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Antecedentes

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

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

Los LPS y las citoquinas TNF, IL-1B aumentan la
sensibilidad de células epiteliales y endoteliales a los
efectos toxicos de la Stx.



Que factores del huesped intervienen para
gue el 10-15% de nifos con infecciones por STEC
evolucionan a SUH?

Hipdtesis de trabajo:

Pacientes con SUH durante
el periodo agudo
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@ ‘o PMN a

m Funcion dual vigilancia y eliminacion /n situ
m Rdpida transicion de estado no-adherente a adherente
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Expresion dindmica de Moléculas de adhesidn

Enzimas que degraden matriz extracelular

Secrecion de efectores en la rta inflamatoria: citoquinas
y quimioguinas

Componentes bactericidas y bacteriostaticos



Granulos de los PMN humanos

Biogénesis
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Granulos secundarios Granulos Vesiculas secretorias
(especificos)
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Orden de degranulacion



** Sintesis de citoquinas: Inflamatorias: TNF, IL1, IL12,y ILIRA
quimioquinas: IL-8, GRO-a, MIP-1
GF: M-CSF, 6-CSF, VEGF, GRO-b, TGF-a

**Estallido respiratorio

Killing mechanisms: cloraminas

HOCI

Cl- | MPO

Degranulation \
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Parametros de activacion en los PMN

1) Analizar marcadores moleculares expresados en membrana
2) Analizar contenido de granulos intracelulares

3) Analizar la cinética de degranulacion por distintos estimulos
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Parametros de activacion de PMN en los pacientes
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Disminucion de marcadores
de activacion y degranulacidn
en la membrana de PMN
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Comparacion entre niflos con SUH y con
Infecciones bacterianas no asociadas a STEC
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Ferndndez et al. Phenotype markers and function of peripheral
neutrophils in children with HUS. Pediatric Nephrology. 17:337-

344, 2002.



MFI CD66b

Contenido intracelular de marcadores de
degranulacion evaluados en los PMN de pacientes con

| SUH ROS-production
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Los PMN de pacientes con SUH estan "exhaustos”, probablemente como
consecuencia de un fuerte proceso previo de activacion, el cual tendria
lugar en el tiempo que transcurre entre la diarrea y el diagnéstico de SUF

Fernandez GC et al, Impaired neutrophils in children with the typical form of Hemolytic
Uremic Syndrome Pedr Nephrol 20:1306-1314, 2005..



Estallido respiratorio en PMNs
de pacientes con D+SUH
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Apoptosis en PMNs
de pacient 1 D+SUH
(Anexina/IP)
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Correlacion entre estado funcional de los

PMN vy la severidad
SUH
Sanos Leves Moderados | Graves Correlacion

N° PMN 3.8+0.38. 8.7+0.9% 10.4+1.2* | 15.3+1.2%# | *r=0.6,
(x10°/L) p=0.001
CD16 151.1+16.4 | 55.0+8.3* 60.8+10.1* | 39.8+7.0* No correl.
CD11b 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
IROsS 99.0+10.1 113.6£21.7 123.3+34.0 37.7x17.4*§ | -0.51,p=0.01
% apoptosis | 54.6+£3.3 45.7+4.2 471.05+£16.5 25.1£2.9*§ -0.51,p=0.01

Correlation Between PMN Functional State and severity
in patients with the typical form of HUS.

*p<0.05 vs sanos; §p<0.05 vs leves
Ferndndez, et al. Pediatric Res. 61:123-8, 2007



Aumento de cfDNA en
plasma de pacientes

con SUH
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Elastase Merge

La Stx2 y
cristales
de urato
inducen
NETosis
en PMN
normales
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Efecto de las NETs sobre celulas epiteliales
(Vero) (A) y endoteliales renales humanas

(HGEC)(B-D).

HGEC son
cultivadas en
ausencia (uSN)
or presencia
(NETS)
generadas por
cristales de
urato con
MNase
(NETs+MN) o
DPI (NETs+DPI,)
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Disminucion en la degradacion de NETs en MAT

All TMA patients B TMA subgroups
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Decreased neutrophil extracellular trap
degradation in Shiga toxin associated
haemolytic uremic syndrome. J Leffler, Creatinine (umol/L) Platelet count (x10%L)
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Papel de la respuesta inflamatoria en el daho inducido por la
toxina Shiga

Activacion de PMN

S PMN degranulacion, liberacion de ROS y NETs
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La intensidad o tipo de respuesta inflamatoria
durante el prodromo, tendria un papel activo
en la evolucidn de la enfermedad

Infeccion con E. coli productora de Stx

Diarrea no sanguinolenta
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Conclusiones

Hemos demonstrado la existencia de una
intensa respuesta inflamatoria que tiene lugar
en los nifios con infecciones por STEC
Ereviamem‘e al diagnéstico clinico de SUH.
roponemos que las caracteristicas cuali y
cuantitativas en el proceso inflamatorio serian
determinantes en la evolucién a SUH

La bldsqueda de nuevos pardmetros indicadores de evolucidn o
mal prondstico en nifios infectados con STEC.

Terapias especificas deberian suministrarse previo al desarrollo
de SUH.
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