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Resumen La funcién primaria del sistema inmunol6gico es preservar al individuo sano frente a infinidad de

agentes microbianos patégenos o injuriantes. Sin embargo, en determinadas circunstancias los
mecanismos agresores normalmente montados contra un agente invasor, pueden tornarse altamente injuriantes
para el propio individuo. Hay importantes evidencias tanto clinicas como experimentales, de que la reaccion
inflamatoria inducida por los distintos componentes de las bacterias Escherichia coli productoras de toxina Shiga
(Stx) (STEC), fundamentalmente la Stx y los lipopolisacaridos (LPS), contribuye decisivamente en la evolucién
a la forma completa de SUH. Asi los pacientes, al ser diagnosticados de SUH, presentan evidencias de haber
sufrido un proceso de activacion del sistema inmune innato, o reaccion inflamatoria muy aguda y temprana en
la evolucion de la enfermedad. Algunas de estas evidencias pueden resumirse como: una neutrofilia marcada,
leucocitos neutrdéfilos (PMN) circulantes que se encuentran “agotados o exhaustos”, los monocitos diferencia-
dos hacia un fenotipo inflamatorio (menor expresién de CD14 y aumento de CD16), y se encuentra un significa-
tivo descenso en los leucocitos que presentan el receptor (CX,CR1) para la quimioquina Fractalquina (FKN,
CX,CL1): los monocitos clasicos y células Natural Killer (NK). Estas células tienen un alto potencial citotoxico.
La FKN se expresa en endotelio y epitelio renal y ha sido involucrada en los mecanismos patogénicos en distin-
tas nefropatias. Llamativamente, encontramos una correlacion significativa entre la severidad del cuadro renal y
las alteraciones mencionadas. Por dltimo, se discute el papel protector que la respuesta inmune especifica po-
dria ejercer, fundamentalmente a través de la produccion de anticuerpos neutralizantes de la Stx.

Palabras claves: respuesta innata, inflamacion, anticuerpos, leucocitos, quimioquinas.

Abstract Activation of innate and specific immune responses in hemolytic uremic syndrome (HUS)-

patients. The central role of the immune system is the preservation of the health against several
pathogenic microbes and injury agents. However, on special conditions defensive mechanisms triggered towards
the foreign agent can damage the host. Clinical and experimental evidence indicate that inflammatory reaction
triggered by the main components of Shiga toxin (Stx)- producing Escherichia coli (STEC), participate in the
evolution to the complete form of HUS. When children are diagnosed of HUS, they present evidence that have
suffered a very strong and early inflammatory response. These features include: the presence of a marked neu-
trophilia, the polymorfonuclear leucocytes (PMN) are “deactivated or exhausted” and the monocytes are differ-
entiated towards an inflammatory phenotype (CD14-reduced and CD16-enhanced membrane expression). In
addition, HUS-patients show a marked reduction in the absolute and relative number of leucocytes carrying the
receptor (CX,CR1) for the chemokine “Fractalkine” (FKN, CX,CL1), which are the classic monocytes and Natu-
ral Killer cells (NK). All these cells express a high cytotoxic potencial. The chemokine FKN is expressed in en-
dothelial and epithelial renal cells, and is involved in the pathogenic mechanism of different nephropathies. Note-
worthy, we found a significant correlation between the severity of the renal damage (as days of anuria) and the
alterations described above. Finally, the protective role of specific immune response, mainly through the anti-
body production with Stx-neutralizing capacity, is discussed.
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ACTIVACION DE LA RESPUESTA INMUNE EN EL SUH

Si bien se ha avanzado mucho en el conocimiento del
agente etioldgico y los mecanismos patogénicos del Sin-
drome Urémico Hemolitico (SUH), aiin quedan aspectos
gue no han sido completamente elucidados®. La bacteria
coloniza el intestino, secreta la toxina Shiga (Stx) que
atraviesa la barrera intestinal y alcanza la circulacién
sistémica. Alli se une a su receptor especifico (globo-
triaosilceramida, Gb3) presente fundamentalmente en el
endotelio de los pequefios vasos del colon, rifion y siste-
ma nervioso central, y en el epitelio tubular renal. Luego
de ser internalizada, inhibe la sintesis proteica, generan-
do el dafio endotelial y epitelial primario, patognomaonico
del SUH™3. Si bien la Stx es absolutamente necesaria
para el desarrollo de la enfermedad, hay importantes
evidencias de que la reaccién inflamatoria inducida por
Stx o por los lipopolisacaridos bacterianos (LPS) que
acompafan a este tipo de infecciones, contribuye decisi-
vamente en el desarrollo pleno del efecto de la Stx, y la
evolucion a la forma completa de SUH®. La respuesta
inflamatoria o innata, se complementa e integra con la
respuesta especifica para cumplir eficazmente con la
funcién primaria del sistema inmunoldgico: preservar al
individuo sano frente a infinidad de agentes microbianos
patégenos o injuriantes. Sin embargo, en determinadas
circunstancias los mecanismos agresores normalmente
montados contra un agente invasor, pueden tornarse al-
tamente injuriantes.

Desde hace varios afios, el grupo de Inmunologia de
la Academia Nacional de Medicina trabaja en conocer la
participacion de la respuesta inmunoldgica, tanto en el
desarrollo como en la prevencion del SUH.

Participacion de la respuesta
innata en el SUH

Para estudiar los distintos componentes de la respuesta
inmunoldgica desarrollamos un modelo murino de SUH
por inoculacién endovenosa de Stx, a través del cual
demostramos que la respuesta inflamatoria ejerce un
efecto potenciador sobre la toxicidad especifica de la Stx4,
mientras que, de manera reciproca, los mecanismos anti-
inflamatorios, representados fundamentalmente por los
glucocorticoides® 8y la enzima 6xido nitrico-sintasa cons-
titutiva o endotelial (NOSe)’ protegen de la toxicidad de
la Stx. La toxina, los LPS y el dafio endotelial inducido
por el efecto de ambos, activan al sistema inmune innato
desencadenando una fuerte respuesta inflamatoria. En-
tre los mediadores solubles de inflamacion que se han
descrito elevados en el suero u orina de los pacientes
con SUH, y que dan cuenta de las profundas alteracio-
nes que ha sufrido el sistema homeostatico, podemos
mencionar: la interleuquina (IL) 6 (IL-6), la IL-88, la IL-10,
el factor de necrosis tumoral (TNF)?, el factor de creci-
miento fibroblastico (TGF)™¥, el sistema Fas/Fas-ligando*,
diversos factores de la cascada de coagulacién®?. Me-
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nos abundantes son los estudios sobre las alteraciones
de los componentes celulares de la respuesta inmune
innata o inflamatoria. Estos comprenden fundamental-
mente a los leucocitos polimorfonucleares neutréfilos
(PMN), los monocitos (Mo) y la células Natural Killer (NK).
Cada uno de estos tipos celulares cumple una funcién
especifica durante una infeccién. Los PMN son la prime-
ra poblacion en responder a una sefial de dafo; son cé-
lulas terminales, con una vida media entre 6-7 horas. Los
monocitos y células NK son células de vida media mas
larga, acuden como segunda linea en respuesta a quimio-
quinas especificas liberadas por el endotelio, los PMN u
otros tipos leucocitarios. Pueden sufrir procesos de ma-
duracion y diferenciacion segun los estimulos, son célu-
las altamente secretorias y participan en la induccion de
la respuesta inmune especifica. Los PMN expresan una
importante capacidad microbicida y citotoxica, fundamen-
talmente a través del contenido de sus granulos
intracitoplasmaticos, reservorios de enzimas y proteinas
de membrana. Frente a un estimulo activador fusionan
su membrana con la membrana plasmética y vuelcan su
contenido intragranular al exterior, en un proceso denomi-
nado “degranulacion™?®. Estos granulos pueden clasificarse
en vesiculas secretorias, granulos de almacenamiento o
terciarios, granulos especificos o secundarios, y granulos
azurdfilos o primarios. Las vesiculas secretorias son las
primeras en ser degranuladas, contienen fundamentalmen-
te receptores y moléculas de adhesion que le permiten a
los PMN responder a las alteraciones que presenta el
endotelio activado o dafiado. Contienen fundamentalmente
la molécula de adhesion CD11b/CD18 (perteneciente a la
familia de las integrinas), receptores para el Fc de IgG
(CD16), receptores para fragmentos del complemento
(CR1), receptores para productos bacterianos (como el
péptido prototipico FMLP), y en su interior solo contienen
proteinas plasméticas, como la albumina. Los granulos
terciarios, secundarios y primarios son liberados de ma-
nera gradual y secuencial, de acuerdo a la persistencia y/
o intensidad del estimulo activador. Asi los granulos ter-
ciarios y secundarios contienen gran cantidad de enzimas
degradadoras de la matriz extracelular (colagenasa, gela-
tinasa), que le permiten al PMN atravesar los tejidos en
respuesta a agentes quimioatractantes provenientes de
un foco inflamatorio o infeccioso. Ademas de otros recep-
tores como el receptor para fibronectina, trombos-pondina,
vitronectina y el CD66. Los granulos primarios poseen un
alto contenido en enzimas bacteriostaticas y bactericidas
(mileoperoxidasa (MPO), elastasa, catepsina, N-acetil B
glucosaminidasa, B-glucuronidasa)*®. Esta clasificacién en
los distintos tipos de granulos tiene un significado fisiol6-
gico, pero ademas es de utilidad en la clinica hematolégi-
cay sirve para evaluar el estado de activacion de los PMN,
ya que el nivel de expresiéon en la membrana plasmatica
de las moléculas de cada tipo de granulo, sugiere cual/es
de ellos han sido movilizados.
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Diferentes autores han postulado la participacion de
los PMN en la patogénesis del SUH a partir de eviden-
cias clinicas y experimentales. Una neutrofilia marcada
es un parametro de mal prondstico en la evolucion del
SUH. En distintas autopsias de nifios con SUH se han
encontrado infiltrados de PMN en tejido renal®® y los PMN
de los pacientes en el momento agudo muestran mayor
adhesividad a los endotelios. Paralelamente, en el suero
de los mismos se encuentran niveles aumentados de
elastasa, (proveniente de la degranulacién de los PMN),
e IL-8, principal quimioquina activadora de los PMN?6-17,
Nosotros demostramos en el modelo murino de SUH, que
la Stx induce una marcada neutrofilia, y que los PMN de
sangre periférica presentan marcadores de activacion y
poseen mayor capacidad citotoxica y mayor adhesion a
la vasculatura®.

A lo largo de 5 afios estudiamos el estado de activa-
cién de los PMN provenientes de mas de 30 pacientes
con SUH en la etapa aguda, previo a cualquier interven-
cién como didlisis o transfusiéon. Como controles anali-
zamos en paralelo nifios de la misma edad de los si-
guientes grupos clinicos: 1) sanos, 2) con una infeccién
bacteriana no asociada al SUH, y 3) urémicos agudos.
Estudiamos por citometria de flujo la expresion de la
integrina CD11b (marcador de vesiculas secretorias), de
CD66b (marcador de granulos secundarios), y la MPO
(marcador de granulos primarios). Analizamos su expre-
sion basal, es decir el nivel de expresién con que se en-
cuentran en los PMN en circulacién, y en respuesta a un
estimulo activador in vitro, (TNF, GM-CSF, IL-8) que nos
permite evaluar el contenido intracelular que se moviliza
frente al estimulo degranulador®. Estos estudios demos-
traron que los PMN de los pacientes con SUH presentan
un estado de degranulacion y desactivacion, caracteris-
tico y diferencial de los otros grupos clinicos controles®
2. De manera muy interesante, el nivel de degranulacion
se correlaciona con el grado de severidad del paciente,
clasificados retrospectivamente segun los criterios de
Giananntonio (Tablal)®. Es decir que los pacientes que
registraron mayor compromiso renal, reflejado por los dias
de anuria y el requerimiento de dialisis, presentan un
mayor grado de “desactivaciéon y degranulaciéon”, alcan-
zando la misma a los granulos primarios, que son los
mas tardios y dificiles de movilizar?*. Si estos hallazgos
son causa o0 consecuencia de un mayor dafio endotelial,
es dificil de demostrar, pero es similar a lo referido para
las plaguetas, descritas también como “agotadas” o “ex-
haustas”?, y sugiere que han sufrido un proceso agudo
y masivo de activacion intravascular, muy temprano.

Esto a su vez implicaria que la activacion de la res-
puesta inflamatoria ha sido previa al momento en que el
nifio es diagnosticado de SUH y hospitalizado, ocurrien-
do probablemente en el periodo que transcurre entre la
diarrea sanguinolenta y los primeros signos de SUH.
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TABLA 1.— Correlacion entre los diferentes marcadores de
activacion medidos en los PMN vy la severidad del dafio
renal en los pacientes con SUH al momento de admision

Pearson r  Significancia

)

Numero absoluto de PMN r=0.62

Expresion de:

p=0.001

CD16 No hay correlacion
CD11b r=-0.37 p=0.01
CD66b r=-0.35 p=0.01
MPO r=-0.51 p=0.01
Produccion IROs r=-0.51 p=0.01
Porcentaje de PMN en:
Apoptosis temprana r=-0.44 p=0.02
Apoptosis tardia r=-0.43 p=0.02
Células vivas r=0.63 p<0.001
Nivel plasmatico de IL-8 r=-0.74 p<0.001

Nosotros creemos que esta respuesta inflamatoria
podria contribuir significativamente al dafio endotelial ya
que la liberacion de componentes intracelulares de los
PMN, como distintas proteasas o intermediarios reactivos
del oxigeno, poseen un alto potencial citotoxico que po-
drian potenciar la injuria original provocada por los efec-
tos directos de la toxina Shiga.

Con el objetivo de analizar si la activacion de la res-
puesta inflamatoria abarcan también a los otros compo-
nentes celulares que integran la respuesta innata, anali-
zamos las caracteristicas fenotipicas de los Mo y las cé-
lulas NK. Previamente habiamos demostrado en el mo-
delo murino que la toxicidad de la Stx2 esté significati-
vamente disminuida en ausencia de los macrofagos, su-
giriendo que esta poblacion es importante para inducir
dafio tisular, probablemente a través de la produccion de
las citoquinas proinflamatorias TNF-o e IL-1(?%. Reciente-
mente, distintos autores han demostrado que en determi-
nadas patologias con un alto componente inflamatorio, los
Mo se diferencian hacia un fenotipo con menor expresion
de la molécula CD14 y mayor expresion del CD16%*en su
superficie, funcionalmente més secretores de citoquinas
inflamatorias como TNF e IL-1. Paralelamente, publica-
ciones recientes han informado que la quimioquina frac-
talquina (FKN, CX,CL1) cumple un papel importante en
las patologias renales?: 26, Esta quimioquina se diferencia
del resto en que es una proteina transmembrana, pudien-
do por lo tanto funcionar ademas como molécula de
adhesion, y su forma soluble como quimioatractante?®®.

La FKN esta presente en células endoteliales y
epiteliales, y su receptor (CX,CR1) se expresa en Mo y
células NK. En particular, se ha descrito aumento de la
expresion de FKN y presencia de Mo que expresan el
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receptor para FKN en cortes histoldgicos de rifion en
pacientes con glomerulopatias. En modelos experimen-
tales el bloqueo de la interaccion de la FKN con su re-
ceptor mejora significativamente distintos tipos de
glomerulonefritis. Al analizar los Mo de los pacientes con
SUH durante la etapa aguda, encontramos que los mis-
mos presentan un perfil inflamatorio con disminucién del
receptor CD14 y aumento del CD16% en la membrana,
de manera bastante similar a o que ocurre en otros pa-
cientes que cursan con infecciones severas como shock
séptico o HIV. Llamativa y diferencialmente, los pacientes
con SUH mostraron un significativo descenso de las célu-
las en circulacion que expresan el receptor para
fractalquina: tanto en la poblacion de Mo como en las cé-
lulas NK (subpoblacién CD56%m)?¢. Mas aun, se encontrd
una correlacion negativa entre el niUmero de leucocitos
circulantes que expresan el CX,CR1 y la severidad del
cuadro de SUH. Es decir, cuantos mas leucocitos
periféricos expresan este receptor, la severidad es me-
nor, sugiriendo que este tipo de células desaparecen de
circulacion como consecuencia de quedar adheridas a los
endotelios, pudiendo potenciar la injuria por Stx. La
interaccion entre la FKN presente en el endotelio y epite-
lio renal activados o dafiados y su receptor expresado en
los Moy células NK, podria contribuir a que estas células
vuelquen su contenido enzimatico a los tejidos. Apoyan-
do esta hipotesis es interesante la publicacion de un caso
de SUH en adultos, secundario al tratamiento de un
melanoma con IL-22°. Es sabido que uno de los efectos
colaterales y adversos mas importante de este tratamien-
to es el dafio endotelial sistémico secundario a la activa-
cion de células NK por la IL-2.

Estos resultados en conjunto permiten concluir que la
respuesta inmune innata o inflamatoria tiene una partici-

Activacion de PMNs =
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)
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pacion destacada como circuito amplificador del dafio
endotelial inducido primariamente por la toxina Shiga. En
la Fig. 1 se muestra en forma esquematica la patogénesis
del SUH considerando los distintos componentes de la
respuesta innata o inflamatoria.

Papel de la respuesta especifica

Sin embargo, simultineamente a los eventos relatados
mas arriba, se desarrolla la respuesta inmune especifi-
ca, que se activa a través de la compleja interaccion en-
tre los componentes innatos (fundamentalmente Mo y
células presentadoras de Ag) y los linfocitos especificos
T y B. Datos clinicos, epidemiolégicos y experimentales
sugieren que la inmunidad especifica, fundamentalmen-
te a través de presencia de anticuerpos anti-Stx, dismi-
nuye el riesgo de SUH.

Desde el punto de vista clinico, la baja frecuencia de
re-infecciones con STEC, asi como la excepcionalmente
rara ocurrencia de un segundo episodio de SUH post-
entérico puede ser una evidencia indirecta de una efi-
ciente respuesta inmunoldgica activa y con capacidad
protectora contra STEC y Stx 22. Desde lo epidemioldgico,
el hecho de que la edad pico de incidencia de SUH sean
nifios menores de 5 afos'?, sugiere que podria desarro-
llarse un incremento en la inmunidad a lo largo de los
afios. Esta hipotesis se ve apoyada por estudios
epidemioldgicos recientemente realizados en Canada y
Alemania, en los cuales encontraron menor frecuencia
de anticuerpos anti-Stx en nifios dentro de la primer in-
fancia (0.1 a 4.9 afios)** 1. Otro dato interesante es que
en ambos paises cerca del 60% de la poblaciéon adulta
urbana presentod anticuerpos anti-Stx. Estos porcentajes

Degranulacién e IROs

: ""°

Daiio endotelial

Mecanismo directo por Stx:

inhibicion de sintesis de proteinas
Mecanismo indirecto:

mediado por PMN y Mo activados

ERE J@@B@B@ DD

Subendotelio

Fig. 1.— Papel central de la respuesta innata e inflamatoria sobre la modulacion de la

toxicidad de Stx.

PMNSs: polimorfonucleares neutréfilos, Mo: monocitos, IROs, intermediarios reactivos del
oxigeno, Gb3: globotriaosil ceramida; TNF: factor de necrosis tumoral, IL: interleuquina

ICAM: molécula de adhesion intercelular
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se ven incrementados en la poblacién rural®. Diversos
investigadores encontraron que los sueros obtenidos a
partir de pacientes con SUH y sus convivientes o con-
tactos directos son capaces de neutralizar la Stx. Como
antecedente en nuestro pais se ha demostrado presen-
cia y/o seroconversion para anticuerpos anti-Stx en pa-
cientes con SUH (52.6%), en convivientes (27.5%) y en
nifos controles (8.8%), utilizando técnicas de seroneu-
tralizacion en células sensibles a la accion toxica de la
Stx o células VERO?®***3, Estos estudios soélo valoraron la
capacidad neutralizante de los sueros sobre células
VERO, y en muestras relativamente pequefias. A partir
del uso de la técnica de western blot se pudo mejorar la
especificidad y sensibilidad de la deteccion de anticuerpos
anti-Stx. Mediante el uso de esta técnica, Ludwig et al
demostraron que el 70% de los chicos con infeccion por
E. coli asociada a Stx2 en Alemania presenta anticuerpos
anti-Stx2 de tipo 1gG, frecuencia significativamente alta
comparada al 39% de sus familiares directos y con el
10% del grupo control segun la edad® 34 Otro aspecto
interesante y poco claro es la capacidad inmunogénica
de las distintas subunidades de la Stx y la relevancia
bioldgica que presentan los anticuerpos dirigidos hacia
cada una de ellas. Respecto a esto se ha encontrado,
llamativamente, que el 85% de los sueros de pacientes
gque reaccionan con la Stx2, estan dirigidos hacia la
subunidad A y s6lo el 15% reconoce la subunidad B.
Contrariamente, el 45% de los sueros positivos dentro
de la poblacidon control (adultos o convivientes) interactué
con la subunidad A de la Sx2 y el 55% reconocid la
subunidad B. En nuestro pais, a pesar de la excepcio-
nalmente alta incidencia de SUH hay muy pocos estu-
dios sobre el porcentaje de controles que presentan
anticuerpos anti-STEC y/o anti-Stx.

Estos datos marcan otro punto muy importante a es-
cala epidemiolégica como es la posibilidad de contagio
horizontal, que no ha sido analizada en profundidad y
que tendria importantes consecuencias a nivel social.
En efecto, si bien la via primaria de infeccion por STEC
esté constituida por la ingesta de alimentos contamina-
dos y mal cocidos, o alimentos no pasteurizados (le-
ches, jugos de fruta), en muchos casos de SUH, no ha
podido identificarse la via de transmision, especialmente
en nuestro pais donde no se registran brotes epidémi-
cos, sino principalmente casos esporadicos y donde el
SUH es una enfermedad endémica. Esto ha derivado
en la creciente apreciacion de que la transmision per-
sona a persona juega un papel importante en institucio-
nes como hospitales®, jardines maternales®, y funda-
mentalmente entre miembros de la familia o convi-
vientes®* *’. Sin embargo, no existen en nuestro pais
hasta el momento estudios que establezcan la frecuen-
cia de esta via de contagio, ni el nivel de portadores
asintomaticos, generalmente adultos, a nivel pobla-
cional.
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Por otro lado, a nivel experimental diferentes protoco-
los de inmunizacion han mostrado la posibilidad de pro-
teger a animales contra la mortalidad inducida por la Stx
con la produccion de anticuerpos especificos contra Stx
a través de una inmunizacion activa o pasiva® *. La in-
munizacién pasiva con anticuerpos con capacidad
neutralizante de la toxina, de alta afinidad y desarrolla-
dos por ingenieria genética, constituye una interesante
perspectiva futura de tratamiento.

Perspectivas en el tratamiento del SUH

La dialisis peritoneal durante la fase aguda es actualmen-
te el Unico tratamiento sintomatico utilizado en el SUH, el
cual ha logrado disminuir la mortalidad a un 4%. Sin em-
bargo, se carece de un tratamiento especifico que blo-
guee los mecanismos patogénicos y por lo tanto que per-
mita controlar el grado de dafio tisular. Como consecuen-
cia de esto el 30% de los pacientes evolucionara hacia
una disfuncion renal de distinto grado. Las intervenciones
farmacologicas en la terapia del SUH han sido empiricas
y limitadas. Asi, el uso de anticoagulantes y antitrombéticos
no ha dado resultado?, y los antibiéticos son contrain-
dicados por la ineficacia, por generar efectos inflamatorios
contraproducentes o inducir en la bacteria al fago produc-
tor de toxina®. Desde hace unos afios se estan ensayan-
do distintas maneras de bloquear la union de la Stx a las
células endoteliales, ya que es éste el paso inicial de una
compleja cascada de eventos que conduce al dafio
endotelial caracteristico. Se han ensayado analogos de
receptores por via oral (Synsorb), para bloguear la toxina
producida en el intestino. Sin embargo, no se obtuvieron
los resultados esperados, aparentemente porque cuando
comienza la diarrea sanguinolenta, la Stx ya ha pasado a
la circulacion sistémica®. Actualmente se estén desarro-
llando a nivel experimental distintos analogos sintéticos
para ser suministrados por via sistémica. Como ha sido
previamente mencionado, la inmunizacién pasiva consti-
tuye una interesante perspectiva de tratamiento. Es im-
portante destacar que la eficacia de estos tratamientos
dependera en gran medida de lo prematuro de su admi-
nistracion, que deberia ser incluso anterior al diagndstico
de SUH, ya que por la experiencia clinica y los resultados
mostrados a lo largo del presente trabajo los mecanismos
patogénicos ya se han desencadenado. Por lo tanto, esta
posibilidad futura debe desarrollarse conjuntamente con
métodos de diagndstico que permitan anticipar la evolu-
cién al SUH a partir de la infeccion con STEC.
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