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Resumen

El papel de las células dendriticas es fundamental en la sefializacion de la infeccion
por Leishmania desde la piel hasta los ganglios linfaticos; sin embargo, la proliferacién de
Leishmania en estas células estd restringida. En el macréfago, célula hospedera de
Leishmania por excelencia, los parésitos proliferan irrestrictamente y el control de la
infeccion depende directamente de los niveles de Oxido nitrico. Debido a que la
disponibilidad de hierro celular modula la actividad de la enzima 6xido nitrico sintetasa del
macréfago y para analizar las causas de la restriccion de la proliferacion de Leishmania en
células dendriticas, en este trabajo evaluamos la influencia del hierro libre intracelular sobre
la funcionalidad de células de dendriticas y la infeccién por Leishmania major. Los
resultados demuestran que la en células de Langerhans de la piel expuestas a quelantes de

hierro la infeccion por Leishmania major y la expresion del receptor de transferrina



disminuyen, sin alterar la produccién de éxido nitrico y otras propiedades funcionales de la
célula. La incubacion de células dendriticas de médula 6sea con quelantes de hierro no afecta
la infeccion por Leishmania major ni la produccion de Oxido nitrico de la célula. Estos
resultados demuestran que la restriccién de la proliferacion de Leishmania en células
dendriticas es independiente de los niveles de hierro celular y de los niveles de 6xido nitrico.
Introduccion

La infeccion experimental de ratones con Leishmania major ha permitido precisar
factores involucrados en la respuesta inmune contra Leishmania. Los macréfagos y las
células de Langerhans (LC) de la piel fagocitan los parasitos y la resolucion de la infeccion
ocurre debido a la muerte del parésito por los macrofagos activados (Liew y col., 1993). Las
LC de la piel fagocitan parasitos, restringen su replicacion y estan implicadas en la
sefializacion de la infeccion desde la piel a los nodos linfaticos y en la activacion de células
T (Moll, 1993).

Aungue lineas celulares de macrofagos deficientes en los mecanismos de produccién
de especies reactivas de oxigeno eliminan los amastigotes de Leishmania (Scott y col.,
1985) y controlan la infeccion, compuestos tipo superoxido, peroxido de hidrogeno,
radicales oxhidrilos y el 6xido nitrico (NO) son cruciales en la defensa del hospedero en
contra de Leishmania (Miller y Britigan, 1997). La produccion de NO es el mecanismo
mas eficiente de eliminacién de Leishmania (Green y col., 1990) y en el modelo murino de
ratones BALB/c, macrdfagos activados por interferon gamma (IFN-y) aumentan
significativamente su produccion de NO (Ding y col., 1988; Green y col., 1990; Nathan y
Hibbs, 1991).

Mudiltiples funciones efectoras de los macréfagos estan reguladas por el status férrico
celular (Kemp, 1993). Por ejemplo, la activacion de macréfagos por IFN-y aumenta los

niveles de hierro secuestrado por moléculas distintas a ferritina, la expresion de la enzima



NO sintetasa (iNOS) y la produccion de NO y de neopterina (Miller y Britigan, 1997),
molécula implicada en la toxicidad antimicrobicida mediada por radicales libres, perdxidos
y cloruros. Por su parte, el aumento de los niveles de hierro libre inhiben la produccion
basal de NO, disminuye la activacion de los monocitos mediada por IFN-y, la expresion de
complejo de histocompatibilidad (MHC) I, la formacion de neopterina, la produccion de
factor de necrosis tumoral, la transcripcion de iINOS y produccion de NO, y la citotoxicidad
contra microorganismos invasores (Weiss y col., 1995, 1997, Harhaji y col., 2004). Los
quelantes de hierro tipo desferroxamina aumentan la activacion mediada por IFN-y en estas
células (Weiss y col., 1992). LC aisladas de piel no expresan la enzima iNOS y la adicion
de donadores de NO o el uso de inhibidores de iINOS no altera la tasa de infeccion (Blank y
col., 1996). Estos resultados sugieren que LC de piel de raton no expresan iNOS y que un
mecanismo alternativo controla la replicacion del parasito. Debido a ello, y con el fin de
evaluar en LC el asa de regulaciéon hierro libre-expresion de iNOS, en este trabajo
analizamos la influencia de quelantes de hierro como desferroxamina, pyridoxal-
isonicotinoyl-hidrazona y salicylaldehido-isonicotinoyl-hidrazona sobre la funcionalidad de
células de dendriticas y la infeccion por Leishmania major.

Los resultados demuestran que la exposicion de LC a quelantes de hierro reduce la
infeccion por Leishmania major, sin alterar otras propiedades funcionales, incluyendo la
produccion de NO. En células dendriticas de médula 6sea (BMDC) los quelantes de hierro
no afectan la infeccion por Leishmania major ni la produccion de NO. Estos resultados
sugieren que el control de la infeccion con Leishmania en células dendriticas es
independiente de los niveles de hierro libre intracelular y de NO.

Materiales y Métodos
Parésitos

Promastigotes de Leishmania (L.) major (MHOM/IL/81/FE/BNI) se cultivaron en



medio RPMI 1640, a 26 °C, suplementado con glutamina 2 mM, suero fetal bovino (SFB)
al 10 %, Hepes 10 mM pH 7,5, gentamicina 160 pg/ml, NaHCOs; 7,5 % y 2-
mercaptoetanol 5x10° M (medio completo) (Sigma-Aldrich Chemikalien, Taufkirchen,
Alemania). Para generar las formas amastigotes, promastigotes en fase estacionaria de
crecimiento se inyectaron en la base de la cola de ratones BALB/c (Charles River Breeding
Laboratories, Sulzfeld, Alemania). Para aislar los amastigotes, las lesiones desarrolladas en
la base de la cola se cortaron estérilmente, homogeneizaron y pasaron a través de un tamiz
de metal. La suspension celular se centrifugd a 350, 700 y 1000 x g, 10 min a temperatura
ambiente (TA). Los parésitos se colectaron en el pellet de 1000 x g y resuspendieron en
medio completo, se estimd su densidad y se usaron inmediatamente.
Aislamiento de las células de Langerhans y de las células dendriticas de médula dsea

Las suspensiones de LC se prepararon a partir de piel de oreja de raton BALB/c
tripsinizada (Koch y col., 1990). Las mitades ventrales gruesas se incubaron a 37 °C con 10
ml de tripsina 1 % (Sigma-Aldrich Chemikalien), en solucion salina fosfatada (PBS), 90
min, mientras que las mitades dorsales delgadas se incubaron a 37 °C con 10 ml de tripsina
0.6 % en PBS, 45 min. Estas preparaciones contienen 3-5 % de LC puras que expresan el
MHC Il (Kampgen y col., 1991).

Las células dendriticas (BMDC) se aislaron de médula 6sea de ratones BALB/c (Lutz
y col, 1999) y cultivaron en capsulas de Petri a 37 °C, 5 % CO, (2 10° células en 10 ml de
medio completo y 200 U mI™* de GM-CSF (granulocyte macrophage-colony stimulating
factor) (PeproTech, London, Gran Bretafia) fresco. Al dia 0, 3 y 6 de comenzar el cultivo, se
afiadieron 5 ml de medio completo y 200 U mlI™* de GM-CSF. Las células se colectaron al
dia 10 y se resuspendieron a una densidad de 1 x 10° mI™ en medio completo.
Efecto de los quelantes de hierro sobre la infeccion

LC o DC, 3 x 10° por pozo se incubaron 24 h, a 37 °C, 5 % CO, en platos de 12



pozos en ausencia de estimulantes, o en presencia de 100 ng mI™* LPS (Sigma-Aldrich
Chemikalien), o 50 uM desferroxamina (DFO) (Sigma-Aldrich Chemikalien), pyridoxal-
isonicotinoyl-hidrazona (PIH) o salicylaldehido-isonicotinoyl-hidrazona (SIH) y se
infectaron con 3 x 10’ amastigotes de L. major. La carga parasitaria se estimé coloreando
las células infectadas segun la metodologia de Channon y col. (1984).
Efecto de los quelantes de hierro sobre la migracion de las células de Langerhans

Para evaluar la migracion de LC, las orejas de ratdn se escindieron y se colocaron sobre
medio completo y se incubaron a 37 °C, 5 % CO; en platos de 12 pozos en ausencia de
estimulantes, o en presencia de 100 ng mI™ LPS, 0 50 M DFO, PIH o SIH. Al cabo de tres
dias el medio de cultivo se colectd y se estimd la densidad de células dendriticas presentes.
Efecto de los quelantes de hierro sobre la expresion de marcadores de superficie

LC, 3 x 10° por pozo se incubaron 24 h, 37 °C, 5 % CO; en platos de 12 pozos en
ausencia de estimulantes, o en presencia de 100 ng ml™ LPS, 0 50 uM DFO, PIH o SIH. Al
dia siguiente se colectaron las células no adheridas. La expresion de los marcadores de
superficie se evalu6 en las LC colectadas. Estas se incubaron 30 min a 4 °C con un
anticuerpo anti ratn-1-A’-biotinilado (BD Biosciences Pharmingen, Wiesbaden, Alemania)
y los anticuerpos contra factores co-estimulatorios rata-anti CD80 (B7-1) y rata-anti CD86
(BD Biosciences Pharmingen), o contra el receptor de transferrina rata-anti-CD71 (BD
Biosciences Pharmingen), o contra los receptores para IL-1p rata-anti IL-1 RI Y rata-anti-
IL-1 RIl (BD Biosciences Pharmingen) y los isotipos respectivos a una dilucion 1:100 en
PBS, 2 % SFB. Seguidamente se marcaron con estreptavidina-FITC (BD Biosciences
Pharmingen) y asno-anti-rata-PE (BD Biosciences Pharmingen), a una dilucién 1:100 en
PBS, 2 % SFB. La expresion de los marcadores de superficie se realizo en células positivas
para MHC 1, luego de establecer una ventana de adquisicion en un sorteador de células por

fluoresecencia de Becton Dickson.



Efecto de los quelantes de hierro sobre la produccion de 6xido nitrico

LC o DC, 3 x 10° por pozo se incubaron 24 h, a 37 °C, 5 % CO, en platos de 12
pozos en ausencia de estimulantes, o en presencia de 100 ng mI™ LPS, 0 50 pM DFO, PIH
0 SIH y se infectaron con 3 x 10’ amastigotes de L. major. Al final del periodo de
incubacion el sobranadante de los cultivos se colectd y almacend a —20°C. El nivel de NO
producido se evalud al determinar la concentracion de nitritos presente en el sobrenadante
del medio de cultivo. Para ello se incubaron 100 pl del sobrenadante del medio de cultivo
con 100 pl de reactivo de Griess (1% sulfanilamide, 0.1% naphtylethylene diamine
dihydrochloride, 2.5% écido fosforico) (Sigma-Aldrich Chemikalien), 10 min a TA de
acuerdo con la metodologia de Granger y col. (1996). La absorbancia del producto de
reaccion se midié en un lector de ELISA a 540/630 nm. La concentracién de NO; se
determind utilizando nitrito de sodio como solucion Standard.
Efecto de los quelantes de hierro sobre la expresion de la NO sintetaasa

Los niveles de iNOS se cuantificaron mediante Western blot. Alicuotas de citosol de
células dendriticas sembradas en platos de 12 pozos en ausencia de estimulantes, 0 en
presencia de 100 ng mI™ LPS, 0 50 uM PIH o SIH fueron sometidas a PAGE y transferidas
a papel de nitrocelulosa. Los sitios de union no especifica se bloquearon con albimina de
suero bovino al 10 % en Tris 100 mM, pH 7.0, 0.05% Tween 20 (TBST), 24 h, a 4 °C. El
papel de nitrocelulosa se incub6 en presencia del anticuerpo policlonal contra iNOS
(Sigma-Aldrich Chemikalien) (1:250 en TBST), 4 h, a TA, seguidamente se incub6 4 h, a
TA en presencia del anticuerpo de deteccion, anti-rabbit 1gG (Sigma-Aldrich Chemikalien)
(1:500 en TBS) acoplado a fosfatasa alcalina. La deteccion de las bandas de proteina se
logré al afadir el substrato de fosfatasa alcalina (Sigma-Aldrich Chemikalien) y obtener el

desarrollo de color.



Efecto de los quelantes de hierro sobre la produccion de IL-13¢€ IL-12

LC o DC, 3 x 10° por pozo se incubaron 24 h, a 37 °C, 5 % CO, en platos de 12
pozos en ausencia de estimulantes, o en presencia de 100 ng mI™ LPS, o 50 pM DFO, PIH
0 SIH y se infectaron con 3 x 10’ amastigotes de L. major. Al final del periodo de
incubacion el sobranadante de los cultivos se colect6 y almacend a —20°C. Los niveles de
IL-1B e IL-12 en los sobrenadantes de cultivo se cuantificaron mediante un Kit inmuno-
absorbente “sandwich ELISA” de acuerdo a las instrucciones del fabricante (BD
Biosciences Pharmingen y R&D Systems, Wieshaden, Germany). Platos para Elisa de base
plana se incubaron toda la noche a 4 °C con anticuerpos monoclonales en contra de la
respectiva citoquina disuelta en 0.1 M NaHCOs, pH 9.0, 50 pl por pozo. Los sitios de unién
no especifica se bloquearon con albdmina de suero bovino al 10 % en TBS, 100 pl por pozo
por dos horas a TA. Los platos se lavaron extensivamente con TBS. Las muestras y los
blancos se afiadieron (100 ul por pozo) y una curva Standard se construy6 para cada plato
utilizando diluciones seriadas de la citoquina recombinante. Los platos se incubaron 24 h, a
4 °C, se agreg6 el anticuerpo monoclonal contra la citoquina correspondiente (1:500 en
TBS, 100 pl por pozo), se incubo una h, a TA, se afiadio 100 ul de fosfatasa alcalina (1:100
en TBS) y los platos se incubaron 90 min, a TA. Para detectar la presencia de las citoquinas
el substrato de fosfatasa alcalina se afiadidé a las muestras y se leyo la densidad optica
405/490 nm usando un lector de ELISA.
Analisis estadistico

Los datos se expresan como la media + el error tipo de la media. Para los datos de
infeccion, expresion de marcadores de superficie, secrecion de NO, e iNOS se realizaron de
3 a 7 experimentos independientes. Los datos de migracion y secrecion de IL-1p, IL-12 y
NO de LC representan los valores obtenidos de 9 réplicas. Las diferencias entre los

diferentes tratamientos experimentales fueron analizados para significancia estadistica



mediante el modelo de ANOVA de dos vias y post analisis de Bonferroni, utilizando el
paquete estadistico GraphPad-4®. La intensidad de las bandas en el Western blot fueron
analizadas mediante el programa Lab Image.

Resultados

Efecto de los quelantes de hierro sobre la funcion de las células de Langerhans

El efecto de los quelantes de hierro sobre la funcion de las LC se determing al evaluar
la infeccion, expresion de marcadores de superficie, secrecion de IL-1f3 e IL-12 y secrecién
de NO en LC aisladas de oreja de raton incubadas en presencia de los diferentes quelantes
de hierro. El tratamiento de LC con LPS se utiliz6 como control positivo. Como parametro
adicional de la funcionalidad de LC se evalud su capacidad de migracion desde mitades de
orejas incubadas bajo las diferentes condiciones experimentales.

La fig. 1 muestra la infeccion de LC por L. major y su capacidad de migracion (como
celulas no infectadas). La incubacion con LPS aumentd la infeccion de LC por L. major,
mientras que la incubacién con DFO y PIH la disminuyo. Por otra parte, la migracion de
LC desde mitades de orejas al medio de cultivo fue similar en todas las condiciones
experimentales. Finalmente, la expresion del MHC-clase 1l y las moléculas co-
estimulatorias CD80 y CD86, parametros indicativos de la maduracion de LC alcanzaron
valores equivalentes en todas las condiciones experimentales (Tabla I). Estos resultados
sugieren que el tratamiento de LC con quelantes de hierro disminuye la infeccion de LC por
L. major sin afectar las propiedades migratorias y de presentacion antigénica de las LC.

Los niveles de IL-1p e IL-12 se evaluaron en sobrenadantes de cultivo de orejas de
raton (Fig. 2) incubadas en presencia de DFO aumentaron (no significativamente) en
comparacion con los niveles detectados en LC no tratadas; la produccion de oxido ntrico en
todas las condiciones experimentales fue de unos 40 uM (datos no mostrados). Finalmente

(Fig. 3), el tratamiento con los quelantes de hierro afecto significativamente la expresion de



los marcadores de superficie evaluados (p <0.001). Asi, en comparacion con los niveles
detectados en LC incubadas durante 24 horas sin tratamiento, la expresion del receptor de
transferrina B71 disminuyd significativamente en LC incubadas en presencia de DFO (p <
0.001), mientras que la expresion del receptor IL-1BR-11 aument6 significativamente (p <
0.001); la expresion de este receptor disminuyo significativamente en LC incubadas en
presencia de PIH (p< 0.001) en comparacién con los niveles detectados en LC incubadas
durante 24 horas sin tratamiento. Estos resultados sugieren que los quelantes de hierro
disminuyen la infeccién de LC por L. major mediante mecanismos independientes del asa
de regulacion hierro libre-produccion de NO.

Efecto de los quelantes de hierro sobre la funcion de las células dendriticas de médula 6sea

Una de las principales desventajas metodoldgicas de las preparaciones de piel de
oreja de raton es el bajo rendimiento en LC puras. Debido a ello, y a fin de confirmar los
datos aqui presentados para LC, estudiamos el efecto de los quelantes de hierro sobre la
infeccion, la produccion de IL-1B, IL-12 y NO y la expresion de iNOS en celulas
dendriticas aisladas de médula 6sea de ratones BALB/c.

La Fig. 4a muestra la infeccion por L. major y los niveles de NO en sobrenadantes de
cultivos de BMDC sometidas a diferentes condiciones experimentales. El porcentaje de
infeccion en BMDC tratadas con quelantes de hierro fue similar al encontrado en BMDC no
tratadas y los niveles de NO fueron equivalentes en todas las condiciones; estos datos
sugieren que en BMDC de ratones BALBI/c, la infeccion por L. major y la produccion de
NO son independientes de los niveles intracelulares de hierro. Un andlisis de Western blot
(Fig. 4b) confirmd la presencia de la enzima iNOS en células dendriticas de médula osea
sujetas a los diferentes tratamientos. Los niveles de enzima en células no tratadas
aumentaron en celulas incubadas en presencia de LPS y disminuyeron significativamente

en células incubadas en presencia de PIH (p < 0.005), mas no de SIH. Finalmente, en
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comparacion con BMDC no tratadas, la produccién IL-12 no cambid significativamente en
DC tratadas con quelantes de hierro e infectadas con L. major, aunque la produccion 1L-1
aumento significativamente (p < 0.005) (Fig. 5).

Discusion

A diferencia de lo que ocurre en los macrofagos, la proliferacion de Leishmania en
las células dendriticas estd restringida; el papel fundamental de estas células es la
sefializacion de la infeccidn desde la piel hasta los ganglios linfaticos. En el macréfago, los
paréasitos proliferan y el control de la infeccién depende directamente de los niveles de NO.
La disponibilidad de hierro celular modula la funcionalidad celular del macrofago
incluyendo actividad de la enzima NO sintetasa (Weiss y col., 1995, 1997, Harhaji y col.,
2004). Para evaluar si un control similar ocurre en células dendriticas, en el presente trabajo
evaluamos la influencia del hierro libre intracelular sobre la fisiologia de células dendriticas
de piel y médula dsea y la infeccion por Leishmania. Los resultados demuestran que la
exposicion de LC a quelantes de hierro disminuye la infeccion por L. major y la expresion
del receptor de transferrina, no altera sus propiedades funcionales de migracion y
presentacion antigenica, y no afecta la produccion de NO. La incubacién de BMDC con
quelantes de hierro no afecta la infeccion por L. major ni la produccion de NO, y aumenta la
secrecion de IL-1B. Estos resultados sugieren que el control de la infeccion de células
dendriticas por Leishmania es independiente del asa de regulacién iNOS-hierro libre.

Bisti y col. (2000) demostraron que los quelantes de hierro inhiben el crecimiento in
vitro de Leishmania; el tratamiento de ratones BALB/c con DFO retarda la aparicion de
lesiones en ratones infectados y el tratamiento sistémico de ratones infectados con hierro
disminuye significativamente el desarrollo de las lesiones. El presente trabajo confirma
parcialmente estos resultados en LC y BMDC aisladas de ratones BALB/c, incubadas en

presencia de DFO, PIH y SIH e infectadas con L. major. Adicionalmente demuestra que la
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expresion de iNOS disminuye significativamente en BMDC incubadas con quelantes de
hierro. Estos resultados sugieren que un mecanismo alternativo al asa de regulacién iNOS-
hierro libre es responsable del control de la replicacion del parésito en estas células.

Al estudiar las funciones inherentes a su condicién de células dendriticas
encontramos que el tratamiento de LC con quelantes de hierro no altera su migracion desde
mitades de orejas de ratdn BALBI/c, la expresion de marcadores de superficie como MHC-
I, CD80 y CD86 o niveles de citoquinas implicadas en la activacién celular como IL-1p e
IL-12.

Sélo cambian la expresion del receptor de transferrina y del receptor de IL-1p-II. La
relacion entre la expresion del receptor de transferrina y la activacion de células T ha sido
previamente descrita (Chaudhri y col., 1988) en linfocitos tratados con quelantes de hierro y
estimuladas con esteres de forbol e ionomicina. La expresion del receptor de transferrina
CD71 aumenta en células incubadas en presencia de DFO (Kroos y col., 1996) pero en
macrdfagos estimulados con diversas citoquinas y tratados con LPS, la expresion de CD71
disminuye (Weiss y col., 1997) y, en células K562 transfectadas con un receptor de
transferrina denominado TfR2, su expresion disminuye en condiciones de agotamiento de
hierro o en presencia de quelantes de hierro (Kawabata y col., 2000).

Nuestros experimentos confirman estos resultados ya que la expresion de CD71
disminuye en presencia de LPS y de los quelantes de hierro. Por otra parte, el papel
regulador del hierro en la produccion de IL-1p ha sido descrito en macrofagos alveolares
(O’Brien y col., 1998) y tejido completo (O’Brien y col., 2000). En este trabajo se
demuestra la correlacién negativa que existe entre los niveles de hierro libre intracelular y la
produccion de IL-1B y el aumento significativo (hasta de 20 veces) de la capacidad de
secretar IL-13 de macréfagos alveolares tratados con DFO. Nuestros resultados

experimentales sugieren una correlacion similar entre los niveles de hierro libre



12

intracelulares y la secrecion de IL-1p en celulas dendriticas.

De los resultados presentados en este trabajo puede concluirse que la regulacion del
metabolismo de hierro en BMDC es extremadamente compleja y no parece estar vinculada a la
produccion de NO, adicionalmente los resultados sugieren que en BMDC de ratones BALB/c,
las funciones celulares son independientes de los niveles de hierro inttracelular.
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TABLA1

Modulacion de la expresion de CD80, CD86 y MHC clase 11

Fluorescencia media

MHC clase Il CD80 CD86
Sin drogas 3909.0 + 1.90 110.0+0.11 675.0 + 0.69
DFO 4209.0 + 0.97 106.0 + 0.11 616.0 + 1.91
PIH 4135.00 + 0.62 111.0 + 0.05 607.0 +1.18

Leyendas de figuras

Figura 1. Efecto del LPS y de los quelantes de hierro DFO, PIH y SIH sobre la
infeccion de LC por L. major y la migracion de LC desde mitades de orejas al medio de
cultivo. LC 3 x 10° por pozo se incubaron 24 h, en ausencia de estimulantes, o en
presencia de los mismos y se infectaron con 3 x 10’ amastigotes de L. major. La carga
parasitaria se estimod coloreando las células infectadas segun la metodologia descrita en
materiales y métodos. La migracion de LC se evalud en orejas de raton escindidas,
colocadas sobre medio completo e incubadas en ausencia de estimulantes, o en
presencia de los mismos. Al cabo de tres dias el medio de cultivo se colectd y se estimo
la densidad de células dendriticas presentes.

Figura 2. Niveles de IL-1B e IL-12 en pg ml™en sobrenadantes de cultivo de
orejas de raton incubadas en presencia de los quelantes de hierro DFO, PIH y SIH tal y

como se describio para la figura 1.
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Figura 3. Expresion del receptor de transferrina (B71) y de los receptores de IL-
1B-1 e IL-1B-11 en LC purificadas e incubadas en presencia de LPS, DFO y PIH. LC, 3 x
10° por pozo se incubaron en ausencia de estimulantes, o en presencia de los mismos.
Al dia siguiente se colectaron las células no adheridas. La expresion de los marcadores
de superficie se evaluo en las LC colectadas.

Figura 4. (a) Efecto del LPS y de los quelantes de hierro PIH y SIH sobre la
infeccion de DC por L. major y la produccién de NO. BMDC 3 x 10° por pozo se
incubaron 24 h, en ausencia de estimulantes, o en presencia de los mismos y se
infectaron con 3 x 10’ amastigotes de L. major. La carga parasitaria se estimd
coloreando las células infectadas segun la metodologia descrita en materiales y
métodos. Al final del periodo de incubacion el sobranadante de los cultivos se colecto y
almaceno a —20°C. El nivel de NO producido se evalué al determinar la concentracion
de nitritos presente en el sobrenadante del medio de cultivo mediante la metodologia
descrita en materiales y métodos. (b) Regulacion de la expresion de iNOS en BMDC de
raton incubadas en las diversas condiciones experimentales. Los niveles de iNOS se
cuantificaron mediante Western blot. La intensidad de las bandas se analiz6 mediante
el programa Lab Image.

Figura 5. Niveles de IL-1 B y IL-12 en pg mI™ en sobrenadantes de BMDC de
raton incubadas en los quelantes de hierro DFO, PIH y SIH tal y como se describié para

la figura 1. *? p < 0.005.
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