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RESUMO

A Esclerose muiltipla (EM) é doenga desmielinizante do sistema nervoso
central (SNC) que mais acomete adultos jovens. Baseado principalmente nas
similaridades clinicas e histopatolégicas a Encefalomielite experimental auto-
imune (EAE) tem sido usada extensivamente como modelo de estudo da EM. A
EAE é uma doenga auto-imune, que pode ser induzida em animais suscetiveis,
pela imuniza¢do com mielina ou alguns componentes da mielina ou ainda por
transferéncia adotiva de linfécitos T CD4 do tipo Thl. Os linfécitos Th1l produzem
preferencialmente citocinas pré inflamatérias como IFNy, TNFa e linfotoxina
(TNFB). Assim, a EAE é caracterizada histologicamente pela presenca de células
mononucleares no SNC, dano na bainha de mielina e dos oligodendrécitos.

Embora as principais células envolvidas EAE sejam linfécitos T, células
mononucleares como os macréfagos que migram dos 6rgaos linféides periféricos
para o SNC, assim como as células da glia , participam ativamente da reagdo
inflamatéria, que resulta no dano a bainha de mielina. Varios relatos sugerem a
participagdo dos metabdlitos do oxigénio, principalmente o 6xido nitrico nos
processos desmielinizantes. Ha evidéncias mostrando o aumento na produgao do
NO via 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) nas lesdes desmielinizantes. No

entanto, a participagao do NO gera polémica; por um lado as evidéncias apontam
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para o efeito neuroprotetor, enquanto outras mostram a atuagao desse mediador
na patogénese da EAE.

O presente estudo, visa investigar o papel do NO, produzido via iNOS, na
regulacio da EAE, para isso utilizamos camundongos deficientes de iNOS
(“knockout”) e comparamos a evolugio clinica e a presenca de mediadores
inflamatérios, com os animais correspondentes ndo modificados geneticamente. O
animal “knockout” (iNOS-/-) apresentou significativa diminui¢do na evolucado
clinica, acompanhada da diminuigdo de células positivas para TNFa na lesao
inflamatéria, na fase aguda da doenga. Trata-se de observagdo relevante pois o
TNFa é citocina com comprovado efeito mielinotéxico. Esses resultados
demonstram a fundamental contribuicido do NO em associacao com TNFa, no
controle da EAE na fase aguda, também confirmam a importante participacao dos
macréfagos na patogénese EAE, nessa fase da doenga, ainda que a EAE seja

desencadeada por linfécitos TCD4.
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ABSTRACT

Multiple sclerosis (MS) is the most common human demyelinating disease
of the central nervous system (CNS). Based on the fact that it shares similarities in
relation to course of the disease and histology, Experimental auto-immune
encephalomyelitis (EAE) has been used extensively as an animal model for MS.
EAE is a Thl cell-mediated autoimmune disease induced by immunization with
myelin components or by adoptive transfer of autoreactive T cells. This leads to a
characteristic relapsing and remitting paralytic disease in mice model of EAE. The
Th1 cells, characteristically produce IL2, IFNy, TNFa and lymphotoxin (TNEp),
which participate in the inflammatory reactions. Histological examination of the
CNS generally reveals the presence of both a rich inflammatory mononuclear cell
infiltrate and demyelination resulting from bystander activation of resident
microglia and recruited, infiltrating monocytes.

Antigen-presenting cells generate the reactive oxygen and nitrogen species
that may damage different cell types. Despite knowledge about the induction and
regulation of NO production, the role of NO in tissue in demyelination is highly
controversial. While many investigators have concluded that NO is involved in the

pathogenesis of EAE, others have reported quite oppositing protective effects.
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The present study was conducted to investigate the specific role of NO
induced by iNOS in the regulation of EAE in iNOS knockout C57BL/6 and wild-
type mice.

A less severe form of the disease than did the wild type control mice was
observed in the iNOS -/- mice. Although the levels of TNFa diminished in the
periphery for both groups, an increase in the number of TNFa positive cells was
detected in the central nervous system during the acute phase of EAE induced in
the WT mice, whereas no production of TNFa was detected in the KO mice. These
findings suggest that NO and TNFa contribute to the pathogenesis during acute

EAE.
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INTRODUCAO

O desafio da convivéncia com os microrganismos certamente representou
uma pressao evolutiva importante na modelagem do sistema imunolégico na
defesa contra organismos potencialmente patogénicos para o0s organismos
superiores. No entanto, essa ndo é a tnica fungdo do sistema imunolégico. A
vigilancia contra o aparecimento das células tumorais, a remocdo de células
senescentes, a participacdo nas interacdes neuroenddécrinas sao funcOes exercidas,
com igual importancia, pelo sistema imunolégico.

Nio perdendo de vista a complexidade das interagdes existentes no sistema
imune, didaticamente podemos dividir os mecanismos de resposta imunolégica
em dois grupos principais: os mecanismos da resposta imune inata e adquirida.

Entende-se por imunidade adquirida, a atuagdo de um conjunto de
elementos que permite uma resposta especifica, devido principalmente a
diversidade das populagdes de linfécitos T e B, caracterizadas por seus receptores
TCR e BCR respectivamente, que sdo moléculas com regides variaveis para o
reconhecimento do antigeno, geradas pela recombinag@o génica.

Na resposta imune inata, o conjunto de elementos tem condicGes de
responder aos antigenos de forma ndo especifica, nao envolvendo os receptores

com regides varidveis. Dessa resposta participam principalmente as proteinas do
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sistema complemento, as células natural killer (NK), os granul6citos e as células do
sistema fagocitico-monocitério.

O conhecimento atual sobre o reconhecimento do antigeno pelas células T é
o resultado de décadas de estudos, que tiveram inicio com o entendimento das
caracteristicas fisicoquimicas dos antigenos que estimulam a resposta imune
adquirida. A especificidade dos linfécitos T para o antigeno (peptideo) apresenta
vérias caracteristicas de reconhecimento, que difere fundamentalmente do
reconhecimento do antigeno pelas moléculas de anticorpos(JANEWAY et al., 2002).

Enquanto as células B reconhecem como antigeno, os peptideos, proteinas,
acidos nucléicos, polissacarideos, lipideos e pequenos produtos quimicos, os
linfécitos T reconhecem apenas os peptideos dispostos numa seqiiéncia primaria
de amino 4acidos. Um aspecto fundamental do reconhecimento do antigeno pelas
células T CD4 ou helper ou pelas T CD8 ou células citotoxicas é que os linfocitos T
reconhecem o peptideo apenas quando o mesmo estd unido a uma forma alélica
das moléculas do complexo MHC do préprio individuo, expressa na superficie das
células apresentadoras do antigeno(MCDEVITT, 2000).

As células apresentadoras do antigeno (macréfagos, células dendriticas, ou
linf6citos B) convertem antigenos protéicés em peptideo acoplando-os as
moléculas MHC, mecanismo conhecido por processamento do antigeno. O
complexo formado pelas moléculas do MHC e peptideo migram para a superficie
celular onde podem ser reconhecidos pelos linfécitos T CD4 ou CD8, dependendo

do alelo de MHC ao qual o peptideo est4 acoplado. Essa interacdo é conhecida
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como o primeiro sinal indispensavel para a ativagdo dos linfécitos T. O segundo
sinal é dado pela ligacdo de moléculas co-estimulatérias presentes tanto nos
linfécitos, como nas células apresentadoras do antigeno. As moléculas mais
estudadas na atualidade sdo CD28 e CD152 (CTLA4) expressas nos linfocitos, que
se ligam as moléculas CD80 e CD86 presentes nas células apresentadoras do
antigeno(LENSCHOW et. al, 1996). A inibicdo da expressao dessas moléculas
suprime a resposta dos linfécitos T, mecanismo conhecido como anergia
(SCHWARTZ et .al,, 2003). A primeira evidéncia demonstrando que a ligagao do
TCR com o peptideo no contexto da molécula de MHC ndo era suficiente para a
ativacdo dos linfécitos T foi feita por Jenkins and Schwartz no final da década de
80 (MUELLER, JENKINS e SCHWARTZ, 1989). Esses autores demonstraram que
os clones de linfécitos T que recebiam somente o sinal do TCR n@o se tornavam
ativados, mas entravam num estado de ndo resposta para o antigeno, que podia
ser revertida pela adigdo exdégena de IL2 in vitro. Hoje, ha concordancia na
literatura, que o sinal dado pela molécula CD28, influencia positivamente a
ativacdo linfocitaria, enquanto o sinal dado pela molécula co-estimulatéria CTLA4
(CD152) é negativo na ativacao de linfécitos(SCHWARTZ et .al.,2003).

A mais dramatica evidéncia da funcdo inibidora da molécula CTLA4 veio
de experimentos realizados em camundongos. Camundongos deficientes
geneticamente para a molécula CTLA4 desenvolveram uma desordem
linfoproliferativa fatal (CHAMBERS et. al., 1996). Essas evidéncias mostraram que

a molécula CTLA4 regula negativamente, de forma crucial a ativagio linfocitéria.
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Essa molécula é expressa em baixos niveis nas células nio ativadas, aumentando
durante a ativagdo celular; embora haja controvérsias, acredita-se que um dos
mecanismos pelos quais a molécula CTLA4 regule negativamente a ativacio
linfocitaria é através da estimulagdo da producdo de citocinas com efeito anti-
inflamatério como IL 10 e TGFP (GOMES et al., 2000).

Na seqiiéncia de eventos que vdo culminar com a ativagdo linfocitdria, a
participagdo dos produtos celulares soluveis é fundamental. As células T CD4 secretam
certos tipos de citocinas que as diferenciam em sub-populagdes celulares do tipo Thl e
Th2. Os linfécitos T CD4, do tipo Thl, secretam citocinas como IL-2, IFNy e TNFa que
medeiam as rea¢des de hipersensibilidade tardia (DTH) e induzem a sintese preferencial de
alguns isotipos de imunoglobulinas. As células do tipo Th2 secretam IL-4, IL-5, IL-10 e
IL-13 e estio associadas com a produgdo de imunoglobulinas dos tipos IgGl e IgE.
(MOSSMAN et al., 1986) As células ThO produzem um padrdo combinado de citocinas
Thl e Th2, enquanto o subtipo designado Th3, identificado na mucosa intestinal, produz
quantidades consideraveis de fator transformador de proliferagdo (TGF B)( CHEN et al.,
1996).

Virios fatores, incluindo a dose do antigeno, tipo de células apresentadoras
de antigeno, a presenca de moléculas co-estimuladoras e as citocinas presentes no
microambiente, influenciam a diferencia¢ado do subtipo Thl em subtipo Th2. Ha
evidencias de que as citocinas IL-12 e IFN y, presentes no microambiente onde a
resposta imune estd acontecendo, induzem a diferenciacdo do tipo Thl, enquanto

que a IL4 é essencial para a diferenciacdo das células do tipo Th2 (ROMAGNANI,

2000)
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Colocados de uma forma simplista, os mecanismos citados garantem que o
sistema imunolégico atue, de forma eficiente, contra as diferentes agressoes
causadas pelos microorganismos ou qualquer outro tipo de antigeno. No entanto,
devido a grande diversidade do repertério imunolégico, esses componentes
podem vir a agredir os componentes do préprio organismo. Ehrlich, no inicio do
século XX, introduz o termo autoimunidade ao descrever que os potentes
mecanismos efetores utilizados na defesa do hospedeiro podiam, se voltados
contra ele, levar a grave lesdo tecidual, o que denominou inicialmente como horror
autotoxicus. Essas agressOes, no entanto, sao verificadas apenas em condigcoes
patolégicas, gragas aos mecanismos de tolerancia imunolégica.

Tolerancia imunoldgica pode ser entendida como a ndo resposta imune
especifica para um determinado tipo de antigeno. A tolerancia aos auto-antigenos
é ativamente conseguida e os linfécitos, tanto B como T, potencialmente auto-
reativos sdo, de certa forma, inativados. Normalmente esse processo de inativacao
das células potencialmente auto-reativas ocorre durante a maturagao celular, que
acontece no timo, para as células T e na medula 6ssea para os linfécitos B. Os
antigenos encontrados nesses 6rgdos (linféides primarios) sao normalmente
antigenos préprios. Assim, 0s linfécitos, nessa etapa de maturagdo, encontrardo
apenas os antigenos proprios, associados as moléculas de MHC, tornando-se
tolerantes, num processo conhecido como tolerdncia central (SAKAGUCHI,
2004). A tolerancia central, no entanto, ndo garante que as células que deixam os

orgaos linféides primérios e vao popular os 6rgaos linf6ides secundérios, nio
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atuem como células auto-reativas (MORAHAN, 1992). Assim, a autoimunidade
pode ser entendida como um processo fisiolégico normal, onde o organismo
convive com as células e os anticorpos potencialmente auto-reativos, sem
necessariamente desenvolver doengas auto-imunes. Alguns autores, inclusive,
acreditam que a presenga de auto anticorpos e células que reconhecem o préprio
sao indispensaveis para a homeostase do organismo (SCHWARTZ & COHEN,
2000).

As doengas auto-imunes surgem quando ha anormalidade nos mecanismos
responsaveis pela manutencdo da tolerancia periférica. Como a tolerancia
imunolégica é uma ndo resposta imune especifica, os mecanismos de tolerancia
sdo obtidos quando hé favorecimento para a ndo ativagdo tanto dos linfécitos B,
como os linfécitos T especificos para o auto-antigeno. A delecao de células auto-
reativas, a indugdo de anergia e o desvio da resposta imune causado pela
polarizacao da produgao de determinadas citocinas sao exemplos de mecanismos
que favorecem a nao resposta aos auto-antigenos. A delecio de linfécitos
potencialmente auto-reativos, pode acontecer normalmente na periferia, em
condicdes especiais como excesso de antigeno e é acompanhado de aumento de
mediadores de morte celular como a molécula Fas, processo conhecido com morte
celular induzida pela antigeno (AICD) (LENARDO,1991; LENARDO et al., 1999). A
anergia de linfocitos auto-reativos, como ja foi mencionado, é conseguida pela
inibicio da expressdo das moléculas costimulatérias e o desvio da produgao de

citocinas pro-inflamatorias para citocinas com efeito anti-inflamatério, que parece
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ser originado na dependéncia da expressio das moléculas co-estimulatérias
(SCHWARTZ et .al., 2003).

Apesar dos mecanismos citados, alguns individuos provavelmente devido a
bagagem genética e aos fatores ambientais, como as infeccdes, desenvolvem
doengas auto-imunes.

Em animais de experimentacdo, doenca auto-imune pode ser induzida
artificialmente pela injecdo de tecidos préprios misturados com fortes adjuvantes,
demonstrando que o dano tissular, pode ser provocado pela resposta imune
adaptativa especifica aos auto-antigenos. Nos seres humanos, a resposta danosa
contra os préprios tecidos, surge espontaneamente; os eventos que iniciam esse
tipo de resposta ainda nao estdo totalmente elucidados. Em algumas situagdes
patolégicas como a febre reumadtica e a doenca de Chagas o aparecimento de
doenca auto-imune estd associado com infeccObes por bactérias e parasitas,
respectivamente (LEON et al, 2003 e GUILHERME et. al, 2002). Animais
transgénicos, que apenas expressam linfocitos T com TCR especificos para o auto-
antigeno proteina bdsica de mielina (MBP), normalmente ndo desenvolvem
espontaneamente a Encefalomielite experimental auto-imune, acontecendo apenas
ap6s uma infeccdo. Essas observagbes reforcam a participacdo dos agentes
infecciosos na génese das doengas auto-imunes, o que pode ser explicado pelo
possivel aumento da expressdao das moléculas co-estimulatérias tanto nas células
apresentadoras de antigenos, como nos linfécitos auto-reativos, levando a quebra

da toleréncia imunolégica.
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Além do efeito direto nas membranas de superficie, os agentes infecciosos
podem dar origem as doencas auto-imunes através do mimetismo molecular. O
mimetismo molecular é explicado pela presenca de estruturas moleculares
similares entre microrganismos e os componentes préprios do hospedeiro, o que
leva a uma reagdo imunolégica cruzada, com conseqiiente dano tecidual. Mesmo
na auséncia de estruturas moleculares em comum com o hospedeiro, as infec¢oes
(virais, bacterianas etc) podem desencadear uma resposta inflamatéria com dano
tissular, e conseqiiente exposi¢do dos componentes proprios, em um ambiente
ideal para a ativagdo da resposta imunolégica. A infec¢dao com o Theiler’s virus por
exemplo, em animais experimentais causa uma encefalomielite crénica e grave
desmielinizacdo (OLESZAK et al,. 2004).

Por outro lado, a literatura mostra que agentes infecciosos ou estruturas
componentes dos mesmos podem reduzir a gravidade de algumas doencas auto-
imunes. A possibilidade de bactérias pertencentes a flora comensal contribuir para
o estabelecimento e /ou a manutencio da tolerancia periférica tem sido sugerido
em achados experimentais de animais criados em situacédo livre de patégenos. Foi
observado que ratos Fisher sdo relativamente resistentes "a inducdo de artrite
experimental, ap6s imunizagdo com micobactérias ou parede de estreptococos, e a
colonizagdo da mucosa intestinal com E. coli ou com bactérias da flora normal
também induz resisténcia nessa doenga experimental (KOHASHI et al., 1986).

No modelo de diabetes, foi demonstrada a contribuicdo positiva das

bactérias comensais, no sentido de induzir resisténcia ao desenvolvimento da
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doenca. Camundongos criados em condicdes livres de patégenos tiveram a
incidéncia da doenga aumentada cerca de 100%, em relagdo aos animais criados em
ambiente convencional. Reforcando essas observacdes, ha os relatos de que
imunizagdo com adjuvante completo de Freund também reduz a gravidade da
diabetes experimental (SHEHADEH et. al., 1994) e existe a possibilidade de
componentes de agentes infecciosos, serem utilizados na terapia da diabetes em
humanos e na Esclerose Miiltipla (ROOK et al., 2000).

A Esclerose multipla (E.M). é uma doenca inflamatéria crénica do sistema
nervoso central (SNC), e caracteriza-se por apresentar infiltragido de células
imunes, destruigdo da bainha de mielina com perda eventual de oligodendrécitos
(WAKSMAN, 1985 e STEINMAN, 1996). As manifestacGes clinicas sdo muito
varidveis, ndo existindo nenhum sintoma ou sinal especifico da doenga. Sua
ocorréncia é em adultos jovens, entre 20 e 45 anos, manifestando-se raramente
antes dos 15 ou ap6s os 50 anos. A evolugdo € imprevisivel e polimérfica,
conhecendo-se formas evoluindo em surtos (com ou sem remissdo) ou
cronicamente progressivas (NAVIKAS & LINK, 1996). A etiologia dessa condicao é
desconhecida, mas admite-se que se trata de uma doenca de natureza auto-imune,
onde o fator ambiental, provavelmente de origem infecciosa e a susceptibilidade
genética parecem ter um papel essencial na sua determinagao.

Muito de conhecimento adquirido sobre a resposta imunol6gica na EM.,, é
devido ao estudo desenvolvido no modelo experimental a Encefalomielite

Experimental Auto-imune (EAE). A EAE comegou a ser estudada apés a
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descoberta da vacina contra a raiva, por Pasteur, em 1875. Esse tratamento anti-
réabico consistia em injetar, na pessoa mordida, a medula triturada do animal
infectado. No entanto, devido a resposta imune cruzada com estruturas do
encéfalo do animal hospedeiro, muitos individuos apresentavam uma encefalite
p6s vacinal, muitas vezes fatal. Estudos posteriores mostraram que a injecdo de
um extrato de mielina do sistema nervoso central provocava encefalomielite
também em primatas (WEKERLE 1993). A EAE passou entao a ser considerada
modelo experimental para o estudo dos mecanismos imunopatolégicos nas
doencas inflamatérias desmielinizantes de natureza auto-imune.

A EAE é mediada por linfécitos T CD4, manifesta-se clinicamente por
deficiéncia neurologica, histologicamente caracteriza-se por infiltragao
perivascular de células mononucleares no encéfalo e imunologicamente pela
presenca de resposta celular e humoral aos componentes da mielina (HALLAL et
al., 2003).

A doenga pode ser induzida em animais geneticamente susceptiveis, pela
imunizacdo com mielina e seus componentes como a proteina béasica de mielina
(MBP), proteolipoproteina (PLP), glicoproteina associada a mielina (MAG),
glicoproteina de mielina do oligodendrécito (MOG) e peptideos encefalitogénicos
derivados desses antigenos. A doenga também pode ser transferida para animais
naives por clones de linfécitos sensibilizados a estes componentes. (BEN-NUN &

COHEN, 1982; HOLOSHITZ et al., 1983).
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Dependendo do animal utilizado, a doenga se apresenta de forma aguda
monofésica ou crénica com surtos e remissdes. Os ratos Lewis desenvolvem a
forma aguda e monofésica da doenca. A EAE aguda, monofésica é caracterizada
pelas lesGes inflamatérias e sinais clinicos reversiveis. Ela reproduz clinicamente,
em ratos, um episédio de exacerbagdo da Esclerose Multipla. Observa-se uma
instalagdo ascendente tipica de sinais clinicos: hipotonia distal da cauda evoluindo
rapidamente para uma paraplegia completa com hipoestesia das patas dianteiras e
incontinéncia. Apés 2 a 3 dias, os sinais clinicos desaparecem progressivamente. O
quadro clinico completo evolui em 20 dias. Na transferéncia passiva de linfécitos
auto-reativos, o quadro clinico evolui em uma semana (LIDER et al., 1989). Os
camundongos sdo mais resistentes ao desenvolvimento da doenga e apresentam a
forma surto e remissoes da doenca.

A EAE ativamente induzida consiste de uma fase indutora e de uma fase
efetora. A fase indutora envolve a apresentacao de epitopos de mielina a linfécitos
T CD4* nos 6rgaos linféides e a subseqiiente expansao e diferenciacdo dessas
células em células efetoras que secretam de forma predominante as citocinas pré-
inflamatérias. A fase efetora da doenga compreende a migragdao de linfécitos T
CD4 especificos para mielina para o SNC, apés a quebra da barreira
hematoencefdlica (BHE). No parénquima ocorre a apresentacdo dos epitopos da
mielina as células T, por células apresentadoras de antigeno do SNC.
Concomitantemente, ha expressio de quimiocinas e citocinas por células T

encefalitogénicas e por células residentes do sistema nervoso central, como
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astrécitos e micréglia, que recrutam fagécitos mononucleares para o parénquima
do SNC. Acontecendo deste modo a desmielinizacdo axonal pela atividade
fagocitica de células mononucleares, provocadas pelos efeitos citotdxicos diretos
ou indiretos de moléculas efetoras soliveis como IFNy, linfotoxina  ( Lt ), TNFa,
enzimas proteoliticas e radicais de oxigénio e o6xido nitrico (NO) liberados
principalmente macréfagos e micréglia ativados (KHOURY et al, 1992,
KUCHROO et al., 1993).

Dentre as citocinas pro-inflamatérias produzidas na lesdo, o TNFa merece
destaque especial, pelo fato de induzir apoptose. Dependendo da célula que recebe
o sinal de morte, tanto a protecdo, como a indugido de dano tissular pode ser
observado na EAE e EM. Ha relatos na literatura mostrando que a maior
producdo de TNFa pode reduzir a gravidade da EAE, ao eliminar os clones de
linfécitos encefalitogénicos (WEISHAUPT et al., 2000). No entanto, existem mais
evidéncias do papel danoso que protetor do TNFa nas doengas desmielinizantes.
Essa citocina atua de forma essencial na cascata de eventos que resultam na
desmielizacdo e na lesao axonal, devido ao sua acao mielinotéxica (SELMA] et al.,
1991, D'SOUZA et al., 1996). A administragdo de TNFa ex6geno causa uma forma
muito grave de EAE (KURODA et al., 1991), enquanto a administracdo de
anticorpos neutralizantes do TNFa reduz a gravidade da doenca (BAKER et al,
1994 e SELMAYJ et al., 1995). Estudo realizado em camundongos transgénicos, que
produzem TNFa em grande quantidade no sistema nervoso central, apresentaram

100% de desmielinizacdo espontdnea (PROBERT et al., 1995).  Alta expressdo de
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TNFa nas lesGes cerebrais de pacientes com esclerose mdltipla em fase aguda
também foi associado com a inducdo de apoptose em oligodendrécitos in vitro
(SELMA]J et al., 1991 e D'SOUZA et al., 1995). A produgio de TNFa, no sitio da
inflamag¢@o, € normalmente acompanhada da produgédo de outros mediadores como o IFNy,
e da dxido nitrico sintase (iNOS), com conseqiiente aumento na produgédo de éxido nitrico
(NO) ( WILLENBORG et al., 1999).

O 6xido nitrico (NO) é um radical livre gasoso, solivel em agua e lipideo,
gerado pela atividade catalitica da o6xido nitrico sintase (NOS), através da
conversao da L-arginina, potente oxidante, podendo causar danos a proteinas,
lipideos, membranas, DNA e organelas sub-celulares (SAHRBACHER et al., 1998).
Trés diferentes isoformas de NOS, codificadas por genes distintos, estdo descritas:
a neuronal (nINOS) e a endotelial (eNOS) sdo isoformas que fisiologicamente levam
a baixa produgio de NO, normalmente na ordem de nanomolar, e estdo
associadas, entre outros mecanismos, a regulacgio do fluxo sanguineo e
participagdo na transmissdo sindptica (BORDERIE et al, 2002). A terceira
isoforma, tem como principais indutores citocinas como TNFa e IFNy, e uma vez
induzida resulta na produgédo altas molaridades de NO principalmente nos sitios
inflamatérios (SMITH e LASSMANN 2002).

Trabalhos mais recentes mostram que o NO tem um papel importante na
regulagdo do processo inflamatério, onde participam principalmente as citocinas
como TNFa e IFNy, cﬁja produgédo pode ser inibida por IL10 e TGFB (BORDERIE

et al., 2002). Na EAE, varios estudos foram realizados, ao longo dos anos, sobre a
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acdo do NO, existindo porém divergéncias, que vao desde a ndo participacio
desse mediador na doenga (ZIELASEK et al., 1995), até a participagdo levando a
reducio da gravidade da mesma (RUULS et al., 1996, BO et al., 1994, COWDEN et
al., 1998 e GOLD et al., 1997) ou na exacerbagao dos sinais clinicos (MERRILL et al
., 1993, CROSS et al.,, 1994, BAGASRA et al., 1995, ZHAO et al., 1997, DING et al.,
1998, e TEIXEIRA et al., 2002). Os resultados contraditérios podem ser explicados
pelos protocolos de pesquisa utilizados, a fase da doenga estudada, ou ao uso de
inibidores da iNOS. Normalmente a iNOS ndo esta presente no SNC, sendo que
sua expressio ou produgio coincide temporal e quantitativamente com o
agravamento dos sinais clinicos da EAE (KOPROWSKI et al., 1993 e OKUDA et al.,
1998).

Assim como foi descrito para o TNFa, o NO produzido via iNOS, tem uma
funcdo bem ampla na génese da EAE, atuando tanto nos processos inflamatérios
que levam a desmielinizagdo, no controle da inflamagdo e neuroprotegdo.
Atualmente, ha concordancia na literatura sobre a participagao do NO, produzido
via iNOS, na exacerbacdo dos sinais clinicos na fase aguda e nédo na fase crénica
tanto da EAE, como na EM (OKUDA et al., 1998, SMITH e LASSMANN, 2002;
AHN et al., 2001 e TEIXEIRA et al., 2002). A exemplo do que acontece com TNFa,
0 6xido nitrico esta implicado na indugéo de apoptose, sendo provavelmente esse
o0 mecanismo responsével pela resposta clinica observada nos animais. A apoptose
dos oligodendrécitos na fase aguda da doenga, esté associada com a piora clinica,

enquanto a morte dos linfécitos encefalitogénicos resulta na melhora das



INTRODUGAO 32

manifestacoes da doenca (MERRILL et al., 1993 e KURODA et al., 1991). Assim, as
modificacdes observadas entre as fases aguda e créonica da EAE e na EM podem ser
atribuidas ao duplo papel exercido por esses mediadores. Exemplo de atuacdo
integrada do NO e TNFa no modelo de desmielinizagao foi dado pelo trabalho de
Ahn e colaboradores (2001), que demonstraram que ratos Lewis fazem uma EAE
hiper-aguda apés a administragdo da toxina pertussis, sendo que 100% dos
animais morreram no 14° dia ap6s a imuniza¢do com o neuro-antigeno. Nesse
grupo de animais, foi demonstrado significativo aumento na expressao de iNOS e
na produgdo de TNFa, comparados com animais que apresentavam a EAE
monofasica. Esses resultados reforcam a participagdo efetiva, tanto da iNOS como
do TNFa na exacerbacdo da EAE.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como principal objetivo avaliar
a participacdo da producdo de NO na evolucdo clinica da EAE, assim como
estudar alguns parametros da resposta inflamatéria. Para tanto, utilizamos animais
geneticamente deficientes (knockout) para a Oxido nitrico sintase induzida, que

substituiu com vantagens os inibidores de sintese da iNOS.
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OBJETIVOS

@ Participagao do éxido nitrico, produzido via iNOS, na evolugio da
Encefalomielite Experimental Auto-imune induzida tanto em animais
knockout para iNOS, como nos correspondentes ndo modificados

geneticamente (C57BL/6).

. Estudar alguns parametros da resposta imune nos dois grupos de
animais como: resposta proliferativa de linfécitos e producao de citocinas,
sendo que a produgdo de TNFa foi avaliada nos linfonodos e no local da

inflamacao.
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MATERIAIS E METODOS

Animais

Camundongos C57BL/6 e camundongo NOS2mile« (C57BL/6 iNOS -/- obtido
do Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine-USA), de 8 semanas, fémeas foram
mantidas, durante a fase de experimentagdo, no biotério de manutengao do

depto de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biologia da UNICAMP em

condicdes livres de patégenos.

Neuro-antigenos

Peptideo MOG (35-55 N-MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK-C) foi sintetizado

pela Genemed Synthesis - CA- USA.

Indugdao de EAE

Os camundongos foram imunizados, por via subcutanea, com 60 ug/0.2 ml
PBS do peptideo de MOG (35-55) em emulsao com igual volume de adjuvante
completo de Freund, em 2 pontos distintos, nos flancos e duas doses de 200 ng

de pertussis 0 e 48 horas apés a imunizagao.
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Evolugao clinica da EAE

Os camundongos foram observados diariamente, a partir do nono dia ap6s a
imunizacdo, para os sinais clinicos da EAE. A avaliacdo foi feita da seguinte
forma: grau 0 = ndo doente; grau 1= perda do tonus da cauda; grau 2= fraqueza
parcial dos membros posteriores e dificuldade de voltar a posicao inicial
quando colocados em dectbito dorsal; grau 3= paralisia gravedos membros
posteriores; grau4= paralisia gravedos membros anteriores e posteriores; grau
5= morte. As observagdes foram feitas por 60 dias. Atribui-se graus clinicos a

cada animal do grupo, o qual foi composto por sete camundongos.

ELISA

Para a quantificagdo das citocinas: TNFa, IFNy, IL-1 e IL-6 e IL-10 foram
utilizados os anticorpos monoclonais especificos para as diferentes citocinas
(PharMingen, San Diego, CA). Brevemente, as microplacas (Immulon I, Nunc,
Roskilde, Dinamarca) foram cobertas com 1-2 pg/ml do anticorpo de captura de
cada citocina, em 0.1 M NaHCO; (pH=8.5) e incubadas por 18 h a 4°C . Ap6s o
bloqueio de reagdes inespecificas com 2% de BSA em PBS as amostras e os padroes
de citocinas TNFa, IFNy, IL-1, IL-6 e IL-10 foram adicionados e incubados por
duas horas em temperatura ambiente. A seguir, apés as devidas lavagens, 0.5-2.0
ug/ml de anticorpos monoclonais (biotinilado) especificos para a detecgdo de

TNFao, IFNy, IL-1, IL-6 e IL-10 foram adicionados, seguido de avidina-peroxidase
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na concentragao de 1:400 (Sigma Chem., MO, USA). Ap6s as lavagens, o substrato

foi adicionado e as placas lidas a 492 nm.

Cérebros para cortes histolégicos

Os animais, dos diferentes grupos estudados, foram anestesiados com
pentabarbitol, 50mg/Kg e decapitados. Os cérebros e corddo espinhal foram
removidos cirurgicamente, fixados em nitrogénio liquido e mantidos em bio-

freezer a-85°C.

Andlise morfolégica

Os cérebros e corddo espinhal foram cortados em criostato -23°C, do
Departamento de Fisiologia Animal da UNICAMP, colocados em laminas
silanizadas e corados com hematoxilina e eosina (HE). Apés a desidratacdo
seriada, em &lcool, os cortes foram montados em Entelan (Merck) e observados em
microscopia de luz. Os preparados histolégicos foram fotografados em
fotomicroscépio Carl-Zeiss/Jeneval. Parte desses cortes foram marcados para
deteccio de TNF-a. Para isso foi utilizado anticorpo primario anti-TNFa
biotinilado, seguido pela incubagio com avidina-FITC. Os cortes foram montados
em glicerol/PBS (3:1) contendo 1,4 diazabiciclo [2.2.2] octano (DABCO; Sigma,
MO, USA). A immunofluorescéncia foi analisada em sistema de dois canais Bio-
Rad laser confocal (MRC 1024UV) montado em microscépio invertido Axiovert 100

Zeiss com Ar-Kr lasers.
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Obtencdo das células de linfonodo

Linfonodos regionais foram removidos assepticamente e suspensoes de células
foram preparadas usando uma malha de inox. As células foram lavadas 3 vezes
com solugdo balanceada de Hanks e ressuspendidas em meio RPMI 1640
enriquecido com Soro Fetal Bovino ( Microbiolégica - R]) a 5% e gentamicina (
4,25 mg/l), glutamina , 2 Mercaptoetanol. Para determina¢do da viabilidade

celular utiliza-se o método de exclusdo com Azul de Trypan.

Cultura de células dos linfonodos

Para a resposta proliferativa especifica para MOG (35-55) utilizou-se células de
linfonodos de animais imunizados, obtidas de acordo com o item descrito
anteriormente. A concentragao celular foi ajustada para 2x10° células /pogo, em
microplacas de cultura de 96 pogos. As células foram cultivadas em meio de
cultura RPMI 1640 (Sigma Chem. MO, USA) enriquecido de 5% de soro bovino
fetal (Microbiolégica - R]) e gentamicina (4,25 mg/litro). O ensaio foi realizado
em triplicata. Avaliou-se a transformagao blastica de linfécitos estimulados por
diferentes concentragdes (0.5, 1.0 e 5.0 pg/ml) de MOG (35-55) e Con-A a
2,5 pg/ml. As células foram incubadas 96-144 horas com o antigeno e 72 horas

com mit6geno, em incubadora com sistema constante de CO>, numa tensao de
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5% a 37° C. Aproximadamente 18 horas antes do término da incubacao, foi
adicionado em cada pogo 1uCi de timidina tritiada (AMERSHAN). Apés esse
periodo, o excesso radioativo foi retirado, lavando-se as células em um coletor
de células (Cell Harvester- modelo 200 A - Cambridge Technology , MA, USA).
As células livres de excesso radioativo foram depositadas em papel de fibra de
vidro (Cambridge - Technology, MA, USA ) e colocadas em tubos
padronizados na presenga de liquido de cintilagdo. O contetido radioativo foi
avaliado em cintilador Beta (Beckman LS 6000 - Liquid Scintillation System). Os
resultados estdo expressos em contagens por minuto (CPM), sendo considerada

a média das triplicatas.

Western blot

Macréfagos intraperitoniais, dos dois grupos experimentais (animais selvagens e
iNOS -/-) estimulados e ndo estimulados com LPS foram homogeneizadas por
sonicacdo com 6 pulsos de 5 sec com 5 sec de intervalo entre os pulsos (VirSoni 60).
Os extratos foram centrifugados a 15.000 g a 4 °C por 45 min para remogao do
material insoltvel. As amostras foram tratadas com tampao Laemmli contendo
DDT 10 mM, aquecidas em 4gua fervente por 5 min. Aliquotas com concentragoes
protéicas semelhantes foram aplicadas no SDS-PAGE (10% Tris acrilamida) em
aparelho minigel (Miniprotean) em paralelo com marcadores de pesos moleculares
conhecidos. Apés corrida, as proteinas foram transferidas para membrana de

nitrocelulose. Esta foi incubada por 2 h em solugio bloqueadora para diminuir a
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ligacdo inespecifica das proteinas. A seguir as membranas foram incubadas com
anticorpo policlonal anti-iNOS (Santa Cruz), por 4 hs. Ap6s, as membranas foram
incubadas com anticorpo secundario conjugado com HRP (Sigma) por 2 hs. Ap6s
lavagem, as membranas foram incubadas em solugao reveladora Super Signal

(Pierce) e colocadas junto a filmes radiogréficos (Kodak) para auto-radiografia.



Resultados
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RESULTADOS

Efeito do NO na evolugdo clinica da EAE

Para a analise do efeito do NO na evolugéo clinica EAE dois grupos de animais
(7/ grupo) iNOS -/- e ndo modificados geneticamente C57BL/6 foram imunizados
com MOGss.s5/ CFA. A incidéncia da doenga foi de 100% em ambos os grupos ap6s
um periodo pré-clinico de 15 dias para os animais iNOS -/- e 12 para os animais
selvagens. Os escores médios maximos foram 1.29 + 0.48 e 3.43 £ 0.78 para os
animais iNOS -/- e selvagens respectivamente, mostrando uma significativa
reducdo (p<0.001) dos sinais clinicos dos animais iNOS -/- quando comparados
com os selvagens, durante a fase aguda da EAE. Essa diferenca ndo se manteve na
fase cronica da doenga (Figura 1A). No sentido de confirmar a ndo produgdo da
iNOS nos animais iNOS -/- foi realizada cultura de macréfagos intraperitoniais, de
animais naive, estimulados ou ndo com LPS, que sabidamente induz a expressao
de iNOS. A presenga desse enzima foi detectada por Western Blot. A figura 1B
mostra que apenas os macréfagos dos animais ndo modificados geneticamente,
quando estimulados com LPS, produziram iNOs, enquanto nao se observou

produgao da enzima nos animais geneticamente modificados.
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Andlise histolégica dos cortes de medula espinhal dos camundongos iNOS-/- e os
correspondentes C57BL/6 ndo modificados geneticamente apés a inducdo da EAE.

No sentido de confirmar os achados clinicos nos dois grupos de animais
estudados, a analise da presenca de infiltrado inflamatério foi realizada, na medula
dos camundongos, retiradas no 15° dias ap6s a imunizagio. No grupo de animais
nao modificados geneticamente pode-se observar a presenca de células
monucleares, principalmente na regido perivascular. (Figura 4E). No grupo de
camundongos iNOS -/- a presenca desse infiltrado inflamatério est4

significativamente reduzida se comparado ao grupo selvagem (Figura 4F)

Resposta linfoproliferativa dos linfécitos de animais KO para iNOS e
correspondents ndo modificados geneticamente.

A resposta proliferativa para Con-A e para o peptideo de MOGss.s; foi avaliada
para os 4 grupos: Camundongos nao modificados geneticamente, nas fases aguda
e cronica e camundongos iNOS -/- fases aguda e crénica (6 animais/grupo). Na
fase aguda da doenga, o grupo dos animais iINOS -/-teve significativa
reducao(p<0.01) na proliferacio de linfécitos estimulados pelo peptideo
encefalitogénico quando comparado com o grupo selvagem (6025.0 + 427.03 cpm
versus 10904.0 + 364348 cpm) respectivamente. Com relacdo ao mitégeno
inespecifico (Con-A) ndo se observou mudanca significativa (Figura 2A). Na fase

cronica nao houve modificacdo significativa para ambos os estimulos (Figura 2B).
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Produgao de citocinas.

Os leucécitos foram estimulados com MOGssss e o sobrenadante das culturas
retirados para a analise das citocinas (IL-1, IL-6, IL-10 TNF-a e IFNy), pelo
método de ELISA de captura. O sobrenadante dos 4 grupos experimentais
foram coletados. Nao foi detectada diferenca significativa na secrecao de IL-1,
IL-6, IL10 e TNF-o. no sobrenadante tanto nos animais selvagens, como nos
iNOS -/- em nenhuma das duas fases (aguda e cronica). A secregio de IFNy esta
significativamente reduzida (p<0.01) no grupo iNOS -/- na fase aguda quando
comparado com o grupo selvagem (1104.17 % 70.74 pg/ml versus 1691.54+
299.00 pg/ml respectivamente; Figura 3A). Durante a fase crénica ha redugao
significativa (p<0,05) desta citocina no sobrenadante de cultura de leucécitos
dos animais selvagens quando comparados com os iNOS -/- (548.41+ 59.87

versus 962.92 + 136.24 pg/ml respectivamente; Figure 3B).

Deteccio de TNFa em cortes da medula espinhal dos camundongos iNOS-/- e ndo
modificados geneticamente. O TNFa foi descrito como principal citocina envolvida
nos processos de desmielinizagdo, por ser téxico para a mielina. Assim, a presenca
dessa citocina foi pesquisada nos cortes de medula espinhal dos dois grupos de
camundongos estudados, retirados tanto na fase aguda, como na fase cronica da
EAE. Os resultados mostram que na fase aguda da EAE induzida em animais
C57BL/6 selvagens, hd um significativo aumento no numero de células que

expressam TNFo, (Figura 4A); enquanto se observa poucas células expressando
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essa citocina na medula dos animais iNOS -/-(Figura 4B). Na fase crénica da

doenca nio se observa a presenca de células expressando TNFa nos dois grupos

de camundongos estudados (Figura 4C e4D).
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Figure 1. Encefalomielite experimental auto-imune induzida por imunizag¢do com
peptideo de MOGssss em camundongos knockout para Oxido nitrico sintase
induzida (iNOS-/-) e camundongos correspondentes C57Bl/6 ndo modificados
(A). Identificacdo da expressdo da iNOS por macréfagos estimulados e ndo

estimulados com LPS, nos animais iNOS-/- e selvagens (B).
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Figure 2. Resposta linfoproliferativa de células de linfonodo de animais iNOS-/- e
selvagens estimulados com MOGssss e Concanavalina A, avaliada pela

incorporagéo de timidina tritiada nas fases aguda (A) e cronica (B).
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Figure 3. Producdo de citocinas no sobrenadante de cultura de linfécitos de

animais iINOS-/- e selvagens, estimulados com MOGssss, quantificadas na fase
aguda (A) e cronica (B) por ELISA de captura.
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Figure 4. Produgdo de TNFa em cortes de medula espinhal de animais selvagens
nas fases aguda (A) e cronica (C), e nos animais iNOS -/-, nas fases aguda (B) e
cronica (D). Identificago de infilirados inflamat6rios em animais selvagens (E) e

iNOS-/ ~(F).



Discussao



DISCUSSAQ 52

DISCUSSAO

O fato de a EAE ser transferida adotivamente por linfécitos T CD4 do tipo
Thl, faz com que esse modelo seja considerado um protétipo de doenga auto-
imune mediada por reagdes de hipersensibilidade tardia. No entanto, a
participagao direta dos linfécitos T na génese dos processos desmielinizantes é
questionada; ao contrario do esperado, a injecdo intratecal de linfécitos
encefalitogénicos, ndo necessariamente causa desmielinizacdo (SUN e WEKERLE
1986). Portanto, varios outros tipos de células como os macréfagos, astrécitos e
microglias participam da reagao inflamatéria, que resulta no dano a mielina.

Apés a ruptura da barreira hemato-encefélica, linfécitos T sensibilizados
aos neuroantigenos migram dos linfonodos e reconhecem a mielina do SNC
através de apresentagdo feita principalmente pelos astrocitos e as células
microgliais (FONTANA, FIERZ e WEKERLE, 1984). Essas células expressam 0s
receptores para a porgao Fc das imunoglobulinas e moléculas de MHC de classe II.
Sao células fagocitarias e podem mediar o dano a mielina e aos oligodendrécitos
através da liberacdo de proteases e citocinas pro-inflamatérias ou ainda através de
reacdo oxidativa desencadeada pelos radicais livres.

No presente trabalho, estudamos o efeito da liberagao do 6xido nitrico
(NO) na evolugdo clinica da EAE induzida em camundongos C57Bl/6. Esses
camundongos sao normalmente resistentes a inducéao de EAE, no entanto, o fato de

peptideo de MOG 35-55 (MENDEL, et. al 1995) selecionar clones de linf6citos
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encefalitogénicos para essa linhagem, possibilitou o uso de animais geneticamente
modificados (knockout) para a iNOS. A utilizagdo desse grupo de animais permite
o estudo do NO sem as inconveniéncias da administra¢do dos inibidores de sintese
da iNOS.

Para confirmar a ndo expressdo de iNOS pelos camundongos KO para
essa enzima, macréfagos desses animais e de animais selvagens foram estimulados
com LPS, que sabidamente induz a expressao de iNOS. A figura 1b mostra
claramente que macréfagos de animais iNOS-/-, mesmo ap6s o estimulo com LFPS,
nao produzem iNOS, sendo que nos camundongos nao modificados geneticamente
observou-se a produgao normal dessa enzima.

A imunizagdo dos animais KO para iNOS com o epitopo encefalitogénico
da molécula de MOG, induziu uma doenca (EAE) muito menos grave que a
observada nos animais selvagens. A redugéo da gravidade clinica foi confirmada
pela diminuicdo do infiltrado inflamatério no SNC desses animais. Esses dados
sugerem, portanto, a participacdo do NO no processo inflamatério e
desmielinizante da EAE. A participa¢do do NO na EAE e EM ¢é polémica, havendo
relatos da ndo participagao, do efeito protetor ou ainda do agravamento da doenga
causada por esse mediador. E possivel que todas essas observagdes fagam sentido,
se analisadas nas diferentes fases clinicas da doenga.

A producdo de NO pode interferir em diferentes niveis da cascata
inflamatéria. Por exemplo, hé relatos de que o NO pode inibir a apresentagdo de

antigeno e conseqiientemente a proliferacdo linfocitdria (VAN DER VEEN, 2001,
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ALBINA E HENRY 1991), participando também da indugdo da apoptose de
linfocitos auto-reativos (ZETTL, et. al. 1997). O predominio desses mecanismos
limitam a reacdo inflamatéria e consequentemente a evolucdo da doenga. No
entanto, ha evidéncias de que a diminuicdo da liberagido do NO pode inibir o
recrutamento de células T e macréfagos para a lesdo inflamatéria (SICHER, et. al.
1994 e KUBES, et. al 1991), além de poder induzir apoptose dos oligodendrécitos, e
causar degradagdo direta da mielina, bloqueando a conducdo de impulsos
nervosos, contribuindo para perda de funges motoras (CROSS et. al. 1996).

O efeito do NO também foi estudado na resposta proliferativa de
linfécitos estimulados com o peptideo encefalitogénico. Significativa redugao da
resposta blastogénica de linfocitos foi observado nos animais KO para iNOS com
relacdo aos animais nao modificados geneticamente. Essas observagdes reforcam a
idéia sobre a cooperagdo das entre as células nos processos de desmielinizacéo. A
associacdo entre a producado do NO e a liberagdo de citocinas também foi analisada.
As evidéncias mostram que citocinas do tipo Thl ou proinflamaté6rias como IFNy e
TNFa contribuem no processo de desmielinizagéo, enquanto citocinas do tipo Th2
ou antiinflamatérias como IL4, IL10 e TGFP reduzem a reagdo inflamatéria
levando a remissdo da EAE (YOUNG, et. al. 2000). Essas citocinas sao
extremamente importantes na regulacdo da doenga tanto no modelo experimental,
como na esclerose multipla. No entanto, quando a sintese de IL1 e IL6 pelas células
dos linfonodos foi quantificada, ndo se observou alteracdo significativa tanto em

animais selvagens, como em animais iNOS -/- na fase aguda da EAE, contrastando
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com significativa redugédo na sintese dessas citocinas na fase crénica em ambos os
grupos experimentais. Citocinas do tipo Thl, como IFNy, amplificam a reacdo
inflamatéria uma vez que sio potentes estimuladoras dos macréfagos e indutoras
da produgdo de iNOS (YOUNG, et. al. 2000). Neste estudo, foi demonstrado
significativa redugao da sintese desta citocina, pelas células dos linfonodos, em
animais iNOS -/-, durante a fase aguda da doenga. Durante a fase crénica da EAE,
a sintese de IFNy pelas células do linfonodo de animais iNOS -/- ndo sofre
alteracdo, enquanto hé redugdo na producdo pelas células dos camundongos nao
modificados geneticamente. Nesses camundongos, a sintese de TNFa pelas células
dos linfonodos estd reduzida, de forma significativa, na fase aguda, enquanto
pode-se observar um grande nimero de células expressando essa citocina no sitio
inflamatério. Esses resultados sugerem que na fase aguda da doenga, as células
ativadas que produzem TNFo migram dos 6rgaos linféides periféricos para o sitio
inflamatério no sistema nervoso central. Os camundongos iNOS -/-, no entanto,
praticamente ndo apresentam células produzindo TNFa tanto nos érgéos linféides
periféricos, como no sistema nervosos central, na fase aguda da doenga. Essa
observacdo pode explicar a reducdo dos sinais clinicos da EAE, uma vez que o
efeito mielinotéxico do TNFa é bem descrito ( SELMA] et. al. 1991 e D'SOUZA, et.
al. 1996). A expressdo de TNFa na fase cronica, em ambos os grupos experimentais,
no sistema nervoso central é praticamente nula. Esses resultados demonstram a
importante participacdo do TNFa no processo de desmielinizacdo, reforgando

estudos anteriores que demonstraram a alta expressdo génica de TNFa no sistema
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nervoso central, durante a fase aguda da EAE (SELMA]J et. al. 1991, SELMA] et. al.
1995 e POLLAK, et. al. 2003).

Os dados apresentados mostram a associagao do TNFa e NO no processo
de degradacao da mielina, na fase aguda da doenca. A reducao desses mediadores
proinflamatérios na fase crénica da EAE pode ser explicada pelo aumento de
citocinas antinflamatérias como IL-4, IL-10 e TGFp. A recuperacao da EAE esta
associada a maior sintese das citocinas antiinflamatérias produzidas pelos
linfécitos Th2/Th3 (KHOURY et. al. 1992), essas mesmas citocinas inibem a
ativacio de macréfagos/microglias e a produgédo de NO (BORDERIE, et. al. 2002 e
OSWALD, et. al. 1992) reduzindo, conseqiientemente, a gravidade da doenga.

Os achados deste estudo demonstram o importante papel do NO em
associacio com o TNFa, na patogénese da EAE. Por um lado, citocinas
proinflamatérias sio indutoras de NO, amplificam a resposta inflamatéria e a
degradagdo da mielina. Por outro lado, a auséncia do NO diminui a intensidade da
reacio inflamatéria e conseqiientemente a liberacdo de citocinas envolvidas na
destruicdo da bainha de mielina, como o TNFa, resultando na reducao dos sinais
clinicos da EAE. Esse estudo reforca a participacdo dos macréfagos/microglias e
mediadores inflamatérios liberados por essas células na patologia da EAE, ainda

que essa doenca seja desencadeada por linf6citos T CD4*.
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CONCLUSOES

« O OXIDO NITRICO PARTICIPA DA RESPOSTA INFLAMATORIA NA

FASE AGUDA DA EAE.

e Houve significativa redugdo da gravidade da doenga, avaliada
tanto clinica, como histologicamente nos animais KO para iNOS,
quando comparado ao grupo de camundongos correspondentes,
nao modificados geneticamente.

e O NO interferiu na apresentacdo do antigeno, uma vez que 0s
animais KO apresentaram reducao da resposta proliferativa para
o neuroantigeno.

e O NO atua em associacdo com TNFa nas lesdes desmielinizantes,
pois animais KO para iNOS praticamente ndo produziram essa

citocina, no local da inflamacéo, na fase aguda da doenca.
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ABSTRACT

The involvement of inducible nitric oxide synthase (iNOS), which plays several roles in the
progression of autoimmune diseases was studied in iNOS knockout (KO) mice and wild type (WT)
controls for the Experimental autoimmune encephalomyelitis. The iINOS -/- mice presented a less
severe form of the disease than did the wild type control mice. Although the levels of TNFo
diminished in the periphery for both groups, an increase in the number of TNFo positive cells was
detected in the central mervous system during the acute phase of Experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE) induced in the WT mice, whereas no production of TNFo was detected in
the KO mice. These findings suggest that NO and TNFo contribute to pathogenesis during acute

EAE.



INTRODUCTION

Multiple sclerosis (MS) is the most common human demyelinating disease of the
central nervous system (CNS) [1]. Based on the fact that it shares similarities in relation to course of
the disease and histology, EAE has been used extensively as an animal model for MS [2]. EAE is a
Thl cell-mediated autoimmune disease induced by immunization with myelin components or by
adoptive transfer of autoreactive T cells. The Thl cells characteristically produce IL2, IFNy, TNFa
and lymphotoxin (TNFP), which participate in inflammatory reactions [3]. This leads to a
characteristic relapsing and remitting paralytic disease, in EAE model induced in mice [4].
Histological examination of the CNS reveals the presence of both a rich inflammatory mononuclear
cell infiltrate and demyelination resulting from bystander activation of resident microglia and
recruited, infiltrating monocytes[5].

Antigen-presenting cells generate the reactive oxygen and nitrogen species that
may damage different cell types including oligodentrocytes, leading to consequent damage of the
myelin sheet, thus resulting in demyelination and cell death. Despite knowledge about the induction
and regulation of NO production, the role of NO in tissue in demyelination is highly controversial.
While many investigators have concluded that NO is involved in the pathogenesis of EAE [6-14],
others have reported quite oppositing protective effects [15,16]. Constitutive neuronal NOS (nNOS)
and endothelial NOS (e NOS) participate in normal physiological events [17,18] whereas an excess
in NO production, via inducible nitric oxide synthase (INOS) may causes tissue damage. The iNOS
expression can be induced by a combination of factors, including the presence of lipopolysaccharide
(LPS), TNFa, IFNy, IL1 and PGE2 [19,20]. Recently we have demonstrated the upregulation of
iNOS during the acute form of EAE induced in Lewis rats [21]. Inducible NOS has also been

demonstrated in the brain of patients with MS associated with demyelinated plaques [22].



The present study was conducted to investigate the specific role of NO

induced by iNOS in the regulation of EAE in iNOS knockout C57BL/6 and wild-type mice.



MATERIALS AND METHODS

Animals

Six to eight-week-old female C57BL/6 and NOS2™"** mice (C57BL/6 iNOS(-/-) were obtained
from The Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine-USA). The animals were housed and maintained
pathogen free in the university animal facility. All procedures were carried out in accordance with
the guidelines proposed by the Brazilian Council on Animal Care and approved by the Ethical

Committee on Animal Experimentation (CEEA/UNICAMP).

Antigens and induction of EAE.

Each animal received a sc. injecion of 60 pg of MOG35-55 (N-
MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK-C) (Genemed Synthesis, CA, USA), emulsified in an equal
volume of complete Freund’s adjuvant containing 4 mg/ml of Mycobacterium tuberculosis H37TRA
(Difco, Detroit, MI, USA). Each animal received 200 ng/mouse of pertussis toxin ip. (List
Biochemicals, CA, USA), 0 and 2 days after immunization.

Clinical expression of the disease was graded on a clinical index scale of 0 to 5 as follows: grade 0,
no clinical signal, grade 1, limp tail; grade 2, hindlimb weakness; grade 3, plegia of both hind
limbs; grade 4, plegia of three or four limbs; grade 5, moribund.

Lymphocyte proliferative response:

Popliteal and inguinal lymph nodes were removed at 17 and 28 days post immunization, pooled,
and mechanically dispersed through a nylon mesh to isolate single-cell suspensions. The cells in
suspension were washed twice in Hanks solution and resuspended in RPMI 1640 with 2
Mercaptoethanol, and 5% heat-inactivated fetal bovine serum (Sigma Chemical Co. St.Louis, MO,
USA), prior to stimulate by 2 pg/mL of MOG:s.ss for 96h or 2,5 pg/mL of Concanavalin-A (Con-A)
for 72h. The cultures (2x10°cells /well) were pulsed with 1uCi Methyl *H thymidine (Amershan )

per well during the final 16 h, and were then harvested (Cell Harvester — Cambridge Technology,



MA, USA) with thymidine uptake measured in a scintillation counter (Beckman System CA,
USA).

Quantification of cytokines:

For quantification of IL 1, IL-6, IFNy, TNFa and IL10, commercial kits were used (BD-
Pharmingen, CA, USA). Briefly, 96-wells microtiter plates were coated with 1-2 pug/ml of capture
monoclonal antibody (mAb) for each cytokine in 0.1M NaHCO; (pH=8.5) ovemnight at 4°C.
Following blocking with 3% bovine serum albumin (BSA) in PBS at room temperature for 2 h,
samples and standard recombinant IL-1, IL-6, IFNy, TNFo and IL10 were added and incubated at
4" C. Then, 0.5-2.0 pg/ml of biotinylated detection mAb to mouse IL-1, IL-6, IFNY, TNFa, and
IL10,was added, followed by 1/400 avidin-peroxidase (Sigma Chem., MO, USA) the peroxidase
substrate was then added, and finally the stop solution for determination of the optical density at
492 nm.

Histology and Immunohistochemistry

Ten-micrometer sections were cut from snap-frozen spinal cords, removed from two groups of
mice (iNOS KO and Wild-Type) in acute and chronic phases of EAE; these sections were fixed on
silane-coated slides and rinsed in PBS three times. At this time, the sections were examined and the
inflammatory infiltrates identified by polarization microscopy. Following by pre-incubation for 1 h
in PBS containing 3% BSA/0.1% Tween, and followed by incubation overnight with in a humid
chamber at 4 C, with biotinnylated monoclonal antibody anti-TNFa (1:200). After several rinses
with PBS, the sections were incubated at room temperature for 1 hour with Avidin-FITC (1:100
BD-Pharmingem, CA - USA). The sections were then mounted in glycero/PBS (3:1) containing
1,4 diazabicyclo [2.2.2] octane (DABCO; Sigma, MO, USA) as an anti-fading agent.
Immunofluorescence was observed using a double-channel Bio-Rad laser confocal system (MRC

1024UV) mounted on an Axiovert 100 Zeiss inverted microscope equipped with Ar-Kr lasers.



Western Blot

The Wild-type and iNOS(-/-) mice were sacrificed, and peritoneal macrophages were
harvested. Cells were seeded (2 x10° cells) in 96-well plates and incubated for 1h at 37°C in a 5%
CO, atmosphere. Thereafter, the plates were washed, and the adherent macrophages were incubated
in the complete RPMI 1640 medium with and without lipopolysaccharide (LPS) (200 ng/ml) for 24
h.

After culture, the macrophages were homogenized in 200 pl of solubilization buffer (10%
Triton-X 100, 100 mM Tris pH 7.4, 10 mM sodium pyrophosphate, 100 mM sodium fluoride, 10
mM EDTA, 10 mM sodium vanadate, and 2 mM PMSF) for 30 s using a Polytron PT 1200 C
homogenizer (Brinkmann Instruments, NY, USA). The extract was centrifuged at 15,000 g, for 20
min, at 4 °C and the supernatant was used for the determination of protein. Aliquots containing 70
ng/mL of protein from the macrophages were run on 10% polyacrylamide gels. Proteins were then
transferred from the gels to nitrocellulose at 120 V for 2 h. Non-specific protein binding to
nitrocellulose was reduced by pre incubation with blocking buffer (5 % BSA, 10 mM Tris, 150 mM
NaCl, and 0.02% Tween 20) for 12 h at 4°C. The nitrocellulose membranes were then incubated for
4 h at 22°C with anti-INOS antibody (Santa-Cruz CA, USA). The blots were subsequently
incubated with 2 ng/ml secondary antibody conjugated HRP, and the Super Signal (Pierce MA,
USA) revelation solution bound to the antibodies was detected by autoradiography using Kodak
film.

Statistical Analysis

The statistical significance of the results was determined using a non-parametric

analysis of variance (Kruskal-Wallis test) and Mann-Whitney (U-test). A p value smaller

than 0.05 was considered to be significant.



RESULTS

Reduction of clinical signs of EAE in iNOS KO mice,

To examine the effect of iNOS on EAE, two groups of mice (7/group) were immunized with
MOG;s.ss/CFA.The incidence of EAE was 7 out of 7 for the two groups of mice, the mean
preclinical period before onset was 15 days for the iNOS(-/-) mice and 12 days for the wild type
controls with mean maximal scores of 1.29 + 0.48 and 3.43 = 0.78 KO for the wild type mice
respectively. A significant reduction (p<0.001) in the severity of EAE was observed in the iNOS (-
/-) mice in relation to WT controls mice, during the acute phase of the disease, whereas no
differences were observed in the chronic phase (Figure 1A). In order to confirm the absence of
iNOS in the iNOS KO mice, the production of iNOS by macrophages activated or not with LPS was
analyzed in both KO and WT mice. Figure 1B shows that no iNOS was produced by the iNOS KO
mice, even when the cells were previously stimulated with LPS.

Lymphocyte proliferative response

The lymphocyte proliferative responses to Con-A and MOG;s.55 peptide were evaluated in the four
groups: both wild-type and iNOS-/- in both acute phase and chronic phase (6 mice/group). In the
acute phase of disease, the iNOS(-/-) group demonstrated a proliferative response to MOGss.ss
(6025.0 = 427.03 cpm versus 10904.0 * 3643.48 cpm) significantly lower (p<0.01) than that
obtained in wild-type group respectively. No significant changes in response to Con A were
observed either type of mice (Figure 2A). In the chronic phase there was no significant change in
the lymphocyte proliferative response for either iNOS(-/-)or wild-type group when cells were

stimulated with either Con-A or MOG35-55 (Figure 2B).



Cytokines production by both KO mice and WT controls in acute and chronic phases of
EAE

Leukocytes were stimulated by MOG35-55 peptide and Con A, and the cytokines (IL-1, IL-6,
IL-10 TNF-o and IFN-y) production was quantified in the supernatant of the culture using a
capture ELISA assay. The supernatant from cells stimulated with the specific antigen (MOGss.
ss), were collected from four groups of mice: both wild-type and iNOS(-/-) in both acute and
chronic phases (7 mice/group). There were no differences in level of IL-1, IL-6, IL10 and TNF-
o produced in the supernatant during the acute and chronic phases for either kind of mice. The
IFN-y production of the KO mice reached significantly lower levels (p<0.01) than did that of
WT mice during the acute phase of the disease 1104.17 = 70.74 pg/ml versus 1691.54+ 299.00
pg/ml respectively; Figure 3A. During the chronic phase, there was a significant reduction of
this cytokine in the WT controls 548.41+ 59.87 versus 962.92 = 136.24 pg/ml respectively
(Figure 3B).

Immunohistochemical findings: In the acute phase of EAE, staining with monoclonal antibody for
TNF« in the inflammatory foci on the spinal cord of WT mice demonstrated a large number of
TNFo positive cells (Figure 4A); although hardly any such TNFa cells were observed in the tissue
of iNOS(~/-)(Figure 4B); In the chronic phase, however, no TNFo—positive cells were find in either
kind of mice (4C and 4D).

Histopathological findings: In the WT mice a large number of mononuclear cellular infiltrates were
observed, mainly in the perivascular space of the spinal cord, at the peak of the disease (4E). In the

iNOS(-/-) mouse group however, a smaller number of these infiltrates were observed (4F).
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DISCUSSION

Although EAE is considered a prototype for the T lymphocyte-mediated
autoimmune model, the pathogenesis of this disease is very complex, and it is realized that other
inflammatory cells, such as macrophages, microglias, and astrocytes, which produce nitric oxide
(NO) contribute to the myelin damage. The present study has shown that the severity of EAE is
significantly less in inducible nitric oxide synthase (iNOS ) KO mice.

One important advance for the study of experimentally-induced demyelination has
been the development of EAE in the resistant C57BL/6 mouse strain via immunization with MOG
35-55 peptide [23]. This permits the use of iNOS knockout C57BL/6 mice in the regulation of EAE,
thus providing more accurate results than those obtained with iNOS inhibitors. In order to confirm
the absence of iNOS production in such KO mice, macrophages from both these iNOS KO and WT
mice were stimulated with LPS, and the absence of iNOS was investigated by western blotting
analysis. Figure 1b clearly demonstrates that macrophages from INOS-/- mice did not produce
much iNOS, even when activated by the LPS, whereas the WT controls produced larger amounts of
this enzyme.

Apparently contradictory observations have accumulated from studies of iNOS in
EAE, including the question of whether NO contributes to protective effects or to myelin damage
and exacerbation of the disease; other studies have found no participation at all. T cell-mediated
brain inflammation, however, is controlled at several levels and NO production could theoretically
interfere at many different levels of the inflammatory cascade. For example, NO inhibits antigen
presentation and consequent T—cell proliferation [24,25], but its inhibition can also inhibit the
recruitment of both T cells and macrophages to a lesion [26,27], moreover, it can induces apoptosis
of autoreactive T cells, thus limiting their activation [28]. In the present study, a significant
reduction in the lymphocyte proliferative response to encephalitogenic peptides was observed when

the lymphocytes from iNOS -/- mice were evaluated during the acute phase of the disease; these
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observations reinforced the idea of the participation of NO in the T cell-mediated inflammatory
response.

Several studies have suggested that an excess of NO, which can be induced in
macrophages/microglias and astrocytes, by iNOS, can lead to myelin damage, as well as blocking
conduction in demyelinated axons, thus contributing to a loss of function. In the present paper, a
delay in the onset of EAE, as well as a reduction in the severity of the disease was observed in
iNOS KO mice. The NO association with inflammatory cytokines was also investigated. Evidence
indicates that proinflammatory cytokines produced by either monocytes/macrophages, glias cells or
Thl lymphocytes, such as IFN y and TNFa contribute to the demyelination process, whereas anti-
inflammatory cytokines such as IL 4, IL 10 and TGFP contribute to remission of EAE [29]. No
significant differences in relation to the production of cytokines such as IL1 and IL6 were observed
in the lymph nodes of KO and WT mice in the acute phase of EAE, although these results
contrasted with significant reduction observed in the production of these cytokines during the
chronic phase of the disease. Cytokines such as IFNy are known to induce the production of iNOS
[29]. In this study, we have demonstrated that in EAE, lymph nodes cells from iNOS KO mice
produce significantly less IFNy, during the acute phase of the disease than do corresponding wild
type controls; while the levels of IFNYy produced by the lymph node cells in these iINOS KO mice
reach normal or higher levels during the chronic phase of EAE.

In WT mice with EAE, TNFa was produced in reduced quantities in lymph node
cells, although in the CNS these quantity is greater. These results suggest that the TNFa- -
producing cells migrate from the peripheral organs to the CNS. The iNOS -/- mice, however,
produce practically no TNFa in the CNS, in the acute phase of the disease and this is associated
with a reduction in the severity of the EAE. Even less TNFa was found in the CNS, during the
chronic phase in both kinds of mice. These results show the importance of TNFx in the

demyelinating process, which is in agreement with previous observations demonstrating increases
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TNFo gene expression and production in the CNS tissues during the acute phase of EAE [30-32].
These present data show that TNFa and NO act synergistically in the causing of myelin damage,
which is agreement with previous observations of the destruction of myelin and oligodendrocytes
caused by these inflammatory mediators [30-32].

The reduction in proinflammatory mediators (TNFo) in the chronic phase of EAE
found in this paper are in agreement with those demonstrating a decrease in gene expression of
iNOS, and the proinflammatory cytokines known to induce iNOS during this phase of the disease
[32, 33].These observations can be explained by the increase in immunoregulatory cytokines such
as TGFP, IL4 and IL 10 previously reported in the recovery phase of EAE, since such cytokines are
known to inhibit activation of the macrophages/microglia and the production of NO [34,35], with a
consequent reduction of the severity of EAE.

Taken together, the evidence provide here suggests a pathogenic role for NO in
association with TNFa in the development of EAE. These results suggest that the production of NO
and TNFo are intimately associated. On the one hand, proinflammatory cytokines induce NO
production and amplify the inflammatory response, while on the other, in the absence of NO, as a
consequence, proinflammatory cytokine production it self, is diminished, resulting in a reduction in

demyelinating lesions.



13

ACKNOWLEDGMENTS

The authors would like to acknowledge the financial support from FAPESP (grant # 01/12827-0);
CNPq (grant 300375/84-87) and FAEP-UNICAMP; the collaboration of Linda Gentry El-Dash in
the linguistic revision of the manuscript and of Gislaine C. L. Brito for the technical assistance

provided are also recognized.



14

REFERENCES

[1]

(2]

[3]

[4]

(3]

(6]

(7]

(8]

B.H. Waksman, Demyelinating disease: evolution of a paradigm, Neurochem Res. 24 (1999)
491-495.

G.C. Suvannavejh, M.C. Dal Canto, L.A. Matis, S.D. Miller, Fas-mediated apoptosis in
clinical remission of relapsing experimental autoimmune encephalomyelitis, J. Clin. Invest.
105 (2000) 223-231.

V K. Kuchroo, C.A. Martin, J. M. Greer, S.T. Ju, R.A. Sobel, M.E. Dorf, Cytokines and
adhesion molecules contribute to the ability of myelin proteolipid protein-specific T cell
clones to mediate experimental allergic encephalomyelitis, 151 (1993) 4371-4382.

B.L. McRae, M.K. Kennedy, L.J. Tan, M.C. Dal Canto, S.D. Miller, Induction of active and
adoptive relapsing experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) using an
encephalitogenic epitope of proteolipid protein, J. Neuroimmunology 38 (1992) 229-240
A.M. al-Sabbagh, E.P. Goad, H.L. Weiner, P.A. Nelson, Decreased CNS inflammation and
absence of clinical exacerbation of disease after six months oral administration of bovine
myelin in diseased SJL/J mice with chronic relapsing experimental autoimmune
encephalomyelitis, J Neurosci Res. 45 (1996) 424-9..

J.E. Merrill, L.J. Ignarro, M.P. Sherman, J. Melimek, T.E. Lane, Microglial cell cytotoxicity
of oligodendrocytes is mediated through nitric oxide, J. Immunology 151 (1993) 2132-2141.
L. Bo, T.M. Dawson, S. Wesselingh, S. Mork, S. Choi, P.A. Kong, Induction of nitric oxide
synthase in demyelinating regions of multiple sclerosis brains, Ann Neurol. 36 (1994) 778-
786.

A.H. Cross, T.P. Misko, R.F. Lin, W.F. Hickey, J.L. Trotter, R.G. Tilton, Aminoguanidine, an
inhibitor of inducible nitric oxide synthase, ameliorates experimental autoimmune

encephalomyelitis in SJL mice, J. Clin Invest. 93 (1994) 2684-2690.



(%]

[10]

(11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

15

O. Bagasra, F.H. Michaels, Y.M. Zheng, L.E. Bobroski, S.V. Spitsin, Z.F. Fu, R. Tawadros,
H. Koprowski, Activation of the inducible form of nitric oxide synthase in the brains of
patients with multiple sclerosis, Proc Natl Acad Sci U S A, 92 (1995) 12041-12045.

D.C. Hooper, S.T. Ohnishi, R. Kean, Y. Numagami, B. Dietzschold, H. Koprowski, Local
nitric oxide production in viral and autoimmune diseases of the central nervous system, Proc
Natl Acad Sci U S A, 92 (1995) 5312-5316.

T.P. Misko, J.L. Trotter, A.H. Cross, Mediation of inflammation by encephalitogenic cells:
interferon gamma induction of nitric oxide synthase and cyclooxygenase 2, J. Neuroimmunol.
61 (1995) 195-204.

W. Zhao, R.G. Tilton, J.A. Corbett, M.L. McDaniel, T.P. Misko, J.R. Williamson, A.H.
Cross, W.F. Hickey, Experimental allergic encephalomyelitis in the rat is inhibited by
aminoguanidine, an inhibitor of nitric oxide synthase, ] Neuroimmunol. 64 (1996) 123-133.
M. Ding, M. Zhang, J.L. Wong, N.E. Rogers, L.J. Ignarro, R.R. Voskuhl, Antisense
knockdown of inducible nitric oxide synthase inhibits induction of experimental autoimmune
encephalomyelitis in SJL/J mice, J. Immunol. 160 (1998) 2560-2564.

J. Zielasek, S. Jung, R. Gold, F.Y. Liew, K.V. Toyka, H.P. Hartung, Administration of nitric
oxide synthase inhibitors in experimental autoimmune neuritis and experimental autoimmune
encephalomyelitis, J. Neuroimmunol. 58 (1995) 81-88.

S.R. Ruuls, S. Van Der Linden, K. Sontrop, 1. Huitinga, C.D. Dijkstra, Aggravation of
experimental allergic encephalomyelitis (EAE) by administration of nitric oxide (NO)
synthase inhibitors, Clin Exp Immunol. 103 (1996) 467-474.

D.P. Gold, K. Schroder, H.C. Powell, C.J. Kelly, Nitric oxide and the immunomodulation of
experimental allergic encephalomyelitis, Eur J Immunol. 27 (1997) 2863-2869.

W.B. Cowden, F.A. Cullen, M.A. Staykova, D.O. Willenborg, Nitric oxide is a potential
down-regulating molecule in autoimmune disease: inhibition of nitric oxide production

renders PVG rats highly susceptible to EAE, J Neuroimmunol. 88 (1998) 1-8.



(18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

16

C. Iadecola., Regulation of the cerebral microcirculation during neural activity: is nitric oxide
the missing link?, Trends Neurosei. 16 (1993) Jun; 206-214.

V.L. Dawson, T.M. Dawson, Nitric oxide in neuronal degeneration,
Proc Soc Exp Biol Med. 211 (1996) 33-40.

J.A. Langermans, M.E. Van der Hulst, P.H. Nibbering, P.S. Hiemstra, L. Fransen, R. Van
Furth, IFN-gamma-induced L-arginine-dependent toxoplasmastatic activity in murine
peritoneal macrophages is mediated by endogenous tumor necrosis factor-alpha, J Immunol.
148 (1992) 568-574.

S.A. Teixeira, G.M. Castro, F. Papes, M.L. Martins, F. Rogério, F. Langone, L.M.B. Santos,
P. Arruda, G. de Nucci, M.N. Muscara, Expression and activity of nitric oxide synthase
isoforms in rat brain during the development of experimental allergic encephalomyelitis, Mol.
Brain Res 99 (2002) 27-25

T. Gaillard, A. Mulsch, H. Klein, K. Decker, Regulation by prostaglandin E2 of cytokine-
elicited nitric oxide synthesis in rat liver macrophages,
Biol Chem Hoppe Seyler. 373 (1992) 897-902.

I. Mendel, N.K. de Rosbo, A. Bem-Nun, A myelin oligodendrocyte glycoprotein peptide
induces typical chronic experimental autoimmune encephalomyelitis in H-2b mice: fine
specificity and T-cell VP express of encephalitogenic T cells, Eur. J. Immunol. 25 (1995)
1951 1959.

R.C. van der Veen, Nitric oxide and T helper cell immunity, Internat. Immunopathology 1
(2001) 1491-1500.

J.E. Albina and W.L. Henry, Suppression of lymphocyte proliferation through the nitric oxide
synthesizing pathway, J Surg Res 50 (1991) 403—409.

S.C. Sicher, M.A. Vazquez and C.Y. Lu, Inhibition of macrophage Ia expression by nitric

oxide, J Immunol 153 (1994) 1293—-1300.



[27]

(28]

[29]

[30]

17

P. Kubes, M. Suzuki and D.N. Granger, Nitric oxide: an endogenous modulator of leukocyte
adhesion, Proc Natl Acad Sci USA 88 (1991) 4651-4655.

UK. Zettl, E. Mix, J. Zielasek, M. Stangel, H.P. Hartung and R. Gold, Apoptosis of myelin-
reactive T cells induced by reactive oxygen and nitrogen intermediates in vitro, Cell Immunol
178 (1997) 1-8.

D.A. Young, L.D. Lowe, S.S. Booth, M.J. Whitters, L. Nicholson, V.K Kuchroo, M.
Collins. IL-4, IL-10, IL-13, and TGF-beta from an altered peptide ligand-specific Th2 cell
clone down-regulate adoptive transfer of experimental autoimmune encephalomyelitis, J
Immunol. 164 (2000) 3563-72.

K. Selmaj, C.S Raine,., B.Cannella, C.F. Brosnan,. Identification of lymphotoxin and

Tumor Necrosis Factor in Multiple Sclerosis Lesions, J. Clin. Invest. 87 (1991) 949-954.

[31]

[32]

[33]

[34]

K.W. Selmaj, C.S. Raine, Tumor necrosis factor mediates myelin and oligodendrocyte
damage in vitro, Ann Neurol. 23 (1988) 339-46.

Y. Pollak, H. Ovadia, E. Orion, J. Weidenfeld, R. Yirmiya, The EAE-associated behavioral
syndrome: 1. Temporal correlation with inflammatory mediators, J Neuroimmunol. 137
(2003) 94-99.

M.Ahn, J.Kang, Y.Lee, K.Riu, Y Kim, Y.Jee, Y.Matsumoto, T. Shin, Pertussis toxin-induced
hyperacute autoimmune encephalomyelitis in Lewis rats is correlated with increased
expression of inducible nitric oxide synthase and tumor necrosis factor alpha, Neurosci Lett.
308 (2001) 41-44

D. Borderie, P. Hilliquin, A. Hernvann, H. Lemarechal, A. Kahan, C.J. Menkes, O.G.
Ekindjian, Inhition of inducible NO synthase by Th2 cytokines and TGFB in Rheurmatoid
arthritic synoviocytes: Effects on nitrosothiol production, Nitric Oxide: Biology and

Chemistry 10 (2002) 1-12.



19

FIGURE CAPTIONS

Figure 1. Clinical scores of EAE in mice iNOS KO and Wild type controls. The
mice were immunized with MOG 35-55 peptide and the disease was evaluated
(FigurelA). Identification of iNOS produced by macrophages stimulated or not
with LPS, from both iNOS KO mice and Wt controls, using the Western blotting

method (FigurelB).

Figure 2. Proliferative response of lymph node cells from iNOS KO mice and WT
controls, stimulated with MOG 35-55 peptide and Concanavalin A evaluated by the
3H Thymidine uptake in the acute (Figure2A) and chronic phases (Figure 2B). The

results are representative of eight experiments.

Figure 3. Production of cytokines in the supernatant of leukocytes stimulated with
Con A or MOG 35-55 peptide. Lymph node cells from iNOS KO mice or WT
controls in acute (Figure 3A) or chronic phase (Figure 3B) were stimulated in vitro
and the cytokines production quantified in the supernatant using ELISA assay. The

results are representative of eight experiments.

Figure 4. Production of TNFa on spinal cord section from iNOS KO mice and WT
controls. Spinal cord sections were obtained from Wild type mice (A) and iNOS
KO mice (B), during the acute and chronic phases of the disease (C and D
respectively). The sections were staining using monoclonal antibody which
identified TNFo.. Identification of inflammatory infiltrates in the spinal cord from
C57Bl/6 (WT) mice (E) and iNOS KO mice (F). Analysis performed by a double-

channel Bio-Rad laser confocal system.
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