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Resumen  en castellano 

 
 

MODULACION DEL RECEPTOR PARA LA QUIMIOQUINA FRACTALQUINA 
(CX3CR1) EN MONOCITOS.  PARTICIPACIÓN EN LA PATOGÉNESIS DEL 

SÍNDROME URÉMICO HEMOLÍTICO (SUH)”  

 

 

 

 

 

 

 El Síndrome Urémico Hemolítico (SUH), enfermedad caracterizada por anemia 

hemolítica, trombocitopenia y falla renal aguda, está asociado a infecciones enterohemorrágicas 

con  Escherichia coli productores de toxina Shiga (Stx). Además de la presencia de Stx, también 

es necesaria la  respuesta inflamatoria para el desarrollo de la enfermedad. El endotelio inflamado 

expresa la quimioquina fractalquina (CX3CL1) anclada a membrana pudiendo así actuar como 

molécula de adhesión al interactuar con su receptor, CX3CR1, presente en monocitos (Mo). En un 

modelo de glomerulonefritis murino, el tratamiento con anticuerpos anti-CX3CR1 disminuye la 

infiltración de leucocitos al glomérulo y mejora la función renal. Por esto se propuso que la 

interacción entre CX3CL1-CX3CR1 podría contribuir al daño renal en el SUH. Desarrollamos  

estrategias  incluyendo estudios ex vivo a partir de muestras de sangre y tejido renal de pacientes 

con SUH y estudios in vitro con Mo y cultivos primarios de endotelio y epitelio renal. 

Encontramos: 1) disminución de leucocitos circulantes CX3CR1+ y presencia de éstas células en 

glomérulo de pacientes con SUH, 2) participación de la vía CX3CL1-CX3CR1 en el daño 

endotelial/epitelial mediado por Mo y Stx, 3) modulación de la expresión de CX3CR1 en Mo por 

citoquinas pro/anti-inflamatorias y  factores involucrados en el SUH, como Stx y 

lipopolisacaridos. Concluimos que la CX3CL1 está involucrada en el daño mediado por los 

Mo(Stx1) sobre el endotelio y epitelio. Junto con la presencia de células CX3CR1 en glomérulo 

de pacientes con SUH, y la correlación negativa entre la disminución de los leucocitos CX3CR1+ 

circulantes y el daño renal en los pacientes, sugerimos que es una vía importante a través de la 

cual los Mo interactúan con el endotelio y contribuyen a la patogénesis del SUH. 

 

Palabras Claves: monocitos, fractalquina (CX3CL1), receptor para fractalquina (CX3CR1), 
Síndrome Urémico Hemolítico (SUH), modulación. 
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“MODULATION OF FRACTALKINE RECEPTOR (CX3CR1) EXPRESSION ON 
MONOCYTES. INVOLVEMENT IN THE HEMOLYTIC UREMIC SYNDROME (HUS) 

PATHOGENESIS” 

 

 

 

 

 Infection with Shiga toxin (Stx)-producing Escherichia coli leads to Hemolytic Uremic 

Syndrome (HUS) and finally causes acute renal failure in children. Cytotoxic effects on renal 

epithelial and endothelial cells caused by Stx and inflammatory factors are all involved in HUS 

development. In addition, inflammatory factors up regulate the expression of the chemokine 

fractalkine (CX3CL1) on endothelial cells. CX3CL1 receptor (CX3CR1) is present on Mo and is 

involved in cell traffic during inflammation.  It has been postulated that CX3CL1 contributes to 

endothelial damage during experimental glomerulonephritis since it was shown that 

administration of anti- CX3CR1 antibodies diminishes glomeruli leukocytes infiltration and renal 

damage. Taking this into account we hypothesised that CX3CL1-CX3CR1 interaction could be 

involved in renal damage during HUS. We proposed several strategies in order to investigate this 

issue, including ex vivo studies on blood and renal samples from HUS patients, and in vitro 

studies with Mo and primary cultures of endothelial and epithelial renal cells. We observed 1) a 

significant reduction of peripheral CX3CR1+ leukocytes and presence of these cells on glomeruli 

in HUS patients 2) Mo contribute to endothelial and epithelial damage not only through secretion 

of inflammatory cytokines, but also through the binding of Stx, activation and increased 

interaction with endothelium/epithelium, mediated at least in part by CX3CL1/CX3CR1, 3) 

CX3CR1 Mo-expression can be modulated by anti-inflammatory/inflammatory cytokines and 

other factors involved in HUS, such as LPS and Stx. Finally we conclude that CX3CL1 is 

involved in endothelium/epithelium damage mediated by Mo(Stx1). In addition CX3CR1+ cells 

on glomeruli were observed and a negative correlation between reduction of CX3CR1+ leukocytes 

and renal damage was found on HUS patients. We suggest that CX3CL1 pathway is involved in 

the Mo recruitment to endothelium contributing to HUS development. 

 
 
 
 
 

Key Words: monocytes, fractalkine (CX3CL1), fractalkine receptor (CX3CR1), Hemolityc 
Uremic Syndrome (HUS), modulation.
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Ac    Anticuerpo  
ADCC    Citotoxicidad celular mediada por anticuerpos 
BSA                                   Seroalbumina Bovina 
Ca2+i    Calcio libre intracelular 
CX3CL1   Quimioquina fractalquina 
CX3CR1   Receptor para fractalquina 
DMSO                                  Dimetil Sulfoxido 
DTT                                      Ditritiotreitol 
ERK1/2                             Extracellullar-signal-regulated kinases o Quinasas reguladas por  
    señales extracelulares   
ES    Error estandar        
Fcγ    Fragmento Fc de IgG 
FITC    Isotiocianato de Fluoresceína 
Fl1    Fluorescencia 
FMLP    N- Formil metionil leucil fenilalanina 
FSS                                        Forward Side Scatter 
GM-CSF   Factor estimulador de colonias granulocíticas macrofágicas 
GPI    Glicosil fosfatidil inositol 
H2 O2    Peróxido de Hidrógeno 
IgG    Inmunoglobulina G 
IMF    Intensidad Media de Fluorescencia 
IL-1β    Interleuquina 1-β 
IL-1    Interleuquina-1 
IL-6    Interleuquina-6 
IL-4    Interleuquina-4 
IL-8    Interleuquina- 8 
IL-10    Interleuquina-10 
ICAM                                    Molécula de adhesión  intercelular  
IFN-γ    Interferon-γ 
IP                                          Ioduro de Propidio 
JNK                                        c-Jun N-terminal kinase 
LFA-1    Antígeno asociado a la función linfocitaria-1 
LPS    Lipopolisacáridos  
MAPK                                  Mitogen activated protein kinase o Proteína quinasa activada por  
    mitógenos 
MEK                                      Quinasa de ERK1/2 
MEKK                                   Quinasa de MEK 
Mo    Monocito 
NF-κB                                    Factor nuclear kappa B 
NK    Células natural killer 
O2-    Anión superóxido 
PBS    Solución salina tamponada  
PMN    Neutrófilos polimorfonucleares  
RFcγ    Receptor para el fragmento Fc de IgG 
RFc    Receptor para región Fc de Inmunoglobulinas 
DE    Desvío standard  
SSC    Side scatter light 
Stx    Toxina Shiga 
TNF-α             Factor de Necrosis Tumoral-α         
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VCAM   Molécula de adhesión vascular  
VLA                                      Very Late Antigen 
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     Breve Introducción y Objetivos 

   

 

 

 

 El Síndrome Urémico Hemolítico (SUH) típico ó post-diarrea (D+), es una enfermedad 

caracterizada por anemia hemolítica, trombocitopenia y falla renal aguda. Ha sido asociada a 

infecciones enterohemorrágicas causadas por Escherichia coli productoras de toxina Shiga 

(STEC). 

La disfunción endotelial inducida por la toxina Shiga (Stx) es central en el desarrollo de la 

microangiopatía observada en los niños con SUH. Sin embargo, datos clínicos y experimentales 

sugieren que para el desarrollo de la enfermedad, es necesaria  la respuesta inflamatoria ante otros 

factores de virulencia de las bacterias. Se ha reportado que el Lipopolisacarido (LPS) O157 activa 

plaquetas y también que  junto con la Stx activa células mieloides. Más aún, nosotros hemos 

demostrado  que la  depleción de macrófagos hepáticos y esplénicos disminuye la citotoxicidad  

de la Stx en ratones. Por otro lado se observó que los niveles circulantes de citoquinas C-C para 

monocitos (Mo), están asociados con la severidad del SUH.  

El “rolling” y “attachment”  de los leucocitos sobre las células endoteliales, es 

promovido por la vasodilatación y expresión de selectinas, seguido de la adhesión celular 

mediada por integrinas. En este mecanismo, las células injuriadas participan en la elaboración de 

citoquinas y quimioquinas, ya que luego de una señal de daño, se produce una activación que 

modifica completamente la función del endotelio vascular y el perfil de quimioquinas.  

La fractalquina (CX3CL1), es el único miembro de una nueva familia de quimioquinas 

(CX3C), tiene la particularidad de ser una proteína transmembrana tipo I. Posee su dominio de 

quimioquina en el extremo extracelular, luego un esqueleto de mucinas transmembrana y una 

cola citoplasmática. Puede actuar como molécula de adhesión (forma anclada a membrana) ó 

como quimioatractante soluble luego de su clivaje por acción de metaloproteasas, en condiciones 

constitutivas ó inflamatorias. Esta quimioquina ha sido detectada en endotelio y epitelio, mientras 

que el receptor para fractalquina (CX3CR1), se expresa en monocitos,  células Natural Killer y un 

subset de linfocitos T CD8.  La CX3CL1 permite bajo condiciones fisiológicas de flujo la 

adhesión de monocitos y células NK.  

Distintas evidencias demuestran la relevancia de las quimioquinas y sus receptores en el 

desarrollo de la respuesta inflamatoria y en la evolucion de  diferentes patologias. Por ejemplo, en 

el modelo de ateroesclerosis murino, la ausencia de expresión de CCR2, disminuye las lesiones 

en las placas. Más aún, el bloqueo simultáneo de los receptores CCR2, CCR5 y CX3CR1, logran 

disminuir casi por completo la monocitosis observada, correlacionando con un menor depósito de 

Mo en las arterias y menor daño.2 En particular, se ha reportado que  la  expresión de la CX3CL1 

está aumentada en el endotelio de los riñones de animales con glomerulonefritis extracapilar con 

semilunas (mediada por Ac anti-membrana basal del glomérulo) y que además se encuentran Mo 
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que expresan el receptor para la fractalquina (CX3CR1)3.  Así mismo, la neutralización del 

CX3CR1 disminuye la severidad de la glomerulonefritis experimental. Por otro lado,  se ha 

reportado en biopsias de pacientes con distintos tipos de nefropatías (tumores renales neoplásicos, 

glomerulonefritis creciente, nefropatía membranosa, glomerulonefritis membrano-proliferativa, 

glomeruloesclerosis focal y segmental, glomerulopatía colapsante, infamación tubular e 

intersticial  debido a rechazo de trasplante renal),  la co-localización de CX3CL1 con  leucocitos 

CX3CR1+ caracterizados como  macrófagos (CD68+) y linfocitos T CD3+4.  

  En resumen, diversas evidencias sugieren la participación de la fractalquina durante la 

infiltración de los Mo en procesos inflamatorios en riñón 4,5, y teniendo en cuenta que durante el 

desarrollo del SUH se  daña principalmente el endotelio y epitelio renal y que además la 

respuesta inflamatoria es relevante para la patogénesis, como ha sido mencionado, decidimos 

estudiar la participación de la fractalquina  y su receptor en el SUH.  

Así se diseñaron experimentos para responder al  objetivo general de profundizar el 

estudio de los mecanismos fisiopatogénicos en el desarrollo del SUH, y particularmente para 

analizar la participación de la CX3CL1 en esta enfermedad. Partiendo de la hipótesis de que los 

Mo contribuirían al daño endotelial inducido por la Stx no sólo a través de la secreción sistémica 

de citoquinas inflamatorias, sino también a través del aumento de la interacción con el  endotelio 

y epitelio tubular renal a través del camino de la quimioquina  CX3CL1, nos propusimos 

diferentes estrategias para estudiarla.  Para ello:  

 - Se analizó si las poblaciones de leucocitos CX3CR1+ circulantes tales como Mo y células 

NK y NKT, en pacientes con SUH al momento del diagnóstico previo a la administración de 

cualquier tratamiento, presentaban alteraciones en la expresión de dicho  receptor.  

 - Se estudió si la interacción entre el CX3CR1 presente en los monocitos humanos y la 

fractalquina expresada en células endoteliales (HUVEC) ó epiteliales (HRTEC) estimuladas, 

tenían relevancia en el daño ejercido por estos leucocitos en presencia de la toxina Stx1.  

 - Se investigó si la expresión de CX3CR1 en monocitos humanos era modulable por  

factores inflamatorios ó antiinflamatorios  presentes en el SUH.  

 

 Finalmente, la relevancia de estos estudios serviría para ampliar los conocimientos sobre 

los mecanismos de daño implicados en la patogénesis del SUH. Esto permitiría el planteamiento 

de una terapia específica, con base racional, destinada a disminuir ó impedir el daño por la Stx 

durante la enfermedad.
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 2.1.- CARACTERÍSTICAS DEL SÍ+DROME URÉMICO HEMOLÍTICO. 

  

 El síndrome urémico hemolítico (SUH) es una enfermedad caracterizada por anemia 

hemolítica (eritrocitos fragmentados), trombocitopenia y variables grados de insuficiencia renal 6. 

Se reconocen una forma denominada típica, precedida de diarrea (D+) y otra atípica  sin diarrea y 

que reconoce múltiples causas, principalmente genéticas. La forma típica ó epidémica del SUH 

afecta principalmente a los niños menores de cinco años y es usualmente precedida por un 

pródromo de diarrea sanguinolenta. En Argentina el SUH típico es endémico-epidémico, y 

constituye la primera causa de insuficiencia renal aguda, siendo responsable del 20% de los 

transplantes renales en niños y adolescentes. En la etapa aguda de la enfermedad la mortalidad es 

de 2-4% de los niños afectados.  La incidencia actual es de 15/100.000 niños menores de 5 años 

 La enfermedad causa principalmente daño en el riñón, aunque también se observan 

lesiones severas en la pared del cólon, daño en el miocardio por isquemia y alteraciones 

metabólicas, oclusión vascular en el sistema nervioso central,  manifestaciones en páncreas y 

tubo digestivo 6. La lesión de microangiopatía trombótica (MAT) típica del SUH se debe a la 

formación de trombos de plaquetas y fibrina que ocluyen la microvasculatura en los órganos 

afectados.  Por estos motivos, se observa una disminución en el número de plaquetas y un 

agotamiento de las mismas (“plaquetas exhaustas”). Así, la disfunción endotelial es el factor más 

importante del proceso microangiopático, que consiste en un engrosamiento de la pared vascular 

de capilares y arteriolas, con hinchazón y desprendimiento de las células endoteliales de la 

membrana basal y acumulación de material esponjoso en el subendotelio 7. Actualmente no existe 

tratamiento específico para el SUH, sino que los pacientes son tratados con terapias de soporte 

destinadas a paliar los síntomas. La diálisis peritoneal, es el principal tratamiento para eliminar 

los metabolitos tóxicos y reducir el daño renal agudo. Si bien de esta forma se ha reducido 

significativamente la mortalidad de esta enfermedad, existe una gran proporción de niños (hasta 

un 20%) que presentan secuelas renales ó neurológicas severas 8-11. 

Si bien en un principio se especuló que el agente etiológico era de origen viral 6, más tarde 

Karmali et al. demostraron que el agente etiológico del SUH es una exotoxina, denominada 

actualmente toxina Shiga (Stx), producida por la Shigella y ciertas cepas de E. coli 

enterohemorrágicas (EHEC), siendo en nuestro país el serotipo mayormente asociado al SUH el 

O157:H7 12,13. Luego de la infección con E. coli productoras de toxina Shiga (STEC) sólo el 5-

10% de los niños infectados desarrollan el SUH, presentándose un amplio rango de posibilidades 

con respecto al curso de la infección: portadores sanos, manifestaciones solamente intestinales ó 



   Introduccion  

 

 15 

alteraciones parciales ó formas incompletas de SUH 14. Esto implica que tanto factores del 

huésped como de la bacteria podrían influir en el desarrollo de la enfermedad 

 

 

2.1.1- ASPECTOS CLÍ+ICOS DEL D+SUH  

  

Como se ha mencionado anteriormente, esta enfermedad sindrómica puede presentar dos 

formas. La forma típica de etiología infecciosa y de características endemoepidémicas, precedida 

por un periodo  prodrómico con diarrea, generalmente sanguinolenta, y que puede acompañarse 

de fiebre, vómitos y dolor abdominal.  

 La otra forma es la atípica que puede ser desencadenada por distintos cuadros como  

neoplasias, hipertensión arterial, rechazo de trasplantes renales, drogas, etc, pero en la actualidad 

las causas más relevantes son las genéticas, como deficiencia de factores, lo cual provoca una 

activación de la vía alterna del complemento. Se ha detectado deficiencia de factor H, del 

Cofactor proteico de membrana y del Factor I. Se agregan la deficiencia de ADAMTs 13, gen que 

codifica una proteína que cliva el factor de von Willebrand, y cuya ausencia permite la aparición 

de multímeros del factor de von  Willebrand de alto peso  molecular que provocan severo daño 

endotelial. Finalmente, más raro es el SUH  provocado por una alteración en el metabolismo de la 

vitamina B12 que se asocia con acidemia metilmalónica e hipertensión arterial muy difícil de 

controlar. 

En el caso de la enfermedad con etiología infecciosa, la bacteria ingresa al organismo 

mediante el consumo de alimentos contaminados, como  carne molida, productos cárnicos crudos 

o insuficientemente cocidos, hamburguesas, yogur, quesos. Existen diversas etapas entre la 

ingestión del alimento contaminado y el desarrollo del SUH. Luego de la ingestión de la fuente 

de STEC, la bacteria se aloja en el intestino, principalmente en el colon en humanos 15,16, donde 

interacciona y se adhiere al epitelio intestinal, provocando lesiones características denominadas 

"attaching and effacing" o lesiones A/E. El aspecto peculiar de este tipo de lesiones es la 

formación de un pedestal en las células a las cuales la bacteria se adhiere íntimamente y se 

reproduce. Durante el proceso de A/E las células epiteliales pierden sus microvellosidades y 

desarrollan protrusiones ricas en actina. Los genes necesarios para el desarrollo de estas lesiones 

se encuentran codificados en un islote de patogenicidad, que también codifica para la intimina 

(producto del gen eae), una proteína de membrana involucrada en la adhesión íntima, y para su 

propio receptor (Tir), el cual es translocado a la membrana de la célula blanco por un sistema de 

secreción de tipo III, también codificado por el LEE 17 18. 
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Las lesiones en el epitelio intestinal pueden terminar en infartos colónicos, hemorragias y 

necrosis intestinales 6. Otras manifestaciones digestivas son el prolapso rectal y se han descripto 

casos de invaginación ó pseudo-invaginación intestinal. Las lesiones severas  de colitis isquémica 

son muy temidas y son causa de mortalidad en el periodo agudo. Luego de la infección con 

STEC, las cuales no son invasivas, el pasaje de la toxina a la circulación se realiza a través del 

epitelio intestinal 19. Una vez en la sangre, la toxina interacciona con el endotelio vascular y con 

distintos tipos celulares presentes en la circulación, algunos de los cuales han sido postulados 

como posibles transportadores de la toxina al riñón: monocitos (Mo) 20, plaquetas 21,22, 

polimorfonucleares (PMN), 23-25 y finalmente  los eritrocitos mediante su antígeno Pk,  el cual 

posee una estructura de glicolipidos similar al Gb326. En el caso de los Mo han sido propuestos 

como posibles “carriers”,  ya que poseen el receptor especifico para la Stx y a diferencia de lo 

que ocurre en el endotelio renal, la toxina luego de unirse a su receptor en el Mo, sigue el camino 

hacia los lisosomas 27, induciendo la activación y sobreexpresión de ciertos factores de 

transcripción y finalmente la secreción  de citoquinas inflamatorias como TNFα, IL6, IL1, IL8. 

La  teoría, que avala la participación de los PMN en el transporte de la toxina ha sido objeto de 

severos cuestionamientos 28 29. En el riñón la toxina causa destrucción de las células epiteliales 

tubulares y del endotelio glomerular (daño renal agudo) 30. Durante todo este proceso existe 

activación de la cascada de coagulación, con la consecuente formación de trombos de plaquetas y 

fibrina, y liberación de mediadores inflamatorios. De esta forma se produce obstrucción de la 

microvasculatura con fragmentación mecánica de los glóbulos rojos (anemia hemolítica) y la 

característica trombocitopenia. 

Después de la infección hasta el desarrollo de la diarrea, existe un periodo que puede ser 

desde 1 a 8 días, continuando la eliminación intestinal de la bacteria durante 3 o más semanas. La 

baja dosis infectiva ha sido asociada a la capacidad de estas cepas bacterianas de resistir las 

condiciones ácidas del estómago 18. Una vez comenzada la diarrea, generalmente dura 3 a 5 días 

y cuando todo parece resolverse, se desencadena un dramático cuadro en el que dominan las 

manifestaciones hematológicas y la insuficiencia renal aguda. 

La insuficiencia renal aguda se presenta, con diversos grados, en el 100% de los casos. 

Los pacientes pueden presentar cuadros de hipervolemia por retención hidrosalina debida a la 

disminución en el filtrado glomerular, que también provoca elevación de los niveles de urea y 

creatinina en sangre y proteinuria. La oligoanuria y anuria son otras características frecuentes, 

siendo la duración de ambos fenómenos variable 31.   

A nivel microscópico la patología renal del SUH en la etapa aguda,  muestra que las 

lesiones observadas son debidas a la coagulación intravascular y daño tubular directo, mientras 

que las lesiones tardías están relacionadas con la isquemia producida por la trombosis vascular y 
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la lisis de los depósitos de fibrina 6. En general, en biopsias de riñón de niños con D+SUH se 

observa retracción del glomérulo, desprendimiento del endotelio capilar glomerular de la 

membrana basal y ocasionalmente, necrosis e hipercelularidad y proliferación mesangial. Las 

arterias y arteriolas presentan disminución del lumen debido a la expansión del subendotelio, 

proliferación e hinchazón de la íntima como consecuencia de la acumulación de glóbulos rojos y 

fibrina, y necrosis y trombosis de la pared. Frecuentemente se observa daño con atrofia y necrosis 

en los túbulos proximales corticales, así como también una marcada fibrosis intersticial 7.  

La diálisis peritoneal ha reducido en gran medida las complicaciones de los cuadros 

clínicos que afectan el sistema muscular, digestivo, nervioso ó cardiovascular, como 

consecuencia de la hipervolemia y el desequilibrio hidro-electrolítico. Sin embargo, la 

hipertensión arterial y la acidosis metabólica debida a la insuficiencia renal, son factores 

importantes que pueden provocar fallo cardíaco y disminución de la contractibilidad cardíaca, 

respectivamente 31. Se describen casos de hiperglucemia severa por alteraciones en la función 

pancreática. Pueden presentarse casos de coma hiperosomolar por la intensa hiperglucemia. A 

esto se agrega el contenido de glucosa de las soluciones de diálisis.  

La anemia hemolítica se encuentra presente en todos los casos agudos de D+SUH y se 

caracteriza por la presencia de eritrocitos morfológicamente anormales (fragmentados, 

triangulares, con forma de casco o con bordes dentados), intensa anisocitosis, reticulocitosis y 

eritroblastos circulantes. La hemólisis intravascular se debe al daño mecánico que sufren los 

eritrocitos al atravesar la microvasculatura ocluida por redes de fibrina y plaquetas 6,31 

El aumento en los niveles de leucocitos, particularmente la población de PMNs y la 

disminución en el número de plaquetas son dos aspectos característicos del D+SUH. La 

trombocitopenia observada es consecuencia de la activación y consumo intravascular de las 

plaquetas. 

 

 

2.1.2- EPIDEMIOLOGÍA.   

 

 El SUH típico ha sido clasificado por la Organización Mundial de la Salud  como 

enfermedad transmitida por alimentos. Las vías de infección para cuadros entéricos es la vía 

fecal-oral.  La baja dosis infectiva, menor a 100 UFC.g-1, determina que trazas de la bacteria en 

los alimentos puedan desencadenar un  cuadro clínico en un huésped susceptible 32
 

 En Argentina, se producen aproximadamente 400 casos nuevos de SUH por año, siendo 

esta enfermedad responsable del 20% de los trasplantes renales en niños y adolescentes 33. En 

estudios realizados en la década del 90, se encontraron evidencias para asociar ampliamente al 
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serotipo E. coli O157:H7 con el desarrollo del D+SUH 32. En el 2000, el Ministerio de Salud 

estableció la notificación obligatoria al Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiológica, y 

además comenzaron a funcionar Unidades Centinela en las jurisdicciones de incidencia mas 

elevadas. En el 2007, la tasa de notificación fue de 15 casos por cada 100.000 niños menores de 5 

años, valor 10 veces superior al notificado por los países industrializados. El 52% de los casos 

correspondió al sexo femenino y el 62% a niños menores de 2 años, con una edad promedio de 

29± 26.3 meses (rango 0-180 meses). El 77% ocurrió durante los meses calidos. La letalidad en la 

fase aguda fue del 3.4%. En 2005, el Servicio de Fisiopatogenia del Instituto Malbrán, como 

Laboratorio Nacional de Referencia, recibió 344 muestras de pacientes con diagnostico de SUH, 

estableciéndose la infección por STEC en el 32,8% de los mismos, Se caracterizaron 87 cepas de 

STEC, de las cuales el 75% fueron serotipificadas como O157:H7  y el 24% como STEC no-

O157 (otros serotipos de STEC menos frecuentes son 026:H11;  0103:H2 ; O111:NM; 

O113:H21; O145:NM). Se ha reportado que las STEC O157  son portadoras de los genes de 

virulencia Stx y eae (intimina), y presentan mayor probabilidad de causar gastroenteritis y SUH. 

Esto explicaría porque dicho serogrupo, es el predominante en pacientes con SUH 34. Por otro 

lado Karch et al 35, encontró que la presencia de Stx2 ó Stx2c estaba asociada al SUH mientras 

que, las cepas con Stx2d ó Stx2e, eran aisladas de pacientes con menor grado de severidad de la 

enfermedad. 

 El ganado vacuno ha sido señalado como el principal reservorio de cepas STEC, 

incluyendo los serotipos relacionados con el  O157:H7, ya que la eliminación por materia fecal  

durante periodos prolongados de tiempo implican la multiplicación de la bacteria en ese nicho 

ecológico. Es decir, estos animales naturalmente portan las STEC pero permanecen sin síntomas 

y liberan estos organismos al ambiente mediante las heces, siendo la magnitud de esta liberación 

dependiente de la edad, la dieta, el stress y la estación del año 36. Además, las cepas STEC suelen 

formar parte de la microbiota de tres especies rumiantes: Ganado bovino, ovejas y caprinos. Otras 

especies animales han sido identificadas como hospederos más esporádicamente como gatos, 

cerdos, perros y pollos 37  

Potencialmente el modo más frecuente de transmisión es a través del consumo de comida 

ó agua contaminada con cepas STEC, principalmente carne mal cocida  ó productos no 

pasteurizados 38. Sin embargo, la transmisión persona-persona  ha sido documentada 

esporádicamente durante los brotes 39 
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2.1.3- TRATAMIE+TO  

 

 Las infecciones por STEC pueden ser asintomáticas  ó comenzar con una diarrea acuosa 

que progresa o no, a diarrea sanguinolenta (colitis hemorrágica) al cabo de 1 ó 2 días de 

infección. Posteriormente pueden aparecer las complicaciones sistémicas que se manifiestan 

clínicamente como SUH. Hasta el presente no hay un modo de predecir   quien evolucionara 

hacia la enfermedad. Una vez establecida, no existe un tratamiento específico que pueda impedir 

la progresión del daño  que causa la toxina en los diferentes órganos, siendo el más común el 

daño renal. El tratamiento comprende medidas terapéuticas destinadas a corregir las alteraciones 

hidroelectrolíticas, hematológicas, neurológicas  ó la hipertensión arterial durante el período 

agudo. Entre los tratamientos paliativos se encuentran la transfusión de glóbulos rojos, y de 

plaquetas; además en fases tardías de la enfermedad, se suele utilizar la diálisis peritoneal 31.  

 La anemia debe tratarse cuando el hematocrito disminuye a cifras del 20 % y deben 

utilizarse glóbulos rojos desplasmatizados a 10  ml/kg. La infusión de plaquetas se reserva a los 

casos de disminución muy marcada y previa a procedimientos quirúrgicos. 

 La infusión ó intercambio de plasma fresco puede resultar efectivo en casos no típicos de 

SUH 40 mientras que la administración de gama globulinas endovenosas o glucocorticoides no 

son eficaces 41 42. Son indicaciones de diálisis peritoneal la anuria mayor de 72 hs,  hipervolemia, 

hiperkalemia, hiponantremia, alteraciones neurológicas, hipertensión arterial sostenida ó la 

necesidad de suministrar proteínas para evitar la desnutrición. Por último, la vitamina E como 

terapia antioxidante podría resultar beneficiosa aunque no ha sido probada en estudios 

controlados 40.   

Los antibióticos, herramienta para combatir una infección bacteriana, no son 

recomendables ya que aumentan el riesgo de contraer el SUH por dos motivos. En primer lugar, 

se ha demostrado que algunos antibióticos aumentan la producción de la toxina por parte de la 

bacteria, y en segundo término, la lisis de la bacteria en el intestino provocaría una liberación 

masiva de Stx, y por lo tanto, aumentaría el pasaje de la misma a la circulación 38,43. De la misma 

forma, los agentes que evitan la motilidad, impiden la eliminación de la bacteria por las heces 

aumentando el tiempo de exposición a la toxina, por lo que resultan perjudiciales para el paciente 
38. Teniendo en cuenta la alta afinidad de la toxina por su receptor, Gb3, se pensó en una 

estrategia que podría  ser la administración oral de análogos del Gb3 con capacidad de unir Stx y 

evitar su translocación. Así se realizó un estudio donde se administraba  un compuesto formado 

por una matriz de silicona no absorbible, que tenia ligado Gb3 (SYNSORB. Pk). Los pacientes 

que recibieron este compuesto, tuvieron igual evolución que aquellos que  no lo recibieron 44, lo 

que sugirió  que  una vez que comienza la diarrea sanguinolenta, la toxina ya ha llegado a la 
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vasculatura sanguínea y se ha diseminado por la circulación, de manera tal que impedir el pasaje 

de más Stx por la barrera intestinal no presentaría mayores beneficios. Otra posible explicación 

de porque no ha resultado este compuesto, es que los monómeros del receptor tengan baja 

afinidad por la toxina.  

Otro grupo estudio la estructura cristalizada de la subunidad B5 de la Stx1 producida por 

Ecoli y su interacción con  carbohidrato análogo de su receptor, con el fin de diseñar  un ligando 

oligovalente soluble en agua, llamado STARFISH, con una actividad inhibitoria  a 

concentraciones sub-nanomolar. La actividad inhibitoria del mismo, in vitro, es de 1 a 10 

millones  de veces mas alta que los ligandos univalentes. La cristalografía  del complejo 

STARFISH-Stx1 muestra la capacidad de captar las 5 subunidades B de dos moléculas de toxina. 

Si bien aún no se han realizado ensayos en pacientes con este compuesto, podría ser utilizado 

para  administrarlo vía endovenosa y pegarse a la toxina circulante 45. Por otro lado Paton et al, 

han diseñado una bacteria recombinante que  puede expresar en su superficie el receptor de la 

toxina (Gb3), para adsorber y neutralizar  la misma. En ratones, la administración de esta bacteria 

viva ó fijada con formaldehído, tres veces por día, protege completamente a los anímales  ante el 

desafío con STEC 45,46. La inmunización pasiva ó activa también se encuentra en investigación 

con resultados alentadores. Estudios en cerdos y conejos demostraron que la inmunización con el 

toxoide de la variante Stx2e protegió a los animales del desafío con una E. coli productora de 

Stx2e 47,48.  Similarmente, se demostró que la inmunización de conejos con toxoides de la Stx1, 

Stx2 ó la subunidad A ó B, protege de la muerte e inhibe la toma de la toxina marcada con 125I 

por los órganos blanco, siendo la misma depurada por el hígado y bazo49,50. Por otra parte, un 

estudio en ratones muestra que un anticuerpo monoclonal anti-Stx, disminuye la mortalidad ante 

el desafío con STEC, inclusive cuando el mismo es administrado 24 hs luego de la inoculación de 

la bacteria 51. Otra posibilidad seria desarrollar vacunas antiadhesinas.  Conejos inmunizados con 

un cepa atenuada de E.Coli, (posee  la intimina truncada pero expresa aun antígenos somáticos), 

desafiados con bacterias virulentas expresando Stx1, no mostraron señales clínicas de la 

enfermedad. Esta estrategia de atenuación del mecanismo de “attaching/effacing”, podría ser útil 

para desarrollar vacunas eficientes y evitar las infecciones con bacterias E.Coli 

Enterohemorrágicas (EHEC)52. 

Finalmente es importante  destacar que la eficacia de cualquiera de los tratamientos 

dependerá en gran medida de lo prematuro de su administración, que  deberá ser incluso anterior 

al diagnóstico del SUH,  ya que por la experiencia clínica y los resultados mostrados a lo largo de 

la bibliografía, los mecanismos patogénicos ya se han desencadenado. Por lo tanto, esta 

posibilidad futura debe desarrollarse conjuntamente con métodos de diagnóstico que permitan 

anticipar la evolución al SUH a partir de la infección con STEC 
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Recientemente, se ha reportado un incremento en la viabilidad de células epiteliales de 

túbulo proximal de riñón humano (HRTEC) en presencia de Stx2, cuando han sido preincubadas 

con un inhibidor  especifico de la enzima glucosilceramida sintasa la cual participa en la síntesis 

del Gb3. Este compuesto, llamado comercialmente C-9 ((1R, 2R)-nonanoic acid [2-(2’,3’-

dihydro-benzo[1-4]dioxin-6’-yl)-2-hydroxy-1-pyrrolidin-1-ylmethyl-ethyl]-amide- L-tartaric acid 

salt), disminuiría la expresión del receptor de la Stx, la cual es alta en condiciones basales en este 

tipo de epitelio. Esto podría servir como aproximación hacia una nueva estrategia para  

neutralizar la acción de Stx2.  53. 

 

 
2.2.- ESTRUCTURA DE LA Stx. 

 

Se han identificado dos tipos de toxinas Shiga, Stx1 y Stx2,  codificadas en bacteriófagos 

integrados en el genoma bacteriano, que una vez internalizadas en la célula blanco (por 

endocitosis vía receptor) causan, en general, inhibición de la síntesis proteica y/o muerte celular 

por apoptosis 54. La familia de Stx1 consiste en las variantes Stx1c y Stx1d,  mientras que la de 

Stx2: Stx2c, Stx2c2, Stx2d, Stx2e. Se ha encontrado que las cepas productoras de Stx1 solamente 

ó Stx1 en combinación con Stx2, son menos virulentas que aquellas que producen sólo Stx2. 55. 

Si bien estas variantes (Stx1 y Stx2) son antigénicamente diferentes, comparten algunas 

características biológicas importantes: ambas son holotoxinas compuestas de una subunidad A 

activa de 32 kDa y cinco subunidades B asociadas no covalentemente de 7.7 kDa cada una, que 

intervienen en la unión al receptor especifico; ambas toxinas poseen actividad de �-glicosidasa, y 

actúan depurinando un residuo específico de adenina del rRNA 28S de los ribosomas de las 

células eucariotas, inhibiendo la síntesis de proteínas. Si bien se han descripto distintos receptores 

capaces de unir la Stx, conformados por  glicolipídicos que poseen el disacárido terminal 

Galactosa α1-4 Galactosa β1-4 , el globotriosilceramida ó Gb3 es el que se encuentra en las 

células endoteliales y el que posee mayor afinidad por la toxina56.  

 

En cuanto a la actividad in vivo de las distintas variantes de Stx, se ha demostrado en 

estudios en ratones que la dosis letal 50 (DL50) de la Stx2 es 400 veces menor que para la Stx1 57. 

La Stx2 es más estable que la Stx1, aunque la Stx1 posee 10 veces más afinidad por el Gb3 que la 

Stx2. Sin embargo, la capacidad de inhibir la síntesis de proteínas de ambas toxinas es 

equivalente 57. 
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Estructura de la Toxina Shiga (Stx) 

 Subunidad A: actividad �-glicosidasa contra el rR�A 28S 

     Subunidad B: forma un pentámero capaz de unirse al receptor específico 

 

 A1: 27.5 kDa 

 A2:  4.5 kDa 

  B:   7.7 kDa 

 

 

 

2.2.1- TRA+SPORTE RETRÓGRADO DE LA Stx  

  

Luego de unirse a su receptor, la Stx es internalizada vía vesículas cubiertas con clatrina, 

y sufre un transporte denominado retrógrado, que la conduce desde los endosomas al Golgi, de 

allí al retículo endoplasmático (RE), y finalmente al citoplasma 58,59. Para mediar su actividad de 

glicosidasa, la subunidad A debe separarse de las subunidades B y sufrir un corte proteolítico que 

da lugar a dos péptidos unidos por un puente disulfuro (A1 de 27.5 kDa y A2 de 4.5 kDa). La 

reducción posterior del puente disulfuro que conecta ambas cadenas de la subunidad A,  libera la 

cadena A1 catalíticamente activa, la cual se transloca al citoplasma para interactuar con el 

ribosoma e inhibir la síntesis de proteínas.  

 Poco se conoce de los mecanismos que median el transporte retrógrado de la Stx. El 

transporte desde los endosomas hacia el Golgi ocurre vía el compartimiento de reciclaje 

endocítico, que transporta a la Stx al Golgi en estructuras cubiertas con clatrina que contienen 

AP1 60,61.  En el pasaje de la Stx al citoplasma de la célula no intervienen los transportadores TAP 

implicados en el procesamiento antigénico, y se especula con la participación del translocón 

Sec61p, el cual normalmente transloca las proteínas mal plegadas desde el Golgi al citoplasma 

para su degradación en los proteasomas. La disociación de las subunidades B y el corte realizado 

por la furina en la subunidad A podrían provocar cambios en el plegamiento que resultarían en la 

exportación al citoplasma vía el translocón Sec61p 60,61. 

 

2.2.2- RECEPTORES DE LA Stx  

 

 La subunidad B de la Stx se une específicamente a receptores de la familia de los 

glicoesfingolípidos, componentes importantes de todas las membranas de las células eucariotas. 

S S
B

B

B
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La estructura general de los glicoesfingolípidos consiste en una cabeza polar con una o más 

azúcares y una porción no polar de ceramida, compuesta por una cadena de ácido graso unida a 

una base de esfingosina por un puente amino. La Stx1 y Stx2 se unen a glicoesfingolípidos que 

constituyen el sistema antigénico del grupo sanguíneo P y poseen el disacárido terminal Gal α1-4 

Galβ1-4, principalmente al globotriosilceramida (Gb3, CD77 ó Pk), y en menor grado al 

galabiosilceramida y galactosilneolactotetraglicosilceramida (P1) 62,63. Si bien la citotoxicidad de 

Stx esta ligada a la expresión de su receptor especifico en la superficie celular, la sensibilidad 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 ácidos 

grasos del Gb3 o disociación del Gb3 de los arreglos lipídicos de la membrana pueden conducir a  

una terminación prematura del transporte retrogrado al complejo de Golgi 58,59 ó a un 

compartimento lisosomal 27,  resultando en una tolerancia a la inhibición de síntesis proteica 

  El Gb3 está presente, bajo condiciones normales, en túbulos proximales del tejido renal, 

linfocitos B de centros germinales y células endoteliales humanas. 64,65.  Dentro del tejido renal, 

Lingwood et al. han detectado unión de la toxina tanto en la corteza como en la médula, 

principalmente en túbulos distales y colectores en adultos y niños y en los glomérulos de niños. 

 

 2.2.3- DAÑO E+DOTELIAL Y EPITELIAL: CURSO DE LA I+FECCIÓ+  

 

2.2.4.- I+TERACCIÓ+ DE LA Stx CO+ CÉLULAS E+DOTELIALES. 

 

 El efecto de la Stx sobre las células endoteliales in vitro ha sido extensamente estudiado. 

En las células endoteliales de cordón umbilical humanas (HUVEC) la toxicidad de la Stx, medida 

como viabilidad o como inhibición de la síntesis de proteínas, sólo se hace evidente luego de la 

pre-estimulación con factores pro-inflamatorios como TNFα, IL-1, LPS, ó con el factor de 

diferenciación butirato de sodio 66-69. En todos los casos, la sensibilización hacia la Stx es 

consecuencia de un aumento de la expresión del Gb3, aunque los mecanismos por los cuales este 

fenómeno se produce, parecen ser diferentes para los distintos factores70. En  ciertos casos, 

activan factores de transcripción que finalmente inducen la expresión del receptor de Stx, y en 

otros casos, como el TNFα,  induce el aumento de la actividad de una galactosil-transferasa 

involucrada en la síntesis del Gb3 
67. El efecto del butirato de sodio parece involucrar un cambio 

en la composición lipídica del receptor Gb3
71. La composición de los ácidos grasos del receptor 

afectan la unión de la toxina por lo que además de aumentar la cantidad de Gb3 en las HUVEC, el 

butirato de sodio estaría incrementando la afinidad de la Stx por su receptor.  
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2.2.5.- I+TERACCIÓ+ DE LA Stx CO+ LOS TIPOS CELULARES DEL   RIÑÓ+ 

   

- Células endoteliales glomerulares 

Si bien se suponía que los efectos de la Stx sobre células endoteliales provenientes de la 

microvasculatura renal podrían ser diferentes con respecto a células endoteliales de otro origen, 

Van Setten et al. demostraron que las células endoteliales de glomérulo renal humano responden 

de la misma forma que las HUVEC 70. Es decir, este tipo celular de microvasculatura es 

básicamente insensible a la Stx, pero los efectos tóxicos se hacen evidentes luego de la pre-

estimulación con los factores pro-inflamatorios anteriormente mencionados. Esta sensibilización 

también involucra el aumento del Gb3, y es dependiente del grado de confluencia de las células, 

siendo las células subconfluentes las más sensibles.  

El daño endotelial también estimula la expresión de adhesinas vasculares, como ICAM y 

VCAM, las cuales tienen un rol importante en la adhesión del leucocitos al endotelio. 

 

-  Células mesangiales 

 Las células mesangiales constituyen un componente importante en la regulación de la 

homeostasis del glomérulo renal y son capaces de producir factores de crecimiento, citoquinas, 

prostaglandinas y radicales del oxígeno. El efecto de la Stx en cultivos puros de células 

mesangiales humanas demostró diversos efectos específicos en este tipo celular. Si bien la Stx no 

afecta la viabilidad ni induce la liberación de citoquinas ó quimioquinas de estas células, tanto la 

síntesis de proteínas como la proliferación se encuentran inhibidas en presencia de Stx. 

Asimismo, el efecto de inhibición de la mitosis estaría mediado por la subunidad B de la Stx 

siendo independiente de la inhibición de la síntesis de proteínas. Cuando se caracterizó el 

receptor glicolipídico por cromatografía de capa delgada, se encontraron tres bandas, dos de las 

cuales están presentes en las células endoteliales glomerulares y constituyen distintas formas del 

Gb3 (distintas en contenido lipídico) y una tercer banda que coincide con la encontrada en los 

monocitos humanos. La preincubación con TNFα aumenta la cantidad de receptores para la Stx, 

así como también potencia los efectos de la Stx en la inhibición de la síntesis de proteínas y 

mitosis 70. 

 

- Células epiteliales glomerulares. 

 Las células epiteliales glomerulares humanas también responden a los efectos tóxicos de 

la Stx. Estudios de Hughes et al 72 73 demostraron la presencia del receptor Gb3 en este tipo 

celular. La incubación con la Stx por si misma, produce una marcada inhibición de la síntesis de 

proteínas en cultivos puros de células epiteliales glomerulares humanas, si bien el efecto en la 
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viabilidad es menor. Por otra parte, y de la misma forma que lo observado en células endoteliales, 

la toxicidad de la Stx se ve incrementada al preincubar las células epiteliales glomerulares con 

factores como TNFα, IL-1 LPS o butirato de sodio, efecto mediado por el aumento del contenido 

de Gb3. Los efectos específicos de la Stx sobre la producción de citoquinas en estas células no 

son tan claros, ya que la Stx induce la producción de TNFα, IL-1 e IL-6, aunque esta producción 

es imitada (incluso en mayor grado) por el inhibidor de la síntesis de proteínas cicloheximida 74  

 

- Células epiteliales del túbulo renal 

El daño inducido por la Stx en el D+SUH se produce principalmente en el riñón, y si bien 

se supone que la injuria al endotelio glomerular es el principal fenómeno involucrado en la 

fisiopatología de la enfermedad, biopsias renales humanas revelan un extensivo daño  en los 

túbulos proximales asociado a la  apoptosis 30,75. Similarmente, estudios realizados en ratones, 

como modelo in vivo, permitieron observar la presencia de células apoptóticas en el epitelio 

tubular en respuesta a la infección con STEC 76. Asimismo, pacientes con D+SUH presentan, 

tempranamente en el curso de la enfermedad, marcadores de daño tubular en la orina como urea, 

creatinina   y la unión de la Stx en secciones renales de individuos normales se produce 

principalmente en los túbulos 77,78.  

Esto apunta a las células epiteliales tubulares como un blanco importante de la acción de 

la Stx. Estudios in vitro revelan que la Stx es citotóxica para las células epiteliales tubulares 

humanas, efecto mediado por el receptor Gb3 y acompañado por la inhibición de la síntesis de 

proteínas y la apoptosis 76,79. Además se demostró  recientemente que la interacción de la Stx2 

con el Gb3 sobre células epiteliales de riñón, podría deslocalizar los transportadores y canales de 

membrana responsables de la reabsorción proximal de fluido y explicar la poliuria que se 

describe en algunos pacientes con SUH al comienzo de la insuficiencia renal.80  

Por otra parte, la incubación con Stx aumenta la liberación y niveles de mRNA del TNFα 

y de la IL-1, aunque en el caso de la IL-1 estos efectos serían inespecíficos, ya que también se 

observan con la cicloheximida 79. Estos resultados indican que las células epiteliales tubulares 

podrían ser un temprano blanco de la Stx en el riñón y que la consecuente producción de TNFα 

podría sensibilizar a las células endoteliales a los efectos tóxicos de la toxina.  

 
 
 2.3.--  ROL DE LA RESPUESTA I+FLAMATORIA: 
 

 Si bien la forma epidémica del SUH ha  sido asociada con la presencia de Stx, existen  

numerosas observaciones in vivo e in vitro que demuestran que la respuesta inflamatoria es 

necesaria para el desarrollo de la patogénesis.  
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 Los lipopolisacáridos (LPS) son componentes naturales de la pared de las bacterias gram 

negativas que acompañan a la Stx en las infecciones por STEC y son potentes mediadores 

inflamatorios. Distintos tipos celulares responden a los LPS con la producción de citoquinas 

como TNF-α, IL-1β e IL-6 como en el caso de monocitos o células endoteliales81, ó con la 

activación de mecanismos citotóxicos y secreción de proteasas e intermediaros reactivos del 

oxigeno (IROs) en el caso de los PMNs 82. El rol de los LPS en el curso del SUH ha sido 

estudiado en ratones normales e hiporespondedores al LPS. En estos últimos, la inoculación de 

STEC de forma intragástrica no produjo los síntomas tempranos observados en los animales 

normales, lo que sugiere cierta protección a los efectos de la infección, si bien se observaron 

manifestaciones tardías, relacionadas con la imposibilidad de deshacerse de la bacteria. Por otra 

parte, la interacción recíproca de los efectos de los LPS y la Stx varían según el esquema 

utilizado. En ratones, una dosis no letal de  LPS es capaz de aumentar la muerte mediada por la 

Stx al ser inyectada una hora antes de la toxina, mientras que un efecto protector se observa 

cuando los LPS son administrados más tempranamente (18 hs antes de la inoculación de la Stx) 
83. Los efectos potenciadores de la toxicidad de la Stx pueden ser interpretados como la 

coincidencia entre la máxima actividad inflamatoria del LPS y la injuria mediada por la Stx. En 

cambio, los efectos protectores podrían ser consecuencia de los efectos antagónicos entre una 

respuesta antiinflamatoria tardía inducida por los LPS y la toxicidad de la Stx 83.  

 Por otra parte, los efectos de los LPS en la inducción del receptor de la toxina y 

potenciación del daño mediado por la Stx in vitro en distintos tipos celulares involucrados en la 

fisiopatogenia del SUH, ya han sido comentados. Estos efectos pueden ser directos o indirectos, 

como consecuencia de la producción de citoquinas inflamatorias en respuesta a los LPS. En linea 

con esto, se ha descrito que las  células endoteliales aumentan notablemente su susceptibilidad a 

la Stx luego de la incubación con LPS, TNFα, IL1β 66 ; 67,84-87. Además en el modelo murino, la 

mortalidad y el daño renal inducidos por la Stx son exacerbados por el pre-tratamiento con LPS 
88. En resumen la toxina, los LPS y el daño endotelial inducido por ambos, activan al sistema 

inmune innato desencadenando una fuerte respuesta inflamatoria.  

 Dentro del marco de la clínica médica, también existen evidencias que señalan que la 

enfermedad causa una fuerte activación de la respuesta inflamatoria. 

  

 Mediadores solubles de inflamación 

 1) Niveles elevados en suero y orina de: IL6, IL8 89, IL10, TNFα 90, TGF 91, sistema Fas-

FasLigando, factores de coagulación92  
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 Componentes celulares de la respuesta innata o inflamatoria 

 1)  Los polimorfonucleares neutrófilos (PM�s), primera población en responder a una 

señal de daño, son células terminales con una vida media de 6-8 hs, y poseen una gran capacidad 

microbicida y citotóxica, fundamentalmente a través del contenido de sus gránulos 

intracitoplasmaticos (reservorios de enzimas  y proteínas de membrana).  Las vesículas 

secretorias son las primeras en ser degranuladas ante un estimulo liberando fundamentalmente 

receptores y moléculas de adhesión, lo cual le permite responder rápidamente a las alteraciones 

que presenta un endotelio activado dañado. Otros de los gránulos del PMN, contienen  enzimas 

degradadores de la matriz extracelular (colagensa, gelatinasa); y gránulos conteniendo enzimas 

bacteriostáticas y bactericidas (mieloperoxidasa, elasta, catepsina). La liberación de los gránulos 

es secuencial, lo cual es de gran utilidad en la clínica medica ya que permite evaluar según las 

moléculas en la superficie del PMN, el estado de activación del mismo. 

 En los pacientes con SUH, el número de PMN se encuentra incrementado (neutrofilia). 

Diferentes autores han postulado la participación de los PMN en la patogénesis del SUH a partir 

de evidencias clínicas y  experimentales. Mas aún el  incremento de estos leucocitos, ha sido 

señalado como indicador de mal pronóstico de la enfermedad 93.  En distintas autopsias  de niños 

con SUH se han encontrdo infiltrados de PMN en tejido renal, y los PMN de los pacientes en el 

momento agudo mustran mayor adhesividad a los endotelios cita. Paralelamente en el suero de 

los mismos se encuentran niveles aumentados de elastasa (proveniente de la degranulación de 

PMN) e IL8, principal quimioquina  activadora de los PMN94,95. Fernandez et al demostraron que 

en el modelo murino de SUH, la Stx induce neutrofilia, y que los PMN de sangre periférica 

presentan marcadores de activación,  y poseen mayor capacidad citotóxica y adhesión a la 

vasculatura endotelial 96. Los PMN circulantes de los pacientes durante el periodo agudo, 

muestran perdida de CD16 (receptor de Fc para inmunoglobulinas tipo III) y CD11b, menor 

capacidad de degranularse y liberar marcadores en respuesta a citoquinas (TNFα, GM-CSF, IL-8) 

y también menor  generacion de IROS. Esto demuestra  que esta subpoblación de leucocitos esta 

parcialmente deactivada, acompañado de menor funcionalidad  cuando los pacientes son 

hospitalizados 97,98  

 

 2) Las plaquetas participan activamente del proceso de coagulación en respuesta al daño 

endotelial. Los pacientes con D+SUH presentan trombocitopenia y defectos en la función 

plaquetaria, así como también niveles reducidos de moléculas presentes en sus gránulos, como 

ADP, serotonina y β-tromboglobulina 99. Lo que aún no ha sido claramente establecido es si este 

fenómeno, denominado de plaquetas exhaustas, es consecuencia directa de la Stx y central en la 

patogénesis del SUH o simplemente un efecto secundario al daño endotelial. Si bien diversos 
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estudios no han encontrado una alteración de la agregación plaquetaria o de la secreción de 

gránulos α en respuesta directa a la Stx 22,100. Karpman et al. demostraron que tanto la Stx como 

el pentámero de subunidades B, son capaces de inducir activación plaquetaria, evidenciada como 

formación de agregados y cambios ultramorfológicos, así como también por ensayos funcionales 

de unión a fibrinógeno y retención plaquetaria 22. Debido al consumo de plaquetas se produce 

trombocitopenia, con aparición de hemorragias espontáneas. La interacción endotelial-plaquetaria 

y el reclutamiento de leucocitos polimorfonucleares agrava aun mas el daño endotelial, por lo 

cual, los pacientes tienen la  función plaquetaria defectuosa, no solo en menor número, sino 

también con niveles reducidos de moléculas presentes en sus gránulos 99,101   

 

 3) Fisiológicamente, el óxido nítrico (O�) es el encargado del mantenimiento de las 

propiedades antitrombogénicas del endotelio mediante la inhibición de la agregación plaquetaria 

e inhibición de la adhesión de PMNs y plaquetas 102,103. Sin embargo, la hiperproducción de ON 

en respuesta a un proceso inflamatorio puede causar daño de las propias células. La 

concentración en plasma del sustrato de la enzima que produce el ON en los pacientes con 

D+SUH se encuentra disminuida, mientras que el derivado del ON, el nitrato (NO3
-), está 

aumentado. Estos valores retornan a la normalidad luego de la recuperación clínica de los 

pacientes, sugiriendo la activación de la síntesis del ON en el período agudo del D+SUH 104. 

Además se ha reportado, que en el modelo murino de SUH, inhibiendo oxido nítrico sintetasa 

mediante la administración de L-NAME (NG-nitro-L-arginina metil ester), se incrementa el daño 

renal y la letalidad, a través de un mecanismo que involucra la activación de las plaquetas 105. 

 

 4) Los Monocitos son leucocitos que representan del 4 a 8% en la sangre. Poseen un 

núcleo arriñonado (forma de riñón), y abundante citoplasma, pudiendo estar acompañado de 

vacuolas blanquecinas. Los monocitos se generan en la médula ósea y después viajan por la 

sangre, para luego emigrar a diferentes tejidos como hígado, bazo, pulmones, ganglios linfáticos, 

hueso, cavidades serosas, etc. Después de alrededor de 24 hs de permanecer en el torrente 

sanguíneo, los monocitos lo abandonan y atraviesan el endotelio de los capilares ó las vénulas 

poscapilares hacia el tejido conectivo, donde se diferencian rápidamente a macrófagos. Su 

principal función es la de fagocitosis de  microorganismos ó restos celulares, aunque también 

participan como conexión con la repuesta inmune adaptativa, ya que son células presentadoras de 

antígenos capaces de inducir la  activación de linfocitos T específicos.  
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 2.3.1.- MO+OCITOS E+ EL SUH 

 

 Los monocitos humanos incubados con Stx en condiciones in vitro, a diferencia de lo que 

ocurre en  el endotelio, no presentan disminución de su viabilidad ni de la síntesis proteica. Por el 

contrario, se activan y secretan TNF-α, IL-1, IL-6 e IL-8 20 e incluso la coincubación con LPS, 

incrementa aún más los niveles de dichos factores inflamatorios.  Por otra parte, es importante 

mencionar que el receptor para la Stx en los monocitos humanos, posee  un  glicolípido diferente 

del Gb3 presente en el endotelio.  Aunque la cantidad presente de Gb3 es baja en condiciones 

basales, la incubación de los monocitos con LPS induce un aumento en la expresión de este 

receptor 20.  

 También existen evidencias in vivo, en modelos murinos, de la relevancia de los 

monocitos en el desarrollo de la enfermedad. La depleción de macrófagos hepáticos u esplénicos 

en el modelo murino de SUH  protege a los animales de la muerte mediada por la inyección de 

Stx2 83. Estos resultados sugieren que las citoquinas producidas por macrófagos en respuesta a la 

Stx, estarían involucradas en los efectos letales de la toxina. 

 En pacientes con SUH durante el período agudo, se ha observado que los monocitos 

periféricos presentan alteraciones en el fenotipo y en su  funcionalidad. Esta población 

leucocitaria, está incrementada en número y porcentaje, mostrando  una disminución en la 

expresión de CD14 (mediador de la respuesta al LPS), CD64 (receptor tipo I para Fc de Igs, 

involucrado en la fagocitosis), CD11b (receptor para molécula de adhesión) y además una 

reducida capacidad de producción de TNFα como respuesta a la incubación con LPS, y menor 

citotoxicidad dependiente de Fc gamma 106. Otros reportes han demostrado un incrementado nivel 

de los factores responsables del reclutamiento de monocitos hacia el sitio target, tales como G-

CSF (factor estimulador  de colonias de macrófagos) MIP-1β (macrophage inflammatory protein-

1beta), y MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1 107. Estos resultados, sumados  a  la presencia 

de  monocitos en el glomérulo de biopsias de pacientes con SUH 94, indicarían que esta población 

leucocitaria esta implicada en la patogénesis de la enfermedad. Mas aún, la producción de 

citoquinas en el riñón, mediada por los monocitos, podría participar en la inducción de receptores 

para Stx en las células endoteliales, sensibilizándolas a los efectos tóxicos de la toxina y 

desencadenando el fenómeno trombótico característico.  En resumen, el Mo podría participar del 

daño endotelial mediante la producción de citoquinas inflamatorias, el transporte de la Stx y la 

acción citotóxica directa sobre el endotelio. 

 En conclusión, la población de monocitos de niños con SUH, tiene alteraciones 

fenotípicas y funcionales, lo cual sugiere han recibido un estímulo activador previo al diagnostico 

de la enfermedad.  
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 2.3.2.- FISIOLOGÍA DE LOS MO+OCITOS  
 Diferentes subpoblaciones de monocitos y sus funciones durante las infecciones  
 

 Desde hace más de 20 años, se ha propuesto la existencia de distintas subpoblaciones de 

monocitos humanos. En un individuo sano, el 90-95% de los Mo circulantes, corresponden a la 

subpoblación llamada “clásica”, caracterizada por ser  CD14highCD16-mientras que la 

subpoblación minoritaria (CD14+CD16+)  es conocida  bajo el  termino “no clásica” ó 

“inflamatoria”, la cual se caracteriza por su menor producción de  IL-10 en respuesta al agonista 

del TLR4, y mayor secreción de TNF-α 108 109. Además se ha reportado, que la subpoblación de 

Mo inflamatorios, puede  diferenciarse a células dendríticas (DC), en un modelo de trafico 

transendotelial, sugiriendo que podrían ser los precursores en sangre, de las DC migratorias 110. 

Otros estudios han demostrado que ambas subpoblaciones  difieren también, en la expresión de 

receptores para quimioquinas, por ejemplo, los Mo inflamatorios poseen alta expresión de CCR5 

(receptor de la  quimioquina RANTES, MIP-1α and MIP-1β..), CD16 y CX3CR1 (receptor de la 

quimioquina fractalquina),  mientras que los clásicos tienen baja expresión de CCR2 (receptor de 

la quimioquina MCP-1) y CX3CR1 111-113. Se ha descripto en distintas enfermedades, como HIV, 

SUH y sepsis, un incremento significativo de los Mo CD14+CD16+ circulantes en sangre 

periférica (con gran cantidad de TNFα intracelular). En condiciones in vitro se ha demostrado 

que tanto la citoquina TGF-β como la IL-10 incrementan la expresión de CD16. En general se 

simplifica la función de estos Mo, diciendo que tienen funciones pro-inflamatorias durante las 

infecciones in vivo. 

 La expresión de ciertos receptores para quimioquinas y moléculas de adhesión, tienen 

consecuencias  importantes tanto en la función como en el patrón de migración de los monocitos, 

e incluso les confieren diferente susceptibilidad a distintas infecciones 114. Independientemente de 

cual sea el Mo precursor, que se diferencia a macrófago, es muy importante tener presente, que el 

fenotipo dependerá  de las condiciones  que encuentren en el tejido blanco. Tanto citoquinas, 

quimioquinas, metabolitos del tejido y mediadores inflamatorios pueden influir durante la 

diferenciación del macrófago e incluso sobre el fenotipo de monocitos circulantes también. 115 

 

 

 2.3.3.- FISIOLOGÍA DE LAS CELULAS +ATURAL KILLER (+K)  

 

 Las células Natural Killer (NK) son linfocitos que carecen de receptor  T ó B, por lo que 

pertenecen a la inmunidad innata. Estas células reconocen y son activadas por sus blancos. 

Poseen receptores inhibitorios que reconocen moléculas del complejo mayor de 
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histocompatibilidad de tipo I (MHC-I) 116. Ante ciertas infecciones ó transformaciones malignas, 

las células afectadas disminuyen la expresión de MHC-I en superficie lo cual las  haría 

virtualmente invisibles a los linfocitos T CD8+, pero a su vez, las trasforma en blanco  de las 

células NK, que activarían sus mecanismos citotóxicos en ausencia de inhibición. Esta teoría fue 

reeditada años más tarde luego de descubrir nuevos receptores ó  ligandos que modulan 

positivamente o negativamente la respuesta NK por mecanismo MHC- I independientes. Además 

de los ligandos celulares, las células NK están sujetas a la regulación por diferentes mediadores 

solubles. Las citoquinas IL-7 e IL-15 dirigen su desarrollo y diferenciación  mientras que el 

IFNα/β, IL-2, IL-12, IL-15, IL-18 incrementan su actividad citotóxica y/ó la producción de IFNγ 

117,118. Inversamente el  TGFβ y citoquinas de tipo Th2 pueden inhibir ó modular la función NK. 

 Las células NK, no poseen simplemente la función de eliminar ó “asesinar” a otras células, 

sino que también influyen en la respuesta adaptativa mediante la secreción de citoquinas. 

  

 Subpoblaciones de +K. 

 Las celulas NK humanas pueden ser distinguidas de otras poblaciones linfocitarias por la 

presencia de una isoforma de la molécula de adhesión neuronal (CD56) y la ausencia de 

moléculas asociadas al receptor T. A su vez la densidad del marcador CD56 y CD16 (receptor de 

FcγRIII), ha permitido definir dos subpoblaciones dentro de las NK: las CD56dimCD16+ y las 

CD56brigthCD16- 119. En individuos  normales el primer subset, representa el 90-95% de las NK 

circulantes y las NK CD56brigth constituyen el resto. Diversos reportes indican que estas 

diferencias fenotípicas llevan asociadas diferencias funcionales. Las NK CD56brigth  son eficientes 

secretoras de citoquinas y otros mediadores solubles, especialmente IFNγ, mientras que la otra 

subpoblación es altamente citotóxica (dado su alto contenido de perforinas y granzimas) contra 

células que expresan marcadores de daño.  Además expresan diferentes moléculas de adhesión y 

receptores de quimioquinas, esto podría explicar porque se encuentran diferencias en la 

localización anatómica entre ambas subpoblaciones. 

 

 

 2.3.4.-  QUIMIOQUI+AS   

 
 La migración de los leucocitos al espacio extravascular implica una cascada de eventos 

moleculares, incluyendo la elaboración de factores quiomiotácticos y quimioquinas, la respuesta 

a estos factores, la interacción del endotelio con estos leucocitos, y la transmigración de dichas 

células a través de las paredes de las venulas 120-123. 
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 Las quimioquinas, fueron descritas en principio  como  citoquinas  quimioatractantes 

sintetizadas en el sitio de inflamación, esenciales en el reclutamiento y tráfico de leucocitos. 

Pueden dividirse en dos categorías:  

1) inflamatorias: son secretadas cuando estímulos tales como infecciones ó desordenes 

inmunológicos, alteran la homeostasis celular. Son responsables del reclutamiento de  

leucocitos al sitio de daño tisular o de  injuria.  

2) homeostáticas: responsables del tráfico normal  de leucocitos y la formación de la 

arquitectura de órganos linfoides secundarios. 

 Se han identificado más de 40 quimioquinas, y se han dividido en 4 subfamilias, de 

acuerdo al número de aminoácidos que separan las dos primeras cisteínas de su motivo 

estructural  conservado: C-, CC-, CXC-  y CX3C. 124. Cada clase de quimioquina, posee 

diferentes rangos de especificidad para los leucocitos. 

 
 
 2.3.4.1.-  LA QUIMIOQUI+A FRACTALQUI+A (CX3CL1)  

 
 Estructura 

 La fractalquina, es hasta ahora, la única quimioquina descripta en la familia de CX3C, 

pero junto con la CXCL16, contiene múltiple dominios transmembrana que las hacen diferentes 

de otras quimioquinas, tal como se observa en la  siguiente Figura: 

    

    Estructura de las quimioquinas 
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 Los primeros 76 aminoácidos del dominio extracelular de la CX3CL1 constituyen el 

dominio quimiotáctico formado por dos cisteínas (C) separadas por tres aminoácidos. Luego, 

continúa con un esqueleto de mucinas, un dominio transmembrana y otro intracelular de 37 

aminoácidos.  

  

 La expresión de CX3CL1 en membrana, puede ser inducida en células endoteliales y 

neuronas por LPS ó citoquinas inflamatorias como TNFα, IL-1, IFNγ 126 y recientemente se ha 

descrito también por Stx2 127. La fractalquina a diferencia de otras quimioquinas, puede 

expresarse anclada a membrana, actuando como molécula de adhesión y provocando una fuerte 

adhesión, independiente de la activación de integrinas. Mediante microscopía confocal, se ha 

observado que los leucocitos se adhieren mas rápido a la CX3CL1 inmobilizada que a la VCAM 

(vascular cell adhesion molecule-1). La forma soluble puede ser liberada luego  del clivaje en la  

región próxima a la membrana, por acción de las enzimas con  dominio desintegrina y 

metaloproteasa: ADAM17 (TNFα converting enzyme ó TACE) y ADAM10 128,129. Este péptido 

liberado, posee gran actividad quimiotáctica hacia los monocitos, células natural killer (NK) y 

linfocitos T 126 que expresan el receptor  CX3CR1. Debido a que el endotelio es la primera barrera 

para la transmigración de los leucocitos, la presencia de CX3CL1 sobre él, participa en el control 

de la extravasación de los leucocitos al sitio de inflamación 130,131 

   

 Propiedades de adhesión: 

 Las diferentes subpoblaciones de leucocitos son reclutadas a distintos  compartimentos en 

condiciones normales ó  injuriados, según el patrón de expresión de quimioquinas y moléculas de 

adhesión.  

 La infiltración de los leucocitos al sitio donde se produjo el daño, es una característica de 

casi todos los procesos inflamatorios. La extravasación de las células inflamatorias desde el 

torrente sanguíneo  al tejido, es un evento coordinado que implica la adhesión de estas células al 

endotelio vascular, seguido de un movimiento direccionado hacia el tejido. Este proceso 

complejo, está regulado por varias familias de moléculas como selectinas, integrinas, 

quimioquinas y receptores de quimioquinas. Las selectinas median el contacto inicial entre el 

leucocito y la venula sanguínea, provocando que el leucocito frene su “rolling” sobre el 

endotelio vascular. Luego para evitar que sean arrastrados  por el torrente sanguíneo, se necesita 

una firme adhesión. Allí es cuando aparecen las quimioquinas. En los sitios de injuria 

generalmente se induce la expresión de quimioquinas secretadas como factores solubles, que se 

unen  a proteoglicanos y componentes de la matriz  tisular (glicosaminos)  para mantener el 

gradiente local y luego  difundir hacia la zona circundante. 132. Cuando las quimioquinas se 



   Introduccion  

 

 34 

encuentran con los leucocitos que están en “rolling”, se a través de la unión a sus receptores 

específicos activan la proteína G que tienen acoplada 120,133, y generan una señal que trasforma las 

integrinas de baja a alta afinidad sobre los leucocitos. De esta manera se produce un firme arresto 

mediante la interacción integrina-moléculas de adhesión que fueron upreguladas en el endotelio 

activado. El paso siguiente es la extravasación de los leucocitos siguiendo el gradiente de  

quimioquinas, que difunde desde el sitio de la injuria hacia la periferia. 134 

  

 En el caso particular de la fractalquina, la misma molécula actúa como molécula de 

adhesión, por eso facilitaría la extravasación de los leucocitos  mediando desde la adhesión inicial 

hasta el paso de transmigración 130, tal como se observa en la siguiente Figura: 
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 La CX3CL1, además de su  función intrínseca de adhesión puede inducir sobre el CX3CR1 

la activación de la proteína G, acoplada a ese receptor causando un  aumento de la avidez de las 

integrinas en el leucocito 135. De esta manera, el entrecruzamiento del CX3CR1 y las integrinas, a 

través  de la co-expresión de  CX3CL1 y los ligandos para integrinas, como la molécula de 

adhesión  intercelular (ICAM-1) y la molécula de adhesión vascular (VCAM-1), resultan en un 

incremento  de la adhesión celular comparado con cada sistema por separado 130,136.  Este sistema 

de cooperación ha sido demostrado incluso bajo condiciones fisiológicas de flujo 137 

 

 2.3.5.- EXPRESIÓ+ Y FU+CIÓ+  DE RECEPTORES PARA QUIMIOQUI+AS E+ 

MO+OCITOS. 

 

 Las quimioquinas y sus receptores acoplados a proteínas G, son esenciales en el 

reclutamiento de diferentes leucocitos a los sitios de inflamación. Luego de la activación, los 

receptores de quimioquinas sufren un desensibilización parcial o total hacia la estimulación 
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repetida con el mismo u otros agonistas. En dicho proceso, estarían implicadas kinasas acopladas 

a la proteína G, que podrían fosforilar residuos serina y treonina en la cola C-terminal del 

receptor. La desensibilización es crítica para el mantenimiento de la capacidad de la célula de 

sensar gradientes de quimioatractantes 138  

 Se ha demostrado el rol de distintas quimioquinas ó de sus receptores en distintas 

patologías, mediante el uso de ratones Knock Out, en particular, el rol de MCP1 (quimioquina  

CC monocyte chemoatractant proteína 1) y su receptor CCR2, en la extravasación de monocitos, 

participando en la formación de lesiones  arteroescleróticas 139. Por otro lado, la quimioquina 

MIP1α, mediante su receptor CCR5, participa en la atracción de macrófagos al fluido sinovial ó 

al tejido en la artritis reumatoidea. En las distintas subpoblaciones de  monocitos, se expresan 

diferentes receptores CCR, por ejemplo, los Mo CD14+CD16+, conocidos como inflamatorios, no 

poseen CCR2, pero responden migrando ante la presencia de MIP1α.  Por otro lado, la alta 

expresión de CCR5, podría indicar que este subset tiene predilección para extravasar a sitios 

inflamatorios  que expresan RANTES, MIP1α, MIP1β. 

 La expresión polarizada de los receptores CCR en los monocitos,  se refleja en sus 

diferentes respuestas a los estímulos, observándose  que los Mo inflamatorios, con alta expresión 

de CCR5, representan una subpoblación con mucha participación en condiciones inflamatorias de 

tipo Th1, como por ejemplo, artritis reumatoidea. Además este subset, se expande 

significativamente ante infecciones con HIV, siendo el CCR5 un importante  co-receptor para 

permitir la entrada del virus a las células blanco. En este contexto, también se ha descripto que 

durante enfermedades infecciosas, se expande la subpoblación de Mo CD14+CD16+, lo cual  

podría ser consecuencia del efecto de citoquinas inflamatorias que inducen mayor expresión de 

algunos receptores. 

 Las  quimioquinas además de participar en la migración de leucocitos, pueden 

incrementar en los monocitos, la expresión de la integrina Mac1-β2 (CD11b/CD18), que actúa 

como receptor de la molécula ICAM, involucrada en la adhesión 111 

Esquema de un receptor de quimioquinas, con sus siete pasos transmembrana acoplado a 

proteína G 
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 Características y funciones del receptor para fractalquina,  CX3CR1 

  El CX3CR1, al igual que los otros receptores de quimioquinas, consta de siete pasos 

transmembrana y está acoplado a proteína G, lo cual le permite en este caso, transducir señales 

para aumentar la avidez de las integrinas hacia sus ligandos  135. Como hemos mencionado 

previamente, se expresa en monocitos, células NK (subpoblación CD56dimCD16+) y algunos 

linfocitos T (mayoritariamente en reposo y T CD8+) 140 

 

 - En los Monocitos: 

 Los monocitos tienen como función, entre otras,  el patrullaje del endotelio y tejidos, 

sensando señales de daño o injuria. En esta función en particular, parece que los  Mo con alta 

expresión de CX3CR1, poseen gran capacidad de trasvasación, siendo los primeros en llegar  al 

tejido luego de la exposición a agentes injuriantes ó heridas 141. Combadiere et al 142, 

caracterizaron el CX3CR1 transfectando establemente una línea celular con el cDNA , y 

demostraron que mediaba la quimiotaxis hacia la fractalquina soluble de manera dosis 

dependiente, con una concentración optima  de CX3CL1 de 100 a 20 nM. Este reporte fue uno de 

los primeros artículos donde se identifico a la CX3CL1, como ligando especifico del CX3CR1.  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         J. Clin. Invest. 111:1118–1120;  (2003). 143 

  

 - En +K: 

 Dentro de la población de células NK, las CD56dim son las que tienen alta expresión de 

CX3CR1, y en particular son las que participan en la inmunidad contra virus y transformaciones 

neoplásicas  144, pero también inducen la lisis de células “dañadas”. En este proceso la interacción 

mediada por  CX3CL1-CX3CR1 podría colaborar en la citotoxicidad, ya que se ha reportado que 

la incubación de células NK con fractalquina soluble, provoca la activación de la proteína G 



   Introduccion  

 

 37 

acoplada a CX3CR1, causando finalmente la exocitosis de mediadores líticos (perforinas y 

proteasas) contenidos en sus granulos. Estos datos en conjunto sugieren que la expresión de 

fractalquina en el sitio de inflamación,  atrae y activa células NK, mediante el CX3CR1  entre 

otras moléculas de adhesión. . 

 Se ha encontrado que la IL15, esencial para el desarrollo celular y mantenimiento de las 

NK, disminuye la expresión de CX3CR1 en PBMC de ratón 145, a diferencia de la IL2 que lo 

upregula 146. Ha sido reportado que el entrecruzamiento del CD16 en células NK, y la 

estimulación con fitohemaglutinina en linfocitos T CD3+, logra disminuir la expresión de 

CX3CR1 140 147.   

 

 - En Linfocitos: 

 Dentro de la población de linfocitos T helper, el CX3CR1 se expresa preferencialmente en 

las células  Th1, con perfil de respuesta celular, las cuales  responden a la fractalquina. En el caso 

de los linfocitos T CD8+ que expresan este receptor, poseen perforinas y granzimas 

citoplasmáticas. O sea que dentro de los linfocitos, aquellos que responden a la CX3CL1, tienen 

asociadas funciones celulares. Además, se ha reportado que esta quimioquina se expresa en 

células endoteliales en casos de psoriasis, desorden dominante de tipo Th1, pero no en casos de 

dermatitis atópica tipo Th2 147. Estas observaciones podrían sugerir que la CX3CL1 y su receptor 

forman parte del circuito de amplificación mediado por  quimioquinas,  que polarizan la respuesta 

hacia un perfil de tipo Th1. De ser así, seria importante para tratar de bloquear respuestas Th1, 

como la que se desencadena en rechazos a trasplantes. 

   

 - En plaquetas 

 También se ha demostrado en plaquetas la expresión funcional de CX3CR1, ya que luego de 

la incubación con fractalquina incrementan el nivel de P-Selectina, conocido marcador de 

activación de plaquetas. Por otro lado,  en condiciones de flujo experimentales, la incubación con 

fractalquina soluble, incrementa la adhesión a colágeno y fibrinógeno 148. Nuevamente se 

concluye que esta quimioquina, participa de manera soluble y anclada a membrana.   

 

 2.3.7.-  A+ÁLISIS DE CX3CR1 E+ DIFERE+TES PATOLOGÍAS  

 Enfermedades renales 

 Existen numerosos reportes sugiriendo  el rol de la fractalquina  en enfermedades renales en 

humanos (glomerulonefritis, tumores renales y trasplantes renales) y en modelos animales. Por 

ejemplo, en modelos de glomerulonefritis en rata, se reduce significativamente el infiltrado de 

leucocitos y se atenúa los niveles de proteinuria, luego del tratamiento con un péptido viral 
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(vMIPII) con función antagonista sobre receptores  de quimioquinas 149. La  expresión de 

fractalquina y la presencia de células que expresan CX3CR1, como células NK CD16+, ha sido 

demostrada en pacientes con distintos tipos de nefropatías 4,5,150-152. El tratamiento con 

anticuerpos anti-CX3CR1, reduce significativamente el infiltrado de leucocitos en el glomérulo, 

mejorando la función renal, sugiriendo que la  fractalquina y las células CX3CR1 estarían 

involucradas en la patogénesis de la glomerulonefritis humana 3 

 

 Rechazo de trasplantes 

 Los rechazos de trasplantes están caracterizados por una fuerte respuesta inmune celular, 

desarrollada por un importante flujo de leucocitos desde la circulación hacia el órgano específico 
153. Se ha reportado un significativo incremento de fractalquina en tejido vascular y endotelio, de 

muestras de  trasplantes cardiacos rechazados, mas aun, el tratamiento con anticuerpos anti-

CX3CR1 en pacientes a ser trasplantados, disminuye el rechazo del órgano. 154. En ratones knock 

out para  CX3CR1, tratados con dosis  subterapeúticas  de ciclosporina A,  se ha aumentado el 

tiempo  de sobrevida del trasplante. Estos hallazgos se asocian con una reducción del infiltrado de 

macrófagos, células NK y otros leucocitos. En conjunto, estos resultados indican un posible rol 

del sistema fractalquina/CX3CR1 en el rechazo de órganos trasplantados 

 

 Ateroesclerosis y enfermedades cardiovasculares 

 Las lesiones ateroescleróticas, contienen un gran número de células de sistema inmune, 

como macrófagos y células T, que pueden orquestar la respuesta inflamatoria. Existen evidencias 

que sugieren que la fractalquina, podría estar implicada en la patofisiología de estas 

enfermedades, ya que en algunas lesiones graves de ateroesclerosis,  se ha detectado un alto nivel 

de RNAm de fractalquina. Los monocitos participan en el inicio de este tipo de lesiones, y las 

quimioquinas son importantes ya que los dirigen desde el torrente sanguíneo hacia el sitio de las 

lesiones. Por otro lado, se ha reportado que existen polimorfismos en el gen de CX3CR1 tales 

como CX3CR1-I249 (Valina a Isoleucina en la posición 249) ó CX3CR1-M280 (T a metionina en 

la posición 280). La presencia de la variante CX3CR1-I249 está asociada a un menor riesgo de 

padecer eventos de enfermedad coronaria aguda. Esto podría ser explicado por la menor 

capacidad de los monocitos para adherirse al endotelio vascular, ya que el análisis funcional de 

células mononucleares que expresan esta variante  ha demostrado que  poseen un menor número 

de sitios de unión por célula a la fractalquina 155,156.  
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 Infecciones por HIV 

 Se ha detectado en nódulos linfáticos y tejido cerebral, un aumento de la expresión de 

fractalquina. El incremento de CX3CL1 protege a las neuronas de la toxinas del  HIV-1, pero 

induce la depleción de linfocitos T helper CX3CR1+ por contacto con células dendríticas  157. 

También ha sido reportado que el  polimorfismo en el gen de CX3CR1 pueden influir en la 

patogénesis  de la infección por HIV. Los pacientes homocigotas para la variante CX3CR1-

I249M280, la cual afecta dos aminoácidos, han mostrado correlación con un progreso hacia el 

desarrollo del SIDA mucho mayor que los otros haplotipos. El análisis funcional del CX3CR1 

mostró que los pacientes homocigotos con este haplotipo particular, tienen menos adhesión a la 

fractalquina 114. 

 
 Otras enfermedades inflamatorias 

 Se ha reportado que la CX3CL1 está involucrada en la inmunopatogénesis  de enfermedades 

inflamatorias del tipo Th-1. Tanto macrófagos tisulares, fibroblastos, células endoteliales  y 

células dendríticas expresan CX3CL1 y CX3CR1 en pacientes con artritis reumatoidea. Además, 

la CX3CL1, en fluido sinovial de pacientes con artritis reumatoidea  promueve la actividad 

angiogénica in vitro. Los queratinocitos  de pacientes con psoriasis expresan  altos niveles de 

CX3CL1. 

 Por otro lado, el sistema CX3CL1-CX3CR1 está involucrado en la hipertensión arterial 

pulmonar 158, cáncer de pulmón 159 y hepatitis aguda 160 en humanos y en ratones prediabéticos NOD 
161  
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 3.1.- Reactivos generales  

Se utilizaron los siguientes reactivos: ioduro de propidio (IP), annexin V-FITC, 

ionomicina, PMA, Formyl methionyl leucyl phenilalanine (FMLP), Fluo 3-AM , 

Lipopolisacarido (LPS) de Escherichia coli 0111:B4, polimixina B,   cicloheximida (CHX), 

actinomicina D (Act D), anisomicin, ortovanadato de sodio (NaVO4), Fluoruro de Sodio (NaF) 

de Sigma (Sigma-Aldrich, USA). Tambien se usaron  las siguientes citoquinas:   TNF-alpha 

(TNF-α), growth factor-beta (TGF-β), interferon gamma (IFN-γ)  obtenidos de Sigma (St. Louis, 

MO) y la interleuquina 4 (IL4) e interleuquina 10 (IL10) de Preprotech (Preprotech Mexico, 

Mexico). 

  Pepstatina, Leupeptina, Aprotinina, phenylmethylsulfonyl Fluoride (PMSF), Herbimicyn, 

Genistein, 1-(5-isoquinolinylsulfonyl)2-methilpiperazine (H7), PD98059, SB203580,  

LY294002, Wortmanina (Cabiochem-Novabiochem, La Jolla, CA).  

 Bolitas de latex de poliestireno (2,5% solid latex, diametro 6µm; PolySciences) 

 

 3.2.- Preparación de la Toxin Shiga tipo 1 (Stx1) 

La Stx1 fue provista por Denka Seiken CO Ltd. (Tokio, Japan). La pureza fue 

determinada por el proveedor mostrando un sólo pico por HPLC. La preparación de la toxina fue 

analizada para determinar contaminación 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 estándar de E. coli 162. Los 

resultados de este ensayo determinaron que la preparación de toxina utilizada para los 

experimentos contenía menos de 40 pg LPS/µg de proteína de Stx.  

 

 3.3.- Anticuerpos  

 Para los estudios realizados en pacientes ó en células purificadas se utilizaron los 

siguientes anticuerpos para caracterizar monocitos: CD14-PECy5 (mouse IgG2a, Immunotech, 

Marseille, France), CD16-PE (R-phycoerythrin, mouse IgG1, BD-Biosciences, San Jose, CA), 

CX3CR1-FITC (fluorisotiocianated rat IgG2b, Medical & Biological Laboratories CO, Woburn, 

MA), CD62L-PE (Caltag Laboratories, Burlingame,CA). Para identificar células  NK y NKT 

cells, se usaron  anticuerpos anti CD3-PECy5 (mouse IgG1k, BD-Biosciences), CD56-PE (mouse 

IgG1, Becton Dickinson, San José, CA) y anti-CX3CR1 (MBL). Para lisar las muestras de 

pacientes se utilizo el buffer de lisis de BD. 

  Para los ensayos de deteccion de proteínas fosofriladas se utilizo la técnica de Western 

Blott, se utilizaron los siguientes anticuerpos: anti-phospho-STAT1, anti phospho-Akt y anti β-



   Materiales y Métodos 

 

 42 

Actina provistos por Cell Signaling (USA) y anti-phospho-STAT3, anti STAT1 y anti-STAT3 

provistos por Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA) 

 

 3.4.- Soluciones. 

3.4.1.-Tampón fosfato salino (PBS). 

La solución fue preparada con NaCl 0,138M, KCl 0,027, Na2HPO4 0,078M y KHPO4 

0,015 M; pH=7,4. 

 

3.4.2.-Solución de Türk para el recuento de células 

Se preparó una solución con violeta de genciana (100mg), ácido acético glacial (31,25   

ml.) y agua destilada (c.s.p. 500 ml.). Para el recuento de células se realizó una dilución 1:20 en esta 

solución y se procedió al recuento en cámara de Neubauer. 

 

3.4.3.-Solución de azul tripan. 

La misma se preparó a partir de dos soluciones madres con el siguiente contenido: solución A, 

azul tripan: 0,14 %; solución B, cloruro de sodio: 4,25%. La solución de trabajo se obtuvo 

mezclando 4 partes de A y una parte de B. Para la determinación de la viabilidad celular las 

muestras fueron centrifugadas, el sobrenadante descartado y el residuo celular incubado con la 

solución de azul tripan por 3 minutos a temperatura ambiente. Luego, se procedió al recuento 

diferencial de las células que excluían el colorante (células viables) y de aquellas que lo incluían  

(células muertas). 

 

3.4.4.-Medio de cultivo completo (MCC). 

Se empleó medio de cultivo RPMI 1640 (GIBCO Lab., Grand Island, USA), 

suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB; Natocor, Córdoba, Argentina) inactivado por 

calentamiento a 56°C durante 30 minutos y con el agregado de 1% de solucion antibiótico-

antimicótico (Gibco,) 

 

3.4.5.-Solución RIPA modificado. 

 Se preparó una solución con una concentración final de  Tris-HCl 50 mM, pH 7.4, NP-40 

1%, Na-Deoxicolato 0.25 %, NaCl 150 mM, EDTA 1mM, PMSF 1mM, Leupeptina y Pepstatina 

1mg/ml cada una, Na3VO4 1mM y NaF 1mM. 
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        3.4.6.- Solucion de Gelatina . 

             Se preparó  una suspensión de gelatina (Sigma) 2 % en solución fisiológica. Luego 

se incubo durante  60 min en baño a 37°C hasta disolver la gelatina. Se esterilizo en autoclave y 

se conservo hasta su uso a 4ºC en condiciones estériles. 

 

3.4.7.- Soluciones para aislar monocitos: 

Ficoll Hypaque 

Los mononucleares (MNC) fueron purificados mediante el empleo de una solución de 

Ficoll-Triyosom preparada en forma similar al método descripto por Böyum (Böyum et al, 1968). A 

2,4 volúmenes de Ficoll 400 (Pharmacia, Uppsala, Suecia) al 9% en agua destilada, se le agregó un 

volumen de Triyosom al 34% (Gobby-Novag, Argentina), siendo la densidad final de la solución a 

4ºC de 1,077 g/l.   

Solución Buffer T10: 

Se preparó una solucion de NaCl (8gr),  KCl (200mg),  PO4H2Na.H2O (50 mg),  

CO3HNa (1gr) y Glucosa (dextrosa, 1gr) en 100 ml de Agua bidestilada. Luego se llevó a pH=7.4 

      Solución Buffer T1: 

       El buffer T1 se obtuvo a partir de una dilución 1/10 de buffer T10 en agua. Se llevó a  

pH=7.2  

         Buffer de resuspensión: 

               Se preparo una solución con EDTA 5% (80ul), NaCl 9% (16ul), SFB (100ul) y  

Buffer T1 (1.8ml)   

           

      P100:  

       La mezcla de buffer P100, se prepara con 1 ml de buffer T10+9 ml de Percoll. A 

partir de la solución de P100, se prepararon dos gradientes: P40 y P50. 

 

Gradiente para 1 dador: 

 P100 (ml) T1 (ml) SFB (ml) 

P50 1.25 1.00 0.25 

P40 1.00 1.25 0.25 

  

3.4.8.- Pegado de moléculas  a bolitas de latex 

            Pegado de fractalquina soluble a particulas  de latex 

 Las bolitas de latex fueron incubadas  con CX3CL1s (10nM) en buffer PBS 1x, a pH=8, 

durante toda la noche a una temperatura de 4°C. Luego fueron tratadas con BSA/PBS1x a pH=7,4 

 
Plaquetas y células muertas 
  
 Monocitos 
 
 
Linfocitos, rojos y neutrófilos 

 
Células 

P40 
 
P50 
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a temperatura ambiente durante dos horas, previamente a ser utilizadas. Luego los Mo purificados 

fueron incubados  con las bolitas de látex  con la CX3CL1 adherida, durante el tiempo necesario 

según el experimento. 

 

 3.5.- Purificación de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y 

 monocitos 

 - PBMC 

 Sangre de dadores normales voluntarios (Sección Hemoterapia-Cemic) fue recolectada en 

citrato/dextrosa/adenina. La sangre fue diluida al medio con PBS o solución fisiológica y se  sembró 

sobre un gradiente de Ficoll-Hypaque  formando un sistema bifásico, el cual fue centrifugado 30 

minutos a 1600rpm a 4°C.  Luego de la centrifugación se obtuvo una interfase conteniendo las 

células mononucleares periféricas y un sedimento de eritrocitos y granulocitos. Las células 

mononucleares de sangre periférica (PBMC) fueron recolectadas, lavadas y resuspendidas en medio 

completo. La viabilidad celular fue siempre mayor al 98% de acuerdo al test de exclusión de azul 

Tripan. 

 - Monocitos 

 La purificación de los monocitos mediante la técnica de Percoll se realizo según el siguiente 

protocolo. Luego de obtener el halo de PBMC a partir de sangre periférica, según lo descrito 

anteriormente, se le agregó RPMI hasta volumen final de 50ml. Después se centrifugó durante 10 

minutos a 1200rpm y se descarto el sobrenadante. El pellet de células se resuspendió en 1.8ml de 

Buffer de Resuspensión. La muestra se incubó durante 10 minutos  a 37ºC en un baño, luego del 

cual se agregaron 16ul de NaCl 9%. Este procedimiento se repitió una vez más luego de la cual se 

agregaron 16ul de NaCl 9% y  se incubo durante 30 minutos en un baño con agitación. Después se 

agregaron 1.8ml de buffer T1 y 48ul de NaCl 9%. La muestra se sembró sobre una preparación que 

contiene dos densidades diferentes de Percoll, llamados P50 y P40. Se centrifugó durante 20 

minutos a 1640 rpm a 4ºC.  Se retiró el halo y se lavaron las células con RPMI 10 min a 1200-

1500 rpm.  La viabilidad de los monocitos, >96% fue determinada mediante el recuento con 

Tripan blue, y la presencia de CD14  reveló que la pureza fue mayor al 90%. 

  

 3.5.1.- Diferenciación de Mo a macrófagos ó células dendríticas 

 Mo purificados (1.106 cel/ml) mediante gradiente de Ficoll y Percoll, según lo descripto 

anteriormente, fueron incubados durante 5 días en medio completo suplementado con GM-CSF 

(50ng/ml, Prepotech) + IL-4 (20ng/ml) en placas de 12 wells, para inducir su diferenciación a 

células dendríticas. Luego se levantaron las células; y se marcaron con anticuerpos anti-CD1a 

(marcador de células dendríticas) y CD14 (marcador de Mo) para confirmar que las células hayan 
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adquirido el fenotipo correcto. Por otro lado, se cultivaron Mo en medio completo con GM-CSF 

(50ng/ml, Prepotech) durante 5 días para inducir su diferenciación hacia macrófagos. En ambas 

poblaciones diferenciadas, se analizó mediante citometría de flujo la expresión de CX3CR1. 

 

 3.6.- Cultivo de células. 

- Lineas celulares: 

La línea celular monocítica humana THP1,  se cultivó en medio RPMI 1640 

suplementado con 10% de SFB, 1% de glutamina y 1% de antibiótico-antimicótico (Gibco, 

Invitrogen, Argentina) a 37°C en un ambiente de 5% de CO2. 

 

 - Obtención y cultivo de células endoteliales 

 Las células endoteliales de cordón umbilical humano  (HUVEC) fueron aisladas según el 

método de Jaffe et al (cita). Brevemente, las venas del cordón umbilical fueron canuladas, 

lavadas con PBS1x, y luego incubadas con medio RPMI conteniendo colagenasa tipo IV(5mg/ml, 

GIBCO), durante 20 minutos en estufa a 37ºC con 5%CO2. Después se recogió la suspensión en 

un tubo Falcon con PBS1x al 1% de suero fetal bovino, y se centrifugaron las células durante 10 

minutos a 15000rpm, a 4ºC. Finalmente el pellet se resuspendió en medio RPMI suplementado 

con 20% SFB, heparina (76ug/ml), factor de crecimiento endotelial (50ug/ml; ROCHE),  

antibiótico Streptomicina/penicilina  (1x, GIBCO), piruvato de sodio (1mM) y glutamina (2mM, 

Sigma).Las células aisladas se sembraron y cultivaron en un flask de 25cm2 previamente 

gelatinizado, durante los días necesarios para que llegaran a confluencia. Luego se removieron 

con una solución de tripsina al 1% con EGTA, se lavaron y se sembraron en placas de 96 wells 

previamente gelatinizadas (20.000 células/well/100 µl). Este número de células fue suficiente 

para lograr una Monocapa confluente. Las células HUVEC se utilizaron entre el primer y tercer 

pasaje.   

 

 - Obtención y cultivo de  células epiteliales 

 Las células  epiteliales de túbulo renal humano, HRTEC (human renal tubular epithelial 

cells), fueron obtenidas a partir de biopsias de riñón provenientes de pacientes adultos, que 

sufrieron nefrectomía debido a carcinoma renal, en la unidad de Urología, Hospital de Clínicas 

“José de San Martin, Buenos Aires Argentina. La remoción  de una parte de tejido del riñón con 

fines científicos, fue aprobada por el Comité de Ética de la Universidad de Buenos Aires. La 

corteza fue diseccionada de la médula renal y los cultivos primarios de HRTEC fueron realizados 

según bibliografía 163
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 Brevemente, los fragmentos corticales fueron incubados durante 1 hora a 37ºC en un 

buffer conteniendo 0.1% colagenasa tipo I (Sigma Chemical). Las células fueron lavadas, 

centrifugadas y resuspendidas en Medio RPMI suplementado con 10% SFB (GIBCO), 2mM L-

glutamina y 100U/ml penicilina/streptomicina. Las células se cultivaron a confluencia, luego se 

tripsinizaron, se lavaron con PBS1x estéril y se congelaron en Suero fetal de ternero al 5% hasta 

su uso.  Para los experimentos las células se resuspendieron en medio completo con 1% de Factor 

de Crecimiento endotelial (Sigma) en flask de 25cm2 hasta llegar a confluencia. Las HRTEC se 

utilizaron entre el segundo y quinto pasaje para los ensayos experimentales. Para los ensayos 

experimentales se tripsinizaron, se lavaron y se sembraron en placas de 96wells, a una 

concentración de 10.000 células/well, en medio completo al 1% SFB (condiciones de arresto 

celular) 

 

 3.7.- Recuento y fórmula de leucocitos de sangre periférica 

El recuento total de leucocitos fue determinado en una cámara de Neubauer luego de 

diluir la sangre en una solución de 2% de ácido acético. Este porcentaje fue confirmado por 

citometría de flujo. 

 

 3.8- Citometría de flujo 

 

3.8.1.-Evaluación de la expresión de diferentes moléculas en la superficie celular 

La medición de la expresión en membrana de los marcadores de monocitos se realizó por 

inmunofluorescencia directa en un citómetro de flujo. 

La expresión de los marcadores CD14, CD62L, CD3, CD56 y CX3CR1 en células de 

pacientes con D+SUH y los distintos grupos controles se realizó por inmunofluorescencia directa 

por citometría de flujo incubando 100 µl de sangre entera con los anticuerpos específicos 30 min 

a temperatura ambiente. Los controles de isotipo se ensayaron en paralelo. Luego de la 

incubación, los eritrocitos se lisaron usando la solución de lisis FACS (Becton Dickinson, 

Immunocytometry System, San Jose, CA) y luego de dos lavados las células se resuspendieron en  

0.3 µl de ISOFLOW. La fluorescencia se midió en el citómetro de flujo y el análisis se realizó en 

100000 eventos para cada muestra.  

 Para la marcación de superficie en monocitos purificados, a partir de sangre de dadores 

sanos, las  células lavadas con PBS se incubaron con los Ac (3x105 células) por 30 min a 4°C. 

Luego de dos lavados con PBS las células se resuspendieron en 0.4 ml de ISOFLOW 

(International Link, S.A., Buenos Aires, Argentina) y la fluorescencia se midió en un citómetro 
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de flujo Beckton Dickinson FACScan. El análisis se realizó sobre 10000 eventos para cada 

muestra utilizando el programa Cell Quest (Becton Dickinson). 

 

Para la medición de CX3CR1 expresado en membrana ó total, mediante 

inmunofluorescencia indirecta, se utilizó el anticuerpo IgG anti-CX3CR1 humano, hecho en 

conejo (Torrey Pines Biolabs, Inc, East Orange, USA) y luego un anticuerpo secundario acoplado 

a FITC (Sigma-Aldrich, USA). Brevemente, la expresión total fue determinada en células 

previamente fijadas con parafolmadheido y luego permeabilizadas con Permeabilizing Solution2 

(Becton Dickinson, CA, USA) durante 10 minutos a temperatura ambiente. La expresión en 

membrana fue analizada en células sin permeabilizar. La expresión intracelular fue determinada 

como la diferencia entre la expresión total la de superficie. La fluorescencia especifica de 

CX3CR1 fue corregida con el background, determinado como el  binding inespecífico del 

anticuerpo secundario. La fluorescencia se midió también en el Becton Dickinson FACScan. El 

análisis se realizo en  10000 eventos de cada muestra, utlizando el programa Cell Quest. Los 

monocitos fueron identificados por forward-side scatter y la presencia de CD14  

  

3.8.2.-Evaluación de la movilización de calcio intracelular [Ca
2+

]i Marcación de 

células con Fluo-3AM. 

Los cambios en los niveles de [Ca2+]i  fueron evaluados empleando Fluo 3-acetometil ester 

(AM) (Sigma, St Louis). Se trata de un compuesto que interacciona con Ca2+ libre intracelular 

([Ca2+]i) y una vez que es hidrolizado por las esterasas intracelulares permanece dentro de la 

célula. Ello permite el monitoreo de cambios en los niveles de [Ca2+]i con posterioridad a un 

estímulo dado.  

El Fluo 3-AM atraviesa la membrana plasmática y la acción de las esterasas lo tornan 

irreversiblemente impermeable. La suspensión de monocitos fue marcada según se lo descripto 

previamente (Merrit et al, 1990). Brevemente, llos Mo en una concentración de 5x106 cél./ml 

fueron incubados con Fluo 3-AM 4µM en PBS durante 30 min. a 370C. Posteriormente, las 

células fueron lavadas 3 veces y resuspendidas en una concentración final 5x105 cél./ ml. en 

MCC. Las células permanecieron a 37ºC hasta su estimulación donde alícuotas de 500µl fueron 

tratadas con diferentes concentraciones de fractalquina soluble (CX3CL1s), fMLP (10-7M), ó 

ionomicina (10µg/ml) y la fluorescencia intracelular monitoreada por citometría de flujo.  
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 3.8.3.-Análisis de los datos obtenidos. 

Todo incremento en el valor de fluorescencia celular fue interpretado como un aumento de 

los niveles [Ca2+]i. Así, se evaluaron los valores de intensidad de fluorescencia celular antes (valor 

basal) y después del estímulo  

Para el análisis de los datos obtenidos, se realizó un dot plot: Fl1 vs. tiempo, donde se 

registra la intensidad de fluorescencia de cada Monocito en el momento en que es impactado por el 

rayo láser del citómetro de flujo.  

Para establecer el valor de fluorescencia basal, se realizaron histogramas de intensidad de 

fluorescencia de los MNC no estimulados y posteriormente se estableció un marker que abarcara el 

97% de dichas células. Así, los monocitos que incrementaron su fluorescencia en valores superiores 

al delimitado por el marker fueron consideradas como respondedores. 

 

3.8.4.-Evaluación de la apoptosis por incorporación de Ioduro de Propidio y 

Anexina. 

El porcentaje de células apoptoticas fue determinado luego de la incubación con Ioduro de 

Propidio  (IP, 50 µg/ml)(Sigma)  y Anexina V-FITC (Sigma). Luego se cuantifico mediante 

citometría de flujo  

 

 3.9.-Western Blot de lisados celulares y ensayos de actividad quinasa. 

 Para cada condición, se utilizaron 1x106 cel/ml de monocitos. Luego del tratamiento 

experimental, se lavaron las células con PBS y se lisaron utilizando 0.650ml de solución de RIPA 

modificada en constante agitación durante 20 min a 40C. Los lisados fueron centrifugados durante 

15 min a 14,00xg. Se determinó la concentración de proteínas utilizando un ensayo de Bradford 

(Pierce, Rockford, IL). Luego los sobrenadantes fueron preparados para un SDS-PAGE en 

condiciones reductoras. 

El SDS PAGE se corrió en minigeles al 10% acrilamida-bisacrilamida usando soluciones 

stándard de Tris-Glicina. Se transfirieron las proteínas a una membrana de PVDF (Bio-Rad, 

Hercules, CA) durante 1,5 h a 300mA y luego se bloqueó dicha membrana con PBS  10% de 

leche descremada durante 1 h. La membrana fue probada con el primer anticuerpo en PBS 0.4% 

BSA o en PBS 1% leche descremada, durante toda la noche. Luego de lavar la membrana tres 

veces con PBS-0.2% Tween-20, se incubó la misma con el segundo anticuerpo anti IgG de 

conejo o anti-IgG de ratón conjugado con peroxidasa de rabanito (HRP) (Amersham, Aylesbury, 

UK). La inmunoreactividad fue detectada utilizando un sistema denominado ECL (Pierce).  
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 3.10.-Análisis estadístico de los datos obtenidos. 

  Para el análisis estadístico de los datos de pacientes, la significación  estadística se 

calculó utilizando el test utilizando el test Mann-Whitney U. Para los experimentos  con células 

endoteliales, epiteliales y monocitos in vitro  se utilizó el test paramétrico t-pareado; p<0.05 fue 

considerado significativo 
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 4.1.-EXPRESIÓ+ DE CX3CR1 E+ LEUCOCITOS CIRCULA+TES DE  PACIE+TES 

CO+ SUH. 

  

 4.1.1.- CLASIFICACIÓ+ DE LOS GRUPOS CLÍ+ICOS ESTUDIADOS. 

 
 Comenzamos el estudio de la expresión de CX3CR1 en  distintas subpoblaciones 

leucocitarias en pacientes con SUH y en tres grupos controles:  niños sanos (S) admitidos para 

cirugías de rutina no relacionadas con procesos infecciosos, con parámetros hematológicos y renales 

normales; Urémicos (U) con daño renal agudo y concentraciones elevadas de urea y creatinina en 

suero (los niveles séricos de urea y creatinina se encontraban entre 13.2 a 29.3 mmol/L y 132.6 a 

539.2 µmol/L, respectivamente);  Infectados (I) con neutrofilia, por estar cursando alguna infección 

aguda no relacionada con el D+SUH. Sus niveles de leucocitos periféricos se encontraban entre 12 y 

40x109 células/L, y el porcentaje de PMNs era mayor del 75%. El recuento plaquetario, urea, 

creatinina y hematocrito se encontraban entre los valores normales. Las edades de los niños de cada 

grupo, estaban comprendidas entre los 6 meses y 10 años. A continuación se muestra en la Tabla 1, 

los datos de recuento de leucocitos circulantes para cada grupo clínico: 

 

 

Tabla 1: +úmero absoluto de leucocitos circulantes en los diferentes grupos clínicos. Los datos están 

expresados como la media±DE. 
*
p<0.05, 

**
p<0.005, 

***
p<0.0001, cualquier grupo comparado con los 

sanos; 
#
 p<0.01, 

##
 p<0.005, comparado con los SUH. Los estudios realizados en células �atural Killer 

(�K), se realizaron en un menor número de pacientes: Sanos (n=18), SUH (n=16), U (n=9) e I (n=8). 

 

  

 

 
Sanos 
(n=21) 

SUH 
(n=31) 

U 
(n=20) 

I 
(n=17) 

Leucocitos (x 109/L) 8.55±2.71 17.06±6.65*** 12.35±5.42 20.56±11.87*** 

% Monocitos 4.8±1.73 7.3±3.3*** 6.6±3.1*# 7.8±2.8*** 

Monocitos (x 109/L) 0.40±0.23 1.26±0.77*** 0.70±0.0.39** 1.50±1.27*** 

Linfocitos (x109/L) 3.26±1.22 5.14± 2.42** 3.20±1.46## 4.97±5.00 

NK (x 109/L) 0.29±0.16 0.20±0.05 0.30±0.06 0.64±0.26 

NKdim  (x 109/L) 0.18±0.12 0.09±0.08* 0.22±0.09 0.55±0.60 

NKbrigth  (x 109/L) 0.02±0.02 0.04±0.03 0.02±0.01 0.04±0.02 
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4.1.2.- DISTI+TAS POBLACIO+ES DE LEUCOCITOS QUE  EXPRESA+ CX3CR1.  

 

 En principio, se identificaron las distintas  poblaciones de leucocitos circulantes en  sangre. 

Para esto, se analizó una muestra de sangre periférica de un niño sano, mediante  citometría de flujo 

y se identificaron las subpoblaciones según los parámetros de SSC (complejidad) y FSC (tamaño). 

(Figura 1A)  

 Luego, se analizó la expresión de CX3CR1 en las distintas subpoblaciones de leucocitos. En 

la Figura 1B se observa un ejemplo representativo de un niño sano,  donde sólo las poblaciones 

correspondientes a Mo y NK expresan este receptor, coincidentemente con lo reportado en 

bibliografía. Para ello, se realizó una marcación en muestras de sangre entera con un anticuerpo anti-

CX3CR1-FITC, y se analizó el SSC (complejidad) vs. la fluorescencia (FL-1). En los niños sanos, 

las poblaciones de mononucleares (MNC) expresan  CX3CR1, mientras que los neutrófilos 

polimorfonucleares (PMN) resultaron negativos (Figura 1B), según lo descrito anteriormente. 126,140. 

Sin embargo, en los niños con SUH, se observó que el porcentaje de leucocitos CX3CR1+ estaba 

significativamente disminuido (Figura 1C y D). Esta alteración sólo se observó en el grupo de niños 

con SUH, mientras que los otros grupos mantuvieron la expresión de  dicho receptor (Figura 1D). 
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Figura 1: Expresión de CX3CR1 en sangre entera 
Se realizó una marcación con un anticuerpo anti-CX3CR1 FITC, en sangre entera de niños sanos (n=10), 

SUH (n=19), Infectados  (n=10) y Urémicos (n=14). Luego se analizaron las muestras por citometría de 

flujo, según materiales y métodos. A) Grafico de puntos representativo, según  FSC vs SSC, donde se 

observan las típicas poblaciones de leucocitos circulantes. Gráficos de puntos representativos de  FSC vs 
fluorescencia de FITC de B) un niño sano y C) un niño con SUH, mostrando la expresión de CX3CR1 en 

la población de mononucleares. Se muestra el correspondiente control de isotipo. D) Porcentaje de 

células mononucleares positivas para la expresión de CX3CR1
+
 para cada grupo clínico. Los resultados 

se expresan como el promedio± ES. **p<0.001 comparado con todos los grupos clínicos utilizando el test 

Mann-Whitney U. 

  

 A continuación, se investigó en detalle la expresión de CX3CR1 en las distintas 

subpoblaciones que en condiciones normales poseen este receptor, en principio los monocitos y 

luego las células NK. 

 

 

4.1.3.- EXPRESIÓ+ DE CX3CR1 E+ LAS DISTI+TAS SUBPOBLACIO+ES DE 

MO+OCITOS PERIFÉRICOS. 

 

 Anteriormente, se  ha demostrado  la heterogeneidad de los monocitos 112,164con respecto a 

la expresión de las moléculas CD14 y CD16, lo cual permite identificar distintas subpoblaciones 

monocíticas con diferentes características funcionales.  Con la idea de analizar la expresión de 

CX3CR1 en las subpoblaciones de monocitos circulantes, se incubaron muestras de sangre periférica 

con  anticuerpos dirigidos contra los distintos marcadores fenotipicos. Como se observa en la 

Figura 2A, se definieron cuatro subpoblaciones de monocitos CD14+ de acuerdo a los niveles de 

expresión de CD16 y CX3CR1: CX3CR1+/CD16-; CX3CR1+/CD16+ (Doble positivo); CX3CR1-

/CD16+ y CX3CR1-/CD16- (Doble negativo). En los niños sanos, la mayoría de los monocitos 

periféricos son “clásicos” CX3CR1+/CD16- (≈78%), mientras que las otras subpoblaciones 

representan menos del 15% de las células. Los niños con SUH, mostraron una pérdida 

significativa (≈ 45%) de la subpoblación clásica de monocitos CX3CR1+/CD16-, acompañada 

simultáneamente por un aumento de las otras subpoblaciones (Figura 2B).   
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 De manera similar, se observó en los Infectados (I), una disminución del porcentaje de 

monocitos CX3CR1+/CD16- (≈62%), junto con un aumento de las células doble positivas ó 

negativas. Los Urémicos (U) presentaron proporciones de cada subpoblación semejante a los 

niños sanos. 

 Sin embargo las anormalidades observadas en los I, fueron menos marcadas que en los 

niños con SUH, haciendo a éste ultimo grupo significativamente diferente de todos los grupos 

estudiados. (Figura 2B). Además, los niños con SUH poseen un fenotipo único cuando se analiza 

la totalidad de los Mo CX3CR1+, mostrando una pérdida significativa del  porcentaje de esta 

subpoblación (Mo CX3CR1+: sanos=84.6± 2.7%, n=22; SUH= 55.5±4.0%, n=31*; U= 

79.0±4.3%, n=20; I=83.3±1.9%, n=17, *p<0.0001 comparado con los otros grupos clínicos).  

 En la Figura 2C se muestra que la distribución de Mo circulantes, dentro de los cuatro 

subpoblaciones, también fue diferente en número absoluto. Los I y los niños con SUH, mostraron 

un aumento en el recuento total de monocitos (Tabla 1). Sin embargo, el número de Mo clasicos 

(CX3CR1+/CD16-) está aumentado en los I, pero conservado en los SUH, quienes poseen 

alternativamente un aumento del  número de Mo doble positivos y doble negativos (Figura 2C). 

 Por último y coincidentemente con otros reportes, realizados en adultos sanos 112,113 

notamos que todos los grupos clínicos mostraron mayor expresión de CX3CR1 en los Mo CD16+ 

que en los CD16- (p<0.0001). Sin embargo, los Mo de niños con SUH, mostraron una 

disminución significativa de la expresión por célula expresada como la intensidad media de 

fluorescencia (IMF) de CX3CR1, tanto en la subpoblación de Mo CD16+: (IMF CX3CR1 Sanos= 

115.2±11.1, n= 10; SUH= 71.3±9.3, n=19; p<0.005), como dentro de los Mo CD16-: 

(Sanos=48.1±5.2; SUH= 38.1±3.9, p<0.05). 
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  B) 

 

 

 

 

 

   

 

   

  C) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2: Expresión de CX3CR1 en monocitos periféricos de los distintos  grupos clínicos  
Se marcaron células de sangre entera de niños sanos (n=10); con SUH (n=19), Uremicos (n=14) e 

Infectados (n=10), con anticuerpos anti-CD14-PECy5, anti-CD16-PE y anti-CX3CR1-FITC, luego se 

evaluaron los marcadores por citometría de flujo. Las subpoblaciones de Mo se definieron de acuerdo a 

la expresión de CD14, y luego a la presencia de CX3CR1 y CD16. A) Graficos de puntos  representativos 

de un niño de cada grupo, donde se muestra la expresión de CX3CR1 y CD16 en los monocitos CD14
+
. B) 

Se definieron cuatro subpoblaciones, de acuerdo a la expresión en membrana de CX3CR1 y CD16. Cada 

barra representa el promedio ± ES del porcentaje de células de cada subpoblación en los distintos grupos 

clínicos. C) Cada barra representa el promedio ± ES del número absoluto de células para cada 

subpoblación de Mo, en los distintos grupos. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005 diferente comparado con 

los niños sanos y urémicos; # p<0.05 comparado con los SUH. 

 

 4.1.4.- EXPRESIÓ+ DE CX3CR1 Y DE LA SELECTI+A CD62L E+ MO+OCITOS 

PERIFÉRICOS. 

 

 Las subpoblaciones de Mo también difieren en la expresión de la molécula de adhesión 

CD62L 112
. Por este motivo, se caracterizaron los monocitos midiendo la expresión de CD62L 

junto con CX3CR1 dentro de la región de leucocitos con expresión de CD14, marcador fenotípico 

de los monocitos.  

 La mayoría de los monocitos circulantes (Mo CX3CR1+/CD16-) en los niños sanos, 

también expresan la selectina CD62L112. El análisis comparativo, mostró una reducción 

significativa de la población doble positiva (CX3CR1+/CD62L+) en los niños con SUH (Figura 
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3A). Esto podría deberse a la pérdida de expresión de CX3CR1, ya que el porcentaje total de 

células CD62L+ se encuentra conservado (sanos=77,0±5,0 %, n=11; SUH= 86,9±1,6%; n=13, ns). 

Por otro lado,  se encontró que la subpoblación de células CX3CR1-/CD62L+ estaba 

significativamente aumentada (Figura 3A).  Al comparar el  fenotipo de los Mo, con los otros 

grupos clínicos (Sanos, I y U) se observó que los  U e I, tenían una distribución similar a los 

Sanos; además los porcentajes de cada subpoblación de Mo en el grupo de I fueron 

significativamente distintos a los SUH (Figura 3A).  

 La expresión por célula ó intensidad media de fluorescencia (IMF) de CD62L, está 

reducida en los pacientes con SUH tanto en la población doble positiva (CX3CR1+/CD62L+) 

como en las células CX3CR1-/CD62L+; (Figura 3B). Esto indicaría que el CD62L fue clivado ó 

down-regulado. 
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  C) 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 3: Expresión de CX3CR1 y CD62L en monocitos periféricos de los diferentes grupos clínicos.  
Se analizó la expresión de  CD14, CD62L y  CX3CR1 por Citometría de flujo, en muestras de sangre 

entera de niños sanos (n=11), con SUH (n=13), Uremicos (n=6) e Infectados (n=11). Se definieron las 

subpoblaciones de Mo, analizando la expresión de CX3CR1 y CD62L dentro de las células CD14
+
. A) 

Graficos de puntos representativos de un niño de cada grupo, mostrando la expresión de CX3CR1 y 

CD62L dentro de los Mo CD14+. B) Se definieron cuatro subpoblaciones de Mo, de acuerdo a la 

expresión de  CX3CR1 y  CD62L. Cada barra representa el promedio±ES del porcentaje de células en 

cada subpoblación. C) Cada barra representa el promedio ± ES de la intensidad media de fluorescencia 
(IMF) de  CX3CR1 y CD62L en cada subpoblación de monocitos definidos en A). *p<0.05, **p<0.01, *** 

p<0.001 estadísticamente significativo comparado con los Sanos.  #p<0.05, ##p< 0.01 y ###p<0.001 

comparado con los niños con SUH. 

 

 

 

 4.1.5.- EXPRESIÓ+ DE CX3CR1 E+ CÉLULAS +K.  

 

 Otra de las subpoblaciones de leucocitos que expresan CX3CR1, son las  células NK 

(CD56+CD3-) y NKT (CD56+CD3+). Dentro de las NK existen dos subsets, uno con nivel de 

expresión media de la molécula CD56, acompañado de la expresión de CD16 (CD56dimCD16+) y 

otro con mayor expresión de CD56 (NK CD56brightCD16-). Además  existen las células NK-T 

(CD56+CD3+).  Tanto la células NK CD56dim y aproximadamente el 50% de las NKT, pueden 

migrar hacia la CX3CL1 soluble. Por lo cual, se analizó el porcentaje de dichas células dentro de la 

población linfocitaria, mediante citometría de flujo utilizando tres anticuerpos: anti-CD3-PECy5, 

anti-CD56-PE y anti-CX3CR1-FITC. Como se observa en la Figura 4, los niños con SUH 

mostraron una disminución del porcentaje de células NK comparado con los otros grupos clínicos 

(Figura 4A y 4B). Sin embargo, no se observaron cambios en  el número absoluto de células NK 

circulantes (Tabla 1). 
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Figura 4: Análisis de  células +K en sangre entera de los distintos grupos clínicos 
Se analizó la expresión de CD3 y CD56 mediante Citometría de flujo, en sangre entera de niños Sanos 

(n=16), con SUH (n=14), Uremicos (n=5) e Infectados (n=6) A) Graficos de puntos representativos 

donde se observa la subpoblación de células �K (CD3
-
CD56

+
) y �KT (CD3

+
CD56

+
), dentro del regionde 

linfocitos, para  cada grupo clínico. B) Cada barra representa el promedio ± ES de células �K  (CD3-

CD56
+
) dentro de los linfocitos. 

   

 La población de células NK, puede dividirse en dos subpoblaciones CD56dim y CD56bright. 

El primero es el más abundante, con baja expresión de CD56,  y positivo para CD16 

(CD56dimCD16+)165 y CX3CR1166; mientras que el subpoblación de células NK CD56bright , no 

expresan CD16 ni CX3CR1166.  Como se observa en la Figura 5 el porcentaje de células CD56dim, 

e incluso el número absoluto (Tabla 1), está significativamente  disminuido en los niños con SUH 

comparado con los otros grupos clínicos; en cambio no se observaron variaciones en las células 

CD56bright. La disminución selectiva del subpoblación CD56dim, también pudo observarse 

analizando la relación CD56dim/CD56bright: S: 10.0±2.0 (n=14); SUH: 4.5±1.3 (n=7); U: 

10.8±2.5(n=6); I: 11.0±4.3(n=6); p<0.05, SUH comparado con sanos. Por último, se observó una 

disminución significativa de la población NK-T (CD3+CD56+) sólo en los niños con SUH, tanto 

en el porcentaje (S=2.0±0.4% (n=14); HUS=0.2±0.8% (n=9); p<0.0015) como en el número 

absoluto (sanos=61.7± 8.7 (x106células/L); SUH= 16.±5.7 (x106cel/L) n=8/grupo, p<0.001). 
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Además, dentro del subpoblación de NK-T, el porcentaje de células CX3CR1+, está reducido en 

los pacientes con SUH (sanos=57.0 ± 5.1%, n=14 vs SUH=33.6 ± 7.7, n=9, p<0.05). 
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Figura 5: Análisis de los subpoblaciones de células +K, en los diferentes grupos clínicos. 
Se marcó con anticuerpos anti-CD3-PECy5, anti-CD56-PE y anti-CX3CR1-FITC en sangre entera de 

niños Sanos (n=16), con SUH (n=14), Uremicos (n=5) e Infectados(n=6), y se  analizó por citometría de 

flujo.  A) Gráficos de puntos representativos de un niño Sano ó con SUH, donde se muestra la expresión 

de CX3CR1 dentro de los subpoblaciones de células �K (CD56+ CD3-): CD56dim y  CD56bright El valor en 

cada cuadrante,  representa el porcentaje relativo con respecto al numero total de células �K. B) Cada 

barra representa el porcentaje de células �K CD56dim relativo al número total de leucocitos, expresado 

como el promedio± ES para cada grupo clínico: niños Sanos (n=16); con SUH (n=14), Urémicos (n=5) e 

Infectados (n=6). C) Cada barra muestra el el porcentaje de células �K CD56
bright 

relativo  al numero 

total de linfocitos, expresado como el promedio±ES, dentro de cada grupo clínico: niños sanos (n=18), 
con SUH (n=16), Urémicos (n=9) e Infectados (n=8). *p<0.05 comparado con Sanos; **p<0.005 

comparado con Sanos y  0.05 comparado con Infectados. 
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 Para investigar si la disminución de las células NK CD56dim y NK-T podría deberse a la 

muerte celular, por señales presentes en la sangre de los niños con SUH, se analizó la capacidad 

del plasma de inducir apoptosis en NK y NK-T. Para ello, se aislaron monocitos periféricos de 

dadores adultos sanos y se incubaron con plasma (80%)  de niños sanos ó con SUH, durante toda 

la noche. Luego se marcó con anticuerpos anti-CD56-PE y anti-CD3-PECy5 para identificar la 

población celular y con anexina V-FITC para detectar las células apoptóticas, según lo descrito 
167. No se observó ningún aumento significativo en la apoptosis, luego del cultivo en plasma de 

pacientes (datos no mostrados). Tampoco se observaron cambios en la apoptosis en presencia de 

10-6 M ó de 10-8 M de Stx2 (datos no mostrados). 

 

4.1.6.- DETECCIÓ+ DE CÉLULAS CX3CR1+ E+ CORTES DE RIÑÓ+ DE 

PACIE+TES CO+ SUH. 

 

 Se analizó la presencia de macrófagos mediante la detección de uno de sus marcadores 

específicos: macrosialina (CD68) y también la presencia de células CX3CR1+ en cortes 

histológicos de riñón provenientes de pacientes con SUH y de varios grupos controles, mediante 

inmunohistoquímica realizando marcación simple. En la Tabla 2, se muestra el  número de 

macrófagos infiltrados CD68+  ó de células CX3CR1+ por glomérulo, presentes en cortes 

histológicos de muestras de riñón de niños sanos ó pacientes con SUH post diarrea, SUH Atípico, 

rechazo agudo por trasplante, Lupus sistémico ó enfermedad de Henoch-Schönlein. En paralelo 

se observó en la zona glomerular,  la presencia de  neutrófilos  (CD68- y CX3CR1-; datos no 

mostrados) y de algunos macrófagos y/ó linfocitos en los túbulos de los cortes de SUH. A 

continuación,  en la  Figura 6, se muestran secciones seleccionadas en los niños sanos, con SUH 

típico ó atípico. 
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Figura 6. Inmunohistoquímica de biopsias renales.  
Se muestran cortes con marcación simple  para CD68 (A,C,E) y para  CX3CR1 (B,D,F). La 

inmunohistoquímica se realizo en cortes de riñón de niños sanos (A, B), de niños con SUH (C, D), y de 

niños con SUH atípico, debido a la deficiencia de factor H (E, F). La figura muestra la presencia de 

CD68 (flechas) y de  células CX3CR1+ dentro del glomérulo preveniente de niños con ambos tipos de 

SUH. Aumento original: x400 (A-C, E);  x200 (D, F); y x1000 en el panel E insertado (muestra 

macrófagos CD68
+
). Las imágenes fueron adquiridas utilizando un microscopio  Leica, equipado con 

objetivos 40x/0.65 �A (A-C, E) ó  20x/0.50 �A (D, F) ó con lentes para inmersión de 100x/1.30 �A 

(inserto E). La cámara y el software también pertenecen a Leica (Heidelberg, Germany). 

 
 

 

 

_________________________________________________________________    

 Edad (años)     ∆∆∆∆tiempo (días)
†
     �úmero de células / glomeruli    

                                           CD68
+
      CX3CR1

+
  

_________________________________________________________________ 
Riñón normal  5  -   0  0 

8  -   0  0 
20  -    0  0 
25  -    0   0   

 
SUH post diarrea 0.75  30   1  3 
   2  <7§    3  2 
   2.5  300   3  2 
   3  21    1  4  
   3  7   8  3 
   4  21   2  2 
   6  NR   3  4 
   6  30   2  4 
   6  21§    14  5 
            
SUH Atípico  1  NR   2  10 

   6  NR   2  2 
   7  Crónico  2  5 
   8  Crónico   NR  8 
   8  <7   5  15 
   8  <7   3  8 

16  Crónico¶  1  0 
 
Rechazo agudo 3     2  3 

 
Lupus sistémico 12     7  10 

   16     10  8  
 

Henoch-Schönlein 6     26  36 
   8     4  2 
 
 
Tabla 2: Inmunohistoquímica de biopsias renales.  
† 

Se refiere al número de días entre el comienzo del SUH y la biopsia renal. 
§
 �ecrosis Cortical. 

¶ 

Reaparición luego del trasplante. �R: �o realizado. 
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 4.1.7.-  PARÁMETROS EVALUADOS E+ LOS PACIE+TES CO+ SUH.   

  CORRELACIO+ES  

  

 Retrospectivamente, los pacientes fueron categorizados en tres clases según sus parámetros 

clínicos y bioquímicas, de acuerdo al criterio de Gianantonio 6.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Tabla 3: Datos Clínicos y bioquímicos de los pacientes con SUH. 
Los pacientes fueron clasificados en casos leves  (Grado I: sin anuria), casos moderados  (Grado II: 

menos de 7 días de anuria), ó casos severos  (Grado III: más de 7 días de anuria). Los datos representan 
la media ± SD.  * Días desde el inicio de la diarrea: se refiere al número de días entre el inicio de la 

diarrea y la recolección de la muestra de sangre. 

 

  

 Correlaciones  

 Seguidamente a los resultados mostrados, se analizó la existencia de correlaciones entre 

las alteraciones inmunológicas encontradas en los niños con SUH y el  grado de severidad, tal 

como se observa en la Tabla 4.  

 Se encontró correlación negativa entre la severidad de la enfermedad y el porcentaje total 

de Mo circulantes CX3CR1+. Entre las subpoblaciones de Mo, la severidad de los pacientes con 

SUH tuvo correlación  negativa con el porcentaje de células  CX3CR1+/CD62L+ ( r= -0.67,  p= 

0.0096, n=13). O sea aquellos niños que tuvieron mayor compromiso renal presentaron una 

                                          
                                                        Severidad de la disfunción renal  

 
 

Grado I 

(n=9) 

Grado II 

(n=13) 

Grado III 

(n=9) 

Parámetros generales 
Edad (meses) 

 
Duración de la diarrea (días) 

 

Parámetros sanguíneos y renales 
 

Plaquetas (x109/L) 
 

Hematocrito 
 

Urea (mmol/L) 
 

Creatinina (µmol/L) 
 

Días desde el inicio de la diarrea* 

 
31.0±23.2 

 
5.0±3.6 

 
 
 

98.9±123.5 
 

22.0±3.0 
 

20.1±14 
 

195±167 
 

5.5±1.9 
 

 
42.4±36.3 

 
1.8±0.6 

 
 
 

67.6±28.2 
 

21.0±5.1 
 

28.6±14.8 
 

292±211 
 

5.4±4.4 
 

 
40.3±33.5 

 
3.2±0.9 

 
 
 

49.3±21.1 
 

20.1±5.5 
 

37.8±27.5 
 

617±297 
 

7.0±8.4 
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disminución más marcada en la subpoblación de Mo “clásica” en los niños Sanos. En paralelo, se 

observó correlación positiva entre la severidad y el porcentaje de células que perdieron el 

CX3CR1  (r=0.60, p=0.027, n=13).  

 

 También se notó que la expresión de CD62L en ambas subpoblaciones de Mo, CX3CR1+ y 

CX3CR1-, correlaciona de forma negativa con la severidad  (r= -0.62, p=0.022; y r= -0.56, 

p=0.045,  n=13 para ambos), lo cual significa que se acentúa la perdida de CD62L al aumentar el 

compromiso renal. No se observó ninguna correlación con el porcentaje de células NK. 

 

 
 

 
Tabla 4: Correlaciones. Los datos fueron analizados mediante el test Mann Whitney. *<p0.05; 
**<p0.005, ***<p0.0005 comparado con los Sanos. Las correlaciones entre los datos inmunológicos y 

clínicos fueron analizada con el test no paramétrico Spearman 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SUH 

 

Parámetros 

 

Sanos 

I II III 

 

Correlación 

%Mo CX3CR1+ 

 

84.5± 2.7 60.7±8.8 68.7±10.6 34.7±8.8* r= -0.4 

p=0.017 

%Mo 

CX3CR1+CD62L+ 

65.4  4.5 65.4 ± 4.5 53.6±  6.2 58.1± 9** r= -0.67 

p=0.001 

%Mo  

CX3CR1-CD62L+ 

12.2± 4.5 35.3± 4.1* 28.7± 12.3 55.5± 7.3*** r= 0.6  

p=0.027 

IMF CD62L 

(en CX3CR1+CD62L+) 

217.4± 31.6 303.5± 5.1 136.8±  9 94.4± 26.5** r= -0.56 

p=0.045 

IMF CD62L 

(en  CX3CR1-CD62L+) 

432.7± 64.2 432.7±64.5 329.4± 29.8 262.7±41.2** r= -0.62 

p=0.022 
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 Hasta la actualidad, aun no se conoce como la Stx alcanza su órgano blanco. Conocer ese 

mecanismo, seria de mucha utilidad para el desarrollo de nuevas estrategias preventivas ó 

terapéuticas de la enfermedad. El receptor específico de Stx, Gb3, se encuentra presente en 

endotelio y epitelio renal. Tambien se ha identificado una variante del receptor presente en  

células del sistema inmune como el Mo 20,27,168
. Por eso se ha propuesto que el Mo, podría  actuar 

como transportador ó células “carrier” de la toxina. 1.   

 Por otro lado, se ha demostrado que los Mo/macrófagos contribuyen al daño endotelial ó 

epitelial, durante enfermedades renales mediante la producción de enzimas proteolíticas, 

citoquinas y factores de crecimiento como la IL1, TNFα, TGFβ. Algunos de estos factores en el 

caso del SUH, sensibilizan al endotelio a los efectos de la Stx, mientras otros actúan como 

efectores directos de daño tisular. En otros casos dichos factores inducen la proliferación de 

fibroblastos y la producción de matriz extracelular llevando a la fibrosis. Si bien el mecanismo 

mediante el cual las células mononucleares entran al intersticio no está aún bien identificado, es 

muy probable que factores quimiotácticos y moléculas de adhesión estén involucradas 169.En 

diferentes enfermedades glomerulares se encontró que una de las quimioquinas/molécula de 

adhesión que participa  en la infiltración de células mononucleares,  es la fractalquina.  El 

bloqueo de la interacción de esta molécula con su receptor, mejora la falla renal en modelo 

experimentales de glomerulonefritis 3 

 Teniendo en cuenta estos antecedentes y los resultados presentados, en donde 

demostramos la disminución absoluta y relativa de las poblaciones leucocitarias CX3CR1+ (NK y 

Mo) en sangre periférica en pacientes con SUH, nos planteamos dos hipótesis de trabajo para 

analizar los procesos a través de los cuales los Mo podrían contribuir al daño endotelial/epitelial 

en presencia de la Stx.: 1) que la interacción CX3CL1-CX3CR1, ayudara al ó potenciara el 

reclutamiento de leucocitos CX3CR1+ potencialmente citotóxicos (Mo y NK) en 

endotelios/epitelios injuriados, con alta expresión de CX3CL1. Dentro de esta hipótesis 

consideramos la posibilidad que los MO, sirvieran también como transportadores de la toxina 

Stx. Para esto, como modelo experimental in vitro, se utilizaron cultivos de células endoteliales 

de cordón umbilical humano (HUVEC) y  de células epiteliales renales humanas (HRTEC), Mo 

purificados de dadores voluntarios y Stx1, ya que es una toxina comercial, purificada por HPLC y 

sin trazas de otros contaminantes como LPS, que podrían interferir en los resultados. 2) que a 

través de la activación leucocitaria, en forma directa por la Stx y/ó indirectamente a través de las 

señales de daño que expresa el endotelio/epitelio tras la injuria por la Stx (aumento de moléculas 

de adhesión, quimioquinas, citoquinas, factores protrombóticos), los Mo modulen 

específicamente la expresión de su receptor CX3CR1. Para esto, como modelo experimental in 

vitro, se utilizaron Mo purificados de dadores voluntarios, células de la línea monocítica THP-1 y 
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diversos factores inflamatorios y citoquinas presentes en los pacientes con SUH (LPS, Stx1, TNF, 

IL-10, IFNγ). 

  

 A continuación se mostraran los resultados obtenidos con respecto a la hipótesis 1) y 2) en 

la sección 4.2 y 4.3 respectivamente. 
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4.2-DAÑO E+ E+DOTELIO Y EPITELIO MEDIADO POR LOS MO+OCITOS Y LA Stx1. 
ROL DE LA CX3CL1. 

 

 4.2.1.-   EFECTO CITOTÓXICO DE LA Stx1 Y LOS MO+OCITOS, SOBRE 
 CÉLULAS E+DOTELIALES DE CORDÓ+ UMBILICAL HUMA+O  (HUVEC) 
 

 Las células HUVEC, se  mantuvieron durante 20 hs con Medio RPMI  (basal) ó con TNF-

α (10ng/ml) para inducir la expresión de Gb3, receptor especifico de la Stx, tornándolas de esta 

manera, sensibles a la acción citotóxica de dicha toxina. Paralelamente, dicho estímulo 

inflamatorio induce la expresión de fractalquina anclada a membrana 126. Luego se incubaron con 

Stx1 (50ng/ml) ó con Monocitos(Mo) que habían sido previamente incubados con Medio (Mo) ó 

con Stx1 (Mo(Stx1)) durante 1 h a 37ºC y lavados  dos veces, para eliminar el exceso de toxina 

que no hubiera sido captado por los monocitos. Después de 6 hs, se recogió el sobrenadante para 

evaluar la actividad de la enzima Lactato Deshidrogenasa (LDH) como indicador de daño 

endotelial, y además  las células HUVEC se fijaron y tiñeron con colorante May Grünwald-

Giemsa, para realizar el recuento de las células viables por microcopia óptica. Como se observa 

en la Figura 7 (A y B) si bien la estimulación con TNFα per se,  no afecta la viabilidad del 

endotelio, lo sensibiliza al efecto citotóxico de la Stx1 como de los Mo. Finalmente, los Mo(Stx1) 

incrementaron aún más el daño celular comparado con los Mo basales (Figura 7 B y C). Esto 

podría deberse a que el Mo(Stx1) se activa luego de interaccionar con la toxina y libera factores 

inflamatorios que contribuyen al daño endotelial; ó también puede ser consecuencia del efecto 

directo de Stx1 captada por el Mo (por unión inespecífica ó especifica con su receptor) y liberada 

sobre el endotelio.  

 

A)  
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C) 

 

 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
   
Figura 7: Daño en células HUVEC por acción de la Stx1 y los Mo, luego de 6 hs de tratamiento. 
Se incubaron  las monocapas de células endoteliales (2. 10

4
 células/pozo) con medio sólo o con T�Fα 

(10ng/ml) durante 24hs. Después se trataron las células  con Stx1 (50ng/ml), Mo (2.105) ó Mo(Stx-1) 

durante 6 hs, se recogió el sobrenadante para la medición de LDH y se  fijaron y tiñeron las células 

HUVEC con colorante May Grünwald-Giemsa, para proceder  al recuento del numero de células viables. 
Se contaron tres campos en cada condición experimental, por duplicado. A) Medición de LDH en el 

sobrenadante luego de 6 hs, expresada en U/ml. El detergente Triton fue utilizado como control de 

máxima liberación/actividad  de la enzima. *p<0.05 comparado con T�Fα; t-test pareado (n=3). B) Los 

datos se muestran como el promedio del número de células vivas, relativizado al basal. *p<0.05, 

**p<0.005 comparado con T�Fα; t-test pareado (n=5).C) Fotografías representativas donde se observa 

el daño endotelial en diferentes condiciones (200x)  

 

 

4.2.2.- PAPEL DE LA FRACTALQUI+A E+ EL DAÑO MEDIADO POR LOS 
Mo(Stx1) SOBRE EL E+DOTELIO ACTIVADO.  
 

 Efectos similares y más reproducibles  se obtuvieron al aumentar el tiempo de incubación 

a 20 hs y disminuir la concentración de Stx1 (5ng/ml), por lo cual en adelante, los experimentos 

se realizaron en dichas condiciones. Adicionalmente, para evitar la variabilidad de los Mo entre 

los distintos dadores, se ensayó la línea monocítica THP1, (la cual expresa CX3CR1 

constitutivamente) 

Basal TNF TNF+Stx1 

TNF+Mo(Stx1) TNF+Mo 
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p=0.005

***

p=0.001

 Como se muestra  en la Figura 8 A, se encontró que el daño ejercido por la Stx1, es 

específico ya que se revierte casi totalmente en presencia de anticuerpos neutralizantes anti-

Stx1/Stx2 (Ac, 2µg/ml). Las células THP1 en condiciones basales (THP1) ó preincubadas con 

Stx1 (THP1(Stx1)), se comportaron de manera similar a los Mo produjeron similar daño 

endotelial que los Mo (Figura 8A). Similar fue el efecto cuando los Mo ó las THP1 se incubaron 

con Stx1 a 4ºC, para frenar el metabolismo celular y la posible endocitosis de la toxina, previa a 

la incubación con el endotelio. 

En paralelo, para descartar que los efectos citotóxicos vistos, se debieran a trazas de Stx1 

libre en el medio, se  evalúo el efecto del sobrenadante del lavado de los Mo(Stx1) (Figura 8B). 

Dicho sobrenadante no tuvo ningún efecto tóxico sobre el endotelio sensibilizado con TNFα. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Finalmente, con la idea de investigar si el sistema CX3CL1-CX3CR1 participa en el daño 

endotelial mediado por los Mo(Stx1), se bloqueó esta interacción con CX3CL1 soluble. Para ello 

los Mo preincubados con Medio ó Stx1, se incubaron con CX3CL1 soluble (500ng/ml) durante 30 

minutos en frío, antes de entrar en contacto con el endotelio. En estas condiciones, el daño 

endotelial ejercido en presencia de Mo(Stx1) disminuye significativamente. Por otro lado los 

efectos fueron los mismo en presencia de Mo basales, con ó sin esta quimioquina soluble (Figura 

8B) 

 A) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema:  
Los monocitos cargados con Stx a 4°C 

se incubaron sobre las células target, a 

37°C. Luego de 20 hs se evalúo el daño 

en el endotelio o epitelio. Extraído de 
1
 

 
cytokines 

cytokines 
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 B)  
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Figura 8: El daño mediado por los Mo(Stx1), involucra a la vía de la fractalquina. 
Se trataron las monocapas de células endoteliales (2.10

4
células/pozo) con T�Fα (10ng/ml) durante 24hs 

y luego se incubaron con Stx1 (5ng/ml) ó Mo en diferentes condiciones durante 20hs más, se  fijaron y 

tiñeron las células HUVEC con colorante May Grünwald-Giemsa, para proceder luego al recuento del 

número de células viables. Se contaron tres campos en cada condición experimental, por duplicado. Los 

datos se muestran como el promedio del número de células, relativizado al T�Fα. *p<0.05, **p<0.005, 

***p<0.001 comparado con T�Fα; #p<0.05 comparado con Mo(Stx1); t-test pareado (n=5). Los Mo ó 

Mo(Stx1) se preincubaron  durante 1 h a  A) 37°C ó  B) 4°C. C) Fotografías representativas donde se 

observa el daño endotelial en diferentes condiciones (200x)  

 

 

4.2.3. EFECTO DE LA  Stx1 Y LOS MO+OCITOS SOBRE CÉLULAS EPITELIALES 
DE TÚBULO PROXIMAL DE RIÑO+ (HRTEC) 
 
 Durante el desarrollo del SUH, el epitelio renal, es un blanco que resulta gravemente 

dañado 72. Por eso, se utilizaron células epiteliales de túbulo proximal de riñón (HRTEC) de 

biopsias humanas, para estudiar el efecto de los Mo, Mo(Stx1) y la participación  de la vía  de la 

TNF+Stx1 TNF+Stx1+AcTNF

TNF+Mo TNF+Mo(Stx1) TNF+Mo(Stx1)+Ac

TNF+Mo(Stx1)+
CX3CL1s

TNF+Mo(Stx1)+
CX3CL1s+Ac

TNF+Stx1 TNF+Stx1+AcTNF

TNF+Mo TNF+Mo(Stx1) TNF+Mo(Stx1)+Ac

TNF+Mo(Stx1)+
CX3CL1s

TNF+Mo(Stx1)+
CX3CL1s+Ac
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fractalquina. Las células HRTEC, expresan constitutivamente el Gb3, lo cual las hace sensibles a 

la toxina, de todos modos, se pretrataron con TNFα (10ng/ml) y LPS (1µg/ml) para  inducir la 

expresión de la fractalquina, según reportado en bibliografía 152. Tanto monocitos como células 

THP1, fueron incubados durante 1 h con medio ó con Stx1 (5ng/ml) a 4ºC para permitir la 

adhesión de la Stx1.  

 Como se muestra en la Figura 9A, se observó que mientras el TNF-α per se no afecta la 

viabilidad de las células epiteliales, es evidente la acción citotóxica de la Stx1, de manera 

especifica,  ya que se revierte en presencia de Ac. Si bien, los Mo provocan daño epitelial, éste es 

incrementado aun más cuando los Mo son preincubados con Stx1 (Mo(Stx1)), a 37°C (Figura 

9B) ó a 4°C (Figura 9C). El daño por  Mo(Stx1), disminuyó significativamente en presencia de 

Ac anti Stx ó de CX3CL1 soluble . Las células THP1 actuaron de similar manera, tal como 

sucedió en el caso del endotelio. (Figura 9C). 

 
A)       B)            
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C)   
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 D) 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9: Daño mediado por Stx1 y monocitos en células epiteliales estimuladas con T+Fαααα . 
Las células HRTEC fueron incubadas durante 20 hs con medio (control) ó T�Fα (10 ng/ml). Luego 
fueron tratadas con Stx1 (5ng/ml), Mo ó Mo(Stx1), THP1 ó THP1(Stx1) durante 20 hs y después fijadas 

con colorante May Grünwald-Giemsa, para proceder luego al recuento del número de células viables. Se 

contaron tres campos en cada condición experimental, por duplicado. Los datos se muestran como el 
promedio del número de células, relativizado al control.  *p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001 comparado 

con T�Fα; #p<0.05 comparado con Mo(Stx1) A) Las células epiteliales se incubaron con Medio ó con 

T�Fα (10ng/ml)  junto a Stx1, en presencia o ausencia de Ac. B) Los Mo ó Mo(Stx1) se preincubaron  

durante 1 h a  37°C ó  C) 4°C. D) Fotografías representativas donde se observa el daño epitelial  en 

diferentes condiciones (200x) 

 
  

 

 Otro factor inflamatorio que activa el epitelio, e induce la expresión de CX3CL1 en 

membrana, es el LPS (Lipopolisacárido). Bajo estas condiciones de estimulación ó activación, 

también se observó daño en presencia de Stx1 (Figura 10A), con Mo sin ó con Stx1 a 37°C 

(Figura 10B) ó 4°C (Figura 10C). Los Ac anti Stx ó la incubación con CX3CL1 soluble  lograron 

disminuir el daño, tal como ocurrió  en el epitelio sensibilizado con TNFα.  
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 A)       B)            

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 C)                                   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10: Daño mediado por Stx1 y monocitos en células epiteliales estimuladas con LPS   
Las células HRTEC fueron incubadas durante 20 hs con medio (control) ó LPS (1µg/ml). Luego fueron 

tratadas con Stx1 (5ng/ml), Mo ó Mo(Stx1), THP1 ó THP1(Stx1) durante 20 hs y después fijadas con 

colorante May Grünwald-Giemsa, para proceder luego al recuento del número de células viables. Se 

contaron tres campos en cada condición experimental, por duplicado. Los datos se muestran como el 

promedio del número de células, relativizado al control. *p<0.05 comparado con LPS. 
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4.3. MODULACIÓ+ DE LA  EXPRESIÓ+ DE CX3CR1 E+ MO+OCITOS.  

  

4.3.1- EXPRESIÓ+ DE CX3CR1 E+  MO+OCITOS DURA+TE EL CULTIVO. 

EFECTO DE I+HIBIDORES DE LA SÍ+TESIS PROTEICA. 

 

Se purificaron Mo humanos según lo indicado en materiales y métodos, obteniendo un 

grado de pureza >95% (fenotipo CD14+/CD16-/CX3CR1+). Se analizó la expresión de CD14, 

marcador de la población monocítica, y de CX3CR1, receptor para fractalquina,  después de 0, 4 ó 

20 hs de cultivo.  Se observó una pérdida significativa de CX3CR1  en membrana, mientras que la 

expresión de CD14 se mantenía constante luego de 20hs de cultivo. (Figura 11, A y C).  Para 

descartar que la pérdida de CX3CR1 se debía a ausencia de señales de sobrevida, se trataron los 

Mo con el factor activador de colonias de macrófagos,  GM-CSF (50ng/ml), durante 20hs. En 

dichas condiciones tampoco se logró evitar la disminución de CX3CR1 (%CX3CR1: 

Medio=63.2±4.1; GM=58.5±9.16; %CD14: Medio= 81.3± 8.3; GM=71.1±7.0; n=3)  

 

Luego, con la idea de analizar si la downregulación de CX3CR1, era dependiente  de la 

síntesis proteica, se probaron distintos inhibidores a nivel traduccional como la cicloheximida 

(CHX; 1ug/ml), y a nivel transcripcional como la actinomicina D (ActD; 0.5ug/ml) ó la 

anisomicina (0.1ug/ml). (Figura 11, B y C). Se observó que los inhibidores evitaron la 

downregulación de CX3CR1 durante el cultivo, acompañado de una pérdida significativa de 

CD14 (Figura 11C), indicando que tanto la pérdida de CX3CR1 como la expresión de CD14, son 

dependientes de la síntesis proteica.  En paralelo,  se analizó si la pérdida de CX3CR1 observada 

en los Mo, era consecuencia de la muerte celular, para ello se evaluó la apoptosis mediante 

citometría de flujo. Se observó que aunque los inhibidores, evitaron la pérdida de CX3CR1 

durante el cultivo, también inducen un incremento en el porcentaje de monocitos apoptóticos. 

(Medio= 32%, CHX= 48%; ActD= 44%). 

 

Estos datos sugieren que la ausencia de señales de supervivencia para el Mo durante el 

cultivo, no se asocian a la  down-regulación de CX3CR1. Tampoco así, las señales apoptóticas, ya 

que si bien los inhibidores indujeron mayor apoptosis, en esas condiciones no se observó la 

pérdida del  receptor. 
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Figura 11: La expresión de CX3CR1 en membrana disminuye en  monocitos durante el cultivo. 
Se purificaron monocitos humanos y se cultivaron (1x106/ml) durante 4 hs en medio ó durante 20 hs con 

medio ó con los siguientes inhibidores de síntesis proteica: CHX (1µg/ml), ActD (0.5 µg/ml) ó 

Anisomicina (0.1 µg/ml). Luego se lavaron las células, se incubaron con anticuerpos anti-CX3CR1 FITC, 

anti-CD14 PECy5, ó con el control de isotipo, y se analizaron por citometría de flujo. A) Histograma 

representativo de la expresión de CX3CR1 en membrana luego de 4 hs (línea discontinua)  ó 20 hs de 

cultivo (línea continua). El  histograma relleno corresponde al control de isotipo. B) Histograma 

correspondiente a un experimento donde se muestra la modulación de la expresión de CX3CR1, luego de 

20hs de cultivo, con medio (línea negra), CHX (línea gris) ó  ActD (línea discontinua). C) Los datos son 

expresados como el porcentaje de células CX3CR1 ó CD14  positivas, dentro de la región de monocitos 
definido por los parámetros de complejidad (forward,FSC) y tamaño (size, SSC). Cada barra representa 

el promedio ± ES de  17 dadores sanos para los cultivos en medio, y de 6 dadores para los experimentos 

de inhibición de síntesis proteica. La estadística de los datos fue calculada por el t-test pareado, *p<0.05; 
**p< 0.01 comparado con el  medio a las 20hs, t-test pareado. 
 

 

 

 Uno de los mecanismos de regulación para los receptores de quimioquinas ampliamente 

estudiados, es la endocitosis. Por lo tanto se analizó si un mecanismo endocítico mediaba la 

disminución de CX3CR1 en los Mo. Para ello se investigó  el efecto de la citocalasina B, 

inhibidor de la formación  de los microfilamentos de actina, la cual logra finalmente evitar  la 

movilización del citoesqueleto y la endocitosis. Se trataron los monocitos con medio ó 

citocalasina B (0.5 µg/ml) durante 20 hs, y luego se analizó por citometría de flujo tanto la 
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expresión de CX3CR1 como de CD14. Se observó que la  presencia de citocalasina B, evitaba 

parcialmente la disminución de CX3CR1, acompañado de una significativa pérdida de expresión 

de CD14 (%CX3CR1 Medio: 26.3±5.8; CitB: 45.6± 3.7*; %CD14 Medio: 81.7±7.7; CitB: 63.6± 

8.3**; *p<0.05, **p<0.01 comparado con el  medio a las 20hs, t-test pareado; n=3).  

 Otra posibilidad que se consideró como posible mecanismo implicado en la down-

regulación de CX3CR1, es el clivaje de este receptor durante el cultivo por acción de proteasas. 

Por ello, se analizó el efecto de un “cocktail” comercial de  inhibidores de proteasas (leupeptina, 

pepstatina A,  aprotinina, 4-(2-aminoetil)benzenesulfonil fluoride (AEBSF), bestatina,). Sin 

embargo no se observó ningún tipo de efecto sobre la expresión de CX3CR1 (datos no 

mostrados), luego del cultivo de los Mo en presencia del cocktail.  

 Finalmente para investigar si la pérdida del receptor se debe al efecto de algún factor 

soluble secretado por el monocito durante el cultivo, se recogió el sobrenadante luego de 20 hs de 

cultivo y se utilizó como medio condicionado sobre Mo  recién purificados. Dicho sobrenadante 

no modifico la expresión de CX3CR1 luego de 4 hs de  cultivo,  (%CX3CR1: Medio: 85.5±3.8 vs 

Sobrenadante: 80±2,7;  n=7). 

 

 

 

4.3.2.- PAPEL DE MEDIADORES I+FLAMATORIOS Ó A+TII+FLAMATORIOS 

SOBRE LA EXPRESIÓ+ DE  CX3CR1. 

 

  Con el objetivo de analizar si la pérdida de CX3CR1 durante el cultivo ó su expresión 

basal podrían ser activamente moduladas, se  ensayó el efecto de  distintos  activadores ó 

deactivadores de los Mo. En principio se investigó el efecto de estímulos inflamatorios presentes 

en el SUH, como LPS (100ng/ml), TNF-α (10ng/ml) y la toxina Shiga-1 (Stx1, 5ng/ml) y se 

observó que dichos factores reducen la expresión de CX3CR1 luego de 4 hs de cultivo, aunque 

sólo el LPS lo hizo de forma significativa (Figura 12). Los factores inflamatorios aceleraron la 

downregulación de CX3CR1, ya que luego de 20hs de cultivo, la expresión de dicho receptor fue 

similar en presencia o ausencia de dichos agonistas.  
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Figura 12: La expresión de CX3CR1 en membrana luego de 4 hs en presencia de factores 
inflamatorios.  
Se purificaron monocitos humanos y se cultivaron (1x106/ml) en medio, T�Fα (10ng/ml), LPS 

(100ng/mll), Stx1 (5ng/ml) ó LPS junto con Stx1. Luego de 4 hs se lavaron las células y se incubaron con 

anticuerpos anti-CX3CR1 FITC, anti-CD14 PECy5, ó con el control de isotipo, y se analizaron por 

citometría de flujo. Los datos son expresados como el porcentaje de células CX3CR1 ó CD14  positivas 

dentro de la región de  monocitos, relativizados con respecto al Medio.  Cada barra representa el 
promedio ± ES. La estadística de los datos fue calculada por el t-test pareado, *p< 0.01 comparado con 

el  medio a las 4hs, t-test pareado. 

 

 Por otro lado, se analizó el efecto de ciertos agentes antiinflamatorios para el monocito 

como la IL-4, IL-10 y TGF-β. Se observó que la expresión de CX3CR1 durante el cultivo,  no se 

modificó con  IL-4 ó de TGF-β (20hs: Medio=70.5±12,1%, IL4= 73.01±17.7% n=6; 

Medio=83.1± 9.6, TGFβ=87.1±11.3; n=5), sin embargo en  presencia de IL-10  se evitó la 

pérdida de dicho receptor de forma significativa. (Medio=48.1±5.1%; IL10=78.3±5.8%*; n=17, 

*p<0.0001 comparado con el Medio a las 20hs). 

El efecto de los factores utilizados, fue específico para CX3CR1, ya que la expresión de 

CD14 no se modificó por los mediadores inflamatorios ó antiinflamatorios en las condiciones 

experimentales testeadas; a excepción de la IL-10, la cual aumentó  significativamente la 

expresión de CD14 luego de 20hs de cultivo, coincidentemente con reportes de bibliografía. 
170,171

. 

Estos datos sugirieron  que la disminución de CX3CR1 en membrana, observada luego del 

cultivo, podía deberse a un  proceso activo, factible de ser modulado por condiciones del cultivo 

ó por el balance de citoquinas en el medio. 

 

 

4.3.4.- EFECTO DE LA IL-10 SOBRE LA EXPRESIÓ+ DE CX3CR1. 

 

Luego de observar que la pérdida de CX3CR1 se evitaba en presencia de IL-10, y teniendo 

en cuenta que esta citoquina posee efectos antiinflamatorios ó deactivadores sobre los monocitos, 

nos pareció interesante investigar el mecanismo de acción implicado en la modulación del 

receptor. Para ello, se incubaron los monocitos durante 20 hs con distintas concentraciones de 

dicha citoquina. Se observó que la IL-10, evitaba la pérdida de CX3CR1 de manera dosis-

dependiente, con efecto a concentraciones de 10-25ng/ml (Figura 13A y B), por lo cual se decidió 

trabajar en el resto de los experimentos  con la dosis de 10ng/ml de IL-10.. La expresión de CD14 

también se incrementó en presencia de IL-10.    
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  Con el objetivo de analizar si la modulación ejercida por la IL-10 sobre la expresión de 

CX3CR1 era tiempo dependiente, se realizaron los siguientes experimentos: se incubaron los 

monocitos durante 1 h con IL-10, se lavaron y continuaron en cultivo por 20 hs más, en ese caso 

la expresión de CX3CR1 alcanzó valores intermedios. Sin embargo, cuando las células fueron 

incubadas con IL-10 durante las últimas dos horas del cultivo, no se evitó la pérdida de expresión  

de CX3CR1, (Figura 13C). Estos resultados demostraron que la downregulación de CX3CR1 

durante el cultivo, no es reversible y que además el efecto de  IL-10 es tiempo dependiente.  

 

A) 

 

 

 

 

 

 

B) 

 

                     

 

 

 

 

 

 

C) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13: La presencia de IL-10, evita la downregulación de CX3CR1 durante el cultivo.  
Se incubaron monocitos purificados (1x10

6
/ml) con Medio ó con distintas concentraciones de IL-10 

durante 20 hs, luego se analizó la expresión de CD14  y CX3CR1 por citometría de flujo. A) Grafico de 
puntos mostrando la sobreexpresion de CD14-CX3CR1 en monocitos, luego de 20 hs de cultivo con IL-10 

(10 ng/ml). B) Se incubaron monocitos (1x106/ml) con distintas dosis de IL-10 durante 20hs. C) Se 

incubaron monocitos (1x10
6
/ml) en medio ó con IL-10 (10 ng/ml) agregada en distintos tiempos: IL-10 1h 
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(1h, se lavan las células y se cultivan durante 19 h); IL-10 (IL-10 durante 20hs); Medio+IL-10 2hs (se 

cultivan las células en medio 18hs y luego en presencia de IL-10 durante 2 hs mas). Cada barra 

representa el promedio± ES de n=16 para el cultivo en medio e IL-10, y de n=3 para los experimentos de 

curvas de tiempo y dosis.*p<0.05; ** p< 0.01 comparado con el  medio, t-test pareado. 

 

 

4.3.5- MECA+ISMOS CELULARES ACTIVADOS POR LA IL-10.  

 

Con el objetivo de comprender el mecanismo celular implicado en la regulación de 

CX3CR1 en presencia de IL-10, se examinó si esta citoquina lograba movilizar el pool 

intracelular del receptor presente en los monocitos 172. Para ello, se analizó la expresión de 

CX3CR1 en membrana e intracelular, en células intactas ó permeabilizadas respectivamente, 

mediante citometría de flujo. Luego del cultivo, se observó que la expresión de CX3CR1 en 

membrana decreció significativamente, pero no así  el contenido intracelular (ic) de dicho 

receptor. En cambio, luego del tratamiento con IL-10, la expresión de CX3CR1 en membrana se 

mantuvo, mientras que el pool intracelular aumentó significativamente. Estos datos nos 

sugirieron que la expresión de CX3CR1 luego del tratamiento con IL-10, podría deberse no sólo a 

una movilización del pool intracelular, sino también a la síntesis de novo ó la inhibición de la 

degradación intracelular de dicho receptor. 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Expresión de CX3CR1 en superficie e intracelular 
Se utilizaron  monocitos (1x106/ml)  recién  purificados (Fresco) ó luego del cultivo en  Medio ó en IL-10 

durante 20 hs, para analizar la expresión de CX3CR1 en superficie en células intactas, ó el contenido 

intracelular en células permeabilizadas, por citometría de flujo. Se muestra un ejemplo representativo, 

donde cada barra representa el porcentaje de CX3CR1 en  superficie e intracelular (ic)  
 

 

Por otro lado, se evaluó el efecto de la IL-10 en presencia del inhibidor de síntesis 

proteica, cicloheximida (CHX). Como se observa en la  Figura 15, el tratamiento simultáneo con 

IL-10 y CHX no causan efectos aditivos. La CHX también redujo la expresión de CD14 y 

bloqueó el aumento que inducía la IL-10 sobre este receptor. (Figura 15).  
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Figura 15: Efecto del inhibidor CHX, sobre la modulación  CX3CR1 mediada por IL-10.  
Monocitos purificados fueron cultivados (1x10

6
/ml) con medio ó con IL-10 (10 ng/ml) ó  en ambas 

condiciones junto con CHX (1µg/ml), durante 20hs. Luego se analizó por citometría de flujo, el 

porcentaje de células positivas para la expresión de  CX3CR1 ó CD14, dentro de la región de monocitos. 

Cada barra representa el promedio±ES (n=5).  *p<0.05; ** p<0.005 comparado con el Medio sólo;  
#
 

p<0.005 comparado con la IL-10,  t-test pareado. 

 

 

 

4.3.6.- SEÑALES I+TRACELULARES QUE PARTICIPA+ E+ LA MODULACIÓ+ 

DE CX3CR1 EJERCIDA POR IL-10.  

 

 Está reportado que diferentes kinasas están involucradas en el mecanismo de acción de las 

citoquinas, en particular las MAPKs juegan un rol importante en la modulación ejercida por la 

IL-10 sobre varios receptores de superficie 173. Entonces, con la idea de investigar que señales 

intracelulares podían estar  involucradas en la modulación de CX3CR1 mediada por IL-10, se 

analizó el papel de las MAPks (ERK y p38). Para ello, se trataron monocitos con IL-10 durante 

20 h,  en presencia de los inhibidores de  ERK (PD98059,20 µM) ó de p38 (SB203580, 30 µM). 

Como se observa en la Figura 16, ninguno de los inhibidores de  MAPK  evitaron el efecto 

regulatorio de la IL-10. Sin embargo, ha sido reportado que ciertos efectos biológicos de la IL-10 

están mediados por  la PI3K  174,175, entonces para analizar el papel de dicha kinasa en nuestro 

modelo, se incubaron monocitos con IL-10 y los inhibidores de la PI3K: Wortmanina (Wo,100 

nM) ó LY294002 (25 µM).  

En la Figura 16, se muestra que ambos inhibidores de la PI3K, bloquearon el efecto de la 

IL-10 sobre la expresión de CX3CR1. La presencia del inhibidor LY294002, no afectó la 

viabilidad celular, determinada por tinción con Tripan blue; no afectó la morfología celular, 

evaluada por citometría de flujo; y tampoco modificó la expresión de CX3CR1 y CD14 en 

condiciones basales (datos no mostrados). 
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Figura 16: Efecto de los inhibidores de MAPK ó de la PI3K sobre la regulación de la expresión de 
CX3CR1 mediada por IL-10.  
Se preincubaron monocitos (1x10

6
/ml) durante 1h con distintos inhibidores de kinasas: (PD98059, 20µM; 

SB20358, 30µM;  Wo, 100 nM; LY294002, 25µM) y luego se cultivaron durante 20hs en presencia de IL-

10 (10 ng/ml). Los resultados se expresan como el porcentaje de células positivas ± ES para la expresión 

de CX3CR1 (n=5-7).  
#
 p<0.05 comparado con IL-10,  t-test pareado. 

 
 
 

4.3.7.- EFECTO DEL  IF+-γγγγ  SOBRE LA EXPRESIÓ+ DE   CX3CR1. 

 

 Existen reportes que demuestran que el IFN-γ y la IL-10 suelen tener efectos 

antagónicos en los monocitos 176,177. Por este motivo, se estudió cual era el efecto del IFN-γ, 

sobre la expresión de CX3CR1. Inesperadamente, se observó que la presencia de IFN-γ 

(240U/ml) evitó la pérdida de CX3CR1 durante el cultivo, a través de un mecanismo dependiente 

de la PI3K, y que además no se inhibe en presencia de CHX, de manera semejante a los efectos 

observados  con la  IL-10. (Figura17). Por otro lado, y coincidentemente con reportes previos, el 

IFN-γ down-reguló significativamente la expresión de CD14 (Figura 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 17: El  IF+-γγγγ evita la disminución  de  CX3CR1 durante el cultivo.  
 Monocitos purificados fueron cultivados (1x10

6
/mL) durante 20hs con medio ó con IF�-γ  (240 U/ml) 

sólo,  junto con LY294002 (25µM)  ó junto con CHX (1 µg/ml). Luego se analizó la expresión de CD14 y 

CX3CR1 mediante citometría de flujo. Los resultados se expresan como el porcentaje de células CX3CR1 

ó CD14 positivas dentro de la región de monocitos. Cada barra representa el promedio ± ES de 5-7 

dadores, excepto para el medio ó IF�-γ donde el n=11. *p<0.05 comparado con el  medio; ** p<0.05 

significativo comparado con IF�-γ sólo; t-test pareado. 
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4.3.8.- LA LÍ+EA CELULAR THP-1, MADURADA E+ PRESE+CIA DE PMA, 

DISMI+UYE SELECTIVAME+TE LA EXPRESIÓ+ DE CX3CR1  

 

Con el objetivo de analizar las señales intracelulares que participan en la modulación de 

CX3CR1 en una población pura  de células, se utilizó la línea monocítica THP-1, que expresa 

constitutivamente CX3CR1. En principio, se validaron las células THP-1 como modelo celular, 

analizando si modulaban la expresión de CX3CR1 de la misma manera que los monocitos, en 

presencia de estímulos pro/anti-inflamtorios. .  

El tratamiento de esta línea con PMA (5ng/ml), ester forbol activador de PKC,  durante 48 

hs, es un protocolo aceptado para madurar monocitos 178. En nuestro modelo, se observó que las 

células diferenciadas con PMA, aumentaron significativamente su expresión de CD14 

(aproximadamente del 20 al 60 %), acompañado de un descenso en la expresión de CX3CR1  en 

membrana (aproximadamente del  90 al 60%), (Figura 18A). Estos resultados, reprodujeron los 

cambios observados en los monocitos durante el cultivo de 20 hs. Luego, se examinaron los 

efectos de IL-10 e IFN-γ  sobre la expresión de CX3CR1, en células THP-1 maduradas.  Como se 

observa en la Figura 18A, ambas citoquinas indujeron un aumento en la expresión de CX3CR1, el 

cual fue revertido en presencia del inhibidor especifico LY294002;  mientras que las MAPKs no 

tuvieron ningún efecto (datos no mostrados), de forma similar a lo ocurrido en monocitos. La IL-

10 logró incrementar la presencia de CD14, tal como ocurre en la línea celular HL-60 según 

reportes. 175 

A)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18: La línea monocítica THP-1 disminuye la expresión de CX3CR1 durante la maduración con 
PMA. 
Las células THP-1 (1x10

6
/ml) fueron diferenciadas durante  48hs con PMA (5 ng/ml), luego se incubaron 

con medio, IL-10 (10 ng/ml) ó IF�-γ  (250 U/ml) durante 20hs. En algunos casos, se preincubaron  1h 

con LY294002 (25µM). Se analizó la expresión de por citometría de flujo. Los resultados muestran el 
porcentaje de células positivas ± ES para cada marcador (n=5). *p<0.05 comparado con  medio+PMA; 

**p<0.05 comparado IF�-γ sólo; 
#
p<0.02  comparado con  IL-10 sólo.  
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4.3.9.- SEÑALES I+TRACELULARES ACTIVADAS POR IL-10 E IF+γγγγ. 

 

Uno de los efectores de la PI3K mejor caracterizados, es la serina-treonina kinasa llamada 

Akt (PKB) 179. Por ello,  se evaluó el estado de  fosforilación de Akt para corroborar la activación 

de de la PI3K, en células THP1 maduradas con PMA, luego del tratamiento con IL-10 é IFN-γ. 

Los resultados mostrados en la Figura 19A, indican que tanto la IL-10 como el IFN-γ, inducen 

después de 60 minutos, la fosforilación de Akt  en las células THP-1. Esta activación se bloqueó 

en presencia de LY294002 (Figura 19A). 

El IFN-γ y la IL-10, luego de unirse a sus receptores, inician la activación de las kinasas 

Janus (JAK), las cuales finalmente activan a los factores STAT causando la transcripción de 

genes tempranos 180-182. En nuestro sistema, se confirmó mediante WB, la activación de los 

factores STATs en presencia de ambas citoquinas. Se observó que mientras STAT3 sólo se activó 

con IL-10 (Figura 19B), el factor STAT1 fue fosforilado tanto con IL-10 como con IFN-γ  

(Figura 19C).  

Se investigó si señales “río abajo” de la PI3K, estaban implicadas en la fosofrilacion del 

STAT1 por efecto de ambas citoquinas. Para ellos se pretrataron células THP-1 con LY294002 ó 

medio durante 60 minutos, y luego se incubaron con IL-10 e IFN-γ  30 minutos, finalmente se 

evaluó la fosforilación de STAT1. Como se describe en la Figura 19C, la preincubación con 

LY294002 no evitó la fosforilación de STAT1, al menos en el residuo tirosina.  
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Figura 19: Análisis de la activación de Akt, STAT3 y STAT1 en presencia de  IL-10 e  IF+-γγγγ. 
Células THP1 (2.10

6
 células), previamente diferenciadas con PMA, fueron tratadas durante los tiempos 

indicados con Medio, IF�γ (250 U/ml) ó IL10(10 ng/ml). Luego se realizaron extractos proteico para ser 

analizados por inmunoblotting. A) Se incubaron las células con ó sin el inhibidor LY294002 (25uM)  
durante 60 minutos, y luego se estimularon con IL10 ó IF� durante 60 minutos más. Finalmente se 

prepararon extractos proteicos para analizar la fosforilación de Akt, mediante immunoblotting, según 

materiales y métodos.  Como control positivo, se incubaron células con LPS (1 ug/ml) durante 60 

minutos; y como control de “loading” en cada calle, se analizó la presencia deβ-Actina. B) Se trataron 

las celulas con IL10 ó IF� durante 15, 30 ó 120 minutos y se realizaron extractos proteicos para estudiar 
la fosforilacion de STAT3. C) Células THP-1 diferenciadas con  PMA  (1x106/ml), se incubaron en medio 

ó con  LY294002 (25 µM) durante 60 minutos, y luego con IL-10 ó IF�-γ  durante 30 minutos. Se 
prepararon extractos proteicos para analizar la fosforilación de STAT1 en tirosina mediante 

immunoblotting. 
 

 

4.3.10.- EFECTO DE LA IL-10 Y EL IF+-γ  DE MA+ERA CO+JU+TA, SOBRE LA 

MODULACIÓ+ DE CX3CR1.  

 

Dado que ambas citoquinas, en nuestro modelo produjeron el mismo efecto sobre la 

expresión de CX3CR1 aunque generalmente suelen activar caminos intracelulares antagónicos 
176,177, nos pareció interesante estudiar el efecto de la IL-10 y el IFN-γ,  de manera simultánea. 

Esto nos permitiría analizar  si ambas citoquinas comparten señales intracelulares o de lo 

contrario activan  caminos transduccionales independientes.  

Cuando los  monocitos fueron incubados simultáneamente con IFN-γ e IL-10, se  observó 

un incremento del porcentaje de monocitos CX3CR1+, aún mayor que con cada citoquina por 

separado (Figura 20 B); sin embargo al analizar la expresión por célula de CX3CR1 mostrada 

como la intensidad media de fluorescencia (IMF), se notó claramente un efecto sinérgico ó 

potenciador de ambas citoquinas. (Figura 20 Ay C). 
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Figura 20. Efecto sinérgico de la IL-10 y el IF+-γγγγ 
Monocitos purificados fueron cultivados (1x10

6
/mL) durante 20hs con medio, IF�-γ  (240 U/ml), IL-10 

(10 ng/ml) ó ambas citoquinas. Luego se analizó la expresión de CX3CR1 mediante citometría de flujo.A) 
Histograma representativo de la expresión de CX3CR1 luego del cultivo en medio, con IL-10, con IF�-γ ó 

con ambas citoquinas. El histograma relleno corresponde al control de isotipo. La ordenada representa el 

número de células mientras que la abcisa corresponde a la intensidad de fluorescencia. B) Porcentaje de 

células CX3CR1
+ 

dentro de la región de monocitos. C) Los resultados se expresan como la IMF. Cada 

barra representa el promedio ± ES. *p<0.05 comparado con el medio; #p<0.05 comparado con el IF�-γ 

sólo.  

 

 Luego de observar estos resultados, se analizó si el efecto de ambas citoquinas de manera 

conjunta, también estaba mediado por la PI3K. Para ello se preincubaron los monocitos durante 1 

h con el inhibidor LY294002 y luego se agregó IL-10 e IFN-γ.  Después de 20 hs se analizó la 

expresión de CX3CR1 mediante citometría de flujo, y aunque el LY294002 no modificó el 

porcentaje de Mo CX3CR1+ (Figura 21A), se pudo observar una reversión parcial del efecto de 

ambas citoquinas cuando se analizó la expresión por célula de CX3CR1 (IMF) (Figura 21B), 

sugiriendo la activación de señales adicionales a la  PI3K.  

 

A)       B) 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 21: Papel de la PI3K en el  sinergismo de IL10 e IF+-γγγγ 
Monocitos purificados fueron cultivados (1x106/mL) durante 20hs con medio, con IF�-γ  (240 U/ml) e  IL-

10 (10 ng/ml) con ó sin LY294002 (25µM). Luego se analizó la expresión de CX3CR1 mediante citometría 
de flujo. A) Porcentaje de células CX3CR1+ dentro del región de monocitos, luego de cada tratamiento. B) 

Los resultados se expresan como la IMF. Cada barra representa el promedio ± ES . *p<0.05 comparado 

con el medio 
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4.3.11.- EFECTO BIOLÓGICO DE LOS CAMBIOS OBSERVADOS E+ LA 

EXPRESIÓ+ DE CX3CR1  

 

 Teniendo en cuenta que las quimioquinas, luego de interactuar con sus receptores,  pueden 

inducir la movilización de Calcio intracelular,  se investigó éste mecanismo luego del estímulo 

con CX3CL1 soluble. Aunque se observó movilización de Calcio cuando se ensayo la población 

de mononucleares totales  luego de la incubación con CX3CL1 soluble (0,1µg/ml; 0,01µg/ml), 

.no se puedo reproducir este resultado en los Mo aislados, probablemente a la activación que 

sufren los Mo durante la purificación. Por lo tanto no fue posible de utilizar esta aproximación 

experimental, para evaluar los efectos de las citoquinas IL-10 e IFN-γ, ya que debe hacerse en la 

población pura. 

 Finalmente, para investigar si la regulación de la expresión de  CX3CR1 observada llevaba 

asociada cambios en  su función por lo cual se midió la respuesta de dicho receptor a la 

fractalquina soluble (CX3CL1s), mediante la modulación de CD11b. 

 Previamente otros autores habían descripto cambios en la expresión de CD11b en Mo, 

como respuesta a la estimulación  con CX3CL1 183 considerándolo un parámetro suficientemente 

sensible para medir la funcionalidad de CX3CR1. Por eso, se realizó este ensayo en nuestro 

modelo. Para ello, se trataron los Mo con las citoquinas indicadas durante 20 hs, luego se 

incubaron con distintas dosis de CX3CL1 soluble durante 15 minutos en estufa a 37°C, y 

finalmente se midió la expresión de CD11b por citometría de flujo. Se observó que el porcentaje 

de aumento de la expresión basal de CD11b por célula fue mayor en los Mo pretratados con  IL-

10 comparado con los Mo incubados en medio  (Figura 22). La máxima respuesta a CX3CL1s, se 

notó en los Mo pretratados con IL10+IFNγ. 

 Estos datos nos permitieron concluir que la modulación del CX3CR1 correlaciona con 

cambios en su función. 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 22: Porcentaje de aumento de la expresión basal de CD11b por célula 
Se incubaron los monocitos con  medio, IL10 (10ng/ml), IF�-γ  (250 U/ml) ó ambas citoquinas durante 

20hs, luego se incubaron las células con CX3CL1 (0,2 y 2 ng/ml) durante 15 minutos a 37°C. Después se 
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lavaron los monocitos y marcaron con anticuerpo anti CD11b-PE para analizar por  citometría de flujo. 

Los resultados se muestran como el porcentaje de aumento de la IMF de CD11b en cada tratamiento 

luego de la estimulación con la quimioquina soluble.  

 

 Considerando que la CX3CL1 puede expresarse en forma soluble ó anclada membrana, se 

realizo el mismo experimento pero esta vez con  la CX3CL1 acoplada a particulas de latex, para 

simular condiciones similares a cuando se expresa anclada al  endotelio. En este caso los 

resultados obtenidos fueron similares, sin observarse un incremento mayor de la movilización de 

CD11b (datos no mostrados) 
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 Uno de los principales hallazgos de este trabajo fue la significativa disminución de 

leucocitos CX3CR1+ circulantes en  pacientes con SUH. Esto podría deberse a un mecanismo 

general que afecte a todas las subpoblaciones de leucocitos ó a distintos mecanismos 

regulatorios  según el tipo celular. Dos procesos generales podrían explicar la reducción de la 

subpoblación de leucocitos CX3CR1+, 1) disminución de la expresión del receptor a nivel de 

membrana ó 2) desaparición de la circulación como consecuencia de la interacción especifica 

con su ligando, la fractalquina (CX3CL1) sobre endotelio.  La modulación del CX3CR1 a su 

vez podría  derivar de distintos mecanismos  como  el clivaje del receptor por enzimas, el 

bloqueo de la maquinaria biosintética: aumento de la  tasa de degradación y/o de 

internalización. Por otro lado, el reclutamiento específico de células CX3CR1+ por fractalquina 

soluble ó anclada a  membrana en tejidos, podría explicar la desaparición específica de esta 

subpoblación de la circulación.  

 A continuación se demostró que los Mo de los pacientes con SUH presentan un 

fenotipo alterado con reducción de CX3CR1, pérdida de CD62L, junto con un aumento de la 

expresión de CD16. Además, se observó leucocitosis basada en un aumento del número 

absoluto de neutrófilos y Mo, notándose incluso que los Mo pertenecientes a la subpoblación 

CX3CR1-/CD16-  y  CX3CR1+/CD16+  estaban incrementados en número absoluto. Estas 

alteraciones de las subpoblaciones de Mo, tanto como la pérdida de CD62L, podrían deberse a 

la diferenciación de los Mo  “Clasicos”  (CX3CR1+/CD16-) 184,  adquiriendo CD16 y perdiendo 

CD62L y  CX3CR1. Con respecto a esto, se ha reportado un aumento de la expresión de CD16 

en los Mo, cultivados in vitro con IL-10 185, GM-CSF+IL-4184 ó plasma de pacientes con SUH 
106. La selectina CD62L, encargada de mediar el  homing 186 y la adhesión inicial de linfocitos 

al  endotelio 187, también se expresa en monocitos. Debido a que luego de la activación celular, 

la CD62L es clivada 188,189, se ha propuesto que la disminución de este receptor participaría en 

la aparición de la leucocitosis 187. 

 Otro tipo celular del sistema inmune que expresa  CX3CR1, son las células NK que 

pueden ser atraídas a las áreas de inflamación 166. En particular, el la subpoblación de células 

NK CD56dim puede ser reclutado por IL-8 ó CX3CL1 soluble, ya que expresan altos niveles de 

CXCR1 y CX3CR1 166, mientras que las células NK CD56bright  no muestran respuesta a estas 

quimioquinas 165. Las células NKT circulantes, son más heterogéneas ya que sólo el 50 % de 

ellas expresa CX3CR1 166.En los niños con SUH se observó una disminución tanto en el 

porcentaje  como en el número absoluto de células NK CD56dim  y  células NKT, poblaciones 
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ambas que expresan el CX3CR1, que no parece deberse a un aumento de la apoptosis  de estas 

células.   

 Es importante destacar que  si bien ciertos cambios observados en los monocitos, son 

semejantes a los presentes en los niños Infectados, algunas características son exclusivas de los 

SUH, por ejemplo aunque la subpoblación de Mo CD16+ está aumentado en los niños 

Infectados, el porcentaje de leucocitos  CX3CR1+ y la expresión de CD62L están conservadas. 

Más aún, las poblaciones de NK y NKT no muestran alteraciones en los otros grupos clínicos. 

Teniendo en cuenta que el grupo de Urémicos no presentó las alteraciones mencionadas, se 

puede descartar que los cambios observados en los SUH se deban a perturbaciones metabólicas 

asociadas a la falla renal aguda. Aunque el SUH presenta características comunes a otros 

procesos infecciosos, se caracteriza por el daño endotelial inducido por la Stx, lo cual le  

confiere un escenario único que conduce a perfiles particulares de activación celular 

(disminución de células CX3CR1+: Mo, NK y NK-T). 

 Finalmente, podemos especular que la expresión de CX3CR1 en membrana en Mo y 

NK, ha sido modulada, de manera semejante a lo que ocurre en células NK activadas con 

Anticuerpo anti-CD16 ó Linfocitos T estimulados con fitohemaglutinina (PHA) 140,190. 

También se ha observado que las células NK, cultivadas en presencia de IL-15, downmodulan 

la expresión de CX3CR1, acompañado de pérdida de funcionalidad del receptor, ya que 

disminuyen la quimiotaxis y la movilización de calcio en respuesta a la CX3CL1 145,146,191. 

 Por otro lado, la expresión de CX3CL1 se incrementa significativamente en respuesta al 

TNFα, IL-1, IFN-γ y Stx 126,127,140,145-147,192. Varias de estas citoquinas se encuentran elevadas 

en los niños con SUH 193,194. De esta manera, estos factores solubles podrian estar induciendo 

la expresión de CX3CL1 en endotelio de estos pacientes. Si bien se ha evaluado además la 

CX3CL1 soluble en suero de (datos no mostrados) en los niños con SUH, las grandes 

variaciones interindividuales en los controles (rango 0-7,498 pM), hacen difícil obtener una 

interpretación útil. A pesar de esto, se notó que el 46% de las muestras de orina de los niños 

con SUH tomadas durante las primeras semanas de la hospitalización, mostraron niveles 

cercanos al límite superior comparado con los controles, sugiriendo que la CX3CL1 pudo ser 

clivada previamente. En un futuro, realizaremos más estudios sobre la excreción urinaria de 

CX3CL1, la correlación con esta quimioquina soluble en plasma, el requerimiento de diálisis y 

la severidad de de la enfermedad. Tal vez estos análisis permitirán concluir  el significado 

biológico de esta alteración. 

 Alternativamente, los Mo CX3CR1+ podrían haber sido retenidos en tejidos inflamados 
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que expresan altos niveles de su ligando CX3CL1. Nosotros hemos detectado mediante 

inmunohistoquímica, la presencia de macrófagos CD68+  y leucocitos CX3CR1+ en cortes 

histológicos de riñón de niños con SUH.  En línea con estos resultados, Bazan et al han 

reportado que la CX3CL1 induce la migración de  Mo hacia endotelio inflamado 126; además 

Chapman et al 190 y  Ancuta et al 
113 reportaron que los Mo CX3CR1+ pueden migrar a través 

del endotelio en respuesta a la CX3CL1 y adherirse sobre células que expresan esta 

quimioquina. 

 Como hemos mencionado anteriormente, en los niños con SUH esta disminuido el  

porcentaje y número absoluto de células NK CD56dim  y  células NKT,  sugiriendo que estas 

células podrían estar retenidas en el endotelio ó en los tejidos.  De ser así, esto podría 

contribuir al daño endotelial y/o epitelial. Por otro lado se ha observado en  pacientes tratados 

con IL-2, una selectiva desaparición de células NK y NKT, adjudicada a la retención de estas 

subpoblaciones sobre el endotelio activado 195. Se ha propuesto que los signos de toxicidad 

sistémica ante el tratamiento con IL-2,  podrían ser consecuencia del daño ejercido por células 

NK activadas sobre las venulas 196,197. Más aún, en pacientes con melanoma metastático 

tratados con IL-2, se han observado síntomas del SUH (adulto) 198 . Aunque el endotelio puede 

evitar el daño mediado por células NK activadas, mediante la expresión de moléculas MHC 

clase I; la administración de IL-2 podría activar directa ó indirectamente al endotelio, 

tornándolo más susceptible a la lisis por células NK 199. Durante las infecciones por STEC, la 

acción directa de la Stx y/o mediadores inflamatorios liberados por Mo y células NK, activan 

al endotelio 92,200. En este escenario, la expresión de CX3CL1 podría colaborar en la adhesión 

de la subpoblación de células que expresan CX3CR1, tales como monocitos y NK, las cuales 

contribuyen al daño endotelial secretando factores citotóxicos. De manera similar, varios 

reportes han demostrado que la CX3CL1 participa en la patogénesis de los procesos 

inflamatorios en la pared vascular 193,201.      

  Una evidencia indirecta de la participación de las células CX3CR1+ en la patogénesis 

del SUH, es la existencia de correlaciones entre menor porcentaje de leucocitos ó monocitos 

CX3CR1+  y los días de anurias. Esto nos indica que en nuestra población de pacientes la 

disminución de células CX3CR1+ está asociada a una mayor gravedad del paciente, indicando 

un peor pronóstico. De manera similar, una disminución en la expresión de células NK 

CX3CR1+ ha sido asociada a un peor desarrollo  de la enfermedad en pacientes de esclerosis 

múltiple 202. Pachot et al  recientemente  han reportado un descenso de la expresión de 

CX3CR1 en Mo  circulantes en pacientes con sepsis. Luego del inicio del shock séptico, los Mo 
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disminuyen su capacidad de producir citoquinas inflamatorias como respuesta a nuevas 

exposiciones con componentes bacterianos, y también disminuyen su capacidad de 

presentación antigénica. Más aún, se ha observado que estas alteraciones son más pronunciadas 

en los pacientes no sobrevivientes, con respecto a los que logran sobreponerse a la enfermedad. 

Esto ha llevado a sugerir, que la disminución de la expresión de CX3CR1 en monocitos 

circulantes, podría representar una nueva característica de la inmunodeficiencia inducida por 

sepsis 183. En esta patología la pérdida de CX3CR1 estaría relacionada con un peor pronóstico.   

Las alteraciones celulares observadas en la inmunidad innata al momento del 

diagnóstico del SUH, nos reafirman el concepto que los mecanismos patogénicos han sido 

desencadenados con anterioridad a la identificación de la enfermedad en el paciente; y que 

cualquier terapia específica que intente bloquear estos procesos debería ser instaurada más 

prematuramente.  Esto implica que la implementación de terapias deber ser acompañada de la 

identificación de factores de riesgo que permitan  predecir la evolución hacia el SUH con 

anticipación.  

 Otro punto para tener en cuenta al analizar la relevancia de CX3CR1 en el SUH, son los 

reportes sobre la existencia de variantes del receptor y su asociación con distintas 

enfermedades. Se ha reportado que existe una variante del CX3CR1 (CX3CR1- I249), donde 

cambia un aminoácido por otro, que es defectiva para mediar la actividad de adhesión y 

quimiotaxis. Este polimorfismo del receptor,  ha sido asociado con menor riesgo de desarrollar 

ateroesclerosis y disfunción del endotelio en enfermedades coronarias. Considerando estos 

antecedentes, nos planteamos la posibilidad de que esta variante del CX3CR1 participe como 

factor genético “protector”, en niños infectados con E.coli O157:H7, ya que podrian tener 

menor injuria vascular mediada por las células portadores de CX3CR1 (Mo y NK)127. Para 

analizar esta hipótesis,  nuestro grupo ha comenzado a analizar los polimorfismos del gen de 

CX3CR1 en pacientes que han sufrido SUH y en niños que han cursado infección por EHEC 

sin evolucionar al SUH. 

 

A continuación se estudió si los Mo podrían participar en  la patogénesis del SUH a 

través del camino de la CX3CL1. Para ello se analizó in vitro, si los Mo previamente incubados 

con Stx1, contribuyen al  daño endotelial y epitelial, ya sea por 1) mecanismo que implica el 

cargado de la  Stx y liberación sobre el endotelio/epitelio y/ó 2) mecanismo que implica la 

adhesión y daño de los Mo activados por Stx. 

En este modelo encontramos que los factores inflamatorios,  aumentan la sensibilidad 
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del endotelio a la acción de la Stx, los Mo ó los Mo(Stx1). La mayor sensibilidad a la Stx en el 

endotelio sensibilizado ha sido previamente reportada y comentada en la introducción. El 

menor número de células HUVEC viables en presencia de Mo basales, cuando aquéllas han 

sido sensibilizadas, podría deberse a que el TNFα es un factor inflamatorio que dispara señales 

sobre el endotelio, induciendo la  expresión de moléculas de adhesión y citoquinas; en cuyas 

condiciones el Mo se activa secretando aun más factores inflamatorios que pueden dañar al 

endotelio. Por último es interesante  destacar que los Mo(Stx1) indujeron mayor daño en el 

endotelio,  analizando tanto los valores de LDH como el número de células viables. Esto nos 

indicaría que los Mo incubados con Stx1, pueden interactuar con la toxina mediante su receptor 

especifico, activarse y secretar factores que contribuyen al daño endotelial, ó también captar la 

toxina (via receptor especifico ó inespecífico) y luego liberarla sobre el endotelio sensibilizado. 

Para aproximarnos a la respuesta,  los Mo(Stx1) se incubaron junto con anticuerpos anti-Stx 

neutralizantes, observando una reversión del daño endotelial, lo cual sugiere que al menos uno 

de los mecanismos implicados en el daño está mediado por acción directa de la Stx1 sobre el 

endotelio. Esto se observó tanto con los Mo(Stx1) incubados a 37°C ó a 4°C donde se frena el 

metabolismo celular previo a la incubacion;  permitiéndonos suponer que en ambos casos el 

Mo puede “captar toxina” y liberarla sobre  el endotelio.   

Como se ha mencionado en la introducción de la tesis, varios grupos han reportado que 

los Mo tienen un receptor para la Stx. Esto les permite interactuar con la Stx, internalizarla  y 

seguir el camino hasta los lisosomas donde sería degradada. Durante este transporte, los Mo se 

activan provocando el aumento de factores de transcripción como NF-κB, que inducen 

finalmente la síntesis de factores inflamatorios como TNFα, IL6, IL8, IL1β. Recientemente, 

Geelen et al  han estudiado la hipótesis de que los Mo podrían actuar  como “carrier” de la 

toxina hasta el endotelio renal 1. Ellos han demostrado que si preincuban los Mo con Stx2 

durante 3hs a 4°C, para evitar la internalización de la toxina, y luego los cultivan sobre células 

Vero (expresan Gb3) ó HUVEC a 37°C, se observa una inhibición de la síntesis proteica sobre 

ambas líneas celulares, reversible parcialmente en presencia de Ac anti-Stx. Esto indica que 

parte del daño, se debe al efecto directo de la Stx2. Sin embargo si el mismo ensayo se repite a 

4°C, no se observa presencia de la toxina sobre las células Vero, sugiriendo que el Mo en esas 

condiciones no libera la toxina. Estos resultados los llevó a concluir que aunque el Mo 

participaría en la patogénesis del SUH, no actuaría como transportador de Stx. En nuestro 

modelo, si bien se observó daño endotelial  mediado por los Mo(Stx1) que fue parcialmente 

bloqueado por anticuerpos anti-Stx, lo cual sugiere que el Mo debió captar la Stx1 y liberarla 
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sobre el endotelio, se necesitarían más ensayos para analizar el mecanismo mediante el cual 

ocurre esto. 

En segundo lugar,  sabiendo que la estimulación del endotelio con TNFα también  

induce la expresión de CX3CL1 anclada a membrana 126,  utilizamos esta quimioquina soluble 

para bloquear al  CX3CR1 en los Mo y evitar así  la interacción con la CX3CL1 expresada en 

membrana endotelial. Se observó que el daño endotelial por los Mo(Stx1), disminuye 

significativamente en estas condiciones. Esto sugiere que dicha quimioquina participa en el 

daño endotelial posiblemente favoreciendo la interacción entre ambos tipos celulares. 

 En paralelo, se observaron resultados similares en células epiteliales de túbulo proximal 

de riñón, lo cual es interesante ya que si bien las células HUVEC han sido ampliamente 

utilizadas para el estudio de efectos citotóxicos de la Stx, las células epiteliales HRTEC 

representan un modelo de otro tejido blanco de la toxina. En bibliografía se ha demostrado que 

la estimulación de células HRTEC con TNFα, induce tanto el mRNA de CX3CL1 como la 

expresión de la proteína 152.  La adhesión de células  THP1 cuando se incuban con CX3CL1 

soluble, disminuye significativamente, indicando que posiblemente la interacción de esta 

quimioquina-molécula de adhesión con su receptor específico sobre los leucocitos, mediaría el 

reclutamiento y adhesión de los mismos a sitios tubulares 152. En este contexto, Zanchi et al, 

han descrito recientemente que la Stx2 induce en células HUVEC la expresión de CX3CL1 

anclada a membrana ó soluble, promoviendo la captura de leucocitos  a través de CX3CR1 127.  

También observaron  la expresión de CX3CL1 en endotelio glomerular de ratones tratados con 

Stx2, demostrando así que in vivo la toxina induce la expresión de  esta quimioquinas, la cual 

promueve la interacción entre leucocitos CX3CR1+ y el endotelio, contribuyendo  a la 

disfunción de la microvasculatura observada en el SUH. Este dato, provee una conexión entre 

la disminución de los leucocitos CX3CR1+ circulantes y la presencia de ese subset de células en 

tejido renal observados en los  pacientes con SUH. Es interesante destacar que la  CX3CL1 se 

expresa en riñón y cerebro, donde además está presente el receptor especifico de la Stx, Gb3. 

Paralelamente, en esos órganos, es donde predominan las lesiones microangiopáticas en los 

casos fatales de SUH.  Se ha demostrado mediante el uso de Anticuerpos neutralizantes anti-

CX3CL1 y anti-CX3CR1 que la adhesión de leucocitos inducida por Stx2 es dependiente de la 

interacción fractalquina-receptor 127. En este contexto, la adhesión de leucocitos a la CX3CL1 

anclada a membrana, puede ser facilitada por el reclutamiento de leucocitos a través de la 

secreción de MCP-1 e IL8 secretada por el endotelio en presencia de Stx2 203. En conjunto, 

estos reportes sumados a nuestra observación de que la CX3CL1 participa en el daño mediado 
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por el Mo(Stx1), nos provee de un fundamento más para sugerir que esta quimioquina estaría 

involucrada en la patogénesis del SUH. 

 Como hemos mencionado anteriormente, los Mo son un componente central de la 

respuesta inmune, con capacidad de migrar según el patrón de moléculas de adhesión y 

quimioquinas expresadas en el tejido. Por otro lado,  durante la activación o desactivación, 

maduración o diferenciación de estas células, es posible la modulación de la expresión de los 

receptores para quimioquinas. En este caso, nosotros reportamos la regulación de CX3CR1 en 

monocitos durante la maduración y la influencia de distintos agentes inflamatorios ó 

antiinflamatorios durante este proceso. Se observó una disminución de la expresión de 

CX3CR1 en los Mo durante el cultivo de 20 hs, no asociada a apoptosis ó señales de muerte, 

siendo un proceso activo dependiente de la síntesis proteica. Por otro  lado, células THP-1 

maduradas con PMA, disminuyen la expresión de CX3CR1, mimificando  la pérdida  

observada en el Mo durante el cultivo. De manera semejante, ha sido reportado que la 

expresión del receptor para quimioquinas CCR2, pero no el CCR1, es downmodulado  durante 

la diferenciación con PMA 204-206. Estos resultados indican que la maduración per se, es 

responsable de la pérdida selectiva de CCR2 206 y CX3CR1.   

 Además  demostramos la pérdida de CX3CR1 en presencia de TNFα, Stx1 y LPS en 

los Mo. Coincidentemente, Pachot et al  
183, observaron también la disminución de  CX3CR1 

en Mo en  condiciones in vitro, luego de la incubación con LPS ó con bacterias inactivadas 

con calor, debido a una disminución en la tasa de transcripción del gen. Por otro lado, estudios 

en células mononucleares  muestran que la exposición a agentes microbianos ó agentes 

inflamatorios (ej. LPS, IL-1, y TNF-α) inducen una disminución de ciertos receptores CC para 

quimioquinas, (CCR1, CCR2, CCR5),  posiblemente para evitar la emigración de células que 

llegaron al sitio inflamatorio 204,207,208.  

 En nuestro modelo, mientras estímulos pro-inflamatorios aceleran la pérdida de 

CX3CR1 durante el cultivo en Mo, la IL10 previene esta pérdida y aumenta la expresión de 

CX3CR1 en células THP1 diferenciadas. El efecto de la IL-10 es dosis y tiempo dependiente, 

sugiriendo un mecanismo activo de regulación, y especifico ya que otros factores deactivadores 

de Mo, como IL-4 y TGF-β no afectaron la expresión del CX3CR1. En línea con estos 

resultados se ha reportado que la IL-10 puede upregular selectivamente la expresión de CCR1, 

2 y 5 en Mo 209.  

 Paralelamente el IFN-γ que suele inducir la maduración de Mo 206,210 también evitó la 

pérdida de CX3CR1 en Mo e indujo la up-regulación  en THP-1. Más aún, cuando se incubaron 
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los Mo con IFN-γ e IL-10, se observó un efecto sinérgico alcanzando máxima expresión de 

CX3CR1. Estos resultados sugieren que ambas citoquinas podrían compartir señales 

intracelulares  y además tener vías de señalización adicionales ó alternativas. 

   Cuando se incubaron los Mo simultáneamente con IL-10 ó IFN-γ junto con la CHX,  no 

se observaron efectos aditivos, por lo cual sugerimos que este inhibidor de la síntesis proteica 

podría estar evitando la síntesis de novo, necesaria para la modulación de CX3CR1  ejercida 

por  IL-10 e IFN-γ; e incluso evitando la síntesis de algún factor involucrado en la perdida de 

CX3CR1. Otra posibilidad sería que las citoquinas, estén involucradas en la estabilización del 

mRNA del receptor, de esta manera en presencia de ellas, podría disminuir la tasa de 

degradación del mensajero ó aumentar la vida media del mismo. 

 Se han descripto dos mecanismos importantes de regulación de receptores para 

quimioquinas. Uno de ellos involucra la presencia de un depósito intracelular y su rápida 

movilización ó internalización  desde la superficie celular, luego de interactuar con su ligando 

especifico 211. Aunque no hay información disponible sobre la regulación de CX3CR1 en Mo, 

se ha demostrado recientemente que  la quimioquina MCP-1, luego de 15 minutos, induce un 

aumento transiente de CX3CR1 en la superficie celular. 172.  En nuestras condiciones 

experimentales,  no hemos observado resultados semejantes (de “up”-

regulación/sobreexpresión por movilización del depósito) incubando con IL-10 ó IFN-γ 

durante tiempos cortos (15 ò 20 minutos)(datos no mostrados). Sin embargo, luego de evaluar 

la expresión de CX3CR1 en superficie e intracelular, podemos concluir que, durante el cultivo 

la tasa de aparición de CX3CR1 en la membrana de los Mo es menor a la tasa de degradación ó 

pérdida. Cuando los Mo son incubados con IL-10, poseen una tasa de formación del receptor 

mayor a la de degradación, cualquiera sea el mecanismo involucrado.  Esto nos permite 

especular que el CX3CR1 puede ser acumulado en compartimentos intracelulares.  El segundo 

mecanismo propuesto implica variaciones a nivel de mRNA, tanto en la inducción de la 

transcripción como en la estabilidad del mRNA 212.  En particular,  se ha reportado que  el  

mRNA de  CX3CR1 puede ser regulado en diferentes células bajo distintas  condiciones. Por 

ejemplo, Kaziolec et al, han demostrado que en fibroblastos humanos se induce este mRNA en 

presencia de H2O2, mediador de stress oxidativo 213; además resultados semejantes se 

observaron en microglia luego de la isquemia 214. También se ha demostrado que la IL10 

induce el aumento del mRNA en Mo 215,216, mientras que el LPS lo reduce 183,215. Sin embargo 

hasta el momento nosotros no hemos observado diferencias a nivel de mRNA, mediante la 

técnica de RT- PCR (datos no mostrados). 
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 La IL-10, secretada por ciertas células, tiene un rol esencial en la inhibición de las 

funciones de  Mo/macrófagos suprimiendo el fenotipo Th1217. En contraste, el IFN-γ es una 

citoquina producida por células NK y linfocitos T,  con efecto pleiotrópico y con la función de  

orientar la respuesta hacia un patrón Th1, mediante el cual los LT activan a los macrófagos 
218,219. En general, la IL-10 y el IFN-γ tienen efectos divergentes en las funciones de los 

monocitos y se antagonizan cuando son incubadas simultáneamente. Por ejemplo la IL-10  en 

presencia de IFN-γ,   reprime menos la producción de citoquinas y quimioquina, y la 

disminución de la expresión de MHC clase II 176. El efecto reciproco es igual y ha sido  

reportado que la IL-10 inhibe la fosforilación de STAT1 mediada por el IFN-γ y la subsecuente 

inducción de genes de respuesta tempana 177. En nuestro modelo, encontramos que si bien la  

IL-10 y el IFN-γ modulan de manera antagónica la expresión de CD14, inducen el mismo 

efecto sobre CX3CR1 evitando su pérdida. Sin embargo, también existen reportes mostrando 

ambas citoquinas pueden tener efectos similares en Mo, como el aumento del receptor para  el 

Fc de IgG y la actividad ADCC dependiente de Fc 220-222. El IFN-γ y la IL-10 se unen a sus 

receptores específicos e inducen señales a través de la activación de las proteinas Janus kinase 

(Jak) y los factores de transducción (STAT), causando la transcripción de genes de respuesta 

temprana 180-182. Mientras que la IL-10 activa al STAT1, y  STAT3,  el IFN-γ activa solo al 

STAT1 180-182. Existen evidencias acerca del efecto de la IL10 sobre la funcionalidad en los 

monocitos, a través de la fosforilación del factor STAT3, mientras que los efectos 

inmunomoduladores de IFN-γ están mediados por la activación del  STAT1 223,224. Los efectos 

opuestos de ambas citoquinas,  han sido atribuidos a las señales antagónicas inducidas por  

STAT1 y  STAT3176,177.Sin embargo, algunos efectos moduladores de la IL-10 sobre los Mo, 

se le han adjudicado a efectos mediados por STAT1 170, en especial el aumento de expresión de 

CD14, tal como nosotros también lo observamos. En base a estos datos y a que en nuestro 

modelo ambas citoquinas provocaron el mismo efecto, nuestra hipótesis fue que el efecto 

estaba mediado por el factor STAT1. En este sentido, el gen humano que codifica para 

CX3CR1 ha sido clonado, y posee posibles sitios de binding para los STATs en su promotor 
225, sugiriendo que estos factores de transcripción podrían ser importantes en la regulación  del 

CX3CR1. Además ha sido reportado que las proteínas Jak, pueden activar otras moléculas 

implicadas en la señalización, en particular de la familia de la PI3K 174,226 Con respecto a este, 

hemos demostrado la  activación de la enzima Akt, sustrato  rio abajo de PI3K, tanto con IL-10 

como con IFN-γ. Más aun, la inhibición de la PI3K evito la upregulación de CX3CR1 mediada 

por IL10 e IFN, en Mo y células THP-1 maduradas con PMA; demostrando así que Akt esta 



  Discusión y Conclusiones 

 

97 

implicado en el efecto de  IL10 e IFN-γ sobre la  modulación de la expresión de CX3CR1.  

Existen descriptos actualmente muchos sustratos posibles de ser fosforilados por  Akt  226, 

otorgando posibles rutas alternativas mediante la cual IL-10 e IFN-γ,  pueden  ejercer sus 

efectos.  Esto incluye, la activación de NFκB 227 y la capacidad de Akt de translocar al núcleo 

donde puede, influenciar la transcripción de proteínas y ciclo celular 228. Aunque 

recientemente, se ha reportado que el LY294002 inhibe la fosforilación de STAT1 inducida 

por IL-10 en células monociticas 170, nosotros no encontramos que inhiba la fosforilación en 

tirosina del STAT1, sin embargo no podemos descartar que bloquee la activación en el residuo 

serina. Se necesitan más estudios para elucidar completamente las moléculas y las señales 

implicadas en la upregulación de  CX3CR1 en presencia de ambas citoquinas. 

 Se observó que la modulación del CX3CR1, lleva asociado cambios en su funcionalidad 

evaluados mediante la movilización de la molécula CD11b luego de la incubación con 

CX3CL1 soluble. Si bien en presencia de IL10, la funcionalidad se incrementó con respecto al 

basal, se observó un efecto mucho mayor en presencia de IL10 con IFNγ. En linea con estos 

resultados, otros autores han reportado que los Mo tratados con MCP-1 incrementan la 

expresión de CX3CR1, correlacionando con un incremento  en su funcionalidad medida como 

mayor adhesión ó quimiotaxis a la CX3CL1172.  

 En conjunto, los resultados destacan el concepto de que las citoquinas producidas 

localmente ó los productos bacterianos pueden regular  la cinética, composición y función de 

los infiltrados de leucocitos, afectando tanto la producción de quimioquinas como la expresión 

de receptores. 

Finalmente, es importante mencionar que a pesar que existen muchos reportes, 

demostrando que el bloqueo de la interacción de CX3CR1 con su ligando, puede atenuar el 

daño renal en modelos experimentales de glomérulonefritis, rechazo de trasplantes, 

etc…también se debe tener presente que la fractalquina no sólo participa de la adhesión y 

quimiotaxis de leucocitos, sino que también tiene funciones homeostáticas. En particular, se ha 

demostrado que en la microglia, considerada como los macrófagos del Sistema Nervioso 

Central, la neurotoxicidad inflamatoria se suprime en presencia de CX3CL1229. Por otro lado, 

recientemente se ha descrito que la fractalquina  puede ser liberada por linfocitos apoptóticos 

mediante un mecanismo que implica caspasas, para atraer macrófagos CX3CR1+ que podrán 

eliminarlos y colaborar en el mantenimiento de la homeostasis evitando una inflamación aun 

mayor. 230.   
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Podemos concluir que la CX3CL1 está involucrada en el daño que ejercen los Mo(Stx1) 

sobre el endotelio y epitelio. Junto con la observación de la presencia de células CX3CR1 en 

cortes histológicos renales de pacientes con SUH, y la correlación negativa entre la 

disminución de los leucocitos CX3CR1+ circulantes y el daño renal en los pacientes, sugerimos 

que es una vía importante a través de la cual los Mo interactúan con el endotelio y contribuyen 

a la patogénesis del SUH. Por otro lado, se logró modular la expresión de CX3CR1 en Mo 

purificados, encontrando que dos citoquinas, IL10 e IFNγ generalmente encuadradas en 

funciones antagónicas, asociadas a deactivación y activación respectivamente del monocito, 

modulan su expresión en el mismo sentido. Es importante, acompañar estos datos con el  

análisis de la funcionalidad del receptor,  ya que nos indica cual es la relevancia fisiologica de 

estos cambios. Nosotros concluimos que la función sólo se ve significativamente incrementada 

con el tratamiento simultáneo de ambas citoquinas. Así mismo, el IFNγ  induce la expresión de 

CX3CL1 sobre endotelio, mientras que la IL10 no lo hace. Por lo tanto es importante tener en 

cuenta el contexto fisiopatológico, en cuanto a la cinética de inducción y secreción de 

citoquinas, los distintos microambientes en donde se producen y las alteraciones específicas 

durante los procesos patológicos, antes de extrapolar en forma directa a lo que pasa in vivo.  
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