Shiga (Stx) induce SUH pueden ayudar a encontrar nuevas estrategias
para impedir o mejorar el pronoéstico del SUH. En este articulo se describen recientes progresos que contribu-
yen a entender el papel de Stx en la patogénesis del SUH y nuevas estrategias usadas para prevenir el pasaje
de la toxina a la circulacién sistémica durante la fase diarreica o luego del establecimiento del SUH.

Palabras claves: toxina Shiga, SUH, diarrea, insuficiencia renal, dafio cerebral

Abstract Role of the Shiga toxin in the Hemolytic Uremic Syndrome. In the last years, infection associa-
ted with Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) and subsequent Hemolitic-Uremic Syndrome
(HUS) became relevant as a public health since it was considered as one of the most important emergent patogen
present in the food contaminated by cattle feces. STEC infection may be asymptomatic or begins with a watery
diarrhea that may or may not progress to bloody diarrhea (hemorrhagic colitis) and HUS. In Argentina, HUS is
the most common pediatric cause of acute renal insufficiency and the second cause of chronic renal failure. Up
to now, STEC infection lacks of known effective treatment strategies that diminish risk of progression to HUS.
The mechanisms by which Shiga toxin (Stx) induce HUS may help to find strategies to prevent or ameliorate
HUS. In this article, recent progress that has contributed to understanding the disease pathogenesis of STEC is
reviewed. New strategies to prevent further uptake of Shiga from the gut, either during the diarrheal phase or
once HUS has developed are discussed.
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Toxina Shigay Sindrome
Urémico Hemolitico

El SUH es una entidad clinica caracterizada por anemia
hemolitica microangiopatica, trombocitopenia e insuficien-
cia renal aguda que puede progresar a insuficiencia re-
nal cronica'.

La base patogénica del SUH esta determinada por el
dafio de las células endoteliales de los pequefios vasos
del colon, rifién y sistema nervioso central. Como esos
tejidos no forman parte del epitelio intestinal donde colo-
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niza Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC),
se postula que el dafio endotelial es una consecuencia
directa de la accion de Stx que, liberada por las bacte-
rias atraviesa la barrera intestinal y ganan acceso a la
circulacion sanguinea. Los genes de esta toxina se en-
cuentran codificados en fagos que infectan las bacterias
Escherichia coli.

Stx pertenece a una familia de proteinas estructural y
funcionalmente relacionadas con la toxina Shiga sinteti-
zada por la Shigella dysenteriae. Ellas son designadas
por un nimero o una combinacién de nimeros y letras.
La toxina Shiga tipo 1 (Stx1) difiere en un sélo aminoacido
con la toxina Shiga de S. dysenteriae, mientras que la
tipo 2 (Stx2) tiene solo 56% de identidad con Stx12. Ade-
mas, algunas variantes de Stx2 son mas virulentas en
humanos, tal es el caso de Stx2c y ciertas formas de
Stx2d, que pueden ser activadas por la elastasa presen-
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te en el mucus humano?. Si bien las infecciones por STEC
estan asociadas a Stx1, Stx2 o ambas, la produccion de
Stx2 aumenta el riesgo de SUH.

Stx tiene una estructura AB5 que consiste en una
subunidad A unida a un pentadmero de cinco monémeros
de subunidad B responsable de la unién de la toxina a
las células del huésped. Hasta el presente, el principal
receptor identificado para Stx1 y Stx2 en humanos es el
receptor globotriaosilceramida o Gb3, y la expresion en
la superficie de las células blanco esté ligada a la
citotoxicidad*. Una vez que la toxina se une al receptor,
se internalizay sigue un transporte retrégado via el com-
plejo de Golgi hacia el reticulo endoplasmico y la mem-
brana nuclear®. La subunidad A de Stx se trasloca al cito-
plasma donde actia como una glicosidasa removiendo
una adenina de la unidad ribosomal 28S, lo que resulta
en una inhibicion irreversible de la sintesis de proteinas®.
Recientes estudios demuestran que la actividad ribotdxica
también puede inducir apoptosis o muerte celular pro-
gramada’.

Si bien la citotoxicidad de Stx esté ligada a la expre-
sion del receptor Gb3 en la superficie celular, la sensibi-
lidad de una célula a la toxina no solo se correlaciona
con la cantidad de Gb3 expresado en su superficie sino
también con la estructura del receptor. Modificaciones
de la longitud de la cadena de acidos grasos del Gb3 o
disociacién del Gb3 de los arreglos lipidicos de la mem-
brana pueden conducir a una terminacion prematura del
transporte retrogrado al complejo de Golgi®° o a un trans-
porte hacia el compartimiento lisosomal*®. Ambas altera-
ciones resultan en una sensibilidad reducida o, mas aun,
en una resistencia a la inhibicion de la sintesis de protei-
nas. La exitosa inhibicion de la sintesis de proteinas por
Stx depende del clivado de su subunidad A en un frag-
mento Al de 27,5 kDa enzimaticamente activo y otro A2
de 4,5 kDa'* 12, Este corte estd mediado por furina, una
proteasa de serina dependiente de calcio localizada en
el aparato de Golgi. En la clivado y activacion de la
subunidad A ocurre a una menor velocidad en células que
no poseen furinay se la atribuye a la presencia de calpaina
en el citoplasma o catepsina en los lisosomas** 3.

La toxina Shiga en intestino

Si bien la mayoria de los datos obtenidos acerca del tra-
fico de Stx y su citotoxicidad estan basados en estudios
realizados en células Gb3 positivas, el hallazgo del trans-
porte retrégrado de Stx en la linea celular T84 que care-
ce de receptores Gb3'* es de particular interés, ya que
son células usadas como modelo de epitelio intestinal
humano y ademas son resistente a la accion de la toxi-
na®. En estas células se detecté Stx1 en endosomas,
Golgi, reticulo endoplasmico y membrana nuclear*. Ade-
mas, el clivado de la subunidad A ocurre luego de 6 ho-
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ras de incubaciéon mientras que la citotoxicidad no se
observa aun en periodos de 24 horas. Aunque estos re-
sultados se atribuyen a deficiencias en la accion ribotoxica
de Stx, se necesitan investigaciones adicionales para
clarificar este punto.

En cambio, en otra linea intestinal humana, Caco-2,
que expresa receptores Gb3 se demostro que Stx1y Stx2
se transportan al reticulo endoplasmico, la subunidad A
de ambas se activa mediante un clivado dependiente de
furina y producen ribotoxicidad con la consecuente inhi-
bicién de la sintesis de proteinas e induccién de apoptosis
celular®®. Asimismo, nosotros demostramos que Stx2 ejer-
ce un efecto citotdxico tanto en células Caco-2 como en
T84, aunque el efecto fue significativamente mayor en
Caco-2'. Por otra parte, en ambas lineas celulares tam-
bién se describié un movimiento de la toxina a través de
la barrera intestinal sin aparente dafio celular, probable-
mente via un camino transcelular activo?’.

El conjunto de estos resultados parece indicar que la
citotoxicidad va asociada a la presencia del receptor Gb3
aunque su expresion en la membrana apical de las célu-
las epiteliales de la mucosa colénica esta discutida. Al-
gunas investigaciones demuestran la existencia del re-
ceptor Gb3® y otras su ausencia®®, pero en todas ellas
se describen alteraciones estructurales y funcionales del
epitelio por accién de la toxina.

Nosotros describimos una inhibicién significativa del
transporte de agua a través de la mucosa colénica hu-
mana in vitro y una destruccion importante de la superfi-
cie intestinal luego de incubar el lado mucoso del tejido
con Stx2 pura o sobrenadantes de STEC aislados de
nifios con SUH en Argentina®®. En ambos casos se ob-
servo una infiltracién de neutrdfilos, siendo mas impor-
tante en tejidos incubados con sobrenadantes bacte-
rianos que contenian lipopolisacaridos (LPS). Teniendo
en cuenta que en infecciones por STEC frecuentemente
se encuentran leucocitos en materia fecal®®, y que la mi-
gracion de neutrdéfilos hacia la luz intestinal puede pro-
mover el pasaje de la toxina través de la barrera intesti-
nal?, es posible que la inflamacion que observamos po-
tencie la accion citotoxica de Stx.

En ausencia de la subunidad A, el pentdmero de
subunidades B de Stx2 (Stx2B) fue capaz de inhibir la
absorcion de agua en colon humano in vitro y producir
acumulacioén de fluido acuoso en fragmentos de colon li-
gado de rata. Estos efectos podrian ocurrir por una altera-
cién directa de los mecanismos involucrados en el trans-
porte de iones y agua y contribuir a la diarrea acuosa ob-
servada en los primeros dias de la infeccién por STEC?.

La toxina Shiga en rifién

Una apreciacion de la alta sensibilidad a Stx de las célu-
las endoteliales de la microvasculatura sanguinea que
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expresan Gb3 resultd en la hipétesis que la toxina direc-
tamente inicia las lesiones clasicas del SUH: hinchamien-
to de las células endoteliales glomerulares, desprendi-
miento de la membrana basal y subsecuente depdsito
de trombos de plaquetas y fibrina en la microvasculatura
renal. Sin embargo, en los Ultimos afios el paradigma de
que el dafio renal en el SUH se debe solamente a la
destruccion de las células endoteliales esté en revision
a partir de los estudios que aportan evidencias de un
dafo epitelial tubular directo producido por la toxina. El
tubulo proximal fue el primero en ser claramente identifi-
cado como tejido blanco de Stx12® y numerosos trabajos
describen la presencia de Gb3, la unién de Stx, su
internalizacion y la produccién de citoquinas?* %. En es-
tudios de tejidos obtenidos de pacientes con SUH y en
modelos in vitro, se demostro la estimulacion de apoptosis
en células de la corteza renal humana sugiriendo que la
toxina puede iniciar la muerte celular programada de
estas células por diferentes mecanismos?528. Reciente-
mente nosotros informamos que Stx2 y Stx2B alteran la
funcionalidad especifica medida como absorcion neta de
agua a través de una monocapa de células epiteliales
tubulares renales humanas en cultivo y modifican
significativamente la viabilidad celular, sintesis de pro-
teinas y apoptosis celular®. La accién toxica de Stx2 y
Stx2B sobre las células renales fue potenciada por algu-
nos factores inflamatorios presentes en el suero y orina
de pacientes con SUH®* 31,

La toxina Shiga en sistema nervioso central

En Argentina existe una mortalidad de alrededor de un
2,4% de los casos de SUH asociado a infecciones por
STEC?* siendo la mayor parte de estos casos debido a la
injuria del Sistema Nervioso Central (SNC) por la accion
de Stx. En estudios de especimenes obtenidos de cere-
bros provenientes de autopsias de nifios que murieron
por SUH se observo trombos en la microvasculatura,
edema endotelial e infartos que sugerian que el evento
inicial de la encefalopatia asociado al SUH era la injuria
endotelial®®. Investigaciones realizadas en modelos ani-
males también mostraron que el dafio neurolégico esta-
ba asociado a la destruccién de la microvasculatura 'y de
células neurogliales de la corteza cerebral®. Se observé
un dafio selectivo de neuronas localizadas en las capas
profundas de la corteza cerebelosa y cerebral, cerebro
medio y médula espinal, y la toxina se detect6 en la pa-
red de los vasos sanguineos de las zonas involucradas.
Los estudios de imagen por resonancia magnética (MRI)
detectaron lesiones cerebrales en el hipotalamo, hipo-
campo, tallo cerebral, médula y cerebelo de conejos in-
yectados con Stx23%-3¢, Aunque la técnica de MRI es
confiable para mostrar dafio cerebral, es ineficiente para
sefialar las areas afectadas a nivel celular. Nosotros pu-
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simos a punto la técnica de microinyeccion intracerebral
en ratas de laboratorio, que tiene como ventaja el estu-
dio de la accion directa de la toxina en SNC indepen-
diente de trastornos metabdlicos gatillados por la
patogenia del SUH®*. En experiencias preliminares con
ratas, observamos degeneracion de neuronas asociadas
a apoptosis, astrocitos con edema citoplasmatico rela-
cionado con gliosis, y oligodendrocitos desmielinizados
en el cuerpo estriado. También observamos cambios en
el nimero de neuronas que expresan 6xido nitrico y en
la actividad de la 6xido nitrico sintetasa en el cuerpo es-
triado, corteza cerebral e hipotalamo. Finalmente detec-
tamos un aumento de la proteina &cida fibrilar glial en
astrocitos hipertrofiados que contactaron con neuronas
Stx2 positivas. El conjunto de estos resultados sugiere
que Stx2 produce un dafio directo en células del parén-
quima del SNC2,

Estrategias para impedir la
accién de la toxina Shiga

Las infecciones por STEC pueden ser asintomaticas o
comenzar con una diarrea acuosa que progresa o no a
diarrea sanguinolenta (colitis hemorragica) al cabo de 1
a 2 dias de infeccién. Posteriormente pueden aparecer
las complicaciones sistémicas que se manifiestan
clinicamente como SUH. Hasta el presente no hay un
modo de predecir en quién y como se desarrollara el SUH.
Una vez establecido, no existe un tratamiento especifico
que pueda impedir la progresién del dafio que causa la
toxina en los diferentes 6rganos, siendo el mas comun el
dafio renal.

Distintas estrategias se orientan entonces a impedir
que Stx atraviese la barrera intestinal durante la fase
diarreica o luego del establecimiento del SUH. Teniendo
en cuenta la alta afinidad de Stx1 y Stx2 por el receptor
Gb3 se penso que una estrategia podria ser la adminis-
tracion oral de analogos de Gb3 con capacidad para unir
Stx y evitar su traslocacion. Asi se realiz6 un estudio
multicéntrico controlado que evalu6 los efectos de un
compuesto formado por una matriz de silicona no
absorbible que tenia ligado Gb3 (SYNSORB-PK). Los
pacientes que recibieron SYNSORB-Pk tuvieron similar
evolucion del SUH que aquellos que no lo recibieron® lo
gue sugirié6 que una vez que comienza la diarrea
sanguinolenta la toxina ya llegé a la vasculatura sangui-
neay se disemino por la circulacion sistémica, de manera
tal que impedir el pasaje de méas Stx por la barrera intesti-
nal no presentaria mayores beneficios. La posibilidad de
administrar absorbedores de toxina a nivel sistémico asi
como anticuerpos monoclonales que neutralizan Stx pue-
de ser otra estrategia a ser considerada“.

A partir de nuestra experiencia en el estudio de la
accion de Stx en células epiteliales humanas decidimos
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usar la estrategia de neutralizar la citotoxicidad por blo-
queo de los sitios de unidn de la toxina. En experiencias
preliminares observamos que mutantes no toxicos de
Stx2B neutralizaron la accién de la toxina en mucosa
colénica humana in vitro y en células epiteliales tubulares
renales humanas en cultivo**. Sin embargo, para que esta
estrategia sea considerada valida debera ser ensayada
en un modelo animal de SUH que reproduzca la enfer-
medad humana. Recientemente se demostré en un mo-
delo de raton nulo para la sintesis del Gb3/CD77 (knock-
out) que el dafio tisular producido por Stx desaparece®.
Esos resultados sugieren que la estrategia de neutrali-
zar los receptores de Gb3 en los 6rganos blanco puede
ser un método efectivo para protegerlos contra los des-
ordenes relacionados con la patogénesis de STEC.
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