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Introduccion

SINDROME UREMICO HEMOLITICO (SUH)
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Desarrollo del SUH en su forma tipica o epidémica
_ erichia coli productoras de toxina Shiga (STEC)
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1) Porqué sélo el 10% de niflos con infecciones
por STEC evolucionan a SUH?

2) Porqué los nifios lactantes (menores de 5
anos) son los principales afectados??

Hipotesis de trabajo.

La  respuesta inmune 1nnata O
inflamatoria es capaz de modular la
toxicidad de la toxina Shiga




Datos Previos

Un recuento alto de neutréfilos (PMN) en sangre periférica a la
presentacion indica peor prondstico.

Se detectan niveles elevados de IL-8 y elastasa en el suero y orina
de pacientes cursando el periodo agudo de SUH.

Los LPSy las citoquinas TNF, IL-1B aumentan la sensibilidad de
células epiteliales y endoteliales a los efectos toxicos de la Stx.
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= Funcidon dual vigilancia y eliminacién /n situ

= Rdpida transicion de estado no-adherente a adherente
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Expresion dindmica de Moléculas de adhesion

Enzimas que degraden matriz extracelular

Secrecion de efectores en la rta inflamatoria:
citoquinas y quimioquinas

Componentes bactericidas y bacteriostaticos




Introduccion

DESARROLLO DEL SUH

]

RESPUESTA INFLAMATORIA

Mediadores Solubles

Respuesta Trombotica

Componentes Celulares De La Respuesta Innata




PARTICIPACION DELA RESPUESTA
INNATA EN EL SUH

En modelos murinos de SUH por administracion
endovenosa de Stx se demostro el papel potenciador
gue ejerce la reaccion inflamatoria sobre la toxicidad de

la Stx

Entre los mediadores solubles de inflamacion se han
descripto elevaciones en sangre y orina de

Il 6-11 8- 11 10

TNF

TGF

Sistema Fas/Fas ligando.




Participacion de la respuesta
innata en el SUH

Menos estudios existen sobre las alteraciones de
los componentes celulares de la respuesta innata
o inflamatoria en ninos con SUH

Estos comprenden basicamente

P OLIMORFONUCLEARES
MONOCITOS
FRACTALQUINA
TRAMPAS EXTRACELULARES
COMPLEMENTO

PROTEINA TAU




a intensidad o tipo de respuesta
inflamatoria durante el prodromo, tendria
un papel activo en la evolucion de la

enfermedad
Infeccion con £. coli productora de Stx
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Poblacion a estudiar

Estudiamos 4 grupos de pacientes en el

periodo agudo del SUH
No transfundidos No dializados

1.-Ninos Sanos
2.-Nifnos con uremia alta NO SUH
3.-Ninos con neutrofilia NO SUH

4.-Ninos en el periodo agudo
del SUH




Evaluacion de la funcion de los PMN
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Grdnulos de los PMN bhumanos
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Funcion de los PMN en SUH

Evaluamos la expresion de las moléculas de membrana
involucradas en la adherencia y respuesta inflamatoria

CD 11b y CD 16 como marcadores de activacion en

vesiculas secretorias

Contenido Intracelular de moléculas y enzimas en los
Granulos primarios (MOP y  glucuronidasa)

Contenido Intracelular en moléculas y enzimas de los
granulos secundarios (CDG66b)




CONCLUSIONES

Los PMN de ninos D+HUS presentaron

reducida capacidad degranulatoria en
respuesta a las citokinas y disminucion de
su contenido granular

Disminucion de la generacion de iROS

Esto sugiere que durante la
hospitalizacion los PMN de ninos D+HUS
estan alterados funcionalmente y
mostraron signos de degranulacion
previa mostrando un proceso previo de
activacion con liberacion de iROS y
proteasas involucradas en el dano
endotelial




Correlacion entre estado funcional de los
PMN vy la severidad

SUH

Sanos

Leves

Moderados

Graves

Correlacion

N° PMN
(x10°/L)

3.8+0.38.

8.7+0.9%

10.4+1.2%*

15.3+1.2%#

*1=0.6,
p=0.001

CDI16

151.1+16.4

55.0+£8.3*

60.8+10.1*

39.84+7.0*

No correl.

CDl11b

184.0+26.1

124.1£19.2*

80.1+11.2%*

62.3+7.9%§

-0.37,p=0.01

CD66b

184.6+32.31

156.8+16.5

81.2+15.9*§

103.3+13.8%*

-0.35,p=0.01

Mieloperox

166.7+24.0

160.3+23.0

99.3+17.1§

96.0+19.3*§

-0.51,p=0.01

IROs

99.0+10.1

113.6£21.7

123.3+34.0

37.7+17.4%§

-0.51,p=0.01

% apoptosis

54.6+3.3

45.7+4.2

41.05+16.5

25.1+£2.9*§

-0.51,p=0.01

*p<0.05 vs sanos; §p<0.05 vs leves

Correlation Between PMN Functional State and severity in

patients with the typical form of HUS.

Fernandez, et al. Pediatric Res. 61:123-8, 2007




4@ Introduccion

MONOCITOS

Los Monocitos humanos incubados con Stx inducen la sintesis de
citoquinas como IL-1B3, TNF-B, IL-6, e IL-8.

*In vivo la deplecion de macrofagos hepaticos y esplénicos con
clodronato reduce la toxicidad de la Stx.

*En los pacientes con SUH se observan:
* Monocitos con alteraciones fenotipicas y funcionales.
« Aumento de secrecion de D16,moleculas productoras de citoquinas
inflamatorias com el TNF y la |L-1

Estos datos sugieren que los Monocitos podrian contribuir en el
desarrollo del SUH, ya sea mediante la liberacion de factores
inflamatorios sistémica 6 localmente 6 mediante su interaccion directa
con el endotelio.




Respuesta inflamatoria en nifios con Sindrome Urémico
Hemolitico
“Modulacion del receptor para la quimioquina fractalquina
(CX;CR1) . Participacidon en la patogénesis del Sindrome

Urémico Hemolitico (SUH)

Dr. Ramon Exeni
Dto Nefrologia Pediatrica Hospital Nifios San Justo




Fractalquina y Rifion

m Prevention of crescentic glomerulonephritis by
iInmunoneutralization of the fractalkine receptor

CX3 CR1
Feng L
Kidney Int 1999 56: 612-620

Expression of the fractalkine receptor in human kidney
diseases

Segerer S
Kidney Int 2002 62: 488-95




Fractalquina y rifion

m Potential role of fractalkine receptor expression
In human renal fibrogenesis

Kaziolek MJ
Kidney Int 2007 72 599-607

Urinary fractalkine is a marker of acute rejection
Peng W
Kidney Int 2008 74- 1454-60




SUH Y FRACTALQUINA

= Involvement of the fractalkine pathway in the
pathogenesis of childhood HUS

Ramos V et al
Blood 2007 106 2438- 45

m Fractalkine and CX3CR1 mediate leukocyte capture by
endothelium in response to Shiga Toxin

Zanchi C et al
Journal Inmunol 2008 181 : 1460-69




Introduccion

¢, ¢ Por que analizar el rol de la fractalquina y su
receptor en la patologia del SUH??

Distintas evidencias demuestran la relevancia de las quimioquinas y
sus receptores en el desarrollo de la respuesta inflamatoriay en la
evolucion de diferentes patologias.

Entre las distintas quimioquinas, se ha demostrado que la
fractalquina esta involucrada en la morfogénesis del rindny SNC y
también en enfermedades renales.

Estudiar la participacion de la fractalquina en el desarrollo del SUH,
ya que podria estar mediando el reclutamiento de los Monocitos
hacia el tejido afectado.




= Signal peptids

3 Chemokine domain

B Mucn-like stalk

:] Transmanbrane domain
] Cytaplasmic domain

m Fractalkina (cx3cL1

CXaCL
(Fractalkina)

* Fractalkina is una citokina tipo | transmembrana que induce la
adhesion y migracion de leukocytes

La expresion de fractalkina (CX;CL1) y la presencia de su receptor
CX;CR1 expresado en las células del rifion, ha sido demostrado en
diferentes nefropatias.

* En modelos animales, tratados con anticuerpos anti-CX;CR1
bloguearon dramaticamente la infiltacion de leucocitos en el glomérulo
con mejoria de la funcion renal




Introduccion

Fractalquina:
CX,CL1

* Puede funcionar como molécula
de adhesién cuando se expresa
anclada a membrana en células
endoteliales 6 como factor
quimioatractante, cuando es
clivada por una enzima
especifica.

Podria estar involucrada en el
sistema de patrullaje de los
monocitos para sensar senales
de inflamacién 6 dano sobre el
endotelio.

= Signal peptide

D Chemokineg domain

B Mucin-like stalk

E Transmenbrane domain
[ cytoplasmic domain

CHXCLis
{Bonzo-L)
27 1 202 227 254

CXXXC C
CXaCL
{Fractalkine)

318 337 3F3

Chemakine

Ea]

Trends in Inmmunology, Vol 22 (11); November 2001




Introduccion

CX,CR1

- Receptor de siete pasos transmembrana acoplado a proteina G.

* Presente en leucocitos humanos periféricos: monocitos, linfocitos T
CD8* y células Natural Killer.

Monocyte

CX3CR1 7%

lobulin
CX3CL1 £ iy Monocyte

« adhesion
J molecules

Endothelial cell Diapede:‘:ii

Macrophage foam cell

. Clin. Invest. 111:1118—1120; (2003).




El aumento de la expresion de fractalkina en el rinon y la
reduccion en sangre de leucocitos positivos para su receptor
sugiere que esta citokina esta involucrada en la patogenesis del

SUH, atrayendo celulas citotoxicas al endotelio y al epitelio,
incrementando la injuria iniciada por la Stx2

l : ' l
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Objetivos

Objetivo general: Analizar la participacion de la CX;CL1 en el S Uhi

- Analizar si las poblaciones de leucocitos CX;CR1* circulantes
(Monocitos, células NK y NKT) presentaban alteraciones en la
expresion de dicho receptor, en pacientes con SUH al momento del
diagnodstico previo a la administracion de cualquier tratamiento.

- Estudiar si la interaccion entre el CX;CR1 presente en los monocitos
humanos y la fractalquina expresada en células endoteliales (HUVEC) 6
epiteliales (HRTEC) estimuladas, tenian relevancia en el dano ejercido por
estos leucocitos en presencia de la toxina Stx1.

- Investigar si la expresion de CX;CR1 en monocitos humanos era

modulable por factores inflamatorios 6 antiinflamatorios presentes en el
SUH.




Resultados

Expresion de CX,;CR1 en leucocitos circulantes de pacientes con SUH

Subpoblaciones de leucocitos en sangre periférica
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Sanos SUH Uremicos Infectados

La poblaciéon de células CX;CR1" circulantes se encuentra significativamente
disminuida en los pacientes con SUH.




Resultados

Expresion de CX,;CR1y CD16 en las distintas subpoblaciones de monocitos periféricos

Urémicos Infectados

La poblacion de monocitos CX;CR1™ se

encuentra disminuida en los pacientes
con SUH.




Resultados

Expresion de CX;CR1 y CD16 en las distintas subpoblaciones de monocitos periféricos

Urémicos Infectados

La poblacion de monocitos CX;CR1™ se

encuentra disminuida en los pacientes
con SUH.




Resultados

Expresion de CX;CR1y CD62L en las distintas subpoblaciones de monocitos periféricos

Sanos SUH Urémicos Infectados

La expresion de CD62L, considerado como
marcador de activacion, esta disminuida en
los monocitos de pacientes con SUH.

En los nifios con SUH, el incremento en porcentaje y numero absoluto de los
Monocitos totales, sumado a los indicios de activacién ( CDH6, CD§2L) sugieren que
el monocito ha recibido previamente un estimulo inflamatorio intenso




CX;CR1 juega un rol en la localizacion de celulas
inflamatorias en el rinon durante el SUH ??

CX3CR1 se expresa en el endotelio glomerular y en el epitelio
tubular

A- B Control




Conclusiones

Pacientes con SUH

|

Disminucion de leucocitos CX;CR1* circulantes (monocitos, células NK y NK-

Retencion de estas células Modulacién de la expresién de CX,CR1
con alto POte"C'?“ sobre estos leucocitos, de forma
citotoxico, sobre endotelio directa por la Stx o por factores

o) epite_li’o activado, con alta presentes en el suero de los pacientes
expresion de ﬁX3CL1. con SUH

e

Presencia de células
CX,;CR1*en biopsias
de glomérulo.




Fractalkine and CX3CR1 mediate leukocyte capture by
endothelium in response to Shiga Toxin
Zanchi C
Journal of Inmunology 2008 181 1460-69

m Utilizando FKN y anticuerpos neutralizantes de CX3CR1
demuestran que la adhesion de los leucocitos a los endotelios
inducida por la Stx2 depende de la FKN y el binding de su receptor
a los leucocitos

La activacion del FKN pathway es relevante durante el proceso
inflamatorio que se produce en los glomerulos demostrado por la
presencia de FKN en células endoteliales glomerulares

Llamativamente |la adhesion de leucocitos a estas células en
respuesta a la Stx 2 se reduce luego del tratamiento con
anticuerpos anti FKN y se incrementa notablemente cuando se
combina la Stx y el LPS




Perspectivas Futuras

m A partir de la descripcion de que una variante del receptor .de FKN
el( CX3-CR1-1249) donde cambia un aminoacido por otro se asocia
a menor riesgo de desarrollar arterioesclerosis y disfuncion
endotelial en enfermedades coronarias

Nos planteamos la hipotesis que que esta variante de CX3CR1
participe como factor genetico protector en nifios infectados con E
coli 0157:H7 y que podrian tener menor injuria vascular mediada
por Mo y celulas NK

Para analizar esta variante nuestro grupo a comenzado a analizar

los polimorfismos del gen de de CX3CR1 en nifios que han
cursado infecciones por STEC sin evolucionar a SUH




PARTICIPACION DE LAS TRAMPAS
EXTRACELULARES DE NEUTROFILOS
CIRCULANTES EN EL DESARROLLO DEL
SINDROME UREMICO HEMOLITICO TIPICO

Exeni R, Ramos MV, Pineda G, Santiago A,
Fernandez Brando R, Trevani A, Palermo MS

Departamento de Nefrologia Hospital de Nifios de San Justo
IMEX CONICET Academia Nacional de Medicina




INTRODUCCION

® Los PMN pueden producir estructuras celulares llamadas
Trampas Extracelulares (NETSs).

Los NETSs estan formados por una red de fibras de ADN
.Estas estructuras tienen propiedades antibacterianas
;pueden inmovilizar las bacterias y atrapatlas .

NETosis es un mecanismo de muerte celular distinto de la
apoptosis y la necrosis, acompafiado de la formacion de
NETSs. Sin embargo a pesar de su importante accion
antimicrobiana, cuando estan en concentraciones altas,
pueden generar efectos deletereos sobre la
microvasculatura.




m Los NETs estimulan la formaciéon de trombos al
inducir activacion, adhesion y agregacion
plaquetaria, deposicion de fibrina con un rol
trascendente por su accion sobre el endotelio.

Pacientes con sepsis.lupus,enfermedades
pulmonares cronicastienen un aumento de los
niveles de ADN libre (cfADN), considerado
marcador de las NETosis, En las VASCULITIS
ANCA se demostro activacion de la via alterna del
complemento por los NET's




= OBJETIVO

m Comprobar la presencia de NETS en nifios con

SUH tipico




MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron 15 nifios con diagnostico de
SUH tipico y 15 controles

= PURIFICACION DE LOS PMN

m ESTIMULACION DE PMN Y
CUANTIFICACION DE LOS NETs
LIBERADOS




MATERIALES Y METODOS

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ELASTASA

CUANTIFICACION DE LOS NUCLEOSOMAS

DETECCION DE LOS NETs MEDIANTE
INMUNOFLUORESCENCIA

GENERACION DE LOS RADICALES DE OXIGENO (ROS)




RESULTADOS




AUMENTO DE ADN CIRCULANTE EN LOS
PACIENTES CON SUH

Se observé un aumento del ADN circulante y de los [l
nucleosomas en los nifios con SUH vs los sanos

CAPACIDAD CONSERVADA DE PMN DE PACIENTES SUH PARA
PRODUCIR NETOSIS

No hubo diferencias
significativas en la capacidag
de los PMN de sufrir
NETosis basalmente o ante
un estimulo (PMA) entre los
pacientes y los sanos.




CONICET

S CONCLUSIONES [

m [os ninos con SUH mostraron mayor concentracion de
NETSs circulantes aunque sus PMN no exhibieran
alteraciones en la capacidad para inducir NETSs

Mientras que las cantidades fisiologicas de NETs son
importantes durante infecciones, altas concentraciones
pueden contribuir a condiciones fisiopatologicas como la
obstruccion de los capilares en la microvasculatura renal
explicando la acci6n de los PMN en la patogenia del SUH

Estos conocimientos, y nuevos estudios, pueden abrir un

camino para el tratamiento del SUH bloqueando la accion
deleterea de los PMN




Conclusiones

Hemos demonstrado la existencia de una

intensa respuesta inflamatoria que tiene lugar
en los nifios con infecciones por STEC
previamente al diagndstico clinico de SUH.
Proponemos que las caracteristicas cuali y
cuantitativas en el proceso nflamatorio serian
determinantes en la evolucion a SUH

l.a bisqueda de nuevos parametros indicadores de evolucion o
inal prondstico en nifios infectados con STEC.

Terapias especificas deberian suministrarse previo al
desarrollo de SUH.




COMPLEMENTO

Que indicios se encontraron para atribuir al complemento
papel protagonico en las alteraciones del SUH

Niveles bajos de C3y C4

Niveles aumentados de productos de degradacion del
complemento C3b C3c C3d

Niveles plasmaticos elevados de Factor Bb y sC5b-9 con
normalizacion en la recuperacion

Activacion directa del factor H por la Stx con la
consecuente desregulacion de la via alterna




COMPLEMENTO

m Durante la epidemia de SUH tipico en Alemania
en 2011 se creo una gran confusion respecto del
tratamiento y muchos pacientes recibieron
Eculizumab sin tener una base firme
relacionadas a las alteraciones en la via alterna
del complemento




PROTEINA TAU Y SUH

m Proteina estabilizadora de microtubulos
localizada en las neuronas del SNC.en los
astrocitosy en los oligodendrocitos

m Conociendo que el dafio vasculas en el SUH
es precoz,se explica que esta proteina
liberada por axones lesionados se filtra al
espacio vascular con aumento de su
concentracion serica




PROTEINA TAU y SUH

® Se encuentran niveles sericos elevado de
proteina Tau en pacientes con encefalopatia
por STEC en comparacion con

m Pacientes con STEC sin encefalopatia

m Pacientes con encefalopatia no relacionada a

STEC

m Controles sanos
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Impaired neutrophils in children with the typical form of
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The funcional state of neutrophils correlates with the

severity of renal disfunction in children with HUS
Pediatric Research 2007:61: 123-8
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Involvement of Fractalkine pathway in the pathogenesis of
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