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Acción de la toxina Shiga 2 producida por Escherichia coli 

enterohemorrágica en el Sistema Nervioso 

 

La toxina Shiga 2 (Stx2) producida por Escherichia coli enterohemorrágica es la principal 

causa de diarrea asociada a síndrome urémico hemolítico e insuficiencia renal. El 30 % 

de la población infantil que sufre SUH padece alteraciones en el sistema nervioso central 

(SNC). 

Nos propusimos determinar la expresión del receptor Gb3, el cual produce la entrada de 

la toxina en las células que lo poseen, en condiciones normales y luego de la 

administración intracerebroventricular de Stx2 en cerebros de roedores. Observamos que 

el receptor Gb3 se expresa en neuronas y aumenta con la administración local de Stx2. 

La interacción Gb3-Stx2 en neuronas podría contribuir al daño producido por las 

encefalopatías derivadas del SUH en niños intoxicados por ingestión de productos 

contaminados por E. coli enterohemorrágica.  También caracterizamos el efecto de dosis 

subletales de Stx2 (dsStx2) administrada vía intravenosa por ultraestructura que se 

correlacionó con tests de comportamiento por primera vez. Este modelo translacional nos 

fue útil para determinar que dosis subletales de la toxina son capaces de generar un daño 

cronológico significativo de eventos en cerebros de ratones, que podría explicar las 

lesiones neurológicas que remiten o resultan ser permanentes en pacientes intoxicados. 

Un significativo edema perivascular se observó luego de 2 días de la administración 

sistémica de Stx2, daño en astrocitos a los 4 días, y en neuronas y oligodendrocitos luego 

de 8 días. También fue importante encontrar extravasación de mastocitos y sinapsis 

interrumpidas.  

Finalmente el tratamiento de la Dexametasona, un antiinflamatorio, el Lactobacillus 

Plantarum, y/o anticuerpos anti-Stx2 logran neutralizar la acción de Stx2.  

Estos estudios servirán como antecedentes para desentrañar a futuro los mecanismos 

celulares y moleculares involucrados en los procesos neuropatológicos durante la fase 

aguda de la intoxicación. En base a este conocimiento, agentes terapéuticos pueden ser 

utilizados para neutralizar la Stx2 a nivel central.     

 

 

Palabras clave 

Stx2, toxina shiga, gb3, inhibidores, comportamiento, neuroprotectores, anticuerpos, 

vacuna, CNS, regulación positiva.  
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Action of the Shiga Toxin type 2 produced by enterohaemorragic Escherichia 
coli (EHEC) in the Nervous Central System 
 

Shiga toxin (Stx2) produced by Escherichia coli enterohemorragic is the main 

cause of diarrhea associated to the hemolytic uremic syndrome. 30% of the child 

population that suffers from HUS shows alterations in the central neurosystem 

(CNS). 

We observed that  Stx2’s receptor Gb3 is expressed in neurons and it’s expression 

is upregulated after the administration of Stx2. The Gb3-Stx2 interaction in 

neurons could contribute to the damage produced by HUS derived 

encephalopaties in children. 

We also studied the effect of the sub lethal doses of Stx2 administrated 

endovenously and for first time we found comportamental changes in mice. This 

translational model was useful to determine that sublethal doses of Stx2 are able to 

produce a significative chronologic damage in the mice brain, that might explain the 

neuropatological lesions that occurs in intoxicated patients. Two days after the 

administration of Stx2 we observed perivascular edema, astrocitary damage at the 

4th day and damage in neurons and oligodendrocites at the 8th day. Another 

important discovery was to found tripartite synapses and mastocyte extravasation. 

Finally a treatment with Dexamethasone, an antiinflamatory, the Lactobacillus 

Plantarum, and/or antibodies anti-Stx2 neutralize the action of Stx2. 

These studies will serve as antecedents to unveil the cell and molecular 

mechanisms involved in the neuropathologic processes during the acute phase of 

the intoxication. Based on this knowledge, therapeutic agents can be used to 

neutralize Stx2 at central level.  

Keywords  

Stx2, shiga toxin, gb3, inhibitors, behavior, neuroprotector, antibody, vaccine, SNC, 

upregulation. 
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Itaca 

Cuando partas para Itaca, desea que el camino sea largo, rico en peripecias y en experiencias. No 

temas ni a los Lestrigonos, ni a los Cíclopes, ni a la cólera de Neptuno. No los encontrarás en tu ruta 

si tus pensamientos son elevados, si tu cuerpo y tu alma no se dejan arrastrar por pensamientos 

bajos. No encontrarás ni a los Lestrigonos, ni a los Cíclopes ni a la furia de Neptuno, si no los llevas 

dentro de ti, si tu corazón no te los muestra. 

 

Desea que el camino sea largo, que numerosas sean las mañanas de verano, dónde (con cuántas 

delicias!) entrarás en puertas por primera vez. Haz escala en los mercados fenicios, compra bellas 

mercancias: nácar y coral, ámbar y ébano, y miles de perfumes sensuales. Compra cuantós más 

perfumes puedas. Visita las numerosas ciudades egipcias, e instrúyete y enseña avidamente. 

Guarda siempre Itaca en tu espíritu. Llegar es tu meta final, pero no apures tu viaje, es mejor que 

dure muchos años y que tu llegues a la isla cuando sea viejo, rico con todo los tesoros acumulados 

en el camino, sin esperar que Itaca te hubiese ofrecido riquezas. 

Itaca te ha dado un bello camino, sin ella, te perderías en la ruta. Ella no tiene nada más queda 

darte. Si la encuentras pobre, Itaca no te ha engañado. Sabio como has devenido con tantas 

experiencias, ya deberias saber lo que significan las Itacas. 

Constantin Cavafy 
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Introducción y Objetivos 

 

 

Historia de la toxina Shiga 

 

La bacteria E. coli productora de la toxina Shiga 

(STEC) es un patógeno causante de colitis 

hemorrágica, Síndrome Urémico Hemolítico 

(SUH) y complicaciones neurológicas que se 

observan mayoritariamente en niños.  

Las complicaciones en el sistema nervioso central (SNC) se dan en 

aproximadamente el 30% de los niños con SUH. Los pacientes pueden presentar 

ataxia, convulsiones y hemiparesis12. El desequilibrio del SNC por intoxicación 

con Stx2 es la causa de mortalidad y el mayor contribuyente a la morbilidad 

asociada al SUH3.  

Existen dos grupos principales en la familia de toxinas Shiga (Stxs), Toxina Shiga 

tipo 1 (Stx1) y Toxina Shiga tipo 2 (Stx2).  Estas deben su nombre al microbiólogo 

japonés Dr. Kiyoshi Shiga, el primero en describir el origen bacteriano de la 

disentería causada por Shigella dysenteriae en 18974. 

En 1936, en una cena de honor en la Universidad de Harvard (EEUU), Shiga se 

dirigía a su audiencia diciendoμ “El descubrimiento del bacilo de la disentería avivó 

en mi joven corazón la esperanza de erradicar la enfermedad. Muchos miles aún 

sufren de esta enfermedad cada año y la luz de esperanza que una vez brilló tan 

vivamente se ha desvanecido como un sueño en una noche de verano.” 

Hoy en día, la Shigelosis aún mata a miles de personas al año, principalmente 

niños que viven en países subdesarrollados. 

Dr. Kiyoshi Shiga (1871-1957) 
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La familia de Toxinas Shiga 

 

Las toxinas Shiga fueron descubiertas en el año 19775 al observar que ciertas 

cepas de E. coli enteropatógenas aisladas de pacientes con enteritis, producían 

una toxina diferente y eran capaces de provocar una lesión intensa e irreversible 

sobre la línea celular Vero, una línea celular derivada de riñón del mono verde 

africano (Cercopithecus aethiopicus), por lo que fueron llamadas verotoxinas. 

Toda la familia de Toxinas Shiga son toxinas del tipo AB5, compuestas por una 

subunidad A catalíticamente activa y un pentámero de 5 subunidades B que les 

permiten entrar a las células blanco que poseen el receptor específico. La 

proteína necesita estar conformada por la unidad A y las unidades B para ser 

activa y poder entrar en las células e inhibir la síntesis de proteínas6. 

El origen más común de las toxinas Shiga son las bacterias S. dysenteriae y el 

grupo Shigatoxigénico de Escherichia coli, el cual incluye el serotipo O157:H7 y 

otras cepas de E. coli enterohemorrágicas. Las diferentes cepas bacterianas 

pueden expresar diferentes cantidades de Stx2, Stx1 y el resto de los subtipos. 7 

Los estudios epidemiológicos muestran que las cepas de STEC que expresan Stx2 

solamente son más virulentas que las cepas que expresan Stx1 solamente o 

Stx1+Stx2. Tanto Stx1 como Stx2 tienen una estructura similar8  pero ambas tienen 

son inmunológicamente diferentes, los anticuerpos contra Stx1 no neutralizan Stx2 

y viceversa 9.  

Los genes de Stx2 y Stx1 se encuentran codificados en fagos tipo lambda10.  

La biología de la producción de Stx2 es bastante inusual, los genes que codifican 

para Stx2 están codificados en la región más tardía de un fago lisogénico11 12. 

Estos genes solo se expresan cuando el fago se encuentra o en su ciclo 

replicativo o lítico13.En el caso de E. coli O157:H7, los genes de Stx2 están 

silenciados durante la lisogenia, sin embargo si el fago es inducido a entrar en el 
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ciclo lítico, comenzará a producir Stx2. 

El daño del ADN u otras señales del sistema SOS puede activar la transcripción 

de Stx2 y Stx114. Los antibióticos en general, activan el sistema de SOS 

bacteriano, es por eso que está desaconsejada la utilización de antibióticos 

cuando se produce una infección por STEC15. 

 

Relevancia y Costos del problema en la Argentina 

La Argentina es el país con mayor incidencia en el mundo de SUH. Se producen 

entre 12 a 14 casos cada 100.000 niños menores de 5 años, esto se traduce en 

alrededor de 500 casos por año con una letalidad en la fase aguda del 4%. 

Los costos de la enfermedad para la Argentina son altísimos. En el único trabajo   

encontrado en Pubmed al respecto, se evalúan los costos directos del SUH (en la 

atención hospitalaria) en sus diferentes etapas evolutivas: el período agudo de 

internación, el seguimiento ambulatorio, la diálisis peritoneal continua ambulatoria 

(DPCA), la hemodiálisis (Hd) y el transplante renal (Tx) y los costos indirectos del 

SUH (sociales): los gastos de la familia, el Estado y los servicios de salud. 16 

En el estudio mencionado se analizaron las historias clínicas de 525 pacientes y 

se clasificaron por su procedencia y su situación clínica. Durante la etapa aguda 

se observa que se reparte equitativamente la carga el Estado y el núcleo familiar, 

durante la etapa de trasplante la carga recae mayormente sobre las familias. El 

65% de los gastos observados corresponde a la etapa de seguimiento 

ambulatorio y los tratamientos sustitutivos de la función renal.  

En el año 2005 el costo total por paciente fue de $79.000, es decir que los 464 

casos denunciados tuvieron un costo total en el 2005 de  $36.845.000, a valor 

2013 esto es aproximadamente $65.000.000. Todo esto sin tener en cuenta el 

sufrimiento humano incuantificable de los niños y las familias afectadas. 
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Acción de la Toxina Shiga 

Los dos tipos de toxina Shiga, Stx1 y Stx2 poseen la misma estructura AB5, en 

donde la subunidad A (StxA) se encuentra asociada con 5 subunidades B (Stx2B). 

La subunidad A es la que tiene la actividad catalítica N-glicosidasa17, actúa 

quitando un base específica de adenina de la subunidad 28S rRNA de la  

subunidad 60S de las células infectadas. Como la base de adenina está en un 

loop de rRNA de las células es esencial para el pegado correcto de factores de 

elongación, por lo que la toxina es capaz de interrumpir la síntesis de proteínas de 

la célula blanco. 

Las subunidades A de Stx1 y Stx2 son casi idénticas difiriendo solamente en 1 

aminoácido (el aminoácido Serina en la posición 45 es reemplazado por  

treonina), sin embargo, en contraste con la secuencia de las subunidades A, las 

subunidades N de Stx1 y Stx2 sólo tienen un 55% de semejanza18. 

 

La estructura de Stx2 

La estructura de Stx1 fue descubierta antes que la de Stx219. La subunidad A 

interacciona con el pentámero de StxB mediante una hélice C-terminal y 4 hojas 

beta. El plegado del resto de la subunidad A es muy similar a la cadena A de la 

toxina Ricina, ambas son N-glicosidasas. El sitio activo de la toxina bacteriana 

está bloqueado por un segmento de la cadena polipeptídica que se libera como 

parte del mecanismo de activación de la toxina. Es por esto que es importante 

verificar la actividad biológica de Stx2, ya que la proteína puede no ser activa si 

no está correctamente plegada.  

 

Diferencias entre Stx1 y Stx2 

Las dos principales isoformas, Stx1 y Stx2, que difieren drásticamente en potencia 

citotóxica, a pesar de tener el 57% de secuencia idéntica. 20 Los estudios 

animales y epidemiológicos muestran que Stx2 está asociada con la enfermedad 
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más severa. 21 22. 

Además, algunas variantes de Stx2 son más virulentas en humanos, como Stx2c 

y ciertas formas de Stx2d, que pueden ser activadas por la elastasa presente en 

el mucus humano. Si bien las infecciones por STEC están asociadas a Stx1, Stx2 

o ambas, la producción de Stx2 aumenta considerablemente el riesgo de SUH. 23 

Los datos observados por la técnica de espectrometría de masa  sugieren que 

esto se debe a la diferencia de estabilidad entre los pentámeros de subunidades 

B de ambas toxinas que son los responsables de la unión de la toxina a las 

células. 

En esta tesis nos centramos en la  actividad de Stx2, dado que esta variante de 

toxina genera mayores causas de muerte. De todas las cepas STEC (tanto 

productoras de Stx2, de Stx2+Stx1 o solamente de Stx1), las cepas de E. coli que 

producen Stx2 son las que producen SUH con un mayor grado de compromiso 

con el CNS y un mayor daño 24 25. 

Esto está íntimamente relacionado con que Stx2 tiene una capacidad citotóxica de 

100 a 1000 veces superior que Stx126 

El brote de STEC del 2011 en Alemania fue causado por la cepa O104:H4, un 

genotipo y fenotipo muy poco usual. Se reportaron 4333 infectados, entre ellos 

733 casos de SUH y 50 muertos debido a complicaciones neurológicas.27  

Mientras que el SUH causado por STEC se observa habitualmente en menores 

de cinco años, en este brote el 90% de los casos fueron de edad igual o superior 

a 20 años, de los que aproximadamente dos tercios fueron mujeres. Estas 

características poco usuales en cuanto a distribución por sexo y edad pueden 

explicarse debido las características patogénicas, particularmente la cepa 

O104:H4 que produce Stx2a y es enteroagregativa 28. 

 

Origen del SUH 

La bacteria Escherichia coli (E. coli) es un microorganismo que compone la flora 
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colónica humana. Se adhiere y coloniza la mucosa intestinal a pocas horas 

después del nacimiento. E. Coli pertenece a la familia de anaerobios  facultativos 

Enterobacteriae, capaces de prosperar en el intestino y en el ambiente exterior, 

algunos miembros de esta familia son también Shigella dysenteriae, responsable 

de la disentería y Salmonella typhi, que produce la fiebre tifoidea. 

La infección con E. coli productor de Stx está relacionada al consumo de 

alimentos contaminados y puede desencadenar diferentes cuadros clínicos que 

varían desde diarrea, colitis hemorrágica, encefalopatías y síndrome urémico 

hemolítico. 

El SUH fue descripto por primera vez en nuestro país por Gianantonio 29 y realizó 

una descripción completa de los aspectos clínicos y la evolución de 64 casos de 

SUH.  

Características del SUH, mecanismo y epidemiologia 

El SUH es un síndrome caracterizado por anemia hemolítica microangiopática, 

trombocitopenia e insuficiencia renal aguda que puede progresar a insuficiencia 

renal crónica.30 

La infección comienza con la ingesta de agua o alimentos contaminados con 

materia fecal. Aproximadamente el 10% de los pacientes con infecciones por 

STEC desarrollará SUH. 

Las bacterias STEC presentan resistencia a la acidez, lo que facilita su 

supervivencia en el estómago. Al alcanzar el colon se adhieren a los enterocitos a 

través de un mecanismo regulado por una serie de genes de virulencia, que 

inducen lesiones características conocidas como attaching and effacing (A/E)31, 

caracterizadas por una estrecha interacción entre la bacteria y las células 

epiteliales intestinales, el borrado de las microvellosidades y la desorganización 

del citoesqueleto, que causa diarrea e inflamación intestinal32.  

La diarrea con sangre, uno de los signos principales de alerta en estos cuadros, 

se produce como consecuencia del daño que produce la Stx2 en las células 

endoteliales de los pequeños vasos del colon. Además la Stx2 tiene por blancos 
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el riñón y sistema nervioso central. Como estos tejidos no forman parte del epitelio 

intestinal donde coloniza STEC, el daño endotelial es una consecuencia directa 

de la acción de Stx que, liberada por las bacterias atraviesa la barrera intestinal y 

ganan acceso a la circulación sanguínea33.  

La letalidad es sólo del 3-5% debido al diagnóstico precoz la instauración 

temprana de la diálisis peritoneal en los casos con oliguria grave o anuria y al 

manejo de la anemia hemolítica. 

Alrededor del 60% de los pacientes supera la fase aguda y se recupera sin 

secuelas después de dos semanas de hospitalización.  

Un 5% de los niños desarrolla una insuficiencia renal crónica que, en pocos años, 

requiere procedimientos de hemodiálisis permanente o trasplante renal. Otro 30% 

continúa con microhematuria y grados variables de proteinuria que pueden durar 

décadas34. 

El SUH está ampliamente distribuido en el mundo y frecuentemente se lo describe 

como una enfermedad epidémica de baja tasa de incidencia en países 

desarrollados como EEUU y Japón, con 1-3 casos cada 100.000 niños menores 

de 5 años35. 

Sin embargo, en la Argentina, el país con mayor incidencia en el mundo se 

producen 12-14 casos cada 100.000 niños menores de 5 años. Esto se traduce 

en alrededor de 500 casos por año con una letalidad en la fase aguda del 4%. 

 

Encefalopatías originadas por la toxina Shiga 

Como ya mencionamos los problemas asociados a STEC son usualmente diarrea 

acuosa y diarrea sanguinolenta y en los casos más severos SUH y problemas en 

el SNC36 37. Los problemas neurológicos asociados a una infección con STEC son 

amplios e incluyen entre otros fallas en la coordinación motriz fina, ceguera 

cortical, ataxia, cambios en la conciencia desde letargia hasta coma 38 39 40. 
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Las manifestaciones en el sistema nervioso son trascendentes en el paciente, 

dado que están asociadas a secuelas muy severas y a un índice significativo de 

mortalidad41. 

Para definir y estudiar el problema en humanos se han propuesto una serie de 

modelos. Uno de los problemas es la dificultad para hallar un modelo de infección 

con STEC que pueda reconstituir todo lo que ocurre en pacientes.  

 

Observaciones clínicas 

La acción patogénica de STEC se debe principalmente a la toxina Shiga, de los 

dos subtipos (Stx1 y Stx2), y Stx2 es la que está relacionada con pronósticos más 

severos y de mayores secuelas producidas 42 43.  

Generalmente, la infección por STEC activa una cascada de coagulación que 

reduce el número de plaquetas en la sangre (trombocitopenia) e  induce trombos 

de fibrina en los vasos, por lo que los glóbulos se dañan al pasar por los vasos 

cerrados lo que origina anemia hemolítica. Mientras la trombosis progresa en los 

glomérulos renales, se produce un daño en el mecanismo de ultrafiltración que 

contribuye a la falla renal. Por otro lado cerca del 35% de los pacientes diarrea 

positivos para SUH progresarán hacia una disfunción del SNC.44 45 46 47 48 

Sin embargo, es de destacar que antes del establecimiento del SUH, entre un  9- 

15% de los pacientes muestran trastornos neuronales, lo que sugiere que los 

mismos pueden aparecer previo al síndrome 49 50 51. 

Además, la tasa de mortalidad de los pacientes con disfunciones en el SNC-D+ 

SUH (diarrea positivos) es aproximadamente dos a tres veces mayor que SNC- D- 

SUH 52 53 54 55. 

 

Histopatología del SNC en humanos  
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Las lesiones predominantes que se observan en el SNC de autopsias de 

pacientes incluyen edema 56  infartos focales y necrosis 57. La mayoría de los 

casos encontrados no presentan micro trombos (capilares saturados de fibrina) lo 

que sugiere que el daño endotelial se produce, pero en la ausencia de la 

activación de la cascada de coagulación. 58  

También se han reportado hemorragias intraparenquimales y extraparenquimales, 

sugiriendo el rompimiento o debilitamiento de la barrera hematoencefálica. 59 

 

Resonancia Magnética  

Las lesiones observadas por resonancia magnética (RMI) se localizaron en  los 

ganglios de la base, tálamo y cerebelo 60 61 62  63 . 

 

Alteraciones en el líquido céfalorraquídeo y en plasma   

En pacientes normales, la concentración de proteínas en el líquidocefalorraquídeo 

es menor comparada con el suero, ya que la barrera hematoencefálica en el plexo 

coroideo frena el pasaje de proteínas al líquido cefalorraquídeo. Sin embargo del 

10% al 30% de los pacientes con complicaciones del SNC poseen concentración 

elevada de proteínas en el líquidocefalorraquídeo, lo que indica que la infección 

por STEC altera la permeabilidad de la barrera de la barrera hematoencefálica 64 

65 66 . 

 Además la primera anomalía circulatoria que se detecta en la mayoría de los 

pacientes es  trombocitopenia, seguida de hemólisis debido al daño que sufren los 

eritrocitos al pasar por los trombos localizados en vasos pequeños67. Previamente 

al hallazgo de la disminución del volumen de eritrocitos, generalmente la 

concentración de creatinina en sangre tiende a subir. 

  

Modelos animales utilizados 



Capítulo 1: Introducción y Objetivos 

 

27 

 

Los modelos animales utilizados para investigar los casos neurológicos incluyen 

la inoculación gastrointestinal de STEC y modelos donde se inyecta Stx2 por 

diferentes vías (I.p., intraperitoneal; e.v., endovenosa i.t., intratecal (vía cisterna 

magna); i.c.v., intracerebroventricular). Los animales más utilizados son ratón, 

rata y conejo. 

 

Modelos murinos para estudiar el efecto de Stx2 en el SNC 

Efecto de la Stx2 por inoculación con STEC 

 

Los modelos de inyección de Stx son los más usados para estudiar los efectos de 

STEC, dado que STEC infecta el colon del animal, pero esto es difícil de lograr y 

además requiere bioterios de nivel de Bioseguridad III, lo que limita aún más esta 

técnica. 

Por otro lado las diferentes cepas varían en su capacidad de producir Stx268 69 , 

por su grado de adhesión70, su grado de invasión a las células 71 y su capacidad 

de secretar proteínas72. Por esta razón es aún más interesante plantear un 

modelo basado únicamente en la inyección de Stx2 para solucionar la falta de 

homogeneidad entre cepas y saber la cantidad de toxina que se inyecta. 

El modelo de inoculación de STEC es muy dificultoso y debe trabajarse con 

ratones muy pequeños y suministrárseles antibióticos para que STEC pueda 

colonizar el intestino73. Por ejemplo en un modelo de inoculación gastrointestinal 

de STEC productora de Stx2c, se observó células endoteliales edematosas y 

destrucción de mielina 74.  

En este modelo de administración con STEC productoras de Stx1 y Stx2 se 

observó hemorragia, cambios edematosos y micro trombos, daño vascular y 

neuronas en degeneración, sin embargo, la mielina no presentó daños en la 

corteza, hipocampo ni cerebelo. En ambos casos se observaron lesiones 

relacionadas con daño endotelial. 75 76 77 78 79 
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En otro modelo de inoculación de STEC utilizan animales malnutridos. En todos 

los casos los síntomas comunes del SNC que se observan son las convulsiones y 

la parálisis en las extremidades. 80 

 

Efecto de la administración periférica de Stx en el SNC 

En este modelo de administración de la toxina se observó parálisis en las 

extremidades, escalofríos, andar anormal, espasmos (las patas duras previniendo 

una posición normal parado) parálisis unilateral, aunque en este caso los ratones 

tenían funcionalidad senso-neuronal mientras estaban paralizados81 82. 

Otros autores descubrieron hemorragia, edema, congestión y cambios celulares 

gliales (picnosis de los oligodendrocitos y astrocitos)83 84 85.  

Finalmente se observó por Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM), 

procesos gliales entre la pre y post sinapsis. 86. 

Además se observó que la inyección de Stx y LPS resultan en una hemorragia  

más severa en el cerebro comparados con los que son inyectados con Stx2 

solamente87. 

En cuanto a los parámetros hematológicos Stx2 vía intraperitoneal (IP) (225ng/kg) 

no causó trombocitopenia, pero si anemia hemolítica y aumento de la creatinina 

en suero y BUN. El LPS (0.3mg/kg IP) produjo trombocitopenia, pero no aumento 

de la creatinina)88. La combinación de Stx2 y LPS causó trombocitopenia, 

reticulocitosis, y aumento de creatinina en suero, los tres criterios de diagnóstico 

de SUH. También puede inducir trombocitopenia  que Stx2 (5ng/kg iv) y LPS 

(0.5mg/kg) 89 o Stx2 a una dosis más alta (50 ng/kg i.v.) þ LPS (0.5 mg/kg i.v.) 

pero no a la dosis más baja de 5ng/kg.  

En los modelos de infección con STEC los ratones probablemente reciben Stx2 y 

LPS y mostraron una fragmentación de los glóbulos rojos, signo de la anemia 

hemolítica 90. 
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Por lo tanto Stx2 es capaz de causar falla renal (aumento de creatinina y BUN) y 

Stx2 en combinación con LPS agrava el daño. 

  

 

Modelos en rata de daño del SNC por Stx2 

 

Efecto local de Stx2 en el SNC 

En el 2007 en nuestro laboratorio se observó por ultraestructura 

neurodegeneración neuronal, desmilienización, astrogliosis y oligodendrocitos 

patológicos en el estriado cuando se inyectó vía icv una dosis de 1ng/ l  deStx2. 

En este modelo se confirmó la localización de Stx2 en el cerebro mediante 

inmunohistoquímica. 91 

En otro trabajo de nuestro grupo en el modelo de rata se observó que la 

administración ICV de Stx2 causó la expresión de GFAP que derivó en 

astrogliosis, además por microscopía confocal se observaron astrocitos reactivos 

en contacto con neuronas conteniendo Stx2. 

La injuria por parte de Stx2 correlacionó con los cambios en la expresión y la 

actividad neuronal de la óxido nítrico sintasa (nNOS). Observaron una 

disminución en el número y la actividad de neuronas nNOS  en la corteza cerebral 

y el estriado, mientras que se observó un efecto opuesto en el núcleo 

paraventricular del hipotálamo. 92 

 

Administración Intraperitoneal de Sobrenadante Conteniendo Stx2 

Además en otro modelo de rata pero con una administración peritoneal de 

sobrenadante expresando Stx2 se observaron alteraciones neurológicas como 

letargia, parálisis y caminar anormal. Además se observe daño neuronal y una 

disminución de los niveles  expresión de acuaporina 1 (AQP1) y la acuaporina 4 
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(AQP4) en el cerebro de rata 2 días luego de la inyección del sobrenadante de 

Stx2. La regulación negativa de los niveles de acuaporina y las alteraciones 

neuronales observadas en ratas inyectadas con Stx2 pueden estar relacionadas 

con la formación de edema y las manifestaciones neurológicas características del 

SUH en este modelo. 93 

 

Objetivo General 

Determinar la fisiopatogenicidad de la Stx2 en el SNC a partir del uso de dos 

modelos animales de administración. 

 

 Objetivos específicos 

1) Determinar la presencia del receptor Gb3 en el parénquima cerebral y 

determinar el efecto de la administración local de  Stx2 en el cerebro. 

 2) Caracterizar los efectos de dosis subletales de Stx2 en cerebros de 

ratones por microscopía y mediantes tests comportamentales. 

3) Determinar posibles agentes neuroprotectores, lo que permite estudiar por 

métodos farmacológicos los mecanismos neurotóxicos y desarrollar un tratamiento 

eficaz en los casos de encefalopatías agudas de intoxicación por STEC. 
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Capítulo 2 

Estudio de la expresión y localización del receptor de la toxina Shiga: Gb3 

 

Introducción 

El receptor de la Toxina Shiga tipo 2: Gb3 

El receptor Gb3 es sintetizado a partir de la enzima lactocilceramida por la enzima

1,4-galactosyltransferasa (Gb3/CD77 sintetasa, 1,4Gal-T)9495. Gb3 es también 

el antígeno Pk del grupo P de los eritrocitos96, también conocido como el antígeno 

asociado al linfoma de Burkitt y como un marcador celular (CD77). No se han 

reportado aún ligandos fisiológicos para Gb3. 

Un modelo conocido de intoxicación celular describe que el pentámero Stx2B se 

une al receptor globotriaosilceramida (Gb3/CD77), lo que le permite a la Stx2 ser 

internalizada por endocitosis en los endosomas tempranos y trasladarse hacia el 

aparato de Golgi97. Luego de “saltar” del retículo endoplasmático, la subunidad A 

de la toxina es translocada al citosol donde es capaz de inhibir la síntesis de 

proteínas y promover la muerte celular98. Por lo tanto, existe una fuerte evidencia 

que el daño causado por la toxina Shiga depende de la expresión y mediación de 

Gb3 en los diferentes tejidos99. 

Aunque las variantes de Stx1 son más homogéneas, Stx2 tiene un mayor número 

de variantes que incluyen Stx2c, Stx2d, Stx2d-activable, Stx2e, y Stx2f. Sólo la 

variante Stx2c de Stx2 ha sido encontrada en los serotipos O157. Las diferentes 

variantes de Stx2 se distinguen por una diferente actividad biológica y una 

diferente constante de afinidad por el receptor al cual se unen100. De las diferentes 

variantes de Stx2, sólo la Stx2e se une preferentemente al receptor 

globotriaosilceramida Gb4 (GalNAcβ1-3Galα1-4Galβ1-4glucosil ceramida), 

mientras que el resto de las variantes se unen preferentemente al receptor 

globotriaosilceramida  (Galα1-4Galβ1-4glucosil ceramida, Gb3). Esta selectiva 
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capacidad de unión al receptor de las diferentes variantes de la toxina posibilita la 

interacción con diferentes poblaciones celulares. Entre los mecanismos de 

inducción del receptor se observó que la diferenciación celular afecta la síntesis y 

la distribución de Gb3 en la membrana plasmática101. Otro mecanismo que se 

reportó es la inducción del receptor por mecanismos proinflamatorios en el que 

participa la Interleukina-1  y/o el Factor de necrosis tumoral (TNF- )102,103. Por 

ejemplo se observó que TNF-   aumenta la sensibilidad a la toxina Shiga en 

células cerebrales endoteliales humanas que presentan Gb3
104. 

 

Afinidad de Stx2 por Gb3  

La variedad Stx2 ha estado más relacionada con pronósticos más severos y con 

menor esperanza de sobrevida que la Stx1105106. Si bien no existen diferencias en 

la actividad de la subunidad A, la diferencia de toxicidad resulta en la diferencia en 

el pegado a Gb3 de las subunidades B entre ambas toxinas. Esto se ha 

demostrado con construcciones híbridas entre la Stx1A-Stx2B y viceversa, lo cual 

demuestra que la citotoxicidad es efectivamente regulada por el la subunidad B107. 

La afinidad de unión de Stx1 con células que contienen Gb3 es  (Kd = 4,6 –8 

M) mucho más alta que la de Stx2 (Kd = 3,7 –7 M)108109. Esta diferencia de 

afinidad entre ambas toxinas con el receptor sugiere que la Stx2 circule un mayor 

tiempo debido a su menor afinidad respecto a la Stx1, lo que le permite alcanzar 

los riñones con más facilidad que Stx1110. Además se ha demostrado que Stx2 es 

más citotóxica que Stx1 en células de la microvasculatura de riñón in vivo 111. 

 

Distribución de Gb3 en el SNC 

La distribución del receptor es clave para entender la acción de Stx2 en el sistema 

nervioso. La mayoría de los autores aceptan que Gb3 se encuentra en las células 

endoteliales. 

Se ha demostrado la expresión basal de Gb3 en cerebro de ratones normales en 
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neuronas de la médula dorsal, de la corteza, hipocampo y células de Purkinje en 

el cerebelo  pero no lo encontraron presentes en células endoteliales112.  

Otros autores, han estudiado que Gb3 se encuentra presente en el endotelio de la 

sustancia gris de la espina dorsal y en el hipocampo pero no en neuronas ni en 

células gliales, por lo que existen controversias en la distribución de Gb3
113.  

Finalmente en humanos, se ha encontrado la expresión de Gb3 en neuronas 

y células endoteliales de la corteza 114. 

No existen reportes en la distribución de Gb3 en cerebro de rata, ni tampoco 

existen reportes si la Stx2 induce cambios en la expresión del mismo, por lo que 

nuestro objetivo fue estudiar la localización celular de Gb3 en diferentes regiones 

del cerebro de rata, y evaluar el efecto local de Stx2 sobre la misma. 

  

Materiales y métodos 

 

Purificación de Stx2 

Debido a los atentados ocurridos en EE.UU. el 11 de Septiembre de 2001 se 

volvió imposible conseguir la toxina Shiga en la Argentina ya que EEUU declaró 

que puede usarse como arma bioterrorista por lo tanto tuvimos que poner a punto 

la purificación y producción de Stx2 en el laboratorio. 

 

Clonado de Stx2 

Los plásmidos fueron construidos según las técnicas normales de clonado, según 

el manual del NIH sobre “Trabajando con cuidado con material biológico 

peligroso”115. Esto es especialmente importante ya que se trabaja con una toxina 

como Stx2 que procede de cepas patogénicas. Se usaron técnicas normales para 

construir los plásmidos que expresaran la toxina116. Los plásmidos fueron aislados 

de la bacteria usando el sistema miniprep de DNA Wizard Plus SV (Promega 
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Corp., Madison, WI, USA). Todos los constructos fueron chequeados y 

secuenciados por el Método enzimático de terminación de cadena de Sanger 

usando un secuenciador automático  Applied Biosystem. 

El ADN cromosomal de Stx2 se extrajo de la bacteria E. coli C600 que contiene el 

bacteriófago 933W  (22). Un fragmento de 1422bp de bases fue amplificado por la 

reacción de polimerasa en cadena (PCR) usando los siguientes promotores:  

(upstream: 5'-GAA TTC ATT ATG CGT TGT TAG-3' y  downstream: 5'-GAA TTC 

TCAGTC ATT ATT AAA CTG-3', ambos conteniendo un sitio de restricción para 

EcoRI ) flanqueando los genes tanto de Stx2A como Stx2B. El producto de PCR 

fue clonado dentro de un vector  pGEM-T Easy (Promega). Células competentes 

DH5  (Life Technologies, Rockville, MD, USA) fueron transformadas con el 

plásmido Pgemt-tStx2 y Pgemt   usado como control. 

Se cultivó la bacteria recombinante conteniendo E. coli (pStx2), y/o E. coli (Pgemt) 

durante toda la noche a 37ºC con agitación a 250 rpm en 5 ml de caldo Luria-

Bertani (LB) (Difco Laboratories) suplementado con 100 µg/ml de ampicilina 

(Sigma Aldrich Co.). Las células bacterianas fueron removidas por centrifugación 

y el sobrenadante fue esterilizado con filtro de 0.22-µm.  

 

Purificación de Stx2 por cromatografía  

La Stx2 se purificó mediante cromatografía de afinidad en condiciones nativas. Se 

cultivaron bacterias E. coli  DH5a –PStx2 recombinante  en medio  LB con 

100 µg/ml de ampicilina. Luego de centrifugar a 1000g por 10 min, el pellet 

bacteriano fue resuspendido en buffer de lisis ( 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 

pH = 8) e incubado en hielo por 30 min con agitación suave. 

La muestra fue sonicada con 10 pulsos (10x3) y centrifugada a 5000g por 20 

minutos. Luego, el sobrenadante fue separado, precipitado con una solución 

saturada de SO4(NH4)2 y centrifugado 20 minutos a 10000g a 4ºC. La solución 

obtenida fue dializado con 4 volúmenes de PBS overnight para remover el 

SO4(NH4)2. Luego de la diálisis se agregó un cocktail de inhibidores de proteasas 
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(20 mM leupeptina, 1 mM aprotinina, 10 uM pepstatina A, 1 mM PMSF) y se 

incubó con la resina globotriosa Fractogel (IsoSep AB, Tullinge, Suecia) por 4 

horas a 4 °C en agitación suave. La resina permite unir moléculas de Stx2 ya que 

es una triosa similar al Gb3. 

La resina fue lavada y eluída con MgCl2. Luego se dializó overnight (ON) con PBS 

a 4C para extraer el MgCl2 en la solución. 

La concentración de proteínas en todos los eluídos fue medida por absorbancia a 

280 nm. Para identificar la Stx2 se utilizó el anticuerpo primario anti Stx2B (SIFIN, 

Alemania). 

 

Inmunodetección de Stx2 por Western-Blot  

La concentración de proteínas  se determinó con un kit BCA (Pierce 

Biotechnology Inc, USA). En cada calle se sembró la misma cantidad de proteína 

por calle (1ug). La solución conteniendo Stx2 y un sobrenadante control fueron 

separados en un gel 15% SDS-Tris-Poliacrilamida(v/v) con un aparato de 

electroforesis BioRad Mini Protean II (CA, USA). Luego el gel se transfirió a una 

membrana de PVDF (Bio-Rad Lab, USA). Las membranas se incubaron  ON a 

4°C con un anticuerpo monoclonal primario (anti Stx2B, Sifin, Alemania) (1:100 en 

PBS). Luego de los lavados las membranas se incubaron 1 hora a temperatura 

ambiente con anti-mouse IgG (1:3000, Bio-Rad, USA) como anticuerpo 

secundario. Las proteínas se detectaron usando el kit de detección por 

quimioluminiscencia ECL (Amersham Corp, UK). 

 

Detección de proteínas de las muestras: Coomassie Blue 

Para analizar la pureza de las muestras se corrió las muestras en un gel de 

poliacrilamida y luego se detectaron las proteínas en el mismo gracias a la 

solución de Coomassie Blue. 

Se corrieron las muestras obtenidas en la purificación de Stx2, en un gel de Tris-
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poliacrilamida 12% (v/v)  (Tricine-SDS-PAGE)117, con un aparato de electroforesis 

BioRad Mini Protean II (CA, USA). La electroforesis se realizó en un buffer de Tris-

Tricina a 30 V por  1 h y luego a 90 V durante 4 h. Los geles se fijaron en 50% y 

10% ácido acético (v/v) durante 30 minutos y luego fueron coloreados con 

Coomasie blue R en  10% ácido acético por 2hr y decoloreados en 10% ácido 

acético por 2hs. 

 

Fig. 1 . Purificación de Stx2 a partir de bacterias recombinantes 

En esta figura se muestran las distintas fracciones de la purificación. Se 
muestra la corrida de Western Blot para la fracción E2, la inmunodetección se 
realizó con el anticuerpo anti-Stx2B (Sifin, Alemania). Se observa la banda 
positiva para la subunidad Stx2B en 7.7kDa. En el panel de la derecha se 
muestra la tinción por Coomassie Blue: Eluido 2 (se observan las bandas de la 
Subunidad B y la Subunidad A), Eluido 1 y Sobrenadante Pgemt-Stx2. 

 

 

Por el método de coloración de geles, Coomassie Blue se pueden observar las 

impurezas de la muestra y constatar el grado de impurezas de la solución, por lo 

cual se seleccionó el Eluído E2, ya que se observó la menor cantidad de 

impurezas. 
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Por el método de Western Blot se verificó la presencia de una banda de 7.7 kDa 

correspondiente a la Stx2 B.  

 

Remoción de LPS (endotoxinas) 

Se eliminó el LPS de la fracción que contenía Stx2 por medio de un kit que 

elimina LPS (Detoxi-Gel, Pierce, Rockford, USA): se colocan 500ul de la resina 

Detoxi-Gel a temperatura ambiente.Se agregan  5 volúmenes de desoxicolato de 

sodio 1% y se agita unos minutos y luego se centrifuga a 12.000g. Se retira el 

sobrenadante. Se agregan 5 volúmenes de solución fisiológica apiro. Se agita 

nuevamente. Se centrifuga a 12.000g y se retira el sobrenadante. Se agrega la 

solución conteniendo Stx2, se agita y se incuba a temperatura ambiente con 

agitación 1 hora. Se centrifuga a 12.000g, el sobrenadante que contenía Stx2 libre 

de LPS. Finalmente la toxina fue alicuotada y guardada a −70 °C.  

 

Detección de la cantidad de LPS en la muestra 

La determinación de la cantidad de LPS en la muestra fue realizado con el kit: 

Endotoxin Unit (EU)/mL. Se usó como control LPS (Sigma, St. Louis,MO, USA). 

Se determinó que la solución con Stx2 contenía menos de 0.03 EU/ml. 

 

Actividad Biológica de la Stx2 

Se cuantificó la actividad de Stx2 mediante la medición de citotoxicidad en células 

Vero.  

Este ensayo permite saber con certeza si la Stx2 purificada posee actividad 

biológica, ya que podría encontrarse desnaturalizada, o incorrectamente plegada 

y aún sería detectada por un SDS-page realizado previamente. 

Las diferentes fracciones eluídas se utilizaron para realizar un ensayo de toxicidad 
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en células Vero118. Se midió la viabilidad de las mismas por el ensayo de rojo 

neutro. Las células Vero fueron cultivadas hasta confluencia en placas de 96 

pocillos en medio RPMI completo. 

Luego las células fueron lavadas en PBS y expuestas a diferentes 

concentraciones de la Stx 2 (desde 10-8 pg/ml hasta 106 pg/ml), en condiciones de 

arresto de crecimiento por 72hrs. A continuación, se agregaron 200 µl de una 

solución de ácido acético al 1 % en etanol 50% con 1 % de  CaCl2 y 4% de 

formaldehído. La absorbancia de cada pocillo fue determinada en un 

espectrofotómetro automático ( = 546nm). Los resultados fueron expresados 

como el porcentaje de rojo neutro incorporado, tomando como 100% el valor de 

las células incubadas bajo condiciones idénticas pero sin el tratamiento con la 

toxina. La dosis citotóxica 50 % (DC50) fue calculada como la dilución de Stx2 

requerida para matar al 50 % de las células Vero en cultivo (1 pg/ml) 

La actividad citotóxica fue neutralizada mediante la incubación de Stx2 con un 

anticuerpo monoclonal anti-Stx2B (Sifin, Berlin, Alemania), lo que demuestra que 

la citotoxicidad se debe a Stx2 (Fig. 2).  
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Figura 2: La Stx2 purificada posee acción citotóxica y se inhibe por un 
anticuerpo anti-Stx2B 

En esta figura se muestran los ensayos de citotoxicidad. La capacidad 
citotóxica de la Stx2 fue confirmada en un cultivo de monocapa de células Vero 
(A, DC50=Dosis Citotóxica 50%). La pre incubación de la toxina un anticuerpo 
monoclonal anti-Stx2B resultó en un aumento significativo en la viabilidad de 
las células Vero (B).  * p<0.05. 

 

Para los ensayos de neutralización, las células Vero fueron cultivadas tal como se 

describió previamente.  Luego, fueron incubadas durante 24hrs con una mezcla 

conteniendo 0,1 , 10 o 1000 pg/ml de las fracciones eluídas de Stx2 mezclada 

previamente durante 30 minutos a 37 ºC en agitación con 50 ng/ml del anticuerpo 

monoclonal anti-Stx2 B (Sifin, Berlin, Alemania).  

La preincubación de la toxina con un anticuerpo monoclonal anti-Stx2B (Sifin, 

Alemania) resultó en un aumento significativo de la viabilidad (Fig. 2 B) mientras 

que la incubación con un anticuerpo del mismo isotipo monoclonal no tuvo efecto 

neutralizante (datos no mostrados). 

 

Animales utilizados 

En el bioterio las ratas se mantuvieron en un lugar sin ruidos y con luz y 

temperatura controladas. Se les proveyó pellets de comida y agua ad libitum.  

Los animales fueron observados diariamente, pesándolas y se observaron los 

cambios comportamentales desde el comienzo del experimento hasta el final, 

siempre a la misma hora. 

 

Inyección ICV y Tratamiento 

Ratas macho fueron anestesiadas (ketamina 50 mg/kg–diazepan 0.35 mg/kg, i.p.). 

Se les implantó una guía de acero usando un aparato estereotáxico en el 

ventricular lateral en las coordenadas:  anteroposteriorμ −1.80 mm; lateralμ 2.4 mm 

y vertical: 3.2 mm 119 . Se implantó una aguja 21g para alcanzar el área del 
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ventrículo y minimizar el daño del tejido. Luego se utilizó una aguja 30-g que se 

extendió 0.5 mm debajo de la cánula guía.  

Las cánulas fueron fijadas al cráneo con 3 tornillos y cemento acrílico dental y 

fueron temporariamente cerradas. Luego de la cirugía, los animales fueron 

enjaulados individualmente. 

Cada rata se asignó al azar a diferentes grupos experimentales y fue usada sólo 1 

vez. Luego de una semana de la cirugía, los animales que se movían libremente 

fueron inyectados vía I.C.V a través una jeringa 30-g conectada a un tubo de 

polietileno a su vez conectado a un jeringa Hamilton de 20ul. La aguja fue dejada 

luego de la inyección 20 segundos en el mismo lugar para prevenir el reflujo de la 

solución inyectada. 

La ubicación correcta de la cánula en el ventrículo fue verificado al final de 

experimento mediante una fijación postmortem y cortado en un vibrátomo Oxford. 

Los datos obtenidos de animales mal implantados fueron excluidos del análisis.  

Las ratas fueron inyectadas con vehículo (solución fisiológica), LPS (Sigma, San 

Luis, MO)  12 y 24 pg de Stx2+LPS por gramo de animal.  

Luego de 2, 4 y 8 días las ratas fueron sacrificadas para realizar estudios de 

inmunofluorescencia confocal. 

Para observar sus cerebros las ratas se anestesiaron con Hidrato de Cloral (350 

mg/kg) y se perfundieron transcardiacamente con 0.9% NaCl seguido por un 4% 

paraformaldehído en 0.1 M buffer fosfato. Los cerebros fueron removidos desde el 

cráneo y post fijados en paraformaldehído 4% en buffer fosfato por 2 horas. 

Las secciones fueron cortadas en un vibrátomo Oxford. Secciones seriadas de 

40- m fueron obtenidas y colectadas en 0.1M buffer fosfato. 

Los cortes de cerebro obtenidos fueron procesados para inmunofluorescencia. 

Los protocolos experimentales y los procedimientos de eutanasia fueron 

revisados y aprobados por el Comité Institucional de Uso y Cuidado Animal de la 

Universidad de Buenos Aires, Facultad de Medicina (Resolución N° 2079/07). 
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Inmunofluorescencias  

 

Visualización de Gb3 y Stx2 

Secciones de cerebro fueron incubadas en flotación con suero normal de cabra 

1% (Sigma, St. Louis, MO, USA) durante 1 hora en PBS, luego se incubó con un 

anticuerpo monoclonal anti-Stx2B, diluido 1:100 (Sifin, Berlin, Alemania) a 4 °C 

por 72 horas en PBS y luego de varios lavados con el mismo buffer las secciones 

fueron incubadas con el anticuerpo producido en cabra IgG anti-ratón /Texas Red, 

dilución 1:200 (Sigma, St. Louis, MO, USA) por 1 hora en PBS, lavado 

copiosamente en PBS de nuevo e incubado con Hoechst 33342 (azul) 1 g/ml 

(Sigma, St. Louis, MO, USA) durante 10 min en PBS. 

Luego las secciones fueron incubadas en flotación con  un anticuerpo de rata IgM 

anti-CD77/Gb3 (1:100 Beckman Coulter, Brea, California, USA) en agitación por 

96hs a  4 °C. Luego de 3 lavados durante 5 minutos con PBS 10 mM e incubadas 

por 1 hora a temperatura ambiente con un anticuerpo secundario anti-rata  IgM 

conjugado con  FITC (1:400; Jackson, PA, USA). 

Luego de 3 lavados con PBS, las secciones fueron montadas en portaobjetos y 

cubiertas con glicerol-PBS (3:1). 

Los anticuerpos fueron diluidos en PBS; y el control negativo fue realizado 

siguiendo el mismo procedimiento pero omitiendo el anticuerpo primario. 

 

Visualización de Gb3 y MAP2 

Secciones de cerebro fueron incubadas en flotación con suero normal de cabra 

1% (Sigma, St. Louis, MO, USA) durante 1 hora en PBS, luego se incubó con un 

anticuerpo monoclonal anti-MAP2, dilución 1:500 (Sigma, St. Louis,MO, USA) a 4 

°C por 72 h en el mismo buffer y luego de 3 lavados con PBS las secciones se 
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incubaron con un anticuerpo producido en cabra IgG anti-ratón/Texas Red, 

dilución 1:200 (Sigma, St. Louis, MO, USA), luego se lavó las secciones con PBS 

5 veces. La inmunofluorescencia para localizar Gb3  fue realizada tal como fue 

descripta más arriba. 

 

Visualización de Gb3 y GFAP 

Secciones de cerebro fueron incubadas en flotación con BSA 1% (Sigma, St. 

Louis, MO, USA) durante 1 hora en PBS 10mM, luego se incubó con un 

anticuerpo policlonal producido en conejo anti-GFAP, dilución 1:500  (Sigma, St. 

Louis, MO, USA) a 4 °C por 48 h diluido en PBS  10 mM +0.2% Tritón X-100. 

Luego de eso, se incubó por 1 hora a temperatura ambiente con  anticuerpo 

secundario producido en cabra IgG anti-conejo. La inmunofluorescencia para 

localizar Gb3  fue realizada tal como fue descripta previamente. 

 

Visualización de Bax 

Secciones de cerebro fueron incubadas en flotación con suero normal de cabra 

2% (Sigma, St. Louis, MO, USA) durante 1 hora en PBS, luego se incubó con un 

anticuerpo monoclonal producido en ratón anti-Bax, dilución 1:500 (Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) en PBS 10 mM +0.2% Tritón X-100 a 4 °C 

por 48 h. Luego de 3 lavados con PBS se incubo con el anticuerpo secundario 

biotinilado producido en cabra IgG anti-ratón en una dilución 1:200 (Invitrogen 

Molecular Probes, Carlsbad, California, USA) en PBS 10 mM  por 1 hora y luego 

de 5 lavados se incubó con Streptavidina Alexa Fluor 488 (Invitrogen Molecular 

Probes, Carlsbad, California, USA) por 1 hora en PBS 10mM. 

 

Controles 

Los controles negativos fueron realizados usando el mismo procedimiento pero 

omitiendo el anticuerpo primario. Además se usaron controles de isotipo, 
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anticuerpo monoclonal ratón anti-BrdU (Sigma, St. Louis, MO, USA), ratón IgG 

(Sigma, St. Louis, MO, USA) (controles  para Stx2 y MAP-2 respectivamente), 

anticuerpo rata IgM  (1:50) (F104UN, American Qualex, San Clemente California) 

(para control de isotipo de  Gb3). 

 

Imágenes confocales 

Las imágenes confocales fueron tomadas en escala de grises (12 bit), con un 

microscopio confocal Olympus FV300 usando  el láser helio-neón (verde, 543nm) 

y argón (488nm). Las fotos fueron tomadas con el software  Fluo View. Se 

tomaron series de cada sección con  Simple 32 C-imaging cada 1 m con un 

Uplan Apo de 20× or 40×. Los softwares Adobe Photoshop y Image J (NIH)  

fueron usados para montar y hacer las combinaciones (merge) de las imagénes. 

La colocalización de Stx2 y Gb3 fué tomada con una microscopio Zeiss Axiophot. 

 

Densidad óptica (IOD) y análisis de Gb3 

Las células inmunopositivas para Gb3, MAP2 y GFAP fueron visualizadas usando 

objetivos ×10 y ×40. Todos los análisis fueron llevados a cabo en áreas 

comparables en las mismas condiciones de luz. Las imágenes confocales fueron 

tomadas usando la misma configuración para el microscopio confocal. 

La densidad integrada de inmunofluorescencia dentro de cada cuerpo celular fue 

medida con el software  ImageJ (NIH), la intensidad del background también fue 

medida y calculada para obtener la densidad integrada corregida (densidad total 

integrada corregida –intensidad del background) para cada foto. Para contar las 

células se usó la tinción nuclear con Hoechst.  

Los resultados se expresaron como promedio ±SE. Se usaron los test de Student, 

ANOVA de una vía seguido por Student–Newman–Keuls para comparaciones 

múltiples o ANOVA de dos vías para comparaciones múltiples. El criterio de 

significancia fue de p<0.05. 
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Resultados 

 

Manifestaciones neurológicas 

Las alteraciones neurológicas por efecto de la toxina comienzan a manifestarse a 

partir del día 4 de tratamiento. Se observó hipoquinesia seguida de letargia 

generalizada y subsecuente parálisis de los miembros traseros. Por otra parte se 

observaron convulsiones espontáneas a partir del día 6 de de tratamiento. Por 

otra parte, los animales controles no presentaron ni pérdida de peso ni 

alteraciones neurológicas. 

 

Stx2 aumenta la expresión del receptor Gb3  en neuronas 

Para determinar si Stx2 es responsable del aumento de la expresión de Gb3, las 

ratas fueron canuladas e inyectadas con Stx2 libre totalmente de LPS, LPS o 

vehículo (Figura 3). Observamos que luego de 8 días de la inyección ICV de LPS 

la expresión de Gb3 no se diferenció significativamente del vehículo en la región 

CA1 del hipocampo (Fig 3B, A). Por otra parte, la expresión de Gb3 aumentó 

significativamente en las neuronas CA1 del hipocampo después de la inyección 

ICV de Stx2 (Fig. 3C) comparada con el vehículo o con LPS (Fig. 3A, B). No se 

encontraron diferencias en la expresión neuronal en esta área entre las 

inyecciones icv con Stx2 y con Stx2 libre de LPS (Fig. 3C, D). Estos datos 

obtenidos fueron confirmados por la medición de los niveles de expresión de Gb3  

(densidad óptica integrada (IOD) Fig. 3F). Además el número de neuronas 

positivas para Gb3 fue el mayor (p<0.05) después de una inyección con Stx2 y/o 

con Stx2 libre de LPS comparado con la de LPS o vehículo  (Fig. 3G). 
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Fig. 3: Stx2 provoca el aumento de la expresión del receptor Gb3  en 
neuronas.  

El área observada en este estudio se localiza en la zona CA1 del hipocampo de 
rata. Las micrografías  de inmunofluorescencia confocal muestran que la 
inyección ICV de 24pg/g  de Stx2 por gramo de peso del animal o de 24pg/g de 
Stx2 libre de LPS aumentaron la expresión de Gb3 en el hipocampo (C y D 
respectivamente) y que la expresión de Gb3 disminuyó luego de la inyección 
ICV con 50ng/ml de LPS o vehículo (B y A respectivamente). Las mediciones 
de densidad óptica integrada (DOI) (F) confirmaron que el nivel de expresión 
de Gb3 fue más alto en los cerebros tratados con Stx2 y Stx2 libre de LPS, 
comparados con los de tratados con LPS solo o vehículo. No se encontraron 
diferencias significativas en los niveles de expresión de Gb3 en ratas 
inyectadas con Stx2 o con aquellas ratas inyectadas con Stx2 libre de LPS (F). 
El número de células inmunopositivas para Gb3 fue mayor en los cerebros 
tratados con Stx2 o con Stx2 libre de LPS comparados con aquellos tratados 
con LPS solamente o vehículo (G). Se muestra un control de isotipo que es 
negativo para la inmunofluorescencia para detectar Gb3 (E) *p < 0.05. 

 

La administración local de Stx2 aumenta la expresión de Gb3 hasta el día 8 

de tratamiento 

Para testear si Stx2 inyectada vía ICV aumenta la expresión del receptor Gb3, 

cerebros de rata tratados con vehículo o con toxina fueron analizados por 

inmunofluorescencia confocal (Fig. 4). Se encontró que la expresión de Gb3 fue 
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significativamente más alta en los cerebros tratados que en los controles a partir 

del día 2 hasta el día 8 (Fig. 4A–D). 

Las imágenes obtenidas por inmunofluorescencia fueron analizadas por DOI  (Fig. 

4F). Sin embargo no se encontraron diferencias significativas entre el número de 

neuronas que expresan el receptor entre los diferentes días (Fig. 4G). 

 

Fig. 4. La administración local de Stx2 aumenta la expresión de Gb3 hasta 
el día 8.  

En esta figura se muestra la inmunolocalización del receptor Gb2 en el cuerpo 
estriado luego de la inyección de Stx2 (A–D). Las fotos de micrografía confocal 
muestran un control obtenido de las ratas inyectadas con vehículo (A). Luego 
de 2, 4 y 8 días de ser administrada Stx2 vía ICV (B–D) se observa el aumento 
en la expresión de Gb3. La figura E muestra un control de isotipo. Las 
mediciones de DOI (F) confirman que el nivel de expresión aumentó hasta el 
día 8 luego de inyectada la toxina. No se encontraron diferencias significativas 
en el número de neuronas que expresan Gb3 (G). *p < 0.05.  

 

La administración local de Stx2 aumenta la expresión del receptor Gb3 y 

altera la expresión de MAP2 en diferentes poblaciones neuronales de 

cerebros de rata 
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Se usó doble inmunofluorescencia para medir la distribución del receptor Gb3 y 

MAP2, una proteína del citoesqueleto neuronal localizada en dendritas post-

sinápticas y en  cuerpos neuronales. 
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Fig. 5. La administración local de Stx2 aumenta la expresión del receptor 
Gb3 en el CA1 del hipocampo 

Vehículo (A-C) y Stx2 (D-F). Stx2 aumenta la expresión de Gb3 (D) y también 
aumenta la expresión de MAP2 (E) comparado con los animales tratados con 
la administración ICV de un vehículo (A y B, respectivamente). Los controles de 
isotipo para Gb3 y MAP2 (G y H) no mostraron inmunoreacción. I es un control 
negativo para MAP2. El área estudiada se muestra en J. Las intensidades de 
las inmunofluorescencias observadas fueron medidas por DOI en el cual se 
muestra que Stx2 induce la expresión deGb3 (K) y aumenta el número de 
células positivas para Gb3 por campo (N). Las células se identificaron con 
Hoechst (Fotos representativas en la Fig.11). El análisis DOI muestra que 
MAP2 aumentó luego de la ICV Stx2 (L), aunque el número de dendritas 
positivas no mostró cambios (O). Se muestra una magnificación del vehículo 
(M) y los tratados con Stx2 (P). La colocalización entre Gb3 y MAP2 se 
muestra en amarillo y se observa una forma granulada (flecha, P). Esto no se 
observa en las ratas tratadas con vehículo (M). Los controles de isotipo para 
Gb3 y MAP2  (Fig. 5G y H  respectivamente) y el control negativo para MAP2 
(Fig. 5I) validaron estos datos. La significancia estadística se muestra con un 
asterisco, p < 0.05. 

 

Las neuronas de la región CA1 del hipocampo (Fig. 5J) expresan Gb3 y MAP2 

(Fig. 5C, F, M, P). La expresión basal de Gb3 se inmunolocalizó en neuronas de 

la región hipocampal CA1 (Fig. 5A).  Luego de la administración IVC de la toxina, 

la expresión del receptor Gb3 aumentó en comparación con los animales en los 

que se administró el vehículo (Fig. 5D, A). Estos datos fueron respaldados por el 
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análisis de densidad óptica  (Fig. 5K, p < 0.05). Incluso, el número de neuronas 

que expresan Gb3 fue mayor en las tratadas con la toxina que en las controles  

(Fig. 5N, p < 0.05).  

La expresión de MAP2 en neuronas de la capa CA1 del hipocampo de animales 

inyectados con vehículo se inmunolocalizó particularmente en las fibras 

neuronales (Fig. 5B), mientras que en los animales tratados con la toxina MAP2 

no sólo se observó en las fibras neuronales sino que también aumentó en el 

citoplasma neuronal (Fig. 5E). Mientras que no se encontraron diferencias 

significativas  (p < 0.05) entre el número de dendritas que inmunoexpresó MAP2 

en los tratados de los controles (Fig. 5O), sin embargo el análisis de imágenes 

mostró que los hipocampos tratados con toxina inmunoexpresaron más MAP2 

que los tratados con vehículo (Fig. 5L) (p < 0.05).  

 

Fig. 6: Se encontró una diferencia significativa entre el grosor de las dendritas de la 

capa CA1 del hipocampo de las ratas con la inyección de Stx2  y aquellas tratadas 

con un vehículo *p < 0.05. 

En consecuencia a lo antedicho se observa que, las dendritas de la región CA1 

del hipocampo al ser tratadas con Stx2 resultaron ser más gruesas que las 

tratadas con el vehículo (Fig. 6).  

Las imágenes que combinan MAP2 y el receptor Gb3 también fueron 

inmunolocalizadas en las neuronas tanto en los vehículos como en el estriado de 

las ratas tratadas (Fig. 7C, F, J, L, O). El receptor Gb3 se encontró en forma de 

gránulos en neuronas estriatales de animales controles y la inmunoexpresión de 

Gb3 aumentó luego del tratamiento con toxina (Fig. 7A, D). Estos datos fueron 
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validados por el análisis densitométrico (Fig. 7K, p < 0.05). Sin embargo no se 

hallaron diferencias significativas entre el número de neuronas que expresó el 

receptor en ninguno de los dos tratamientos (Fig. 7N, p < 0.05). 
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Fig. 7. La administración local de Stx2 aumentó la expresión del receptor 
Gb3 en el estriado dorsal de rata. 

 Las micrografías de inmunofluorescencia confocal para Gb3 y MAP2 se 
muestran en verde (A y D) y rojo (B y E) respectivamente, la combinación de 
imágenes se muestra en C y F. Se muestran los animales vehículo (A-C) y los 
tratados con Stx2 (D-F). Stx2 aumenta la expresión de Gb3 (D) en neuronas y 
además aumenta la expresión de MAP2 debido al hinchazón de las dendritas 
(E) comparado con las ratas tratadas con un vehículo (A y B respectivamente). 
Los controles de isotipo para Gb3 (G) y MAP2 (H) no muestran 
inmunofluorescencia, ni para MAP2 (control negativo)(I). El área que se 
observa en este estudio está marcada en verde en J. Todos los datos 
obtenidos fueron analizados por DOI. Se observa que el tratamiento con Stx2 
induce la expresión de Gb3 (K) mientras que no se ven diferencias 
significativas en el número de células inmunopositivas para Gb3 en ninguno de 
los dos grupos (N). Las células fueron identificadas por tinción nuclear de 
Hoechst (observar Fig. 11). El análisis de DOI también muestra que MAP2 
aumentó luego de la administración ICV Stx2 (L), aunque el número de 
dendritas positivas para MAP2 no mostró cambios (O). En una magnificación 
mayor se muestra una sección tratada con un vehículo (M) y otra tratada con 
Stx2 (P). Las diferencias significativas se muestran con un asterisco, p < 0.05. 
La hinchazón de las dendritas se muestra en P. 

 

Mientras que no se encontraron diferencias significativas en el número de 

dendritas que expresan MAP2 en ambos tratamientos (Fig. 7O, p < 0.05), la DOI 

de MAP2 fue mayor en las fibras y en los citoplasmas de neuronas tratadas con 

Stx2 (Fig. 7L p < 0.05) (Fig. 7B, E). Los controles de isotipo para Gb3 y MAP2 

(Fig. 7G y H respectivamente) y el control negativo para MAP2 (Fig. 7I) validaron 

estos datos. 

Se obtuvieron micrografías donde se observan neuronas de la corteza que 

expresan MAP2 y el receptor Gb3 en animales tratados con un vehículo o con 

Stx2tanto del vehículo como de los animales tratados con Stx2 (Fig. 8C, F, J, M, 

P). 
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Fig. 8. La administración local de Stx2 aumentó la expresión de Gb3 en la 
corteza interna.  

Se muestran micrografías de inmufluorescencia para Gb3 (verde A y D) y 
MAP2 (en rojo, D y E), la superposición de ambas se observa en amarillo en C 
y F. animales tratados con un vehículo (A-C), animales tratados con Stx2 (D-F). 
Stx2 aumenta la expresión de Gb3 en neuronas (D). No se observa 
inmunofluorescencia en los controles de isotipo para Gb3 y MAP2 (G y H). I es 
una micrografía que muestra la ausencia de inmunofluorescencia en un control 
que se omite el anticuerpo primario anti MAP2. El área estudiada se muestra 
en J. Las imágenes fueron analizadas por DOI. Stx2 induce la expresión de 
Gb3 (K) pero no hay diferencias significativas entre ambos grupos en cuanto al 
número de células Gb3 inmunopositivas (N), los niveles de expresión de MAP2 
(L) ni tampoco el número de dendritas MAP2 inmunopositivas (O) luego de la 
administración ICV de Stx2. La micrografía M y P muestra una mayor 
magnificación la zona estudiada en un vehículo y Stx2 respectivamente Se 
muestra una magnificación más alta del vehículo (M) y los tratados con Stx2 
(P). (p < 0.05) 

 

Se inmunolocalizó el receptor Gb3 en neuronas corticales de los animales 

inyectados con vehículo (Fig. 8A). Luego de la administración de Stx2, la 

expresión de Gb3 aumentó predominantemente en neuronas de la corteza interna 

(Fig. 8D). Estos datos fueron convalidados por DOI (Fig. 8K, p<0.05). Sin 

embargo, no se encontraron diferencias significativas entre el número de 
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neuronas de la corteza interna que expresan Gb3 entre los animales tratados con 

la Stx2 y el tratamiento con el vehículo (Fig. 8N).Por otra parte, la inmuno 

expresión de MAP2  no mostró diferencias entre los dos tratamientos (Fig. 8L, O).  
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La expresión aumentada de Gb3 luego de la administración de Stx2 se localizó en 

las zonas donde se encontraron astrocitos reactivos 
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Fig. 9. Aumento de Gb3 en reacción astrocitaria. 

Micrografía de una sección de cerebro de rata correspondiente al estriado 
tratado con la administración ICV de un vehículo (A-C) ó Stx2 (D-F). Se 
muestra la inmunofluorescencia  para Gb3 en verde (A, D y G), GFAP en rojo 
(B, E y H) y la superposición de ambos (C, F e I). Se observan astrocitos 
reactivos en cerebros tratados con Stx2 (E)  pero no en los  tratados con 
vehículo (B). Por otra parte, Gb3 se inmunolocalizó distribuido en forma de 
parches y yuxtapuesto a los astrocitos reactivos  (F) y está ausente en los 
controles (C). Una mayor magnificación muestra la inmunoexpresión de Gb3 
(G) entre un pie chupador de astrocito (H) y el endotelio (I). La densitometría de 
GFAP de ambos tratamientos confirmó la reactividad astrocitaria en los 
cerebros de los animales tratados (J). Los controles de isotipo y negativos para 
GFAP (K y L) no muestran reactividad. 

 

La administración local de Stx2 indujo la expresión de Gb3 en una región 

circunscripta del estriado en que se observa reacción astrocitaria (Fig. 9D–F). 

Además se observaron astrocitos reactivos en los controles en una región casi sin 

Gb3 (Fig. 9A–C). En esta misma región la inducción de Gb3 coincidió con la 

inmunolocalización con los astrocitos reactivos (Fig. 9F). Además, la expresión del 

receptor Gb3 se inmunolocalizó en parches en los procesos astrocitarios del 

estriado dorsal  (Fig. 9F) y no se encontró en los controles que tenían astrocitos 

no reactivos  (Fig. 9C). Una posibilidad para la topología de Gb3 descripta es que 

algunos procesos neuronales o cuerpos conteniendo el receptor pudieran estar en 

contacto con astrocitos reactivos, por lo que en el confocal se vería en color 

amarillo  (Fig. 9F).  

Algunos receptores Gb3 que se observaron en verde  (Fig. 9D) no fueron 

inmunolocalizados con astrocitos reactivos (Fig. 9E), probablemente debido a su 

localización en fibras y cuerpos neuronales (Fig. 9D). La reacción astrocitaria 

resultó ser significativa entre los 2 tratamientos (Fig. 9J). 

También se detectó la expresión de Gb3 de la microvasculatura (Fig. 9G) (Fig. 

9G–I). Los pies de los procesos astrocitarios en contacto con las microvasculatura 

pueden ser visualizados  por inmunofluorescencia usando un anticuerpo anti-

GFAP (rojo) (Fig. 9H). En ese punto la expresión de Gb3 se encontró en las 

células endoteliales con los pies de los procesos astrocitarios (Fig. 9I). Los 

controles de isotipo y negativos para GFAP no mostraron reacción (Fig. 9K, L). 
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Fig. 10. La expresión de Gb3 aumenta en la zona subfornical.  

Micrografías de alta magnificación de la zona subfornical. Se muestra la 
inmunodetección de  Gb3 en verde (A y D) y GFAP en rojo (B y E) y la 
superposición de imágenes anti Gb3 y GFAP (C y F). Se observan astrocitos 
reactivos en los animales tratados con Stx2 (E) pero no en secciones de 
cerebros tratados con un vehículo vía ICV (B). En los del vehículo (B) Gb3 
colocaliza con procesos astrocitarios reactivos (amarillo) en contacto con 
neuronas Gb3 positivas (verde) (F), Este no se observa en los controles con 
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astrocitos no reactivos (C). La densitometría para medir los niveles de 
expresión de GFAP entre los animales tratados con un vehículo y los tratados 
con Stx2 mostraron diferencias significativas (K). Controles de isotipo para 
GFAP (H). La expresión aumentada de Gb3 en la zona subfornical tratada con 
Stx2 fue confirmada por el análisis de imágenes DOI. También se observó un 
mayor número de células positivas para Gb3 por campo (J). I muestra el área 
estudiada. 

 

En el órgano subfornical (Fig. 10I) los astrocitos reactivos observados en los 

animales tratados con Stx2 (Fig. 10E, K) pero no en animales tratados con 

vehículo (Fig. 10B, K). La inmunodetección del receptor Gb3 fue encontrada en 

las secciones tratadas con la toxina(Fig. 10D, F, G, J).  También el receptor Gb3  

se encontró en procesos astrocíticos que estaban en contacto con neuronas que 

lo contenían(Amarillo) (Fig. 10F) pero esto no se observó en las secciones 

tratadas con el vehículo (Fig. 10C). Los controles negativos en el área subfornical 

no mostraron inmunofluorescencia (Fig. 10H). 

 

El receptor Gb3 colocaliza con Stx2 en neuronas 

Estudios previos mostraron que Stx2 es capaz de pasar la barrera 

hematoencefálica . En nuestro modelo ICV se confirmó la inmunolocalización de 

Stx2 en células del cerebro120. En los experimentos mostrados en esta tesis, 

usando microscopía confocal y luego deconvolución de imágenes demostramos 

que Stx2 colocaliza con su receptor Gb3 en neuronas luego de la administración 

ICV de Stx2. Esto es evidente en el estriado dorsal (Fig. 11E–H) y en las 

neuronas de la capa CA1 del hipocampo (Fig. 11I–L). Los cerebros tratados con 

vehículo no mostraron esta colocalización (Fig. 11A–D). 
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Fig. 11. Stx2 colocaliza con Gb3 en neuronas luego de la administración 
ICV de Stx2 

Microscopía de inmunofluorescencia deconvolucionada para Gb3 (A, E, I), Stx2 
(B, F y J) y tinción para núcleos Hoechst (C, G, K). Combinación de las 
imágenes (D, H, I). Los vehículos de la zona estriatal (A-D). El tratamiento de 
Stx2 en la zona estriatal (E-H) e hipocampal CA1 tratada con Stx2 (I-L). Stx2 
colocaliza con su receptor en neuronas (amarillo) luego de la administración 
ICV de la toxina como se muestra en H y L (flecha), mientras que esto no se 
observó en los controles (D). Barra de Escala: 30um en A-L 

 

Además las micrografías deconvolucionadas presentadas apoyan la evidencia de 

que en el estriados dorsal de animales tratados con Stx2 se expresa más  el 

receptor Gb3 que en los tratados con vehículo (Fig. 11E,  A respectivamente) 

 

La proteína proapoptótica Bax se inmunolocalizó en  neuronas de 

poblaciones de varias regiones cerebrales luego de la administración ICV de 

Stx2 
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Fig. 12. La inducción de la proteína proapoptótica Bax en neuronas por 
Stx2 

No se inmunodetectó Bax en los cerebros tratados con vehículo (A, E, I y M). 
Se inmunodetectó Bax en la corteza interna (B), en fibras y en citoplasma de 
neuronas (C). Además, se inmunolocalizó en neuronas y otros tipos celulares 
en la capa CA1 del hipocampo (F), en la zona subventricular subyacente al 
estriado dorsal (J) y en la zona periventricular hipotalámica (N). Las 
magnificaciones del hipocampo y el estriado dorsal se muestran en G y K. Los 
controles negativos no presentaron reacción (D, H, L y O). 

 

La distribución de la proteína proapoptótica Bax encontrada en neuronas de la 

capa CA1, (Fig. 12) coincidió con las regiones donde se encontró Stx2 luego de la 

administración ICV. También se observó localización de Bax en poblaciones 

neuronales de la corteza interna  (Fig. 12B). En una magnificación mayor, se 

observó en detalle la proteína localizada en el citoplasma y en fibras  (Fig. 12C). 
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La inmunoexpresión de Bax en zonas subventriculares  (Fig. 12J), se observó en 

el citoplasma de células adyacentes al ventrículo lateral en el estriado dorsal  (Fig. 

12K). Además en el tercer ventrículo el nivel de expresión de Bax se encontró  

localizado en el citoplasma de células ependimales y periventriculares (Fig. 12N). 

Por otro lado no se localizó la inmunoexpresión de Bax en neuronas de animales 

a los cuales se les administró el vehículo (Fig. 12A, E,I, M), ni se observó 

inmunolocalización de Bax en  controles negativos (Fig. 12D, H, L, O). 

 

Variación del peso del animal como consecuencia de Stx2 

En trabajos anteriores de nuestro laboratorio se demostró que el mayor daño 

neurológico se produce luego de 8 días de administrada via ICV la toxina121.  

Se determinó la variación del peso para los diferentes grupos a lo largo de los 8 

días. 

 

 

Fig.  13. Variación de peso luego de la inyección ICV con Stx2. 

El peso se monitoreo durante los 8 días del experimento y se hallaron 
significativas diferencias entre tratamientos desde el primer día de tratamiento 
(*p≤0.05). 
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Ambos grupos presentaron una ganancia de peso comparados con el peso inicial. 

Sin embargo, los animales perdieron peso luego dela inyección con Stx2 en todos 

los tiempos medidos, desde la inyección hasta el día 8. Una diferencia 

estadísticamente significativa de pérdida de peso se observó en las ratas tratadas 

con Stx2 desde el día 1 hasta el final del experimento  (*p≤0.05). 

Discusión 

El presente trabajo tuvo como objetivo estudiar el rol del receptor de Stx2, Gb3 

cuando la toxina cuando alcanza el SNC. Por lo que se determinó la expresión 

neuronal de Gb3 luego de una administración ICV de Stx2 o vehículo en cerebro 

de ratas. 

Encontramos una fuerte evidencia que avala la hipótesis de que la expresión de 

Gb3 es regulada positivamente luego de la administración local de Stx2, y que 

entonces el receptor puede estar implicado en el daño cerebral afectando los 

estados funcionales neuronales y gliales normales. 

Se detectó la expresión de Gb3 por inmunofluorescencia confocal en diferentes 

áreas del cerebro. Este es el primer estudio, donde se muestra la localización de 

Gb3 neuronal en  diferentes áreas del cerebro de rata. 

Todas las ratas fueron mantenidas en las mismas condiciones. El LPS comercial 

usado no aumentó la expresión de Gb3 comparado con los controles, dada la 

cantidad que tenía la solución de Stx2, luego de remover el LPS. Aunque se ha 

reportado que diferentes combinaciones de LPS con Toxina Shiga tiene un efecto 

sinérgico citotóxico sobre las células endoteliales vasculares humanas in vitro122, 

esto no ocurrió en las cantidades estudiadas en nuestro modelo de administración 

por ICV. 

Esto se debe a que el efecto sinérgico conjunto de Stx2+LPS realizado por otros 

autores fue observado en concentraciones entre 0.1 y 1.0 g/ml deLPS, que 

resulta citotóxico a una concentración de 10 g/ml123, mientras que el remanente 

de LPS observado en nuestro trabajo es de 0.05 g/ml. 
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A la luz de estos resultados, esta acción sinérgica encontrada in vitro en otros 

tipos celulares 124que no son neuronas no se observó en el trabajo presentado en 

este capítulo. Además los efectos sinérgicos observados en los experimentos in 

vitro pueden no reflejar las condiciones que se dan in vivo. Sin embargo, no debe 

descartarse  que el LPS pueda estar involucrado en la regulación de la expresión 

neuronal de Gb3, aunque no en nuestras condiciones experimentales. 

La técnica ICV usada en este capítulo nos permitió micro inyectar la toxina en una 

zona de interés específica del cerebro utilizando un estereotáxico. 

Para evitar daño mecánico del tejido colocamos la cánula en el ventrículo lateral. 

Por otra parte las técnicas utilizadas  para observar neuronas inmunopositivas 

para Stx2 fueron convalidados previamente125, donde se determinó la capacidad 

de Stx2 de alcanzar el parénquima cerebral. Mientras que la inmunolocalización 

de Stx2 se observó en neuronas, no se observó inmunofluorescencia específica 

para Stx2 cuando se incubó con un anticuerpo de isotipo (usado como control de 

para Stx2) ni cuando se omitió el anticuerpo primario. Estas técnicas fueron 

corroboradas por diferentes controles realizados en este capítulo. 

La concentración de toxina utilizada en la inyección ICV fue de 24 pg/gr de peso. 

La cantidad de toxina administrada vía ICV se encuentra dentro del rango 

utilizado por otros autores cuando se la administraba vía periférica. Se observó 

que tanto 250pg/gr de Stx2126y 5000 pg/gr de peso127128 por inyección 

intravenosa, y desde 0.4 pg/gr129por una inyección intratecal dieron como 

resultado un efecto tóxico fuerte que causó daño cerebral. Otros reportes que 

validan el presente modelo ICV muestran que la concentración de Stx2 en el 

fluido cerebroespinal (CSF) fue de 200-300pg/ml durante las primeras 6h en 

conejos luego una inyección intravenosa de 6 g Stx2 por animal. Similarmente 

otros autores determinaron que la concentración de Stx2 en el CSF fue entre 100 

y 1000 pg/ml durante las primeras horas luego de una inyección intravenosa de  5 

g/kg130.   

En la corteza, estriado e hipocampo los niveles de expresión de Gb3 aumentaron 

luego de la administración de Stx2, al igual que MAP2, una proteína del 

citoesqueleto localizada en el citoplasma neuronal y en las dendritas que 
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contenían Gb3. En condiciones fisiológicas, MAP2 puede estar involucrada en la 

modulación de las plasticidad sináptica131. En condiciones patológicas la sobre 

expresión de MAP2 y el crecimiento de las dendritas puede deberse a una 

excesiva liberación de neurotrasmisores en respuesta a un daño en zonas 

específicas del cerebro132. Se ha reportado que la Stx2 en cortes de cerebro de 

ratón se produce una excesiva liberación de neurotrasmisores133.  Se observaron 

dos características patólogicas en las dendritas tratadas con la Stx2: el 

engrosamiento (Figs. 5 y 6) y ensanchamiento (Fig. 7). El primero fue descripto 

por inmunofluorescencia contra MAP2 en la zona CA1 del hipocampo en 

pacientes esquizofrénicos134, luego de convulsiones135, o luego de estimulación 

eléctrica en modelos animales136. El ensanchamiento dendrítico fue observado 

luego de una exposición a NMDA en el cual se observó un cambio en la 

distribución de MAP2. Por lo que se observó disminución de las dendritas distales 

y aumento de las dendritas proximales y del soma neuronal137. Una consecuencia 

del ensanchamiento puede deberse a la pérdida de las dendritas y la carencia de 

las conexiones sinápticas axonales. Esto está relacionado con una organización 

anormal de las proteínas del citoesqueleto que puede ocurrir en situaciones de 

edema138 , lo cual coincide con otros casos descriptos de edema cerebral en 

pacientes intoxicados por STEC139y en modelos animales de intoxicación por Stx2 

140141. Los cambios patológicos en las dendritas ocurridos luego de la 

administración ICV de Stx2 pueden deberse entre otras causas, al 

remodelamiento del citoesqueleto incluyendo MAP2142143. Estos resultados 

coinciden con nuestras observaciones ultraestructurales previas donde se 

encontraron dendritas hipertrofiadas luego de la administración ICV de Stx2144. 

Se inmulocalizó Gb3 en el cerebro de rata en astrocitos reactivos (GFAP) 

rodeando, entre los pies de los astrocito y las células endoteliales y en células de 

la zona subfornical luego del tratamiento con Stx2. En un reporte previo Stx2 

cambió la expresión de GFAP en astrocitos en una forma dosis dependiente145. La 

colocalización entre GFAP y Gb3 puede deberse a que procesos neuronales 

conteniendo Gb3 se encuentran en contacto con astrocitos. Otra posibilidad es 

que haya un receptor Gb3 glial. Sin embargo la presencia de este receptor en este 

tipo de células no ha sido aún establecida. Es interesante observar que no se 
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inmunolocalizó Gb3 en astrocitos no reactivos en los cerebros de ratas tratadas 

con vehículos. Mientras algunos autores sostienen que los astrocitos reactivos 

puedan tener un rol neuroprotector146, otros afirman que los astrocitos reactivos 

pueden provocar la pérdida neuronal147148149. 

En este capítulo también demostramos la co-inmunolocalizción de Gb3 y Stx2 en 

estriado e hipocampo. La técnica usada para observar las células inmunopositivas 

para Stx2 fue previamente validada150.  

Por otra parte la participación de citoquinas en la inducción de Gb3 y la 

consecuente muerte celular ya ha sido determinada en otros tipos celulares151152. 

Se ha demostrado que los astrocitos pueden liberar mediadores como 

citoquinas153o factores neurotróficos154155que pueden ser neurotóxicos. La posible 

participación activa de citoquinas y también de factores neurotróficos en el modelo 

presentado yace como una hipótesis abierta. 

Se inmunodetectó Bax en neuronas y otras poblaciones celulares en la corteza, 

hipocampo y las regiones subventricular y periventricular que incluyen las células 

del epéndimo correspondientes al tercer ventrículo hipotalámico. El marcador pro 

apoptótico Bax se expresa en neuronas pro apoptóticas lo que puede indicar daño 

mitocondrial luego de una isquemia cerebral156. Además otros autores han 

determinado la expresión de Bax luego de la administración de Stx2157158. En este 

trabajo se observan neuronas que expresan Bax en el estriado y la corteza 

motora, regiones asociadas con el movimiento159, y coincide con la expresión de 

Gb3 en las mismas regiones luego del tratamiento con la toxina. El estriado está 

principalmente relacionado en pacientes con SUH que sufrieron de hemiparesis, 

convulsiones, coma y estados mentales alterados y temblores160161. El daño en 

las neuronas del estriado puede contribuir a un estado de hipoquinesia. Por lo 

tanto, Stx2 puede afectar la respuesta motora y también afectar las neuronas que 

controlan niveles superiores del cerebro. En otros estudios se observó que los 

animales tratados con Stx2 tienden a perder peso, posiblemente por alguna 

disfunción renal162. En nuestro trabajo los animales tratados con toxina tienden a 

ganar peso al mismo nivel que los tratados con vehículo, lo que puede reflejar la 

ausencia del compromiso renal. Sin embargo, las ratas tratadas con Stx2 
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desarrollaron alteraciones neurológicas  en el sistema nervioso central y murieron. 

Por lo que la pérdida de peso observada comparada con los controles luego de la 

administración de la toxina comparada con los controles puede indicar 

disfunciones autonómicas o endócrinas 163. 

Por ejemplo, el óxido nítrico del núcleo paraventricular puede regular la expresión 

de neuropéptidos relacionados en el balance energético164. En nuestro trabajo 

observamos que la Stx2 en el cerebro aumentó la expresión de óxido nítrico en 

las neuronas de esa región 165 y puede estar relacionado con la variación de peso. 

Otra causa posible para la variación de peso puede ser la acción de citoquinas en 

la señalización de la melacortina producida en el hipotálamo por inflamación o 

enfermedades crónicas166. 

En conclusión, la administración de Stx2 aumenta la expresión del receptor Gb3 

neuronal en diferentes áreas del cerebro de rata. Esta acción puede producir 

estados funcionales alterados en neuronas como los observados en la 

postsinapsis,  como un aumento del tamaño dendrítico. Los astrocitos reactivos 

pueden jugar un rol tanto protector como neurotóxico en el daño cerebral, aunque 

la expresión de Bax encontrada parece sugerir eventos neurotóxicos. Los 

resultados obtenidos por el tratamiento con Stx2 en este modelo animal pueden 

utilizarse para entender las encefalopatías generadas en pacientes afectados con 

SUH. El receptor Gb3 se constituye como el candidato más importante que puede 

mediar la citotoxicidad producida por Stx2. 
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Capítulo 3 

Estudio translacional de un modelo murino de intoxicación sub-

letal con toxina Shiga 2 en cerebros 

 

Introducción 

Como se mencionó en el capítulo anterior, la infección con STEC causa SUH, que 

incluye falla renal aguda y compromiso del sistema nervioso. La mortalidad 

causada por SUH puede llegar al 5% de los casos, pero cuando hay compromiso 

neurológico puede elevarse hasta un 40%167. 

El brote de SUH que ocurrió en Alemania fue un ejemplo de la alta tasa de 

mortalidad cuando existe un compromiso neurológico2. El consumo de alimentos 

contaminados con una cepa inusual de E. coli O104:H4 que incluía Stx2 resultó 

en 3816 casos de gastroenteritis, de los cuales 845 desarrollaron SUH y 54 

personas murieron. Mientras que las EHEC usualmente producen SUH en niños, 

en este caso la mayoría de los afectados fueron adultos, principalmente 

mujeres168.  

Las publicaciones que se refieren los casos neurológicos de este brote están 

siendo publicados en la actualidad. Un reporte observó que el 48% de los 217 

pacientes hospitalizados con STEC desarrollaron severos síntomas 

neurológicos169. En la misma se analiza que los síntomas neurológicos ocurren 5 

días después de la primera diarrea y 4 días después del establecimiento del SUH. 

En los pacientes con síntomas neurológicos el 67% presentaron problemas 
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cognitivos y afasia. Durante el transcurso de la enfermedad, el 20% de los 

pacientes desarrollaron convulsiones epilépticas. Al tiempo en que los síntomas 

neurológicos aparecen, se observa un aumento la urea en sangre y la creatinina 

en suero. Los hallazgos más comunes en los 70 pacientes a los cuales se les 

realizó RMI fueron: hiperintensidades simétricas en la región del  núcleo 

abducens y el tálamo lateral. En los scans que siguieron esas anormalidades 

desaparecieron. El análisis neuropatológico reveló astrogliosis y microgliosis,  

predominantemente en el tálamo y en el tronco del encéfalo y expresión neuronal 

del receptor Gb3. Sin embargo, no se encontraron signos de micro hemorragias, 

infarto isquémico u oclusión de vasos. Los estudios neuropatológicos y de RMI 

muestran un mecanismo inflamatorio y tóxico neuronal  que luego se revierte.170 

La mortalidad y las secuelas causadas por STEC son un problema de salud 

pública mundial. En niños, los síntomas neurológicos aparecen unos 8 días 

después del establecimiento de la diarrea. Los síntomas incluyen irritabilidad, 

hemiparesis, afasia y alteraciones cognitivas y motoras. Dentro del 39% de los 

niños que sobreviven continúan con déficit cognitivo, problemas visuales 

corticales, hemiparesis y afasia. 

Aunque los efectos mortales sobre el CNS debido a la infección con STEC son 

drásticos y atraen la atención de los medios y de la sociedad, los mecanismos 

patogénicos por los cuales Stx2 provoca la disfunción del SNC todavía no han 

sido elucidados. 

  

Modelos animales utilizados en el estudio de los efectos de la toxina Shiga 
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en el SNC  

Existen diferentes modelos animales utilizados para estudiar el efecto de la toxina 

Shiga en el SNC, a continuación una breve introducción a cada uno de los 

modelos usados y sus principales hallazgos. 

 

Ratones 

Algunos modelos incluyeron la colonización bacteriana del tracto gastrointestinal 

de ratones luego de reducir la flora con un pre tratamiento con antibiótico171, o mal 

nutrirlos para poder establecer la infección172, o un modelo gnobiótico, que usa 

ratones de 10 días de edad para que se establezca la bacteria173174.  

En todos los modelos los síntomas descriptos relacionados con el SNC son 

parálisis y convulsiones. Daño endotelial en la corteza cerebral, hipocampo y 

cerebelo175176177178179.  

En los modelos de inyección periférica de Stx2, también se encontraron casos de 

parálisis de los miembros180, letargia, y convulsiones181. Al microscopio se 

observaron cambios vasculares y gliales182183184. Mediante inyecciones 

intraperitoneales con Stx2 se observaron procesos gliales bloqueando una 

sinapsis de una neurona motora185.  

Rata 

En el modelo de inyección ICV intracerebroventricular con Stx2, la observación 

ultraestructural reveló neuronas en degeneración,  desmielinización, astrogliosis y 
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oligondendrocitos patogénicos en el área de la inyección con Stx2186187. 

Conejos 

En modelo de Conejos la administración de Stx2 produjo alteraciones en las 

capas de mielina, degeneración neuronal, reacción glial, cambios vasculares y 

hemorragia en la corteza cerebral, hipocampo, cerebelo, encéfalo, hipotálamo y 

espina dorsal188189190. 

 

Cerdos 

En un modelo vía oral desarrollado en cerdos, se ha encontrado que Stx2 provoca 

edema, ataxia y tienen problemas con la coordinación motora191 y 

parálisis192193194. Además patológicamente se reportan síntomas como los de la 

hipoxia-isquemia en la corteza cerebral y el tálamo y micro hemorragias en el 

cerebelo195, necrosis en la capa granular e hinchazón de las arteriolas ocluidas196. 

Monos 

En monos, las convulsiones progresaron hasta el coma  y posterior muerte luego 

de una administración endovenosa de Stx2 (0.1 mg/kg)197. 

En seres humanos 

La resonancia magnética por imágenes (RMI) realizada en pacientes reveló que el 

compromiso de los ganglios basales es altamente frecuente en esta patología198 
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En pacientes con coma, se ha reportado frecuentemente la correlación entre 

déficit neurológico e imagénes radiológicas relacionadas con los ganglios basales. 

Sin embargo los efectos de dosis sub-letales de Stx2 aún no han sido estudiados 

en ningún modelo animal. 

En este capítulo de la tesis se describirán los cambios ultraestructurales 

producidos en el estriado y en el hipocampo y se analizará en qué medida pueden 

asemejarse con lo encontrado en pacientes. 

El cuerpo estriado modula el sistema motriz y es una de las regiones más 

importantes relacionada con los desórdenes motrices en pacientes con 

STEC199200 

Los métodos no invasivos como el RMI permite diagnosticar este desorden en 

pacientes 201202 pero no son capaces de indicar qué tipo de célula está dañada. 

En cambio, la microscopía electrónica es una técnica suficientemente sensible 

como para detectar el daño ultraestructural de las células observadas. 

 

Objetivo 

El  objetivo de este capítulo es determinar si dosis subletales de Stx2 son 

capaces de generar daño y si es posible, caracterizar este daño tanto en forma 

estructural como comportamental y de esta forma establecer un modelo de acción 

para Stx2 y analizar la similitud entre nuestros resultados con aquellos que se 

producen en pacientes.  
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Protocolos y métodos 

Animales utilizados 

Se trabajó con ratones machos NIH endocriados de 20gr (28-30 días) (origen, 

Bioterio Central del ANLIS Malbrán).  

La cepa NIH (o NIH/Ola)203 deriva de la cría de ratones Swiss. Los ratones NIH 

tienen una buena respuesta de anticuerpos.  

 

Fig.13. Crecimiento en función del tiempo de los ratones NIH 

 

En el bioterio se mantuvieron en condiciones de luz y temperatura controladas y 

se les proveyó comida y agua ad libitum. Los animales fueron monitoreados 

diariamente por signos de manifestaciones neurológicas. 

Los protocolos experimentales y de eutanasia fueron revisados y aprobados por el 
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Instituto de Cuidado y Uso Animal de la Universidad de Buenos Aires, Facultad de 

Medicina (Resolución Nº 1099/10). Todos los protocolos y procedimientos se 

realizaron en acuerdo con las guías de uso de animales experimentales (EEC 

Council 86/609). 

 

Determinación de la dosis letal 50 Stx2 (DL50) 

El efecto letal de Stx2 purificada fue caracterizado en ratones de 20gr (6 animales 

por dosis). Se administraron diferentes dosis de Stx2  (de 5 a 0.44ng por animal) o 

solución fisiológica. Se registró el tiempo de supervivencia con 1 y con 2 dosis de 

Stx2. Cuando se administró dos dosis, la segunda dosis se inyectó 24hs 

posteriores a la primera inyección. Se considera tiempo 0 el tiempo de la primera 

inyección. 

 

Determinación de la Dosis subletal de Stx2 

El efecto subletal de dos dosis de Stx2 purificada fue caracterizado en ratones 

(n=6 por dosis). Diferentes dosis de Stx2 fueron administradas de forma 

intravenosa en ratones NIH de 20gr. El tiempo de supervivencia fue registrado. La 

dosis subletal usada fue de 0.5ng/ratón. 

 

Modos de administración de Stx2 
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Intravenoso 

La toxina y la solución fisiológica fueron inyectadas en forma endovenosa a través 

de la vena caudal de la cola de los ratones. 

 

Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM) 

Para realizar los estudios de microscopía óptica y electrónica los ratones fueron 

anestesiados con hidrato de cloral (350 mg/kg) y perfundidos transcardiacamente 

con una solución  0.9% de NaCl seguido de  2.5% glutaraldehido en 0.1 M buffer 

fosfato (PBS) [fijador por peso del animal (ml/g)]. Los cerebros fueron removidos 

del cráneo y luego post-fijados en la misma solución por 2h.  Se obtuvieron 

muestras de 3mm2 del estriado dorsal, corteza,  hipotálamo,  hipocampo, tronco 

encefálico en 0.1M buffer fosfato. Las muestras fueron primero analizadas por 

microscopía óptica con azul de toluidina para seleccionar las muestras a usar por 

TEM204. Las secciones ultra finas se contrataron con 1% OsO4  y 1% acetato de 

uranillo, deshidratado y embebido en Durcupán. Las secciones fueron 

contrastadas con citrato, examinadas y fotografiadas con un microscopio 

electrónico Zeiss 109. Se usó el software Adobe Photoshop para hacer el 

ensamblado de las imágenes (Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA). 

 

Estudios Hematológicos 

Durante el sacrificio, se tomaron muestras de sangre de todos los ratones. La 

sangre fue colectada en tubos tratados con EDTA y no tratados con EDTA. El 
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suero fue separado por centrifugación a 1000 g por 5 minutos a 4°C. 

El análisis bioquímico fue realizado en un aparato  CCX Spectrum (Abbott 

Diagnostics Systems, Buenos Aires, Argentina) siguiendo las instrucciones 

standard  (Laboratorio Química Clínica I del Departamento de Bioquímica Clínica, 

Hospital de Clínicas "José de San Martín", UBA). 

 

Variación de masa corporal 

Se midió la variación en la masa corporal con los diferentes tratamientos. El peso 

de los ratones fue monitoreado el día 0 y el día de sacrificio, y se calculó la 

diferencia de peso.  

 

Marcación con Fluorojade-B 

Luego de la fijación, las secciones de los cerebros de ratón de 25um fueron 

montadas en portaobjetos y secadas toda la noche en una estufa a 60C. Luego 

fueron sumergidas en una solución conteniendo 1% NaOH en 80% EtOH por 5 

minutos. Luego 2 minutos en 70% alcohol y 2minutos en H2O destilada. Luego se 

transfirió los portaobjetos a una solución con 0.06% de permanganato de potasio 

por 10minutos en un agitador con rotación suave. Se lavaron los cubreobjetos en 

H2O destilada por 2 minutos. La solución de Fluoro-Jade fue preparada de un 

stock de 0,01% de Fluorojade B 205(Histo-Chem Inc. Jefferson AR). Para obtener 

100ml de solución, 4ml de Stock de Fluorojade B fueron mezclados con 96ml de 

0,1% ácido acético. Esto resulta en una concentración final de 0.0004%. Las 
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secciones luego fueron visualizadas por epifluorescencia usando luz azul (450 –

4λ0 ηm) en un microscopio Axiophot Zeiss.El Fluorojade-B tiene un pico de 

emisión a los 450nm y de excitación a los 530nm. 

 

Inmunofluorescencia 

El protocolo de GFAP es el mismo que el detallado en el capítulo anterior. 

 

Visualización del núcleo neuronal (NeuN) 

Secciones de cerebro fueron incubadas en flotación, primero con Tx-100 3% 

diluído en PBS 10 mM durante 30 minutos y luego con suero normal de cabra al 

10 %   (Sigma, St. Louis, MO, USA) en PBS 10 mM Tx-100 al 0.2%  por 1hr a 

temperatura ambiente.  A continuación se los incubó con un anticuerpo anti-NeuN 

hecho en ratón (1:500; Millipore, Massachusetts, USA) con Tx-100 al 0.2% a 4 ºC 

en agitación por 48 horas.  Las secciones fueron lavadas varias veces con PBS 

10 mM e incubadas por 1 hora a temperatura ambiente con un anticuerpo de 

cabra IgG anti-ratón conjugado con Alexa 594 (1:250 ; Invitrogen Corporation, Life 

Technologies, Carlsbad, CA, USA). Finalmente, luego de varios lavados con PBS, 

las secciones fueron montadas en portaobjetos y cubiertas con glicerol-PBS (3:1). 

Todos los anticuerpos fueron diluidos en PBS 10 mM; y los controles negativos 

fueron realizados siguiendo el mismo procedimiento pero omitiendo los 

anticuerpos primarios. 
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Visualización del endotelio (Lectinas) 

La lectina de tomate, Lycopersicon esculentum (LEA) es un efectivo marcador de 

endotelio para el estudio de la vasculatura del sistema nervioso central. LEA se 

une selectivamente a los glucoconjugados concentrados en el glicocalix y en la 

membrana basal. 

Los cortes fueron incubados 24 horas en flotación con LEA-Biotinilada (Sigma, St. 

Louis, MO, USA)en una concentración de 10ug/ml con 0.3% de TX-100 a 4 º C en 

agitación. Transcurrido ese tiempo se lavaron los cortes varias veces PBS 10 mM. 

Luego se incubó con Streptavidina-Texas Red RPN 12334 (GE healthcare, 

Suecia)  en un concentración de 1:100 con 0.3% de Tritón X-100 durante 1 hora a 

temperatura ambiente. 

Finalmente, luego de varios lavados con PBS, las secciones fueron montadas en 

portaobjetos y cubiertas con glicerol-PBS (3:1). 

Todos los anticuerpos fueron diluidos en PBS 10 mM; y los controles negativos 

fueron realizados siguiendo el mismo procedimiento pero omitiendo los 

anticuerpos primarios. 

 

Visualización y procesamiento de las imágenes 

El análisis de los parámetros morfométricos fue realizado con el software libre NIH 

Image J. Se obtuvo el Mean Gray Value como medida de intensidad de la 

inmunomarcación. Para el caso de LEA, además de la intensidad, se calculó el 

número de partículas (estructuras de la microvasculatura) inmunodetectadas y el 
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tamaño de las mismas. Para ello, las imágenes fueron transformadas a una 

escala de grises de 8 bits y se seleccionó un umbral de marcación que minimizara 

el background. Una vez determinado dicho umbral, se indicó el tamaño mínimo y 

máximo esperado para las estructuras  y se procedió a la identificación de las 

estructuras usando el software.   

El programa Adobe Photoshop fue utilizado para visualizar y editar las imágenes. 

 

Estudios Comportamentales 

Características generales 

El objetivo es determinar y cuantificar el efecto de dosis subletales en la acción de 

la toxina Shiga en el comportamiento de roedores. Los experimentos 

determinarán el efecto de la Stx2 principalmente en lo que concerniente a a 

memoria y  actividad motora. 

Experimentos realizados en la primera parte de la tesis indicaron que la toxina 

administrada intracerebroventricularmente afecta las neuronas de la corteza y el 

hipocampo lo que nos llevó a pensar que esto inevitablemente trae aparejado un 

deterioro en la memoria a largo o corto plazo.  

En la clínica, los niños con encefalopatía  pueden presentar convulsiones, tanto 

generalizadas como localizadas. 

No existen experimentos comportamentales previos en roedores que indiquen el 

efecto de dosis subletales de la toxina shiga, por lo cual este es el primer trabajo 



Capítulo 3: Estudio translacional de un model murino de intoxicanción sub-letal con toxina Shiga 2 
en cerebros 

 

82 

 

en reportarlo. Estos experimentos fueron realizados en colaboración con 

Ghuillerme Gomes, Carlos Melo y Maribel Antonello-Rubin del Laboratorio de 

Neurofarmacología, UFSM, Brasil. 

 

Inyecciones Intravenosas en Campo Abierto, Mazo Elevado, Rotarod y 

Reconocimiento de Objetos 

Los animales fueron inyectados con dos dosis de Stx2 como en la primera parte 

de la tesis, pero se decidió evaluar una dosis 10 veces menor (indicada como 

1:10 dsStx2), debido que la dosis subletal utilizada previamente, los ratones 

presentaban problemas motrices y esto hacía que no se pudiera evaluar los otros 

parámetros como la memoria. Todos los tests fueron realizados 4, 7 y 20 días 

después de la primera inyección con Stx2. 

 

Campo Abierto (Open Field) 

Este test se llevó a cabo para identificar los 

problemas motores que pueden influenciar luego la 

performance en los tests subsiguientes, ya que si los 

animales tienen problemas motores no podrán 

cumplir las tareas del test de Reconocimiento de Objetos. 

4, 7 y 20 días después de la primera inyección con Stx2 los animales fueron 

transferidos a un Campo Abierto (56 × 40 × 30 cm, con el piso dividido en  12 

cuadrados midiendo 12 × 12 cm cada uno). La sesión de Campo Abierto duró 5 
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minutos y durante ese tiempo el observador registró manualmente el número de 

cruzamientos y de levantamientos (rearing).  

 

Reconocimiento de Objetos (Object 

recognition) 

Se realizó el experimento de Reconocimiento 

de Objetos según Wang y colaboradores 

luego de la inyección inicial con Stx2206.  Los 

animales son puestos en un aparato y se les permite explorar un objeto. Luego de 

este intervalo el animal es vuelto a poner en la caja con un objeto nuevo y el otro 

que ya le es familiar. El reconocimiento de objetos se distingue a medida que 

pasa más tiempo interaccionando con el objeto nuevo. La tarea de reconocimiento 

de objetos es una tarea compleja y afecta no sólo un área sino varias, hipocampo,  

lóbulo temporal, amígdala. 
207 

La tarea de reconocimiento de objetos fue realizada en una cámara de madera de 

30x30x30 cm, con las paredes pintadas de negro, la parte del frente hecha de 

Plexiglas y el piso cubierto de EVA (etil vinil acetato). Una luz colgando a 60cm del 

aparato de comportamiento proveyó de una iluminación constante de 40 lux y el 

aire acondicionado proveyó de un ruido de background constante. Los objetos 

usados fueron ladrillos de plástico con diferentes formas y colores pero del mismo 

tamaño. Con el correr de los experimentos los objetos se usaron en una manera 

balanceada y los animales no mostraron preferencias por ninguno de los objetos. 

Las cámaras y los objetos fueron limpiados antes y después de cada experimento 
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con 30% de etanol. 

 

Esquema del experimento de Reconocimiento de Objetos 

 

La tarea consistió de habituación, entrenamiento y testeo, cada una con una 

duración de  8 minutos. En la primera sesión, los ratones fueron habituados al 

aparato de comportamiento y luego fueron devueltos a su jaula. 24hs después, se 

realizó la sesión de entrenamiento, donde los animales fueron expuestos a 2 

objetos iguales (objeto A), y luego el tiempo de exploración fue registrado con 2 

cronómetros. 

Se consideró exploración cuando el animal tocaba o alcanzaba un objeto con la 

nariz a una distancia menor de 2cm. Treparse o sentarse sobre un objeto no se 

consideró exploración. Al día siguiente, se llevó a cabo la sesión de testeo. Los 

ratones fueron colocados nuevamente en la cámara de comportamiento y uno de 

los objetos familiares (por ejemplo el A) fue remplazado por un objeto nuevo (por 

ejemplo el objeto B). Se registró el tiempo explorando el objeto familiar y el nuevo. 

Se calculó un índice de discriminación tomando en tiempo la diferencia entre el 

tiempo explorando el objeto nuevo y el familiar y eso se usó como parámetro 

cognitivo: ([(Tnuevo – Tfamiliar) /(Tnuevo + Tfamiliar)] x 100 (%)). 
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Mazo en T elevado (Elevated Plus Maze) 

El test sirve para estudiar ansiedad en ratones, 

sustancias ansiolíticas y ansiogénicas, drogas de 

abuso y hormonas así como los efectos de la 

senescencia reproductiva y la exposición a factores 

de stress, además puede usarse para estudiar el 

sistema límbico, el hipocampo, la amígdala, etc.208209.  

El aparato consiste en 2 brazos abiertos de 30x5cm y 2 brazos cerrados (30× 5 × 

15 cm) ubicados 40cm sobre el suelo. La unión de los 4 brazos forma una 

plataforma cuadrada (5 × 5 cm). 

Previo al test los ratones recibieron las inyecciones de Stx2 o solución fisiológica 

en los diferentes tiempos. Cada animal se ubicó en la plataforma central mirando 

los brazos abiertos y le fue permitido explorar libremente por 5 minutos. Los 

parámetros comportamentales fueron el número de entradas a los brazos abiertos 

y el porcentaje de tiempo pasado en los brazos cerrados y abiertos. 

 

Rotarod 

Experimento para medir la actividad motriz y la 

coordinación inducida de los animales210.  

El aparato consiste de una barra giratoria (de 
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3.7cm de diámetro) dividida en 5 compartimentos separados que se sitúa a una 

altura de 25cm y rota a una velocidad fija de 8 rpm. Los animales fueron 

entrenados 24hs antes del testeo. En el día del testeo, los animales fueron 

inyectados con Stx2 o solución fisiológica, luego en los diferentes tiempos (4, 7 y 

20d) fue realizado el test. En cada sesión se registró la latencia a la primera caída 

y el número total de caídas en un periodo de 4 minutos. 

 

Análisis Estadístico de los Tests Comportamentales 

Los resultados se expresaron como la media± SEM. Se usó el test de Student y 

ANOVA cuando corresponde .La significancia estadística se muestra con un 

asterisco en la mayoría de los gráficos. 

 

SHIRPA 

Los parámetros conductuales y funcionales se evaluaron a 2, 4 y 8 días  

utilizando una batería de exploración llamada  SHIRPA (SmithKline/ Harwell/ 

Imperial College/Royal Hospital/ Phenotype Assessment). El  SHIRPA fue 

concebido como una multi-prueba general de aspectos conductuales en la que se 

utiliza materiales y normas estandarizadas, si bien no permite cuantificar los 

cambios el protocolo incluye alrededor de 44 pruebas conductuales organizadas en 

diferentes categorías funcionales211. 

El Shirpa se realizó administrado la dsStx2 o vehículo. Sólo se muestran los datos 

relacionados con los parámetros motrices. 

Se realizaron tres experimentos con 12 ratones por tratamiento. Los animales se 

hubicaron en cajas individuales y se registró el comportamiento espontáneo 

durante 5 minutos sin molestar al animal (ejemplo: si el animal tenia actividad 

vigorosa, moderada o nula), elevación pélvica (si los animales podían elevar su 
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cuerpo más de 3mm del eje horizontal) y movimientos en las patas (si el animal 

tenia actividad normal o actividad limitada). A cada animal se le asignó un score 

basado en su capacidad motora en los tests. La actividad normal (actividad 

vigorosa, postura correcta, cuerpo no desviado del axis y actividad en las patas 

normal) se les dio un score de 0, y las respuestas anormales se les dio un score de 

1. Para calcular el score SHIRPA: 

(Sum (respuesta anormal comportamental) / N)  / + SD 

Donde N es el número de experimentos, 4. 

 

 

 

  



Capítulo 3: Estudio translacional de un model murino de intoxicanción sub-letal con toxina Shiga 2 
en cerebros 

 

88 

 

Resultados 

Administración endovenosa de Stx2 

Se caracterizó el efecto de Stx2 purificada en una o dos dosis y con diferentes 

concentraciones sobre la sobrevida de ratones. 

 

Fig 16. Supervivencia de ratones frente a una sola administración de Stx2 
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Fig 17.  Supervivencia de ratones frente a dos administraciones de Stx2. 

La segunda dosis se inyectó a las 24hs de la primera. Todos los ratones 
sobrevivieron 0.44ng,  0.22ng y 0.11ng sobrevivieron al menos 8 días. 

 

El 100% de los animales sobrevivieron con dos inyecciones de 0.44ηg de Stx2. 

Decimos usar 0.5ng, por lo que consideramos esta cantidad como la dosis 

subletal a utilizar y la cual usamos en todo este trabajo cuando hablamos de dosis 

subletal o sea 0.25ng/ratón, en total 0,5ng con las dos dosis. 

Cuando en los experimentos comportamentales hablamos de 0,1 dsStx2, significa 

0,05ng por ratón. 

El objetivo de inyectar dos dosis separadas por 24hs de la dosis subletal es tratar 

de simular una infección por STEC en el cual no se produce mortalidad pero si 

durante un periodo de tiempo la bacteria produce Stx2. Además establecer si se 
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produce daño en las infecciones que se producen por STEC y que no llegan a ser 

letales para los individuos. 

En nuestro análisis nos centramos principalmente en el estriado e hipocampo. En 

estriado debido a que las alteraciones de los ganglios basales son predominantes 

en las lesiones del CNS con SUH y en el hipocampo, debido a que hallamos 

problemas en la memoria de los ratones.212213214215. 

 

La administración de Stx2 produce degeneración neuronal 

Las neuronas de los ratones vehículo tienen un núcleo pálido y presentan la 

cromatina dispersa, las membranas citoplasmáticas y nucleares intactas, así 

como también mitocondrias en buen estado en el citoplasma. En contraste en los 

animales que recibieron las 2 dosis endovenosas de dsStx2 se observaron 

neuronas estriatales en condición de neurodegeneración. Luego de 2 días el 

citoplasma comenzó a vacuolarse y mostrarse más contrastado que el vehículo. 

Los núcleos del día 2 y 4 en los ratones tratados con dsStx2 aparecen electro 

condensados con un aumento de la heterocromatina y lo que parece ser una 

etapa temprana de apoptosis neuronal. En estas neuronas se observa además 

mitocondrias alteradas dentro de un citoplasma oscuro y condensado.  Además 

desde el día 2 se observan las membranas nucleares y citoplasmáticas alteradas. 

La pérdida de las membranas puede verse como un signo característico del daño 

neuronal, característica que sólo puede observarse por microscopía electrónica. 

Las indentaciones de la membrana nuclear se encontraron frecuentemente en el 

día 4 comparadas con las tratadas con vehículo. Los cambios observados en este 
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periodo reflejan la condición patológica ya que la indentación nuclear 

correspondería al comienzo del proceso apoptótico (Fig.18 A).  

 

Fig 18: La administración intravenosa de Stx2 causa daño neuronal.  



Capítulo 3: Estudio translacional de un model murino de intoxicanción sub-letal con toxina Shiga 2 
en cerebros 

 

92 

 

Se observa una neurona estriatal normal en el vehículo (salina) en (A), un 
núcleo pálido (N), el citoplasma intacto (c) y membranas (m). Luego de 2 días 
de tratamiento con Stx2 la neurona empieza a vacuolizarse con el citoplasma 
contrastado (c) y núcleo (N) (B), también se observa la condensación de la 
heterocromatina (h). Luego de 4 días, el núcleo (N) presenta más contraste con 
un aumento de la condensación heterocromatina (h) y una pérdida de 
membranas (flechas) (C). Además, se muestra una mitocondria perinuclear (*) 
(C). En el día 8 se observa una neurona con edema y pérdida de su forma 
nuclear regular (D). Una magnificación más alta muestra un retículo 
endoplasmático desorganizado (R) en un citoplasma con edema (E). Una 
neurona con edema (E) pierde su forma regular en el núcleo (F). Los núcleos 
neuronales afectados (N) con forma irregular sin citoplasma aparente; (Ol, 
oligodendrocito) (G). Estas características no se observaron en las neuronas 
estriatales del vehículo (A). El porcentaje de neuronas dañadas con edema se 
cuantificó (H). Se obtuvieron resultados significativos a partir del día 4. El 
máximo número de neuronas con edema se observe en el día 8 (*) (H). Los 
resultados se expresan como un porcentaje del total del número de neuronas 
en un área de 3721 um2. Los datos son el promedio + SEM de 6-8 
experimentos (F y G). La significancia estadística se indica con un asterisco, p< 
0.05. La barra de escala mostrada en A se aplica a las micrografías B-D y F, G. 

 

En el día 8, la observación más predominante incluye neuronas con edema 

citoplasmático y núcleo condensado o en estado de necrosis. Alteración completa 

del retículo endoplasmático, organelas y mitocondrias en aquellas células donde 

se detectó edema (Fig. 18 B, C). Una característica común entre los períodos 

analizados fue  que la mayor cantidad de edema celular se encontró en el día 8 

(p<0.05). 

Estos resultados muestras que 2 dosis subletales endovenosas gatillan el daño 

neuronal que produce necrosis en neuronas del estriado. 

 

La administración de dsStx2 casa edema en astrocitos e infiltración de 

mastocitos 

Se observaron astrocitos normales en los ratones inyectados con vehículo, 
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generalmente encontrados con mitocondrias, retículo endoplasmático rugoso, 

aparato de Golgi, vesículas pequeñas y filamentos gliales (Fig. 19 A). Por el 

contrario desde el día 2 se observaron astrocitos alterados en los ratones bajo el 

efecto de Stx2 (Fig. 19 B). Alrededor del 20% de los astrocitos observados 

mostraron edema de algún tipo. Esto fue acompañado por una evidente 

desorganización del retículo endoplasmático y mitocondrias hinchadas. Sin 

embargo la membrana nuclear permanece intacta (Fig. 19 BC). 

 

Fig. 19: La administración intravenosa de Stx2 causa edema astrocitario y 
extravasación de mastocitos.  

Una micrografía electrónica muestra los astrocitos conservados luego de la 
administración del vehículo (A). Mitocondrias en buen estado (*), retículo 
endoplasmático (R) y gliofilamentos (g).Luego de 2 días, los astrocitos 
muestran edema citoplasmático (B). Retículo endoplasmático desorganizado 
(R) y mitocondrias hinchadas (*) (C). Luego de 4 días, el edema astrocitario era 
evidente en la perivasculatura (D). El retículo endoplasmático se encuentra 
desorganizado (R)  y las mitocondrias hinchadas (*) con las membranas 
internas desorganizadas. Luego de 8 días una astrocito alterado muestra 
edema citoplasmático (e), el retículo rugoso desorganizado (flecha) y 
mitocondrias con las membranas rotas (*) (E). Un oligodendrocito conservado 
se anota. Además se observa la extravasación de un mastocito en contacto con 
astrocitos (F). El porcentaje de astrocitos dañados con edema se cuantificó (G). 
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Resultados significativos se obtuvieron a partir del día 4. El número máximo de 
astrocitos con edema en ratones tratados con Stx2 se obtuvo al día 8 (*). Los 
resultados se expresan como el porcentaje total de astrocitos en un área de 
3721 um2.  Los datos son la media + SEM de 6-8 experimentos (G).  La 
significación estadística se muestra con un asterisco, p< 0.05. La barra de 
escala en A aplica para las micrografías en A, B, D-F. 

 

A partir del día 4, se observa edema perivascular astrocitario (Fig. 19 D), 

desorganización de las endomembranas y mitocondrias en el citoplasma 

edematizado, sin embargo la membrana nuclear se conserva intacta (Fig. 19 D). 

En el día 8, se observó la pérdida de elementos nucleares electrodensos que 

migraron al citosol probablemente debido a la ruptura de la membrana nuclear y 

organelas hinchadas en un citoplasma con edema (Fig. 19 E).  

La principal característica que pudimos observar a lo largo de los días fue el 

edema citoplasmático (Fig. 19 B-F). El porcentaje de astrocitos que mostró edema 

fue cuantificado luego de 2, 4 y 8 días de tratamiento con Stx2. El porcentaje de 

astrocitos que mostraron edema se incrementó un 60% al día 8 y esto fue 

significativamente más alto que los vehículos o que los ratones inyectados con 

Stx2 analizados al día 2 y 4 (Fig. 19 G). Por lo que podemos concluir que Stx2 

gatilló el daño astrocitario en el estriado. 

 Además se observó la extravasación de mastocitos al parénquima cerebral (Fig. 

19F). Los mastocitos se identifican por ultraestructura debido a que tienen 

numerosos gránulos no laminados en comparación con los basófilos. Los 

mastocitos pueden atravesar la barrera hematoencefálica (BHE) para llegar al 

parénquima cerebral atraídos por mecanismos inflamatorios luego de la injuria por 

Stx2.  
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Observamos un mastocito en contacto con un astrocito (Fig. 19C). Los mastocitos 

son la respuesta temprana en la regulación de los cambios agudos en la barrera 

hematoencefálica luego de isquemia y hemorragia. 

 

Stx2 altera la integridad de la barrera hematoencefálica 

En el estriado de ratones tratados con vehículo observamos un vaso que 

conserva su núcleo endotelial y citoplasma. Las organelas se encuentran bien 

preservadas y las mitocondrias muestran su doble membrana. La membrana 

vascular basal se encuentra cubierta de astrocitos perivasculares, con lo cual 

podemos decir que la barrera hematoencefálica aparece intacta. Además se 

observó astrocitos perivasculares intactos en contacto con dendritas y axones 

recubiertos de mielina (Fig. 20A).  
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Fig. 20: La administración endovenosa de Stx2 causa alteraciones en la 
Barrera Hematoencefálica.  

En el vehículo, la micrografía electrónica muestra células endoteliales 
conservadas que forman un microvaso del estriado, el núcleo endotelial está 
conservado y el microvaso está rodeado de sinapsis (flechas), dendritas (d) y 
axones con mielina (a) (A). Luego de 2 días de la administración de Stx2, se 
observa edema perivascular (e) (B). Luego de 4 días, el edema perivascular es 
más pronunciado (e) (C). Luego de 8 días de la inyección de la toxina, un 
microvaso infartado (fleche) con edema perivascular se observa (*) cerca de 
una neurona (N) (D).  En este punto, no se observa una membrana 
citoplasmática en la neurona. El porcentaje de microvasos dañados con edema 
perivascular se cuantificó (E). El daño en los microvasos comienza a ser 
significativo en el día 2 con un máximo en el día 8 (*). Los resultados se 
expresan como un porcentaje del número de microvasos en un área de 3721 
um2. Los datos son la media + SEM de un set de 6-8 experimentos (G). La 
significancia estadística se muestra con un asterisco, p< 0.05. La barra de 
escala A se aplica a las micrografías B-D.  
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En el estriado tratado con dStx2 a partir del día 2 se encontró un edema 

intracitoplasmatico en los astrocitos perivasculares (Fig. 20B). A partir del día 2 se 

observe un edema incipiente en los astrocitos y a partir del día 4 el edema ya era 

casi completo. En el día 8 se observe edema acuoso con células endoteliales 

colapsadas (Fig. 20B, C) aunque no se observó daño endotelial celular (Fig.20 

5B).  

Se cuantifico el edema en los astrocitos perivasculares en los ratones con dsStx2 

y se encontró un máximo en el día 8. El edema perivascular aumentó a lo largo 

del tiempo. 

 

3.4.5 La toxina Shiga causa la interrupción de la sinapsis 

En los ratones tratados con Stx2 se observó la interrupción de la sinapsis (Fig. 

21).  El número de sinapsis interrumpidas fue significativamente más alto en los 

animales tratados con Stx2. Una proyección de astrocitos reactivos interrumpe la 

transmisión sináptica entre neuronas interponiéndose entre la pre y post sinapsis 

(Fig. 21B, C). La sinapsis interrumpida no solo se observe en el estriado de 

ratones tratados con Stx2, sino que además se observó una disminución en el 

número de vesículas pre sinápticas (Fig. 21D).  
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Fig. 21: La administración intravenosa de Stx2 causa alteraciones 
sinápticas. 

Una micrografía electrónica muestra una sinapsis normal (s) y las vesículas pre 
sinápticas (v) en el estriado (A). En la figura B se muestra un número 
aumentado de vesículas pre-sinápticas juntas con la aparición de procesos 
astrocitarios (*) en proximidad con el espacio sináptico (S)  en la parte 
izquierda más baja de la micrografía (B). En la otra micrografía se muestra un 
astrocito bloqueando completamente el espacio sináptico (*) mientras que las 
terminales pre sinápticas están llenas de vesículas (C). Una gráfico en el panel 
de la derecha ilustra más claramente  el proceso que está ocurriendo en el 
espacio sináptico.  El número de sinapsis interrumpidas en el estriado de los 
ratones tratados con Stx2 es mucho mayor al de los ratones tratados con 
vehículo (D). La significancia estadística se muestra con un asterisco, p< 0.05. 
Los resultados se expresan como un porcentaje del total de las sinapsis en un 
área de  3721 um2. La barra de escala en A aplica para todas las micrografías. 

 

 

La administración de Stx2 causa alteraciones ultraestructurales en 

oligodendrocitos 

En los animales tratados con vehículo se identificaron oligodendrocitos normales, 

con un núcleo ovalado conteniendo heterocromatina en la periferia del núcleo y el 

citoplasma electrón denso (Fig. 22A). Luego de 2 días de la administración 

endovenosa de Stx2, el núcleo de los oligondendrocitos afectados comenzó a 

presentar una forma irregular, cromatina condensada y una ligera retracción (Fig. 

22B) Sin embargo, la envoltura nuclear se conservaba intacta. En la zona 

perinuclear, se observaba un núcleo electrodenso con vacuolización parcial.  Los 

rasgos ultraestructurales observados sugieren que nos encontramos con los 

pasos tempranos de la apoptosis. Además, hojas de mielina desorganizada se 

observaron en probable axones dilatados. En el día 4, se observó una progresiva 

deteriorización de los oligodendrocitos (Fig. 22C). El núcleo devino más irregular y 
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se produjo su retracción mientras que se produjo una condensación de la 

cromatina. Los fragmentos nucleares se observaron también en la zona 

edematosa. En este punto, la vacuolización perinuclear se extendió a todo  el 

citoplasma electrón denso y la mielina aparecía desorganizada y más delgada 

que en el día 2. Los axones recubiertos de mielina se observaron irregulares y 

contrastados. 

En el día 9, se observaron oligodendrocitos con el núcleo contrastado y el 

citoplasma y las barreras cada vez más difíciles de diferenciar (Fig. 22D). La 

pérdida del volumen celular inmersa en un área edematosa fue la principal 

característica en esta etapa. Sin embargo, aún se observan las proyecciones 

citoplasmáticas que asemejaban hojas de mielina cubriendo los axones. 

Se cuantificó el daño celular en los días 2, 4, and 8, de acuerdo con el criterio 

descripto previamente (Fig. 22E). El daño celular se incrementó a lo largo del 

tiempo. El número de células mostrando daño fue significativamente mayor en el 

día 8 que en los días 4 y 2. 
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Fig. 22. Stx2 causa cambios patológicos en oligodendrocitos. 

En los animales controles se observan oligodendrocitos normales. La mielina 
se forma en el citosol (*) (A).  La cromatina electrón densa (h) se observa 
parcialmente en la periferia del núcleo redondeado. La eucromatina (e) se 
presenta en el interior del núcleo como zonas menos electrón densas.  Luego 
de 2 días se observa un núcleo irregular (B). El citoplasma se encuentra 
vacuolado (v). La mielina se presenta desorganizada (my). En el espacio 
extracelular se observa edema (E) y mitocondrias hinchadas. En el día 4 se 
observa un núcleo hinchado y retraído (N) (C). Además presenta vacuolización 
perinuclear (v). En el día 8 se observa un oligodendrocito alterado con un 
citoplasma contratado (D). Se dificulta diferenciar el núcleo (N) del citoplasma. 
Edema extendido (E) y carencia de mielina  (L). Además, se observan 
mitocondrias con crestas desorganizadas e hinchadas(m). El número de 
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células con edema se incrementó con el tiempo(E). Los resultados se expresan 
como un porcentaje del total de oligodendrocitos en un área de 3721 um2.Los 
datos se expresan como el promedio  + SEM de 6-8 experimentos. La 
significancia estadística se muestra con un asterisco, p< 0.05. La barra de 
escala en A aplica para B y C.   

 

Otras áreas del cerebro como el hipocampo, la corteza y el hipotálamo también 

mostraron daño y se vieron afectadas por la toxina como el estriado (datos no 

mostrados) 

 

La administración de Stx2 causa neurodegeneración en varias zonas del 

cerebro 

Para comprobar el efecto neurodegenerativo de Stx2 se utilizó el marcador 

Fluorojade-B siguiendo el mismo protocolo. De igual modo se observaron 

neuronas en degeneración en el estriado, hipocampo, hipotálamo y corteza 

(Datos no mostrados). 

Con este marcador pudimos comprobar lo observado por microscopía electrónica 

y de este modo verificamos que las células se encontraban en un proceso de 

degeneración. 
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Fig. 23. Stx2 induce neurodegeneración 

En el panel A se observa el estriado marcado con verde. En panel B se observa 
la cuantificación de la fluorescencia del Fluorojade de las secciones estriatales 
analizadas. La significancia estadística se muestra con un asterisco, p< 0.05. 
En los paneles C y D se observa una muestra de un animal control y otro 
tratado con Stx2. Se observa fluorescencia positiva en el tratado lo que indica 
neurodegeneración. Se utilizaron controles positivos (ratones inyectados con 
Cloruro de Cobalto) en los cuales se observó fluorescencia positiva como en 
los tratados con Stx2. Además se observaron neuronas en degeneración en 
hipocampo, corteza e hipotálamo (datos no mostrados). 

 

Stx2 se detecta  en el hipocampo a 4 días de ser administrada 
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Fig 23: Stx2 se encuentra en las células al 4 día de ser inyectada. 

En la figura se muestra una Microscopía Confocal con un aumento de40x del 
hipocampo, CA1, donde se inmulocalizó Stx2B (en rojo), (Azul: Hoechst, 
marcador del núcleo celular). En el panel de la derecha podemos observar 
como la toxina se encuentra en el citoplasma celular. 

 

Realizamos una inmunomarcación en hipocampo para estudiar si podíamos 

detectar la toxina en el mismo. En la Fig. 23 se observa a la toxina Stx2 en 

ratones con 4 días de tratamiento, en los que se observa inmunomarcación. La 

inmunomarcación se realizó con el anticuerpo monoclonal Stx2B y se encuentra 

sólo en el citoplasma. Se usó Hoescht para teñir los núcleos (azul). 

 

Stx2 produce reacción astrocitaria 

En el capítulo 2 de esta tesis vimos como la expresión de GFAP,  (marcador 

astrocitario) aumentaba al ser la toxina inyectada intracerebroventricularmente, 

esto quiere decir que se producía una reacción astrocitaria en las diferentes 

zonas estudiadas. 
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Nos preguntamos si el mismo cambio tiene lugar al inyectar Stx2 

endovenosamente, por lo cual analizamos la distribución de GFAP luego de 

administrar Stx2. 

 

 

Fig. 25: Stx2 administrada endovenosamente causa un aumento de la 
expresión de GFAP 

Se muestran las fotos de inmufluorescencia confocal para GFAPen el 
hipocampo (rojo). Se muestra vehículo representativo, o sea el estado normal 
(A), B muestra el control negativo para GFAP y los animales tratados en (B 
muestra el control negativo para GFAP C-E). Stx2 aumenta la expresión de 
GFAP (C-D) en el hipocampo. Los controles de isotipo para GFAP no 
mostraron inmunofluorescencia. Todos los datos fueron confirmados por el 
análisis de DOI, Densidad óptica integrada, en el cual Stx2 induce la expresión 
de GFAP (panel de la derecha) a 4 y 7 días, mientras que no se encuentra 
diferencias significativas a 20 días. Se cuantificó la fluorescencia con el 
programa ImageJ. Las células además fueron identificadas usando la tinción 
nuclear Hoechst (no mostrado). El aumento de expresión de GFAP es evidente 
y se muestra la significancia estadística con un asterisco, (p<0.05). Se 
realizaron 6 cortes por sección. 
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En la Fig. 25 observamos la expresión de GFAP en cortes de hipocampo de 

ratones tratados con dsStx2. Podemos observar que se produce reacción 

astrocitaria a 4 y 7 días en animales tratados con toxina (Fig. 25 C y D) y que el 

cambio se revierte a los 20 días (F). Los cambios a 4 y 7 días son 

estadísticamente significativos (p < 0.05). 

Por lo que confirmamos que se produce reacción astrocitaria en el hipocampo de 

ratones inyectados con dosis subletales de Stx2 tan temprano como a los 4 días y 

el cambio se revierte a los 20 días. 

 

Stx2 produce un aumento de Gb3 

Para analizar si se producía el mismo efecto de regulación positiva que al ser 

administrada endovenosamente, analizamos la inmunodistribución del receptor 

Gb3. 

 

Fig. 26. Stx2 causa el aumento de Gb3 a 4 días de tratamiento 
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Microfotografías confocales de una inmunofluorescencia anti-Gb3 (Verde) en el 
hipocampo de ratones (CA3).  

En el panel A se observa la expresión basal en animales sin tratar de Gb3 en el 
hipocampo en la zona CA3. En el panel B se observa la inmunomarcación anti-
Gb3 de una animal a 4 días de ser inyectado con la toxina. El panel C muestra 
el control negativo omitiendo el primer anticuerpo. Los controles de isotipo (no 
mostrados) no presentaron reactividad. En el panel D se muestra la 
cuantificación de la intensidad de fluorescencia realizada con el programa 
ImageJ. La cuantificación es representativa de 6 animales. 

 

La inmunomarcación de la Fig. 26 muestra que Stx2 produce un aumento de la 

densidad óptica del Gb3 en el hipocampo de ratones (B) lo cual no se aprecia en 

los inyectados con solución fisiológica (A). Los controles realizados validan el 

experimento (C y isotipo). 

Estos datos prueban que tan tempranamente como a 4 días se produce la 

activación del receptor de la toxina Gb3 en el hipocampo de ratones al ser esta 

inyectada endovenosamente. 

 

Stx2 en dosis subletales no produce variaciones en el nivel de Urea 

Se analizaron los niveles de urea y creatinina en suero, dos parámetros 

característicos relacionados con el metabolismo de proteínas que se encuentran 

alterados durante la infección con Stx2 en seres humanos. 

La urea es la forma no tóxica del amoníaco, comúnmente se genera a partir de la 

degradación de proteínas. Debido a su pequeño tamaño, presenta una 

reabsorción y secreción variable en el túbulo renal acompañando al agua. 
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Fig 27. Stx2 administrada en dosis subletales no produce variación del 
contenido de Urea. 

Se muestra el contenido de urea (mg/ml) en ratones a diferentes tiempos luego 
de 2 dosis de Stx2 subletal. No se ven diferencias significativas entre los 
tratamientos, por lo que el nivel de Urea de los ratones vehículos de 4, 7 y 20 
días fue similar. 

 

En nuestro modelo de dosis subletales de Stx2, no se produjo una variación 

significativa del nivel de urea en suero (Fig. 27), lo cual implica que no hay 

compromiso renal en ninguno de los tiempos utilizados según este parámetro. 

 

La toxina Shiga suministrada en dosis subletales no varía el nivel de 

Creatinina 
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Fig 28. La toxina Shiga suministrada en dosis subletales no varía el nivel 
de Creatinina 

Se muestra el nivel de creatinina en ratones a 2, 7 y 20 días y en el vehículo. 
No se hallaron diferencias significativas entre los diferentes días. 

 

El  aumento de creatinina plasmática es un indicador de daño renal. La creatinina 

es una sustancia de origen muscular constituida por tres aminoácidos, la 

creatinina sufre filtración glomerular pero no se reabsorbe y su secreción tubular 

es mínima.  

 

En otros modelos en ratón, con 3  dosis subletales de Stx2 intraperitoneal de 1 

ng/kg Stx2  se produce un aumento de la creatinina en suero a partir de las 12-

36hs que va del vehículo de 0.4 a 1.4  a las 72hs.216 En ratones C57BL/6J, una 

cepa diferente a la usada en estos experimentos.  

Si bien en la literatura se reportan medias en el contenido de creatinina como las 

obtenidas en nuestro estudio217 no se hallaron diferencias significativas entre los 

diferentes días y sus respectivos vehículos, indicando que probablemente no  
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exista el compromiso renal en nuestro modelo. 

 

La toxina Shiga  en dosis subletales no varía el nivel de Hematocrito 

El hematocrito es el porcentaje del volumen total de la sangre compuesta por 

glóbulos rojos. Una caída del hematocrito indica una destrucción de los glóbulos 

rojos, algo característico del SUH en seres humanos. 

 

 

Fig 29. Stx2 en dosis subletales no produce variación del hematocrito en 
ratones. 

Se muestra el Hematocrito en ratones inyectados con 2DsStx2 a 4, 7, 20 días y 
el vehículo. No se encontraron diferencias significativas entre tratamientos. 

 

En nuestro modelo de dos dosis subletales no se observó un cambio significativo 

en los valores del hematocrito (Fig. 29). 
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La toxina Shiga suministrada en dosis subletales contribuye en aumentar el 

nivel de Hemoglobina en sangre 

En humanos, la resolución del SUH ocurre 1 o 2 semanas después del inicio de la 

diarrea. La función renal se resuelve luego de que los niveles de hemoglobina y 

plaquetas vuelven al nivel basal218 

Fig 29B. La toxina Shiga suministrada en dosis subletales contribuye en 
aumentar el nivel de Hemoglobina en Sangre 

El contenido de Hemoglobina de los ratones tratados con dosis subletales de 
Stx2 luego de diferentes tiempos. Existe una diferencia significativa entre los 
controles y los animales tratados con Stx2 (p<0.05). No existen diferencias 
significativas entre los animales tratados con Stx2 entre sí en los diferentes 
tiempos. 

 

En los animales tratados con dosis subletales de Stx2 se observó un  aumento 

significativo de la Hemoglobina (Fig. 29B). Las muestras de suero recolectadas de 

los animales tratados con Stx2 presentaban una leve coloración roja, 
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presumiblemente de la hemoglobina liberada por los glóbulos rojos al lisarse. 

 

Cambios comportamentales a corto y largo plazo debido al  efecto de dosis 

subletales de Stx2 en ratones 

Previo a nuestro trabajo no existía en la literatura reportes de análisis 

comportamentales rigurosos en ratones u otros animales bajo el efecto de S Stx2, 

por lo que decidimos hacer ahondar en los efectos comportamentales de la toxina 

en nuestro modelo de ratón con 2 dosis subletales de Stx2 y una dosis menos 

concentrada que la dosis subletal a la que llamamos 1:10dsStx2. 

Cabe aclarar que la dosis elegida es de suma importancia, ya que debido a tener 

la toxina un efecto letal, al aumentar la dosis y acercarnos a la DL50 obviamente 

aparecerán problemas comportamentales, relacionados con la cercanía a la 

mortalidad que produce la misma, produciendo efectos obvios, por lo cual nos 

interesa principalmente evaluar a los animales en una dosis mucho menor que la 

DL50 para poder tener una idea de cuáles son los efectos de la toxina Shiga en 

dosis bajas, no cercanas a la muerte del animal. Por esta razón decidimos evaluar 

a los ratones bajo el efecto de dsStx2 (0.5ng/ratón, la misma que utilizamos 

durante toda la tesis) y una dosis 10 veces menor (0.05ng/ratón se indica como 

1:10 dsStx2). 

 

La toxina Shiga en dosis subletales altera los parámetros motores de 

ratones 
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Fig. 30. La toxina Shiga en dosis subletales induce cambios motrices 
según SHIRPA 

Análisis de los scores SHIRPA de los 4 tests motores realizados (actividad 
espontánea, elevación pélvica, actividad en las patas y el andar. Se usaron 
unidades arbitrarias (a. u) que son el promedio de la suma de los 4 tests 
independientes para cada día y tratamiendo (vehículo o Stx2). Conducta 
normal = 0, conducta anormal= 1. El grupo tratado con vehículo no mostro 
alteraciones mientras que el grupo tratado con Stx2 mostró una conducta 
significativamente diferente (*) al octavo día del tratamiento con toxina  (P, 
0,05). 

 

En la figura 30 podemos observar que la dosis subletal es suficiente para producir 

deficiencias motrices en ratones a 8 días luego de administrada la toxina. 4 días 

luego de la administración la actividad motriz se redujo un 50%, y a los 8 días se 

redujo un 100%. No se encontraron diferencias en los grupos vehículo y Stx2 a 

los 2 días de tratamiento. Los animales tratados con vehículo no presentaron  

cambios en ninguno de los períodos donde fueron evaluados. 
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La toxina Shiga en dosis subletales altera la memoria de Ratones 

Para analizar el efecto de la toxina Shiga sobre la memoria de ratones usamos el 

test de Reconocimiento de objetos (Object recognition). El test se encuentra 

ampliamente validado y estudiado en modelos murinos. 219220 

 El modelo se basa en la tendencia natural que tiene el animal de explorar nuevos 

ambientes u objetos. Cuando se le presenta un estímulo nuevo, se dedica a 

explorar este en detrimento de uno antiguo. 

Utilizamos una menor dosis que la subletal utilizada (1:10 dsStx2) ya que de 

usarla, los problemas comportamentales de los ratones impedirían validar el test. 
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Fig 31.  Stx2 produce un déficit en la memoria de ratones. 

Se muestra el índice de discriminación en el test de Reconocimiento de Objetos 
(%) a 4, 7 y 20 días de inyectados tanto animales vehículos como tratados. Se 
observan diferencias significativas a 4 y 7 días en la dosis 1:10 dsStx2. La 
significancia estadística se muestra con un asterisco, p< 0.05. 

 

En la Fig 31 se muestra el cambio en el índice de discriminación dado por el Test 

de Reconocimiento de objetos en ratones expuestos a la dsStx2. A 4 y a 7 días de 

inyectada la toxina se observa un cambio significativo (p<0.05) en el índice de 

discriminación, esto es los ratones inyectados con la toxina Shiga no pudieron 
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discriminar entre un objeto nuevo y uno que ya habían visto. A los 20 días el 

cambio se revierte con la dosis subletal utilizada (dsStx2). Este experimento fue 

realizado por duplicado. 

 

La toxina Shiga en dosis subletales no afecta el nivel de ansiedad en 

ratones 

Para analizar si la toxina Shiga actúa como ansiogénica o ansiolítica en dosis 

subletales usamos el test de Mazo en T Elevado, el cual se basa en la tendencia 

aversión de los roedores a los ambientes abiertos, esta  aversión a los brazos 

abiertos restringe los movimientos a los brazos cerrados.221222 
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Fig 34. La toxina Shiga en dosis subletales no afecta el nivel de ansiedad 
en ratones 

Test de Elevated Plus Maze. Muestra la relación entre el tiempo que pasaron 
los ratones en los brazos cerrados/abierto y (debajo) el número de entradas a 
los brazos cerrados/número de entradas a los brazos abiertos. En ninguno de 
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los casos evaluados hubo diferencias significativas. El modelo se basa en la 
tendencia natural que tiene el animal a quedarse en ambientes cerrados 
(aversión a ambientes abiertos). La disminución de la ansiedad se refleja en un 
mayor tiempo en los brazos abiertos. 

 

En la Figura 34 mostramos que no existen diferencias en el nivel de ansiedad 

entre los animales que están bajo el efecto de Stx2 y los que no. Esto quiere decir 

que los animales bajo el efecto de Stx2 no presentaron niveles de ansiedad 

diferentes a los controles, o sea que la toxina Shiga no afecta estas vías en las 

dosis subletales utilizadas. 

 

La toxina Shiga en 0.1 dosis subletales no altera la actividad locomotriz 

espontánea de ratones 

Para estudiar si 0,1 DL de Stx2 tiene efecto sobre la actividad locomotriz 

espontanea se utilizó el test de Campo Abierto.223 

Este experimento se realiza comúnmente como una medida cuantitativa y 

cualitativa de medir la actividad locomotriz espontánea de los animales, 

exploratoria y emocional (el análisis del riesgo y ansiedad) en respuesta a un 

ambiente nuevo224. Se espera que los animales exploren mucho el ambiente 

nuevo inicialmente y eventualmente se habitúen al campo abierto.225 El modelo se 

basa en la tendencia natural que tiene el animal a explorar el ambiente nuevo, de 

esta exploración se extraen los datos de actividad. 

Los experimentos de Open Field han sido extensivamente validados, 

etológicamente y farmacológicamente en ratas y ratones 226227228. Generalmente 
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las hembras tienen mayor actividad que los mayor y las medidas primarias son: 

distancia recorrida y/o cruzamientos (actividad locomotriz), exploración (número 

de rearing), actividad de tipo ansioso (actividad en el centro). 
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Fig 32. La toxina Shiga en dosis subletales no altera la actividad 
locomotriz espontanea de ratones 

Se muestra el análisis de los cruzamientos y el rearing en el Open Field. No se 
encuentran diferencias significativas a los 4, 7 o 20 días de la primera inyección 
con Stx2 y lo ratones tratados con vehículos. 

 

 

En la Fig. 32 se muestran los experimentos de Open Field a 4, 7 y 20 días. En 

ninguno de los periodos se encontraron diferencias significativas entre los 

animales tratados con Stx2 y los animales tratados con vehículo, esto quiere decir 

que se descartan los problemas motrices que se pueden observar con el  Open 

Field en los animales bajo la dosis diez veces menor a la dsStx2. 
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Este resultado además valida lo encontrado en la Fig. 31 en el test de 

reconocimiento de objetos ya que si se hubieran observado cambios motrices los 

resultados del experimento de reconocimiento de Objetos quedarían invalidados, 

ya que sería por problemas motrices y no de memoria que el ratón no puede 

reconocer el objeto nuevo que le es presentado. 

 

La toxina Shiga en 0.1 dosis subletales no altera la coordinación motora ni 

el balance en ratones 

El test de Rotarod es ampliamente usado para evaluar el balance y la 

coordinación motora 229. 

En este modelo el animal tiene que obligatoriamente equilibrarse sobre el cilindro 

que gira para no caer. En este test se miden parámetros cómo el número de 

caídas y el tiempo a la primera caída. 
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Rotarod, Primera Caida, 4 días
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Fig 33. No se producen cambios motrices en ratones inyectados con Stx2 

Se muestra el análisis del número de caídas y la latencia a la primera caída 
entre ratones tratados con Stx2 y con vehículo en el test de Rotarod. No hay 
diferencias significativas entre los diferentes tratamientos a 4, 7 y 20 días. 

 

Al analizar el comportamiento de los animales en el Rotarod como lo muestra la 

figura 33, vimos que se comprueban los resultados del Campo Abierto (Fig. 32), 

no existen problemas motrices en ninguna de las dos dosis utilizadas. Los 

animales presentan el mismo número de caídas y un tiempo a la primera caída 

del aparato similar así hayan sido tratado con Stx2 en dosis subletales o no. 
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Conclusiones 

La administración sub letal de Stx2 causó deficiencias cognitivas que afectan la 

memoria de ratones y problemas motrices. Además observamos por 

ultraestructura alteraciones en neuronas, astrocitos y oligodendrocitos, infiltración 

de mastocitos, debilitamiento de la barrera hematoencefálica y sinapsis 

interrumpida. Observamos también reacción astrocitaria, cambios en el patrón de 

la microvasculatura, aumento del receptor Gb3 y se inmunodetectó la presencia 

de la toxina en hipocampo. 

Este es el primer reporte de los efectos tóxicos de dosis subletales de Stx2 

administrada via endovenosa en ratones, así como el primer reporte de cambios 

comportamentales producidos por la toxina. 

En nuestros observaciones reportamos un aumento de la expresión del receptor 

Gb3 en neuronas de la corteza, estriado e hipocampo y daño astrocitario en el 

estriado y ensanchamiento dendrítico. 

El aumento de la expresión del receptor Gb3 en poblaciones neuronales de 

diferentes áreas del cerebro y el ensanchamiento dendrítico fueron características 

que nosotros observamos por primera vez en cerebro de rata230. 

El receptor Gb3 se encuentra presente en neuronas del sistema nervioso central de 

ratas y ratones231.En este capítulo, observamos el aumento de la expresión del 

receptor Gb3 en el hipocampo al estar los ratones bajo una dosis de Stx2 subletal 

(Fig. 26). La localización y aumento de expresión del receptor es de suma 

importancia ya que Stx2 puede causar apoptosis en las células que lo expresen. 
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Previamente, en el capítulo anterior mostramos en detalle en diferentes zonas ele 

el aumento de la expresión del receptor al inyectar via ICV Stx2. Estos dos 

resultados en dos modelos diferentes (ICV en rata, inyección endovenosa en 

ratón) concuerdan con lo encontrado en seres humanos en el brote de Alemania 

en el 2011232 y en cultivos celulares humanos233 por lo que el modelado con 

ambas especies teniendo en cuenta la similitud de estos resultados parece ser 

una buena opción. 

De los 52 pacientes adultos con SUH observados en el brote, 51 mostraron 

alteraciones neurológicas como visión doble, dificultad para hallar palabras, hiper 

reflejos. 23 de los 52 presentaron déficit de memoria, déficit atencional en 

orientación  y problemas en las habilidades constructivas. Este estudio refuerza 

nuestros hallazgos, ya que se encuentra el aumento del receptor Gb3, daño en el 

cerebro a través de RMI y halla problemas cognitivos.234 

Por lo que es factible pensar que nuestros estudios por microscopía también 

pueden extrapolarse a seres humanos. Estudios más detallados deben realizarse 

en este aspecto. 

A finales del 2012 se reportaron detalladamente por primera vez las alteraciones 

cognitivas producidas en adultos con encefalopatías producidas por Stx2235. 

Un dato importante es que el alto porcentaje de encefalopatías causadas por  

STEC en adultos difiere del observado en niños, varios aspectos pueden ser 

claves en esta diferencia. Primero la edad, la detección del déficit cognitivo y 

psicomotor  en niños puede ser más difícil que en adultos. Por otro lado la alta 

tasa de síntomas neurológicos detectados puede ser causa  de la intensidad del 
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análisis realizado, que usualmente no se realiza en niños. Tercero, la epidemia se 

produjo por una nueva variante que expresa Stx2a así como el factor de 

adherencia AAF/III característicos de E. coli enteroagregativa que aumenta la 

adherencia de la bacteria a las células epiteliales y que puede facilitar la 

absorción de la toxina. 

Los síntomas neurológicos observados en los ratones, pérdida de memoria  (Fig. 

31) observado a través del reconocimiento de objetos parecen coincidir con los 

síntomas en humanos236. En este capítulo no detectamos problemas motrices por 

ninguno de los 3 tests evaluados (Fig. 32, 33, 34) con la dosis 0.1 dsStx2, pero si 

encontramos problemas motrices con la dosis dsStx2 bajo el test Shirpa (Fig. 31). 

Este es el primer estudio en encontrar deficiencias en la memoria de animales 

bajo el efecto de Stx2 y el primero en reportar alteraciones motrices. 

El estriado incluye los ganglios basales, que tienen un rol relevante en el control 

del movimiento voluntario y el establecimiento de desórdenes 11. Aunque es muy 

útil relacionar los datos comportamentales con los datos ultraestructurales en el 

cerebro, los reportes que lo relacionan son difíciles de encontrar. 

Por ejemplo, la parálisis de los miembros se ha descripto en modelos animales 

como causada por Stx2, pero este u otros déficits motores no ha sido asociado 

con ninguna región en particular. Este déficit se ha descripto solo en neuronas 

motoras de la espina dorsal. 

Las lesiones en la memoria de ratones causadas por Stx2, deben buscarse 

principalmente en el hipocampo. Bajo ultraestructura encontramos el mismo daño 

celular que observamos en el estriado, por lo que el déficit de memoria pueda 
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deberse al daño directo de la toxina o a la cadena patógenica desencadenada por 

ésta. Pudimos detectar Stx2 en el hipocampo tan pronto como a 4 días de 

inyectada la toxina (Fig. 23) lo que indica que Stx2 se encuentra en el hipocampo, 

pero este hallazgo no descarta que se deba a la acción indirecta debido a la 

cascada desencadenada por la misma.  

El déficit en la memoria encontrado se revierte a los 20 días probablemente por 

los mecanismos de remodelación y plasticidad activados en el cerebro. Mayores 

estudios deben realizarse para esclarecer esta cuestión. 

Analizamos el estriado y el hipocampo porque son las principales regiones 

relacionadas con el movimiento autónomo y la memoria, sin embargo cabe 

destacar que también observamos daño en otras regiones como el hipotálamo y 

la corteza. 

Las neuronas del estriado de animales tratados con vehículo muestran una 

apariencia normal comparadas con las tratadas con Stx2 237238. En contraste, la 

observación por ultraestructura mostró que la administración endovenosa de Stx2 

produjo una degeneración progresiva a partir del día 2. Los núcleos electron 

densos que se encontraron en los ratones tratados con Stx2 se asemejan a 

aquellos en las primeras etapas de la apoptosis 239. 

También se observó convergencia de la membrana nuclear. Este tipo de 

alteración se ha observado como un signo temprano de daño neuronal en un 

modelo transgénico de distonía en la cual el estriado fue afectado240. A partir del 

día 4 se observaron indentaciones en las neuronas, está patología se encontró en 
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la enfermedad de Huntington y en modelos animales relacionados241242243luego de 

injuria axonal 244. 

El número de neuronas con edema aumentó a lo largo del tiempo de estudio. Se 

observó edema intracitoplasmatico, destrucción del retículo endoplasmático y 

mitocondrias, y núcleos apoptóticos que resultaron en neuronas con necrosis en 

el estriado. Confirmamos la neurodegeneración con el marcador Fluorojade tanto 

en estriado como en hipocampo. 

Por ultraestructura observamos además en ratones tratados con vehículo, 

astrocitos normales con mitocondrias conservadas, retículo endoplasmático 

rugoso, aparato de Golgi y gliofilamentos 245. 

Los astrocitos forman parte de la barrera y cubren la membrana basal de la 

superficie vascular del SNC. En condiciones patológicas los astrocitos pueden 

mostrar un aumento del volumen y grandes cantidades de gliofilamentos o 

edema246. Los astrocitos tratados con Stx2 se asemejan a la condición patológica. 

El porcentaje de astrocitos con edema se incrementó a lo largo del tiempo. Se 

observaron partículas electrodensos perinucleares. Esto se asemeja a elementos 

nucleares que migraron al citosol, posiblemente por la pérdida de funcionalidad de 

la envoltura nuclear como consecuencia de los cambios osmóticos causados por 

el edema. 

En condiciones patológicas los astrocitos sufren cambios complejos denominados 

reacción astrocitaria o gliosis247, en esta reacción los astrocitos secretan citoquinas 

pro-inflamatorias, óxido nítrico y ROS y forman una red glial que imposibilita la 

reconexión neuronal248. 
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El caso de la administración de Stx2 produce gliosis a los 4 y 7 días de 

administrada la toxina y luego el proceso desaparece a los 20 días. En la parte 

comportamental el déficit de memoria desaparece a los 20 días por lo que indicaría 

que la patología ya no se observa en ese tiempo. 

Se encontró además la interposición de procesos astrocitarios entre las terminales 

pre y post sinápticas. Un proceso físico similar de bloqueo de las sinapsis en 

neuronas motoras fue descripto en ratón luego del tratamiento con Stx2249. La 

interrupción de las sinapsis podría ser un mecanismo neuroprotector por el cual 

las proyecciones de los astrocitos puedan físicamente separar la sinapsis contra 

la excesiva liberación de glutamato 250251. Las terminales sinápticas alteradas 

pueden ser la consecuencia de la liberación excesiva de glutamato 252253. La 

interposición de astrocitaria en el espacio sináptico puede disminuir la cantidad de 

vesículas pre-sinápticas y por ende desorganizar las estructuras sinápticas.  

En animales tratados con vehículo su microvasculatura  muestra por 

ultraestructura una barrera hematoencefálica conservada del estriado254255, 

comparada con los tratados con Stx2. Fujii y colaboradores encontraron células 

endoteliales edematosas en la corteza de ratones moribundos luego de 2 días de 

un inyección con una dosis letal de toxina de 4ng por ratón256. En cambio, 

nosotros mostramos que con una dosis subletal de 0.5 ηg por ratón fue suficiente 

para causar daño celular. La ruptura de la barrera hematoencefálica fue otra 

consecuencia de la acción de la toxina. Como resultado, se observaron células 

endoteliales colapsadas en el espacio edematoso por los astrocitos 

perivasculares dañados a lo largo de los 8 días del estudio. El espacio edematoso 

mostraba un edema típico en la barrera hematoencefálica257.  
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En estudios previos, mostramos que Stx2 produce daño filtraciones vasculares258, 

mientras que en este estudio mostramos que la toxina rompe la barrera 

hematoencefálica alterando los astrocitos perivasculares. 

Observamos además como el patrón de la microvasculatura cambia al inyectarse 

Stx2, a 7 días y se restaura a condiciones normales similares a las del vehículo a 

los 20 días de tratamiento. 

Los residuos carbohidratos del glicocalix están expuestos en la superficie luminal 

de los vasos y por eso son reconocidos por el marcador utilizado, siendo posible 

investigar el patrón de distribución de los residuos azucarados en condiciones 

fisiológicas o de enfermedad259 . 

El glicocalix endotelial está compuesto por glicoproteínas integrales y periféricas, 

glucolípidos y proteoglicanos, estas moléculas están integradas en una malla 

compleja que regula la permeabilidad de la microvasculatura, el flujo sanguíneo, 

la coagulación la fibrinólisis, angiogénesis e interactúa con las proteínas 

plasmáticas y con las células sanguíneas. 260261 

Se identificaron mastocitos 262que se localizaron en el parénquima del estriado, 

probablemente debido a la condición patológica causada por la toxina. A 

diferencia de los basófilos, que tienen gránulos grandes y laminados, los 

mastocitos llevan numerosos gránulos no laminados 263. Usualmente se 

encuentran en la perivasculatura 264 y migran al parénquima cerebral cuando 

ocurre una injuria isquémica seguida de edema o de la permeabilización de la 

BHE 265.   
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Se identificó oligodendrocitos por la presencia de un núcleo redondo u ovalado 

conteniendo heterocromatina y se los diferenció de los astrocitos por la carencia 

de glicógeno o gliofilamentos.  

El fenotipo de los oligodendrocitos puede ser notado incluso cuando existe una 

patología 266 además, se puede producir la identificación errónea entre 

oligodendrocitos y células microgliales, hasta que las diferencias ultraestructurales 

lo hagan evidente. Cuando las células microgliales se activan por un agente, 

dilatan los canales de retículo endoplasmático y un gran número de vesículas 

claras (no presentan densidad electrónica) en el citoplasma. Además, un pequeño 

número de células activadas tienen lisozimas electro densas, indicando actividad 

fagocítica 267. Al no encontrar estas características en las células dañadas, se 

corresponden con oligodendrocitos. 

El proceso de apoptosis se caracteriza por la agregación de cromatina, el 

estrujamiento de la célula y la presencia de organelas preservadas268.  El proceso 

de necrosis se caracteriza por la condensación de la cromatina, el hinchamiento 

celular, la lisis de la membrana de las organelas y la vacuolización citoplasmática 

269270. Los datos estructurales encontrados muestran que luego del tratamiento 

con Stx2, los oligodendrocitos presentan daño apoptótico en los días 2 y 4 y que 

en el día 8 prevalecen los de tipo necrótico.   

 

En conclusión, en el estriado de ratones, la infiltración mastocitaria y la  reacción 

astrocitaria fueron el resultado de la injuria con Stx2 cuando fue administrada de 

forma endovenosa. Los factores periféricos producidos por Stx2 pueden contribuir 
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a desencadenar estos eventos, ya que no se encontraron cuando Stx2 se 

administró via intracerebroventricular en ratas271. Aunque también la diferencia 

entre especies puede ser la responsable de esta diferencia. 

El daño de los oligodendrocitos puede causar los déficits en la transmisión axonal 

observados en los ratones tratados con Stx2. Los axones desmilienizados se 

observaron luego de la administración ICV de Stx2272. Stx2 se inmunolocalizó en 

el parénquima cerebral 273. Aunque el receptor de Stx2, Gb3 no se encuentra en 

el endotelio del cerebro de ratones, la toxina se pega a las neuronas. Sin embargo 

el mecanismo por el cual Stx2 entra al parénquima cerebral es desconocido. La 

BHE debe mantener su estructura y función para proteger el parénquima cerebral 

274de elementos dañinos y permitir el flujo homeostático de las diferentes 

sustancias requeridas por el cerebro y el eflujo de productos celulares para 

mantener la homeostasis  del CNS275. Sin embargo el filtrado vascular producido 

por Stx2 podría alterar esta homeostasis. Además las neuronas estriatales son 

uno de los blancos de Stx2. Stx2 puede cruzar el parénquima cerebral a través de 

los vasos de los órganos circunventriculares que poseen uniones estrechas o 

destruyéndolas en el endotelio no fenestrado, o atravesando la barrera 

cerebrospinal para llegar a los ventrículos y luego desde ahí al parénquima 

cerebral cruzando por las células ependimales. 

Otra posibilidad es que la toxina cruce la BHE porque los astrocitos perivasculares 

que constituyen una parte de la barrera se encuentran dañados como se muestra 

en este capítulo. 
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Las lesiones ultraestructurales observadas en las células estriatales incluyendo 

neuronas pueden causar las lesiones motoras observadas en los animales 

tratados con Stx2276,  que está específicamente relacionado con los movimientos 

voluntarios en el área dorsolateral277.  

El mecanismo de entrada de Stx2 al parénquima cerebral y los eventos que llevan 

a la degeneración neuronal y glial están siendo estudiados en este momento. 

Otros factores además de Stx2, como el LPS pueden contribuir a la patología y 

deben tenerse en cuenta. 

En resumen, la administración subletal de Stx2 causó la disrupción de la BHE, 

edema astrocitario, reacción astrocitaria, aumento del receptor Gb3,  

neurodegeneración, muerte de oligodendrocitos, sinapsis interrumpidas y 

extravasación de mastocitos, lo que puede explicar las complicaciones cognitivas 

encontradas en ratones. 

 El daño puede reflejar algunas de las alteraciones clínicas observadas en seres 

humanos recientemente que se corresponden con las que hemos hallado en este 

trabajo 278. Por lo que este modelo animal parece ser útil para comparar y 

entender las bases de los mecanismos neuropatogénicos que produce la 

intoxicación con STEC.  
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Capítulo 4 

Estudio de diferentes sustancias con posible potencial de bloquear la 

acción citotóxica de la toxina Shiga 2 

 

Introducción 

Argentina es el país que tiene la mayor cantidad de casos de SUH por año y  

aunque han pasado más de 30 años desde el descubrimiento de E. coli O157:H7 

como patógeno entérico, actualmente no existe hasta el momento un tratamiento 

específico que pueda impedir la progresión del daño que causa la toxina en los 

diferentes órganos una vez ocurrida la infección279.  

Desde que se estableció el nexo entre la infección con bacterias STEC y el 

desarrollo del SUH 280 se han realizado enormes esfuerzos en encontrar 

tratamientos y herramientas de  prevención adecuadas. 

La administración de antibióticos para prevenir el SUH se encuentra altamente 

desaconsejada ya que se ha probado que el uso de los mismos aumenta la 

probabilidad de establecimiento del SUH. Los niños que recibieron antibióticos 

durante la diarrea, desarrollaron SUH más frecuentemente que los que no 

recibieron antibióticos (36% vs 12%; P = .001). Esto se observa con todas las 

clases de antibióticos usadas.281 

Se han probado una gran variedad de tratamientos y estrategias de prevención. 

Un ejemplo es el desarrollo de híbridos de Stx2 para inmunizar ratones los cuales 

desarrollan luego anticuerpo con capacidad de neutralizar la acción de Stx2282,  

también se ha intentado administrar análogos de Gb3 con capacidad de unir Stx2 

y evitar su translocación intestinal, pero que no lograron impedir que la toxina 

ingrese en el organismo. 
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Se han utilizado polímeros sintéticos de Gb3 que al ser administrados oralmente a 

ratones luego de ser desafiados con una dosis letal de E. coli O157:H7, los 

protege de los efectos tóxicos de Stx2, pero su efectividad no ha podido ser 

probada en seres humanos. 

No se utilizan en la actualidad ningún tratamiento activo de las encefalopatías 

derivadas del SUH en seres humanos, sólo se trata pasivamente administrando 

solución fisiológica283. 

 

Sustancias que se analizaron en este trabajo para bloquear la acción de Stx2 

 

Péptidos como inhibidores de la acción de Stx2 

La idea principal es evitar que Stx2 entre a las células y ejerza su acción citotóxica 

bloqueando el sitio de entrada que es el receptor Gb3, mediante el ofrecimiento de 

altas cantidades de sustancias capaces de pegarse al receptor. 

En rata, se demostró que la administración de C-9, un inhibidor de la síntesis de la 

síntesis del Gb3, disminuye la expresión de Gb3 y protege a las ratas del efecto 

deletéreo de Stx2. 284 

En este capítulo se analizó el efecto de mutantes de Stx2B, (detallada su estructura 

en los Materiales y Métodos), que llamamos Stx2B-Cons y Stx2B-Mut. Además 

también se estudió el efecto de la subunidad de Stx2, la proteína Stx2B completa. 

 

Sustancias Farmacológicas como inhibidores putativos de la acción de Stx2 

Varios reportes indican que Stx2 causa un daño crítico en el sistema nervioso 

mediante la inflamación que se desencadena como respuesta primaria a Stx2 

285286287, aumentando los niveles de TNF-a e IL1-B en el parénquima. Por lo tanto 

un objetivo es analizar el efecto de diferentes sustancias que poseen actividad 
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antinflamatoria. 

 

El único caso reportado con éxito en ratones, es la administración combinada de 2 

inhibidores de fosfodiesterasas 3 y 4, Rolipram y Pentoxifilina,  por vía 

intraperitoneal, en una dosis de  7.5 mg/kg. Se suministró el tratamiento cada 12 

horas durante 3 días, comenzando al día 2 de la infección con O157:H7. En el día 

3 comienza la producción de Stx2, por lo tanto el tratamiento se produce 24hs 

antes de la producción de Stx2. El tratamiento con ambos inhibidores redujo los 

niveles plasmáticos de Stx2 y consecuentemente no se encontró Stx2 en el 

cerebro y los sobrevivientes no mostraron síntomas neurológicos. La protección 

se asoció con menores niveles de TNG-α y una producción aumentada de IL-10 

en el suero y en el cerebro. 288 

En conejos, el único caso reportado de neutralización de la actividad de Stx2 es el 

uso de la betametasona sodio fosfato. La betametasona se usa como tratamiento 

para edema cerebral en seres humanos. Altas dosis de betametasona (36mg/kg) se 

aplicadas  2 veces al día y logran reducir la mortalidad en conejos luego de una 

administración intravenosa de Stx2289. 

 

Por lo que decidimos usar 2 sustancias con propiedades anti-inflamatorias para 

probar su acción como inhibidoras de Stx2 en ratones:  

 

Dexametasona 

Es un glucocorticoide sintético que actúa como un anti-inflamatorio e 

inmunosupresor. Es 20-30 veces más potente que la hidrocortisona y 4-5 veces 

más potente que la prednisona.290 A nivel celular reduce la respuesta patológica 

incluyendo niveles elevados de Interleukina-2, contribuyendo a bajar la 

inflamación y el daño de las paredes vasculares en el cerebro291. También se ha 

reportado que promueve la reparación del nervio periférico en  ratas a través de la 
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regulación positiva del factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) 292. 

 

 L-name 

L-name,  es una análogo de la arginina que inhibe la producción de Oxido nítrico 

(ON) ya que inhibe las isoformas inducibles y constitutivas de la ON-sintetasa293.  

 

Etanercept 

Etanercept es el receptor soluble de TNF-α., por lo que actúa como un inhibidor 

de TNF-α. TNF es en muchos sistemas el regulador primario de la inflamación. 

Las enfermedades autoinmunes son causadas por una respuesta aumentada del 

sistema inmune. Etanercept tiene el potencial de tratar estas enfermedades.294 

TNFα es una citoquina que se produce en los linfocitos y los macrófagos. Media la 

respuesta inmune aumentando el transporte de leucocitos a los sitios donde ocurre 

la inflamación y a través de mecanismos adicionales que multiplican y amplifica la 

inflamación.  Existen 2 tipos de receptores para TNF, los que se encuentran en la 

pared de los leucocitos y que responden liberando citoquinas y los receptores 

solubles de TNF, que se usan para desactivar TNF y cortar la reacción inmune. 

Además se encuentran el receptor de TNF en casi todas las células con núcleo. 

Etanercept simula los efectos de los receptores solubles de TNF, pero tiene mayor 

vida media que los receptores celulares que se encuentran en la célula.295 

 

Pentoxifilina 

La Pentoxifilina es un inhibidor enzimático de la fosfodiesterasa y aumenta el AMP 

cíclico intracelular, estimulando la actividad de la quinasa de proteínas dependiente 

de AMPc296. Pentoxifilina actúa como inhibidor competitivo no selectivo de las 

fosfodiesterasas lo que produce el aumento de AMPc intracelular, active la 

FosfoKinasa A, inhibe TNF297, reduce la inmunidad innata y inflamación298.  
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Probióticos como inhibidores de la acción de Stx2 

El uso  de probióticos para prevenir y tratar una variedad de infecciones que 

derivan del aparato digestivo tiene cada vez más aceptación, en parte debido a la 

necesidad de encontrar alternativas a terapias tradicionales como los 

antibióticos299. 

Kefir es una leche fermentada con propiedades beneficiosas para la salud que se 

origina en el Caúcaso, como ser antioxidante300 y modulador de la respuesta 

inmune301. Kefir es una masa biótica simbiótica que combina bacterias probióticas, 

levaduras y una matriz de polisacáridos. Kefir puede inhibir el crecimiento de 

microorganismos patogénicos tanto in vitro como in vivo; por ejemplo en pollos 

puede inhibir a Salmonella kedougou302, también puede inhibir la actividad de E. 

coli, Salmonella, Shigella, Bacillus cereus and Staphylococcus aureus303e inhibir la 

germinación de esporas de Bacillus cereus304. 

Debido a la complejidad de la microbiota presente en los granos de Kefir, este 

puede ser considerado como una fuente de microorganismos probióticos. Para este 

trabajo, los Lactobacilli que usamos fueron seleccionados por sus características 

potenciales como probióticos.  

En ensayos clínicos, se han usado microorganismos probióticos como prevención y 

tratamiento de la diarrea infecciosa producida por bacterias o rotavirus. 

Las bacterias ácido lácticas disminuyen la incidencia305 o la duración de la 

diarrea306.Cepas potencialmente probióticas interfirieron con la colonización de E. 

coli en los modelos in vitro, reduciendo la adhesión 307308 y protegiendo contra el 

daño del citoesqueleto309. Algunas cepas de Lactobacillus acidophilus son capaces 

e producir una reducción significativa de la expresión de los genes relacionados 

con la virulencia en EHEC 310311.  

Lb. plantarum CIDCA 83114 puede disminuir la adhesión de EHEC en células Hep-

2 y protegerla contra el daño celular. Lb. kefir CIDCA 8348 posee acción inhibitoria 

contra Salmonella enterica serovar y protege contra la invasión en células Caco-
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2/TC-7312. 

En este capítulo analizaremos si Kefir es capaz de inhibir la acción de Stx2 in vitro 

en células Vero. 

 

Anticuerpos como neutralizantes de la acción de Stx2 

 

El reservorio de Stx2 

El ganado vacuno es el principal reservorio de EHEC O157:H7, que se aloja en su  

intestino grueso313.  La bacteria se aísla usualmente de animales sanos, y sólo en 

animales jóvenes puede ocurrir un episodio de diarrea. La contaminación con 

heces de la carne durante la faena, el uso de las heces como fertilizante y la 

contaminación del agua son las principales formas en las cuales O157:H7 puede 

entrar en la cadena de consumo humano 314315316. 

La vacunación del ganado con diferentes combinaciones de factores de virulencia 

mostró eficacia reduciendo la dispersión de EHEC O157:H7.Además de producir 

Stx, E. coli O157:H7 expresa otros factores de virulencia incluyendo intimina, el 

receptor de la intimina o Tir, el sistema de secreción tipo 3 TTSS y la 

enterohemolisina. Todos estos genes están localizados en una isla de 

patogenicidad de 44 kb conocida como el locus LEE. 

 

En este capítulo el objetivo fue determinar si la vacunación sistémica de vacas 

preñadas con Stx2 puede inducir anticuerpos específicos en el calostro y si estos 

pueden ser eficientemente transferidos a los terneros. La inmunización pasiva con 

anticuerpos específicos puede tener el potencial de reducir la colonización de E. 

coli O157:H7 en el ganado y en seres humanos. 
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Objetivo 

Nuestro objetivo fue probar diversas formas de neutralizar la acción citotóxica y 

deletérea de Stx2 medido como protección de muerte celular in vitro y por el 

aumento de la expectativa de vida de ratones. 

Se analizó el efecto de las siguientes sustancias: 

a) mutantes de Stx2B obtenidas a partir de ADN recombinante  

b) sustancias biológicamente activas provenientes de Lb. Plantarum 

c) calostros y sueros de animales vacunados con Stx2 

d) sustancias farmacológicas capaces de impedir la acción tóxica de Stx2: 

Dexametasona, Etanercept, L-name y Pentoxifilina 

 

Protocolos y Métodos 

 

Clonado y Producción de Proteínas Recombinantes 

 Stx2BMut, Stx2B Cons y Stx2B 

La clonación para construir Stx2BMut, Stx2BCons y Stx2 fue realizada y 

publicada por  la Dra. Virginia Pistone Creydt, y tratadas por primera vez en su 

tesis de doctorado “Efecto de la toxina Shiga tipo 2 y su subunidad B”. 
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Fig. 35. Secuencia de aminoácidos de la proteína Stx2B. Se indican las 

mutantes utilizadas Stx2BMut, Stx2BCons y la proteína Stx2B 

 

Producción de Stx2B y Proteínas Mutantes 

Los vectores se amplificaron en bacterias competentes  DH5a y se purificó por 

cromatografía de afinidad usando columnas de Ni-agarosa como ya se describió 

para la purificación de Stx2B en el ítem “2. 2. 2. Purificación de la subunidad B de 

la toxina Shiga tipo 2” del Capítulo 2 de la Tesis de Pistone-Creydt. 

La correcta expresión del gen truncado, una vez secuenciado, se detectó 

mediante Western-blot  (anticuerpo monoclonal anti-Stx2B, Sifin, Berlin), Silver 

Coomassie Blue. 

Stx2B Cons representaba la región conservada entre las diferentes versión de 

Stx2B que se producen y Stx2BMut representaba la región N-terminal de la 

proteína. Se pretendía que las proteínas al pegarse al receptor Gb3 inhibieran la 

acción citotóxica de Stx2. 

 

Síntesis Química del péptido Stx2Bcons 
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Se envió a sintetizar el péptido Stx2Bcons químicamente. La estructura de 

aminoácidos fue confirmada por la reacción de Sanger. 

 

Estudio de la sobrevida de ratones frente a diferentes sustancias 

Se inyectaron 2DL50 de Stx2 a los ratones y a diferentes tiempos (antes y 

después) se le inyectó la sustancia putativa a inhibir la acción de la toxina (Stx2B, 

farmacológica etc). 

Luego se mide el tiempo de sobrevida de los tratamientos: Stx2 + solución 

fisiológica vs. Stx2 + sustancias inhibidoras. 

 

 

Fig. 36. Protocolo de los experimentos de sobrevida en ratones 

En un primer paso (a) se incuba 2DL50 Stx2 (la dosis letal que mata a la 
totalidad de los ratones + Sustancia Inhibidora) durante 1hr a 37 ºC. Luego se 
inyecta en el ratón por vía endovenosa la solución incubada previamente 
conteniendo la sustancia + Stx2 (b). Posteriormente se registra día a dia la 
muerte de los ratones. 

 

La toxina se inyecta por vía endovenosa, mediante la vena de la cola en un 

volumen de 0.1ml. El tratamiento con las sustancias se inyecta diluido en 0.1ml por 

vía intraperitoneal. A los controles se les inyecta el mismo volumen de solución 

fisiológica. 

Los protocolos fueron aprobados por el comité de Cuidado y Uso Animal de la 

Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires. Además realicé el curso 

Animales de Laboratorio y Diseño Experimental en Trabajo con Animales de 

Laboratorio, FCEN, FFyB y FVET cuyo contenido es semejante al ofrecido en los 
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Centros Europeos acreditados para otorgar certificación de cumplimiento de 

la  Directiva del Consejo de Europa 86/609. 

 

Determinación de TNF-α en el cerebro y suero mediante ELISA 

Se administraron 2DL50 de Stx2 y solución fisiológica y se extrajeron los 

cerebros de los ratones a 3, 6, 18H, 24 y 48 horas y también el suero.  

Los cerebros fueron removidos inmediatamente después de la 

decapitación. El tejido fue homogeneizado en 50 mmol/L Tris buffer (pH 

7.2), NaCl 1-50 mmol/L, Triton-X-100 1%, a 4C y un cocktail inhibidor 

de proteasas (Roche, Mannheim, Germany) en una dilución 1:4 con 3 

pulsos de 1minuto en el disruptor mecánico. Luego se dejó reposar por 

10minutos en hielo y se centrifugó la muestra 4 °C y 3,000 × g 

(Sorvall Biofuge Fresco) por 20 min. Se centrifugó nuevamente. La 

concentración de proteínas totales de cada muestra se midió por 

Bradford  (Bio Rad Laboratories, Munich, Germany).  El sobrenadante fue 

removido y alicuotado  a −80 °C  hasta el Elisa. 

Producción de Anticuerpos contra Stx2 en Vacunos 

 

Formulación vacunadora 

Stx2 se mezcló con el adyuvante ISA206 (Montanide ISA206; Seppic, Francia) de 

manera que la concentración de proteínas fuera 100  µg/ml. Se inoculó 100 µg por 

animal. 

 

Animales 

25 vacas Fresian preñadas se obtuvieron de la estación experimental del INTA-

Rafaela. Todos los animales fueron negativos para el cultivo de EHEC O157:H7. 

Todos los animales tienen más de 2 lactancias con un promedio de 4 años de edad. 
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La dieta antes del parto fue maíz, soja, sorgo, semillas de algodón, alfalfa y sales 

minerales,  luego postparto se siguió la misma dieta con un cambio gradual a los 10 

días. Lo nacimientos fueron todos naturales y sólo uno fue asistido. El consumo 

natural de calostro fue controlado por un periodo de no más de 6 horas después del 

delivery. 

El calostrado de los terneros fue chequeado con el test del glutaraldehido.317Todos 

los experimentos se realizaron en la Estación Experimental Agropecuaria Rafaela, 

Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria (Santa Fe, Argentina), con el permiso 

ético del Comité de Sanidad Animal del INTA. 

 

Preparación de Stx2 inactivada 

Stx2 se preparó como describimos en el capítulo 2. Para inactivar la proteína  

alícuotas de 500µl fueron calentadas por 10 min a 75°C. Stx2 inactivada fue usada 

como inmunógeno. 

 

Esquema de inmunización 

Los animales se inmunizaron con 2ml de la formulación conteniendo 100ug de Stx2 

inactivada previamente, intramuscularmente en el cuello a 60, 40 y 20 días pre 

parto. Grupos separados de 5 vacas recibieron 100 µg en 1ml de adyuvante. Un 

grupo control recibió solamente el adjuvante en PBS. 
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Fig. 37. Esquema del protocolo de inoculación y toma de muestras 

 

Toma de muestras 

Se tomó muestras de sangre de vacas preñadas al tiempo 0 (60 días antes del 

parto) y al tiempo del parto. Las heces se recogieron de las vacas al tiempo 0, el 

calostro se recolecto 24hrs después y la leche se tomó a los 40 días. Las muestras 

de sangre de los terneros se recolectaron 48hs después del parto. El calostro y la 

leche fueron depletados de los lípidos para los ensayos inmunes, para hacerlo se 

centrifugó el calostro y la leche a 2000g, 4ºC por 45 min. El sobrenadante acuoso 

se guardó a – 20ºC. 

 

Neutralización de la acción de Stx2 en células Vero 

Para el ensayo de neutralización, Stx2 se mezcló con diferentes diluciones de 

calostro o suero de terneros y se incubó por 1hr a 37°C con agitación. El cóctel se 

incubó durante, 72hs en células Vero como fue descripto en el capítulo 2 de esta 

tesis (Fig. 2). 

 

Neutralización de la acción de Stx2 in vivo, sobrevida en ratones 
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Se incubó durante 1hr a 37 °C con agitación: 

1) Diferentes diluciones de los IgG producidos en el calostro y suero + 2DL50 

Stx2  

2) Diferentes diluciones del suero vacuno previo + 2DL50 Stx2 

3) Solución Fisiológica + 2DL50 Stx2 

Luego de la hora de incubación se inyectó en grupos de 6-8 ratones NIH y 

se analizó la sobrevida. 

 

 

Inhibición por sustancias Probióticas 

 

Producción de Stx2 por cepas O157:H7 y cepas recombinantes 

Se usó la cepa salvaje EHEC O157:H7 y la recombinante E. coli DH5 

expresando Stx2318 crecidas por 18hs at 37° C en un caldo de tripticasa-soja  

(Laboratorio WB, Argentina). Todas las cepas fueron guardadas a -80 C con 15 % 

(w/vol) glicerol como crioprotector y reactivadas dos veces en el medio 

correspondiente. 

 

Obtención del sobrenadante de cultivo de E. coli EHEC 

La cepa EHEC se creció en medio tripticasa-soja  (TSB: polipeptona 18g/L, NaCl 

5 g/L, fosfato dibásico 2,5 g/L, glucosa 2,5 g/L pH = 7 de Lab. LW, Córdoba, 

Argentina), en condiciones aeróbicas a 37 ºC durante 18 hs. Los cultivos fueron 

centrifugados a 10000g y filtrados por 0.45 µm (Millipore, USA) para obtener el 

sobrenadante de EHEC. 

 

Obtención de la suspensión de lactobacilos  

Diez ml de cultivos ON de Lactobacillus en MRS fueron centrifugados a 10.000G 
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por 10min y luego el pellet fue resuspendido en el mismo volumen de PBS (109 

cfu/ml) y diluido en DMEM. 

 

Tratamiento de los lactobacilos con calor y enzimas proteolíticas 

Para lograr la inactivación termal, la suspensión de lactobacilos en PBS (107 

cfu/ml) fue incubada en un baño de agua a 100 ºC por 10 min.  

Para tratamiento con enzimas 1ml de la suspensión (109 cfu/ml) fue centrifugado a 

10000 g por 10min y el pellet fue lavado y suspendido con la solución enzimática 

(2.5 mg/ml) e incubado durante 1h a 37 ºC. Luego de la incubación las enzimas se 

inactivaron y el pellet de lactobacilos fue lavado y suspendido en PBS hasta 

alcanzar una OD de 0.08 equivalente a 107 cfu/ml.   

Las enzimas fueron preparadas en un buffer apropiado de 2-5 mg/ml.  Tripsina y 

α-quimotripsina: en Tris-HCl 50 mM, NaCl 100mM, pH 8. Las enzimas fueron 

inactivadas agregando suero fetal bovino 1:10. Pepsina: en glicina-HCl 50 mM, 

NaCl 100 mM, pH 2.2. La enzima fue inactivada a pH 7 con PBS. Proteinasa K: en 

buffer Tris/HCl 0.6 mM; EDTA 0.6 mM;  SDS 0.6 %,  pH 8. Esta enzima se inactive 

agregando PMSF. 

 

Preparación de las paredes celulares de los lactobacilos 

El cultivo bacteriano se obtuvo de 1L de cultivo de MRS fue centrifugado y lavado 

con PBS. El pellet fue lisado mecánicamente a at -20 ºC por una prensa Francesa 

XS-17523 (AB Biox, Järfälla, Suecia) por 3 veces consecutivas a 100 kN. La 

suspensión se centrifugó a 4º C, 10000g por 10 min y el sobrenadante fue ultra 

centrifugado a 35000g (TL Optima, Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA) y 

lavado con PBS hasta una OD constante de 280nm. El pellet fue resuspendido en 

1ml de PBS (equivalente a 1012 cfu/ml) y guardados a -20 ºC.  
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Determinación- cuantitativa de la actividad hemolítica de los sobrenadantes 

con EHEC 157:H7 

Se obtuvieron eritrocitos a partir de sangre de conejo que fue tratada por 24 h a 4 

°C con 1:10 de sodio citrato (3.8%). Después de 5 min de centrifugaron a 250 g, 

los eritrocitos en el pellet fueron lavados 2 veces y suspendidos en PBS para 

obtener una suspensión de eritrocitos al 3%. 

Los ensayos de hemolisis conteniendo diluciones del 1:2 al 1:256 de 

sobrenadante de EHEC en suspensión de eritrocitos, en un volumen de 200 µl 

con 100mM de CaCl2. Luego de una incubación a 37 °C por 1 h y centrifugados a 

250g 5 min, la liberación de hemoglobina fue medida a 600nm. En un 

espectofotómetro (Beckman DU 650, Palo Alto, USA) la hemolisis total fue 

determinada mezclando eritrocitos con un  30% (v/v) de Tritón X-100 (Sigma 

Chemical, Co., St. Louis). La actividad hemolítica fue expresada como %H = [ODs 

– ODnc / ODpc – ODnc]  100 donde s era la muestra, nc el control negativo en 

ausencia de hemolisis y pc el control positivo de hemolisis total. 

 

Determinación cuantitativa de la toxicidad del sobrenadante de EHEC en 

células Vero 

Para los ensayos de citotoxicidad, los sobrenadantes de EHEC O157.H7 y E. coli 

recombinante, expresando Stx2 fueron preparados de cultivos esterilizados y 

usados en diferentes diluciones en DMEM para investigar la dosis-respuesta de 

Stx2 sobre las células Vero. Además se usó como control un anticuerpo anti-

Stx2B (Sifin, Alemania). 

 

a) Determinación de la actividad mitocontrial de la succinato dehidrogenasa como 

medida de la viabilidad celular (MTT). 

El test de clivado de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) 2,5-difenyl tetrazolium 

bromide) fue descripto originalmente 319 para medir la proliferación celular. 
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La viabilidad celular se midió usando MTT (5 mg/mL) y DMEM sin rojo fenol. La 

sal tetrazolium es reducida por el metabolismo de las células viables produciendo 

azul formazano que se mide con una OD a 550nm.  Cómo controles, en todos los 

experimentos se usaron células sin tratar. Se hicieron los tests por duplicado de 

cada muestra. Al menos tres experimentos independientes fueron realizados para 

cada condición. La media de la reducción del nivel de MTT fue comparada al 

control para determinar el porcentaje de viabilidad celular. El porcentaje de células 

viables fue calculado de la siguiente manera: ODs/ODc 100, donde ODs es la 

absorbancia de la muestra y ODc es la absorbancia del control, de las células sin 

tratar.  

 

Medidas de la protección de los Lactobacillus de la actividad citotóxica del 

sobrenadante de EHEC 

Para evaluar la actividad inhibitoria de diferentes lactobacilos y sus paredes 

celulares sobre la acción de Stx2, diferentes tipos de experimentos se llevaron a 

cabo:  

i) Test de Co-incubación: diferentes diluciones del cultivo con EHEC y una 

suspensión de lactobacilos en PBS de 107 cfu por calle o 50 µl de pared 

bacteriana por el (equivalente a 107 cfu/ml), se cargaron sobre células Vero entre 

100% y 90% de confluencia en una microplaca de 24-48-wells. Las placas fueron 

incubadas por 48h. Como fue descripto previamente, gentamicina (100 µg/ml) fue 

agregada en orden de inhibir el crecimiento de los lactobacilos durante el 

experimento. 

ii)  Test de pre-incubación: Pellets de Lb. plantarum CIDCA 83114 equivalente a 

107 cfu fueron pre incubados con 20 µl de sobrenadante de  EHEC  durante 1 h a 

37 ºC y luego centrifugados a 10000g por 10 min. La citotoxicidad de los 

sobrenadantes fue testeada como se indica más arriba.  

 

Análisis Estadístico 
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Los datos fueron analizados con el test de Student usando un 95% de 

confidencia. El nivel de significación se determinó usando un valor de P <0.05. 
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Resultados 

 

La administración de Stx2 aumenta la expresión de TNF-a en suero  

Se evaluó el efecto de 2 DL50 Stx2 sobre el nivel de expresión de TNF-a 

mediante Elisa.  

La expresión de TNF-a en el suero de ratones desafiados con 2DL50 de Stx2 

(Fig. 38) fue máxima a las 3hrs de la administración de Stx2 (420pg/ml +/-  44).  

 

Fig. 38. Expresión de TNF-a en suero de ratones desafiados con 2DL50 
Stx2.  
Se midió por Elisa kit la expresión de TNF-a en suero luego de 3h, 6h, 20h, y 
24h, vehículo y Stx2. El nivel de expresión de TNF obtenido en 3h, 6h y 20h es 
significativamente mayor al de los vehículos (p<0.05). A 24hrs ya no es 
significativa la diferencia. Cada punto representa la media de 3 ratones y la 
determinación se realizó por triplicado. Se realizaron 3 triplicados del 
experimento. 
 

 

La administración de 2DL50 de Stx2 aumenta el nivel de TNF en el cerebro 
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Fig. 39. Expresión de TNF-a en cerebro de ratones desafiados con 2DL50 
Stx2.  
Se midió la expresión de TNF-a en homogenatos de cerebro luego de 3h, 6h, 
20h, y 24h, vehículo y Stx2. El nivel de expresión de TNF obtenido en 3h, 6h y 
20h, 24 y 48h es significativamente mayor al de los vehículos (p0.05). Esta 
diferencia es significativa aún a 48hs de ser inyectado Stx2. Cada punto 
representa la media de 3 ratones y la determinación se realizó por triplicado. 
Se realizaron 3 triplicados del experimento. 

 

La expresión de TNF-a en el cerebro de ratones desafiados con 2DL50 de Stx2 

(Fig. 39) fue máxima a las 3hrs de la administración de Stx2 (165g/ml +/- 12). Este 

es el primer reporte del nivel de TNF en cerebros de ratones. Luego se observa 

una caída del nivel sin embargo la diferencia es significativa aún a 48hs de 

inyectada la toxina indicando que al inflamación en el cerebro se mantiene 2 días 

después de ser inyectada Stx2. 

 

Estudio de diferentes agentes antiinflamatorios en la supervivencia de 

ratones 

Se usaron diferentes protocolos para estudiar el efecto de la Dexametasona, 

Pentoxifilina, L-name y Etanercept como posibles inhibidores del efecto  de Stx2. 
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En general los ratones fueron desafiados con 2DL50 de Stx2 o 2DL50 Stx2+LPS 

por vía endovenosa, lo que dá como resultado la muerte del 100% de los 

animales a los 5 días. El inhibidor se administra como se muestra a continuación 

en la Fig. 41. 

 

Fig. 41 Dexametasona logra prevenir la citotoxicidad de Stx2 
Se detallan todos los protocolos ensayados con las diferentes sustancias. 
Cuando se indica tratamiento, el inhibidor fue suministrado a las 9hs y a las 
16hs. El n por grupos fue de 6 animales. Se indica el porcentaje dee 
supervivencia al 7mo día de iniciado el tratamiento. 
De todas las sustancias y todas las concentraciones ensayadas la que dio 
mejor resultado fue la Dexametasona en frente a la acción de Stx2+LPS y de 
Stx2.  
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El L-name (inhibidor de la producción de ON) a las concentraciones utilizadas no 

logró producir una reducción de la mortalidad (Fig. 41). La Pentoxifilina (inhibidor 

de la fosfodiesterasa 4) tampoco logró producir cambios en la sobrevida de los 

ratones inyectados con Stx2. 

Se encontró que la Dexametasona aumenta la sobrevida de ratones de un 22 a 

33% cuando es inyectada antes de la toxina Shiga y luego si el tratamiento 

continúa. La Dexametasona no produce efecto si es inyectada una sola vez (Fig. 

41) o si es inyectada después de la toxina. 

 

Determinación de la capacidad Protectora de los anticuerpos anti Stx2 en 

vacunos 

Inoculamos vacas preñadas con Stx2 o con PBS y luego medimos la capacidad 

de neutralizar la Stx2 en células Vero por parte de los sueros y calostros tanto de 

la madre como de los terneros. 

 

El calostro de vacas y el suero de terneros inhiben la citotoxicidad de Stx2 

en células Vero 
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Fig. 43. El suero y calostro bovinos logran neutralizar la acción de Stx2 in 
vitro 
Neutralización de la toxicidad de Stx2 en células Vero por el calostro bovino (A) 
y el suero de ternero (B).Se incubó Stx2 con diferentes diluciones del calostro 
bovino o del suero de terneros por 1hr a 37°C. Se expresan los resultados 
como el porcentaje de viabilidad con respecto al control, se muestra la media y 
el error standard de la media de 3 experimentos realizados por sextuplicado 
(**P < 0.01; ***P < 0.001). Como control fue usado como control un pool del 
suero de Vacas Iniciales que no neutralizó el efecto de Stx2 (datos no 
mostrados) 

 

El calostro de las vacas vacunadas con Stx2 y el suero de los terneros cuyas 

madres fueron vacunadas con Stx2 mostró una actividad neutralizante contra Stx2  

(P < 0.001) comparado con los respectivos controles (tanto vacas vacunadas con 

Solución Fisiológica como las vacunadas con otra proteína no relacionada). (Fig. 

43). 

El calostro inhibió la citotoxicidad de Stx2 sobre células vero en una forma dosis 

dependiente. El efecto protector de calostro se observó cuando fue pre incubado 

con una dilución 1:100, 1:300 y 1:1000 de calostro (Fig. 43 A). En contraste el 

calostro del grupo control no tuvo ningún efecto neutralizante. 
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El calostro de ambos grupos a una concentración 1:10 aumentó la toxicidad dada 

por Stx2, esto sugiere que hay sustancias citotóxicas presentes en el mismo. 

Cabe destacar que las vacas preñadas no mostraron niveles de anticuerpos anti 

Stx2 significativos (datos no mostrados). 

El suero de terneros que fueron calostrados por sus madres inoculadas con Stx2 

neutralizó la toxicidad de Stx2 en células Vero a las diluciones 1:10 y 1:100(Fig. 43 

B). El mismo efecto no se observó en sueros de terneros calostrados con madres 

controles. 

 

El calostro de bovinos inoculados con Stx2 logra impedir la acción deletérea 

de Stx2 en ratones 

Se estudió si el efecto inhibitorio demostrado in vitro  en células Vero del calostro 

de bovinos inoculados con Stx2 podía repetirse in vivo, para ello se realizó un 

experimento de supervivencia. 

 

Fig. 44.  Los anticuerpos del suero y calostro de bovinos protegen a los 
ratones de la acción deletérea de Stx2.  
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Se incubó  sol fisiológica (rayas),  2DL50 Stx2 + Sol. Fisiológica (azul), 2DL50 + 
Calostro de bovinos inoculados con Sol. Fisiológica (gris), 2DL50 + Calostro de 
bovinos inoculados con Stx2 (verde) durante 1 hora a 37ºC. Luego se inyectó a 
6 ratones por grupo y se midió la sobrevida  de los mismos. Existen diferencias 
significativas entre la sobrevida de ratones inoculados con 2DL50Stx2 + 
Calostro SF y los inoculados con 2DL50 Stx2+ Calostro Stx2. La significancia 
se indica con (*) P < 0.05.El experimento se realizó por duplicado. 

 

 

El calostro de vacas inoculadas con Stx2 protegió a los ratones del efecto letal de 
Stx2 (Fig. 44, verde). Los animales inyectados con Stx2 + solución fisiológica 
murieron a los 7 días (gris), esto indica que la neutralización es específica para 
Stx2 y que esta no ocurre en los animales donde no se inoculó Stx2. 

 

Los péptidos Stx2BCons y StxB-Mut no inhiben la acción citotóxica de Stx2 

in vitro 

Se analizó el efecto de 100ng de péptidos sintéticos Stx2B-Cons y Stx2B-BMut 

sobre la citotoxicidad producida por Stx2 en células Vero (Fig. 45). Para ello se 

incubó durante 10min (Fig. 45 A), 30min (Fig. 45 B), o 3hrs (Fig. 45 C) el péptido 

Stx2B-Cons o Stx2B-B3 y luego de la incubación se agregó Stx2 en diferentes 

diluciones. 

En ninguna de las diluciones ensayadas Stx2B-Cons o Stx2B-Bmut lograron 

disminuir la citotoxicidad causada por Stx2, lo que indica que no pudieron pegarse 

al receptor e impedir la entrada de Stx2 a las células. 

El mismo experimento se repitió lavando luego de la incubación con el péptido, 

con dosis diferentes a las probadas de los péptidos (10ng, 1ug) y con péptidos 

purificados por mí en el laboratorio dando idénticos resultados. Además se repitió 

el experimento incubando los péptidos con Stx2 dando resultados similares, 

nunca los péptidos lograron disminuir la acción de Stx2. 
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Fig. 45. Stx2B-Cons y Stx2B-Bmut no inhiben la acción de Stx2 in vitro 
Se analizó la acción de la incubación previa de Stx2B-Cons y Stx2B-Bmut 10 
minutos (A), 30minutos (B), o 3 horas antes (C) de la incubación con Stx2 a 
diferentes diluciones (1.10-1, 1.10-2, 1.10-3, 1.10-4, 1.10-5, 1.10-6 ) durante 1 hora. 
Luego se midió la viabilidad celular a las 72hs posteriores con el método de 
rojo neutro. Ni Stx2B-Cons ni Stx2B-Bmut inhibieron la acción de Stx2 
(apreciable a todas las concentraciones que generaron citotoxicidad). 

 

Los péptidos Stx2B, Stx2BMut y Stx2BCons no inhiben la acción citotóxica 

de Stx2 in vivo en ratones 

La idea central era analizar si estas mutantes podían unirse a GB3 y de esta manera 

bloquear la entrada de Stx2 a la célula.  

Para ello inyectamos concentraciones diferentes de las mutantes (en un rango de 

1ng/ratón a 500ng/ratón Stx2BCons, Stx2BMut y Stx2B) a diversos tiempos y luego 

desafiamos a los ratones con una dosis letal de Stx2.  

Ninguno de los experimentos realizados dio diferencias en la sobrevida, indicando que las 

mutantes no pudieron bloquear el efecto de la toxina in vivo.  

 

Lb. plantarum logra inhibir la acción de Stx2 

Los cultivos de EHEC O147:H7 son citotóxicos para las células Vero tanto por los 
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métodos de  MTT como por LDH. 

Como mostramos en la siguiente figura, luego de un tratar a las células Vero por 

48h con diferentes dosis de sobrenadante de EHEC indujo una respuesta de 

reducción de la proliferación de las células según MTT (columnas negras). 

 

Fig. 46. Lb. plantarum CIDCA 83114 inhibe la acción citotóxica del 
sobrenadante de EHEC O157:H7   
La proliferación celular en células Vero fue determinada por el método MTT 
descripto en los materiales y métodos. Se usó sobrenadante de EHEC 69160 
(Columnas negras); Lb. plantarum CIDCA 83114 (107 cfu por calle) incubado 
con sobrenadante de EHEC (columnas blancas). Existen diferencias 
significativas (*) (P<0,05) entre la acción del sobrenadante de EHEC incubado 
con o sin Lb. plantarum. 
 

La presencia de 107 cfu/calle de Lb. plantarum CIDCA 83114 disminuyó el daño 

celular demostrado por un aumento significativo de la viabilidad celular (Fig. 46) 

(columnas blancas).  

La citotoxicidad de los sobrenadantes de EHEC sobre las células Vero se puede 

atribuir a la acción combinada de Stx2 y hemolisina, ambas producidas por las 

cepas de este trabajo (stx-hly).  

Para dilucidar si ambos factores extracelulares son los responsables de la 

citotoxicidad sobre las células Vero, se detectó la expresión de hemolisina de 

EHEC O157:H7 mediante el ensayo de hemolisis como se muestra en la figura 2 
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el porcentaje de hemólisis (Fig. 47) producido por los sobrenadantes de EHEC no 

fue significativo (7.12 ± 1.26 %, n=6) 
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Fig. 47. El sobrenadante de EHEC O157:H7 no posee actividad hemolítica 

Actividad hemolítica de  EHEC O157:H7. El sobrenadante bacteriano de EHEC 
(diluido al medio) fue incubado durante 1hr a 37 ºC con un 3% de glóbulos 
rojos (columna negra). Se muestran los controles de glóbulos rojos solos 
(columna gris claro) y hemolisis total (gris oscuro).  

 

Diferentes cepas de Lactobacilli pueden antagonizar los efectos asociados 

con Stx2 

Se estudió que cepas de Lactobacilli tenían la capacidad de inhibir los efectos 

citotóxicos asociados con Stx2. En la Fig. 3 se muestra que la inhibición de Stx2 

es dependiente de la cepa de Lactobacilli utilizada. 

Ambas cepas, Lb. plantarum CIDCA 83114 y CIDCA 8336 fueron efectivas para 

proteger a las células Vero de los efectos citotóxicos causados por el 

sobrenadante de EHEC en todas las concentraciones usadas. 

Mientras que las otras tres cepas, pertenecientes a Lb. kefir (CIDCA 8348, CIDCA 

8321 y CIDCA 83113) y Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus (LBR), no produjeron 

una reducción del efecto citotóxico causado por el sobrenadante de EHEC en 

células Vero. 

Se observó el mismo efecto protector de la cepa CIDCA 83114 contra el efecto 

citotóxico asociado con los sobrenadantes de EHEC mediante la liberación de la 
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dehidrogenasa láctica (DHL). La DHL es una enzima intracelular que cataliza la 

oxidación del NADH2, su presencia en el medio extracelular es un indicador de 

daño celular320.  

 

Fig. 48.  Diferentes cepas de lactobacilli logran neutralizar el efecto del 
sobrenadante de EHEC O157:H7 

Efecto de las diferentes cepas de lactobacilli (107 cfu por calle) en la acción 
citotóxica sobre células Vero de diferentes dosis del sobrenadante de EHEC 
O157:H7. La proliferación celular se determinó por MTT. Se muestra 

sobrenadante de EHEC ( ) o co-incubado con Lb. plantarum CIDCA 83114 

( ); Lb. plantarum CIDCA8336 ( ); Lb. kefir CIDCA 8348 ( ); Lb. 

kefir CIDCA 83113 ( ); Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA LBR (
). *P<0.05 es significativo comparado con el resultado de las células Vero 
expuestas al sobrenadante de EHEC solo. 

 

Lb. plantarum CIDCA 83114 y 8336 y Lb. kefir CIDCA 8348 protegen a las células 

Vero del daño causado por el sobrenadante de EHEC mientras que Lb. kefir 

CIDCA 83113 y Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA LBR no tienen el mismo 

efecto (Fig. 49).  

 
   

  



Capítulo 4: Estudio de diferentes sustancias con posible potencial de bloquear la acción citotóxica 
de la toxina Shiga 2 

 

161 

 

 

Fig. 49. Diferentes cepas de lactobacilli logran neutralizar el efecto del 
sobrenadante de EHEC O157:H7 

Efecto de diferentes cepas de lactobacilli sobre la acción citotóxica del 
sobrenadante de EHEC O157:H7 en células Vero. El daño celular fue 
determinado por LDH. El sobrenadante de EHEC fue usado en una dilución 
0,02 y los lactobacilli a 107 cfu/ml. El sobrenadante de EHEC solo ( ) o con 
combinado con  Lb. plantarum CIDCA83114  ( ); Lb. plantarum CIDCA8336 (

); Lb. kefir CIDCA 8348 ( ); Lb. kefir CIDCA 83113 ( ); Lb. delbrueckii 
subsp. bulgaricus LBR ( ). *P < 0.05 fue significativo comparado con las 
células Vero expuestas al sobrenadante de EHEC. 

 

La figura 50 muestra los resultados obtenidos cuando Lb. plantarum CIDCA 83114 

fue preincubado o co-incubada con el sobrenadante de EHEC antes de testear la 

liberación de LDH en células Vero. La inactivación térmica o la pre-incubación de 

la cepa 83114 con enzimas proteolíticas, proteinasa K, pepsina y quimiotripsina 

producen una disminución significativa del efecto protector. Este resultado indica 

que algunos péptidos termosensibles presentes en la superficie de Lb. plantarum 

CIDCA 83114 están relacionados con el efecto antagonista contra Stx2. Estos 

péptidos pueden ser resistentes a las enzimas proteolíticas como la tripsina, ya 

que esta enzima no produjo una disminución de la capacidad protectora. 
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Fig. 50. Las paredes células de Lb. Plantarum CIDCA 83114 y Lb. Kefir 
CIDCA 83113 logran inhibir el daño citotóxico producido por el 
sobrenadante de EHEC O157:H7 

Se muestra el efecto de Lb. plantarum CIDCA 83114,  Lb. kefir CIDCA 83113 y 
sus paredes bacterianas en la acción citotóxica del sobrenadante de EHEC 
O157:H7 sobre células Vero.  El daño celular fue determinado por LDH. El 
efecto producido por EHEC ( ) o con la incubación previa con Lb. plantarum 

CIDCA 83114 ( ); Lb. kefir CIDCA 83113 ( ) o con-incubado con Lb. kefir 

CIDCA 83113 ( ); Lb. plantarum CIDCA 83114 ( );paredes bacterianas 

de Lb. plantarum CIDCA 83114 no-tratados ( );tratados a 100 ºC por 10 

min y co incubado con sobrenadante de EHEC ( ); Lb. plantarum CIDCA 
83114 tratado con proteinasa k y co-incubado con sobrenadante de EHEC (

); Lb. plantarum CIDCA 83114 tratado con pepsina y co-incubado con 

sobredanante de EHEC ( ); Lb. plantarum  CIDCA tratado con α-

quimotripsina y co-incubado con sobrenadante de EHEC ( ); Lb. plantarum 

tratado con tripsina y co-incubado con sobrenadante de EHEC ( ).  Se 
encontraron diferencias significativas (*) (P<0,05) entre la cantidad de DHL 
liberada por las células Vero incubadas con sobrenadante de EHEC con y sin 
tratamiento. 

 

La protección contra el efecto citotóxico causado por el sobrenadante de EHEC 

también se observó cuando cantidades equivalentes de pared celular de la cepa 

 
  

  
 

 

 
 

 
 



Capítulo 4: Estudio de diferentes sustancias con posible potencial de bloquear la acción citotóxica 
de la toxina Shiga 2 

 

163 

 

83114 fueron co-incubadas con el sobrenadante de EHEC (Fig. 50). 

 

Conclusiones 

En este capítulo nos abocamos a la investigación de diversas sustancias capaces 

de inhibir la acción de Stx2. 

 

Antinflamatorios 

En primer lugar observamos que el nivel de TNFα aumenta tanto en el cerebro 

como en el suero de ratones inyectados con Stx2. No existe otro reporte del nivel 

de esta citoquina en cerebro de ratones al administrar la toxina, si bien existen 

reportes del nivel de TNF al inocular con O157:H7. 321 

Si una de las causas mayores de muerte en los ratones por la administración de 

Stx2 es inflamación en neuronas entre otras consecuencias, entonces la 

administración de anti-inflamatorios e inhibidores de factores que inducen 

inflamación podría ser una buena estrategia para inhibir la muerte causada por 

Stx2.  

Para analizar esta hipótesis se evaluó la sobrevida de los ratones bajo dosis 

letales de Stx2 y siendo inoculados con: L-Name, Dexametasona, Etanercept y 

Pentoxifilina. Se probaron más de 10 protocolos diferentes. Encontramos que la 

Dexametasona aumenta la sobrevida de ratones entre un 25 y 33% cuando es 

inyectada antes de Stx2 y el tratamiento se mantiene al menos 48hs. 

Se ha reportado que la Dexametasona reduce la permeabilidad de la barrera 

hematoencefálica en ratones. En la bibliografía solo 2 autores reportaron 

resultados positivos con antinflamatorios, uno en conejos322 y otros en un modelo 

en ratón323. En conejos con una dosis de 36mg/kg en pulsos se logró reducir la 

tasa de mortalidad al 80% de los conejos luego de 18 días. 

En ratones la combinación de Pentoxifilina y Rolipram en una dosis de 7.5mg/kg, 
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aplicada 2 veces diarias durante 3 días logró obtener un 63% de tasa de 

supervivencia a la infección, cuando los antinflamatorios son administrados 1 día 

antes del comienzo de la producción de Stx2 por parte de EHEC. 

Algunos investigadores han mostrado que las citoquinas inflamatorias como TNf-α 

y IL-1b son capaces de aumentar la toxicidad en las células endoteliales 324325, 

además se ha reportado que TNF-α en tejidos pero no en el suero es lo que 

contribuye a la patogenicidad del daño cerebral causado por Stx2326. 

En el parénquima de conejos tratados con Stx2 se observó una regulación positiva 

de Tnf-α327 además se ha reportado que la inoculación intratecal de Il-1b en ratas  

lleva a un aumento de la permeabilidad en la barrera hematoencefálica328. 

En este trabajo analizamos mediante los niveles de Tnf-α en suero y en 

homogenatos de cerebros y encontramos una regulación positiva en los animales 

tratados con dosis letales de Stx2. Tanto en suero como en cerebro de ratones 

desafiados con una dosis letal de Stx2 se produce una rápida producción de Tnf-α. 

 

Producción de Anticuerpos contra Stx2 e inmunización pasiva 

Observamos un título neutralizante para Stx2 en el calostro de vacas vacunadas 

con Stx2 y en el calostro de los terneros que se alimentaron con él. Mostramos 

que el calostro con un alto título de anticuerpos puede obtenerse al inmunizar 

vacas con Stx2 y que los anticuerpos se transfieren a los terneros mediante el 

calostro. 

Además mostramos como el calostro es capaz de proteger in vivo a ratones 

desafiados con la toxina Shiga. 

El calostro immune puede ser una alternativa para proteger a los terneros de la 

colonización temprana por E. coli O157: H7 y una posible fuente de anticuerpos 

para bloquear la colonización y la actividad tóxica de la bacteria en el intestino 

humano. 
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Probióticos 

Lactobacillus plantarum aislado de Kefir protegió a las células Vero de la 

citotoxicidad de Stx2 proveniente de O157:H7. Mostramos que en la superficie de  

Lb. plantarum CIDCA 83114 hay péptidos termo sensibles involucrados en el 

efecto antagonista contra el sobrenadante de EHEC, conteniendo Stx2. 

Anteriormente se había reportado que la administración de lactobacilli podría 

disminuir la colonización de EHEC en el rumen y las heces329 . 

Aunque algunos estudios mostraron la inhibición de la toxicidad, muy poco se ha 

demostrado sobre los mecanismos por los cuales las cepas probióticas ejercen su 

acción sobre EHEC.  

Existen reportes sobre la habilidad de que ciertas cepas probióticas (B. 

pseudolongum ATCC 25526; L. acidophilus La-5; L. gasseri K7; L. plantarum 

CIDCA 83114) pueden disminuir la asociación de EHEC a células epiteliales como 

las Caco-2 y Hep-2330. 

Se ha demostrado que cepas específicas de Lactobacillus  pueden antagonizar los 

mecanismos de virulencia de EHEC 331, tanto modificando el microambiente o 

interfiriendo en la cascada de señales gatilladas por el patógeno. Lisados Lb. 

acidophilus han sido capaces de atenuar la virulencia de Stx2 in vitro en células 

Vero332. La incubación de EHEC O157:H7 con ciertas cepas de Bifidobacterium, 

Lactobacillus y Pediococcus produjo una regulación negativa de stx2A luego de 

2hrs de coincubación333. Un resultado similar se encontró in vivo334,  cepas de 

Bifidobacterium breve y B. pseudocatenulatum produjeron una inhibición en ratones 

BALB/C de la expresión de Stx2. En ambos trabajos se atribuyó la regulación 

negativa de Stx2 a la disminución del pH debido a la liberación de ácido láctico y 

acético de las bacterias probióticas.  

Lb. plantarum CIDCA 83114  puede ser utilizada como una posible herramienta de 

protección preventiva debido a la capacidad mostrada en este capítulo de inhibir la 

acción de los sobrenadantes de EHEC O157:H7. 

 



Capítulo 4: Estudio de diferentes sustancias con posible potencial de bloquear la acción citotóxica 
de la toxina Shiga 2 

 

166 

 

Mutantes 

En este trabajo expresamos y purificamos Stx2B y diversas mutantes de la 

subunidad Stx2B como Stx2BCons y StxBMut, éstas comprendían  diversas 

secciones de la subunidad B de Stx2B. El objetivo era probar si estas mutantes 

podían unirse a Gb3 y de esta manera bloquear el efecto citotóxico de Stx2.  Para 

ello se inyectaron ratones con Stx2 y luego se inyectaron diferentes 

concentraciones de las mutantes a diversos tiempos. No se obtuvieron diferencias 

en la sobrevida,  indicando que las mutantes no pudieron bloquear el efecto de la 

toxina in vivo.  

Además probamos el efecto de las mutantes y de Stx2B en células sensibles a la 

toxina y en este caso tampoco se encontraron hubo diferencias significativas. La 

razón debemos buscarla quizás en la velocidad de pegado de Stx2 a su receptor 

Gb3. Evidentemente ni Stx2B ni las mutantes fueron capaces de impedir el 

pegado  de Stx2 a Gb3 y bloquear de esta manera la entrada a las células. 
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Conclusiones Finales y Perspectivas Futuras 

En este trabajo reportamos por primera vez la localización del receptor Gb3 en 

condiciones normales y su regulación positiva por parte de la toxina Shiga tipo 2 

en cerebro de rata. Esta regulación positiva se ha observado por otros autores en 

el mismo modelo de rata lo que le otorga mayor respaldo a nuestro estudio335. 

En el estudio de un modelo subletal de acción de Stx2 en ratones, observamos 

disrupción de la barrera hematoencefálica, edema astrocitaria, 

neurodegeneración, apoptosis de oligodendrocitos, sinapsis tripartita y 

extravasación de mastocitos lo que puede explicar las alteraciones 

comportamentales observadas. Además nuestro trabajo describió por primera vez 

los cambios comportamentales que se producen debido a la toxina Shiga. 

En la búsqueda de posibles agentes terapéuticos encontramos que anticuerpos 

producidos en bovinos, sobrenadantes de Lb. Plantarum y Dexametasona tienen 

la capacidad de neutralizar el efecto de Stx2. A continuación sería positivo 

estudiar el efecto de estos inhibidores en el nivel de expresión de las principales 

citoquinas como TNF y Il-1 para dilucidar el mecanismo de acción de los mismos y 

evaluar el efecto de los inhibidores en los principales marcadores celulares como 

Gb3, GFAP, NeuN y otros.  

Esperamos que los experimentos realizados en esta tesis sean un aporte para 

comprender el efecto de la toxina Shiga tipo 2 en el sistema nervioso. 
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