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EXPRESSAO DE MOLECULAS IMUNORREGULADORAS EM RINS
NAO-FUNCIONANTES COM REJEICAO AGUDA

Detection of immunoregulator molecules inside non-functional kidney allografts
upon a rejection episode.

Erika Lamkowski Naka', Viviane Campos Ponciano', Erika Bevilaquia Rangel’, Marcos Anténio Cenedeze’,
Alvaro Pacheco-Silva', Niels Olsen Saraiva Camara'?

RESUMO

Introducéo: Tim-3 ¢ uma proteina de membrana com fungéo inibitoria, presente em linfocitos Thl. Seu ligante recentemente identificado,
a galectina-9, é expresso em alguns subtipos de linfocitos, e também pode ser induzido por citocinas inflamatdrias em células endoteliais
e fibroblastos. Juntamente com as células T CD4+CD254, essas moléculas exercem uma func¢ao reguladora da resposta imune. O fator de
transcricdo FOXP3 esta relacionado aos linfocitos T reguladores CD4+CD25+. Objetivo: Avaliar a presenca de moléculas relacionadas
a resposta imune reguladora intra-enxerto renal durante episddio de rejei¢do. Material e Métodos: Os niveis de RNA mensageiro para
moléculas representativas da resposta imune reguladora (Tim-3, galectina-9 e FOXP3) e da resposta imune citotoxica (perforina, granzima
B e interferon-y) foram quantificados pelo método de reacdo em cadeia da polimerase em 24 amostras de produtos de enxertectomia, com
0s seguintes diagndsticos: rejeigdo aguda ndo-vascular (n=5), rejeicdo aguda vascular (n=14) e perda de causa ndo-imune (n=5, como
controle). Resultados: A diferenca encontrada entre as medianas dos grupos controle e de rejei¢do aguda vascular foi estatisticamente
significante para todas as moléculas avaliadas: p=0,024 para galectina-9, p=0,008 para Tim3, p=0,005 para FOXP3, p=0,008 para perforina
e interferon-v, e p=0,003 para granzima B. Conclusdo: Esse padrao sugere que o desenvolvimento da resposta imune é um evento dindmico,

com expressdo de moléculas e recrutamento de células com fungdes diferentes, citopatica e reguladora.
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INTRODUCAO:

No transplante, o drgdo enxertado é fonte de diversos antigenos,
0s quais sdo reconhecidos como ndo-préprios pelo sistema
imunolégico. A rejeicdo aguda acontece quando uma resposta
contra esses antigenos estranhos se desenvolve.!

A homeostase do sistema imune depende de um equilibrio constante
entre uma resposta pro-inflamatdria necessaria para a defesa
do organismo contra antigenos estranhos e os mecanismos de
regulacéo dessa resposta, importantes para o controle da mesma.
O desenvolvimento de algumas doengas auto-imunes parece estar
relacionado a quebra desse equilibrio.? Essa regulagdo ocorre
de diversas maneiras, como, por exemplo, por barreiras fisicas,
anergia, delecdo clonal ou pela acdo de células reguladoras.®
Todos esses mecanismos agindo isoladamente ou em conjunto,
sdo capazes de impedir uma resposta imune exagerada ou contra
antigenos proprios.

A molécula Tim-3 e seu ligante recém descoberto, a galectina-9,
fazem parte dessa resposta imune reguladora. O Tim-3 é uma
molécula de superficie, expressa predominantemente em linfocitos
da resposta celular do tipo Thl, produtores de citocinas pro-
inflamatérias.* A galectina-9 pertence a uma familia de lecitinas
enddégenas com afinidade para alguns residuos especificos
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de carboidratos.® Diferentes moléculas dentro dessa familia
desempenham papéis imunolégicos distintos relacionados tanto
a atividade pré-inflamatoria quanto reguladora.b A galectina-9
é encontrada em linfécitos T ativados’ e sua expressdo pode ser
induzida em outras células, como fibroblastos e células endoteliais,
pela agdo do IFN-7.8° A ligagdo do Tim-3 com a galectina-9 resulta
em morte dos linfocitos Thi, provavelmente por um mecanismo que
envolva necrose-apoptose.’® A expressdo aumentada de galectina-9
sob estimulo pro-inflamatorio sugere uma auto-regulacdo da
resposta Thl, visto que o IFN-y é produzido principalmente por
esse subtipo de linfdcitos.

O fator de transcricdo FOXP3 é encontrado em células T reguladoras
CD4+CD25+ naturais provenientes do timo.* Essas células séo
capazes de inibir a atividade de outros linfdcitos, por mecanismos
ainda ndo completamente esclarecidos, mas que aparentemente
envolvem a regulacdo transcricional do gene da IL-2.12 Além
da presenca nas células Treg de origem timica, a expressdo de
FOXP3 também pode ser induzida em linfocitos CD4+CD25- na
periferia, sob estimulo de algumas citocinas, como o TGF-p.13%
Em camundongos, a inducdo da expressdo de FOXP3 confere aos
linfécitos uma funcdo reguladora semelhante as Tregs naturais, >
porém, foi demonstrado recentemente em humanos que esse fator
de transcricdo pode estar presente em linfocitos T ativados, ndo
reguladores.”

O papel desses mecanismos reguladores no contexto do transplante
de 6rgaos ndo estd totalmente esclarecido. Estudos experimentais
com células Tregs demonstraram uma agdo protetora ao enxerto,
possibilitando o desenvolvimento de um estado de tolerdncia
imunolégica.’® Porém, como esses mecanismos imunorreguladores
se comportam durante um episodio de rejei¢do aguda ainda precisa
ser elucidado. Dados anteriores do nosso grupo demonstraram
maior deteccdo das moléculas FOXP3 * e TIM3 2 dentro do
enxerto renal durante um episodio de rejeicdo, e esse aumento
foi maior em rejeicBes mais graves. Todavia, essas alteracdes
quantitativas podem nao se refletir numa melhora da fungdo. O
objetivo do presente estudo foi analisar em conjunto a presenca de
moléculas indicativas de resposta imuno-reguladora com moléculas
indicativas da resposta citopatica.

MATERIAL E METODOS

Desenho do Estudo

Foram estudadas 24 amostras de produtos de enxertectomias renais.
Todas foram submetidas a analise histolégica por um patologista, € o
diagnostico de rejeicao foi dado seguindo os critérios estabelecidos
pela classificagdo de Banff'97.2* O grupo denominado rejeicdo aguda
ndo-vascular (RANV, n=5) corresponde aos graus la, Ib e lla, e
0 grupo rejeicdo aguda vascular (RAV, n=14) aos graus Ilb e 1.
Essas amostras compreendem tanto casos que ndo responderam ao
tratamento imunossupressor, como rejei¢des agudas sobrepostas a
nefropatia cronica ap6s redugdo da imunossupressao com o retorno
do paciente ao tratamento dialitico. A nefropatia cronica do enxerto
estava presente em duas amostras do grupo RANV e em nove
amostras do grupo RAV. Foram usados como controle produtos
de enxertectomia com perda devido & falha técnica (trombose).
Esse grupo foi denominado de perda por causa ndo-imune (PCNI,
n=5). Foram analisadas também quatro amostras de bidpsia
protocolar normal, porém, ndo houve nessas amostras amplificacdo
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dos transcritos das moléculas FOXP3 e Galectina-9, ndo sendo,
portanto, um controle valido para a técnica utilizada. Todas as
amostras foram mantidas em RNAlater a temperatura de -80°C.
Esse trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica.

Quantificacédo relativa do mRNA por RT-PCR em tempo real

O RNA total foi purificado por extragdo pelo TriZol (Invitrogen,
California, EUA), de acordo com as instrucBes do fabricante.
Ap0s extracao, as amostras foram tratadas com DNAse (Promega,
WI, EUA) para a remogdo do DNA genémico. A transcricdo
reversa do RNA foi obtida usando primers oligo-dT (Invitrogen,
Califérnia, EUA) e MMLV (moloney murine leukemia virus)
como enzima de transcriptase reversa (Promega, W1, EUA). O
cDNA foi amplificado com ABI PRISM 7700 Sequence Detection
System (PerkinElmer, Norwalk, CT) usando o método de 5'-
nuclease (TagMan, Applied Biosystems, Foster City, EUA). Todos
os primers foram fornecidos pela Applied Biosystems (Foster
City, EUA): ciclofilina A, galectina-9 e FOXP3 por Assays-on-
demand TM gene expression assays; GAPDH, Tim-3, granzima
B, perforina e IFN-gama por Assays-by-Design Service for Gene
Expression Assays. Em todas as sondas foi utilizado FAM como
corante. As seqiiéncias dos primers e probes obtidos por Assays-
by-Design foram Tim-3: FAM probe, 5-CCAGGCATAATGAATG
- 37; forward primer, 5-TGCTGCCGGATCCAAATC-3;
reverse primer, 5-GGTTTGATGACCAACTTCAGGTTAA-
3’; IFN-y: FAM probe, 5'-AGGAGAGTGACAGAAAA- 3
forward primer, 5-TTAGGCATTTTGAAGAATTGGAAAG- 3
reverse primer, 5-GGAGACAATTTGGCTCTGCATTAT- 3.
perforin: FAM probe, 5’-TCGAGGCCCAGGTCA-3’; forward
primer, 5’-GAGGTGGAGGACTGCCTGACT-3’; reverse
primer, 5’-CTGCCGTGGATGCCTATGT-3". granzima B:
FAM probe, 5’-AGGTGAAGCCAGGCA-3’; forward primer,
5-CCCTCAGGCTACCTAGCAACAA-3’; reverse primer, 5’-
CCGGCCACACTGCATGT-3". As sequéncias dos primers e
probes por Assays-on-demand ndo séo fornecidos pelo fabricante.
Os niveis de RNA mensageiro (mnRNA) dos genes de interesse
foram todos uniformizados inicialmente para a expressdo do gene
endogeno (ciclofilina A) e, ap0s, de forma relativa a um calibrador
(média aritmética dos valores de Ct da Ciclofilina A). Os resultados
foram expressos como 2 -PP¢Y onde DDCt corresponde a (Ctsenepe
interesse - Cleicio)amostra/( Cteene oe interesse - CleicLo)referéncia.

Analise estatistica

Foram usados testes t de Student ou Mann-Whitney U-test, quando
apropriado, para a comparacao das varidveis continuas. As variaveis
categdricas foram analisadas pelo teste exato de Fisher. Valores
abaixo de 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
Para a analise de correlagao foi utilizado o coeficiente de correlagao
de Pearson.

RESULTADOS

Caracteristicas dos pacientes estudados

Dos pacientes estudados, 14 (58%) eram do sexo masculino e dez
(42%) do sexo feminino. Doze (50%) receberam transplante de
doador falecido. A idade média dos pacientes foi de 34,2+11,9 anos
paraPCNI, 35,6+11,4 anos para RACNYV e 36,7+11,1 anos para RAV.
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Os sete pacientes com diagnéstico de rejeicdo aguda resistente
ao tratamento (trés no grupo RACNYV e cinco no grupo RAV)
encontravam-se em uso de esquema triplo de imunossupressao:
um inibidor da calcineurina (ciclosporina ou tacrolimos), um
corticosteroide (prednisona) e um inibidor da sintese de purinas
(micofenolato mofetil ou micofenolato s6dico) ou azatioprina. Como
tratamento da rejei¢do aguda, esses pacientes receberam solumedrol
1g EV efou anticorpos anti-lifociticos poli ou monoclonais. Os
pacientes com rejei¢do aguda sobreposta a nefropatia cronica do
enxerto (dois no grupo RACNYV e nove no grupo RAV) ndo estavam
em uso de imunossupressores ou recebiam somente prednisona em
baixas doses. (tabela 1).

Tabela 1: |/dade, sexo, tipo de doador, tempo até a realizagdo da
enxertectomia e nimero de pacientes que receberam tratamento especifico
para rejeigdo aguda:

Grupo Idade do Receptores Doador Tempo até  Pacientes
receptor do sexo falecido aenxertec- que
(média masculino  n(%) tomia receberam
+DP) n(%) em dias tratamento
(medianas) especifico
para
rejeicao
aguda
ll(o/u)
PCNI 34.2+11.9 2(40%) 3(60%) 14 -
RACNV 35.6+11.4*  3(60%)% 2(40%) 281§ 2(40%)
RAV 36.7+1111  9(64%)t 7(50%) 1189)| 5(35%)1

PCNI- perda de causa ndo imune; RACNV - rejeicdo aguda ndo vascular;
RAV — rejeicdo aguda vascular

* p=0.854 (para PCNI e RACNV por teste t de Student)

, p=0.675 (PCNI e RAV por teste t de Student)

p=1 (PCNI e RACNV e PCNI e RAV por teste exato de Fisher)
p=0.032 (PCNI e RACNV por teste t de Student)

p=0.021(PCNI e RAV por teste t de Student)

p=1 (RACNV e RAV por teste exato de Fisher)

0+ =+

_a_

Expressdo de moléculas relacionadas a resposta imune
citotéxica

Para analise da resposta imune citotoxica foram utilizadas as
seguintes moléculas: granzima B, perforina e IFN-y. A expressdo
do mRNA dessas moléculas foi maior em pacientes com diagndstico
derejei¢do. Especificamente, os valores das medianas da expressao
do mRNA da granzima B foram 3 para o grupo controle e 1282,9
para 0 grupo com rejeicdo aguda (p=0,003); da perforina 7,4 para
0 grupo controle e 567,3 para o grupo com rejei¢éo (p=0,013) e de
IFN-y 49,6 para o controle e 249,3 para a rejeicdo (p=0,034) (figura
1). Quando separamos 0s grupos de acordo com a gravidade da
rejeicdo, as medianas de expressdo dos transcritos encontradas
foram: granzima B — 3 para o grupo PCNI, 369,6 para RACNV e
1305,1 para RAV (p=0,003 para PCNI e RAV); perforina— 7,4 para
PCNI, 403,5 para RACNYV e 797,8 para RAV (p=0,008 para PCNI
¢ RAV) e IFN-y — 49,6 para PCNI, 31,4 para RACNV ¢ 435,5 para
RAV (p= 0,008 para PCNI e RAV) (figura 2).

Como alguns pacientes dos grupos com rejei¢do aguda apresentavam
nefropatia crénica do enxerto concomitante (2 no grupo RACNV
e 9 no grupo RAV), as amostras foram separadas de acordo com
a presenga ou auséncia de nefropatia cronica (figuras 3 e 4). Os
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Figura 1. Gréfico tipo box plot demonstrando os valores dos percentis
10, 25, 50 (mediana), 75 e 90 para os niveis de mRNA das moléculas
reguladoras Tim-3, galectina-9 e FOXP3 e das moléculas pro-inflamatdrias
granzima B, perforina e IFN-y. Para todas as moléculas estudadas, a
diferenca entre o grupo controle e rejeicdo apresentou significancia
estatistica (p<0,05).
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valores das medianas dos transcritos obtidos nas amostras sem
evidéncia de nefropatia cronica foram: 3 para o grupo controle e
173,6 para o grupo com rejeicdo aguda de granzima B (p=0,02);
7,4 para o grupo controle e 50,1 para o grupo com rejeicdo aguda
da perforina (p=0,17) e 49,6 para o controle e 61,5 para o grupo de
rejei¢do de [IFN-y (p=0,27). Quando os grupos foram separados de
acordo com a gravidade da rejeicéo, as medianas de expressdo dos
transcritos encontrados foram: granzima B — 3 para o grupo PCNI,
10,9 para RACNYV e 206,8 para RAV; perforina — 7,4 para PCNI,
4,9 para RACNYV e 60,4 para RAV e [FN-y — 49,6 para PCNI, 23,2
para RACNV e 83,9 para RAV. Nas amostras com evidéncia de
nefropatia cronica do enxerto concomitante com rejei¢do aguda, 0s
valores encontrados das medianas foram: 3 para o grupo controle e
2169,2 para 0 grupo com rejeicdo aguda de granzima B (p=0,002);
7,4 para o grupo controle e 896,3 para 0 grupo com rejeigdo aguda
da perforina (p=0,001) e 49,6 para o controle e 465,3 para 0 grupo
com rejeicao de IFN-y (p=0,01). Novamente, essas amostras foram
separadas de acordo com a gravidade da rejeicdo e as medianas
encontradas de expressdo dos transcritos foram: granzima B — 3
para o grupo PCNI, 2450,5 para RACNV e 2169,2 para RAV,
perforina— 7,4 para PCNI, 742,3 para RACNYV e 1408,3 para RAV
e [FN-y — 49,6 para PCNI, 191,9 para RACNYV e 786,7 para RAV.

Expressao de moléculas relacionadas a resposta imune
reguladora

Foi estudada a expressdo relativa do mRNA das moléculas
Tim-3, galectina-9 e FOXP3 para a analise da resposta imune
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Figura 2. Gréfico tipo box plot demonstrando os valores dos percentis
10, 25, 50 (mediana), 75 e 90 para os niveis de mRNA das moléculas
reguladoras Tim-3, galectina-9 e FOXP3 e das moléculas pro-inflamatdrias
granzima B, perforina e IFN-y. A diferenca entre as medianas dos grupos
perda de causa nao imune (PCNI) e rejeicdo vascular (RAV) para todas as
moléculas estudadas alcangou significancia estatistica.
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reguladora. De maneira semelhante & demonstrada para resposta
imune citotoxica, a expressdo do mRNA dessas moléculas
foi maior em produtos de enxertectomia com diagnostico de
rejeicdo aguda. As medianas da expressdo de Tim-3 foram: 2,7
para o grupo controle e 57 para o grupo com rejeicdo aguda
(p=0,007), de galectina-9 0,8 para o controle e 2 para rejeicdo
aguda (p=0,065) e de FOXP3 1 para o controle e 3,5 para rejei¢do
(p=0,019) (figura 1). lgualmente, quando os grupos foram
separados de acordo com a gravidade da rejeigdo, 0s niveis de
expressdo das moléculas reguladoras foram maiores em rejeigdes
mais graves. Os valores das medianas de Tim-3 foram 2,7 para
o grupo PCNI, 22 paraRACNV e 68,9 para RAC (p=0,008 para
PCNI e RAV) e de Galectina-9 0,8 para PCNI, 0,6 para RACNV
e 2,1 para RAV (p=0,024 para PCNI e RAV). Para FOXP3 as
medianas foram 1 para PCNI, 1,4 para RACNV e 4,2 para RAV
(p=0,005 para PCNI e RAV) (figura 2).

Essas amostras também foram separadas de acordo com a presenca
ou auséncia de nefropatia cronica do enxerto (figura 3 e 4). As
medianas encontradas nas amostras sem evidéncia de nefropatia
crbnica foram: 2,7 para o grupo controle e 17,7 para 0 grupo com
rejeicdo aguda de Tim-3 (p=0,06); 0,8 para o grupo controle e 2,1
para o grupo com rejei¢do aguda de galectina-9 (p=0,12) e 1 para
o controle e 1,9 para o grupo rejei¢do de FOXP3 (p=0,12). Quando
os grupos foram separados de acordo com a gravidade da rejeigao,
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Figura 3. Grafico tipo box plot demonstrando os valores dos percentis
10, 25, 50 (mediana), 75 e 90 para os niveis de mRNA das moléculas
reguladoras Tim-3, galectina-9 e FOXP3 e das moléculas pro-inflamatdrias
granzima B, perforina e IFN-y em amostras sem evidéncia de nefropatia
crénica do enxerto concomitante. Para todas as moléculas estudadas,
a diferenga entre o grupo controle e rejeicdo apresentou significancia
estatistica (p<0,05).
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as medianas de expressao dos transcritos foram: Tim-3—2,7 para o
grupo PCNI, 9,4 para RACNV e 19,3 para RAV; galectina-9 - 0,8
para PCNI, 0,4 para RACNV e 2,9 para RAV e FOXP3 — 1 para
PCNI, 1,9 paraRACNYV e 2 para RAV. Nas amostras com evidéncia
de nefropatia crénica do enxerto concomitante com rejeicdo aguda,
os valores das medianas foram: 2,7 para o grupo controle e 145,2
para o grupo com rejeicdo aguda de Tim-3 (p=0,001); 0,8 para o
grupo controle e 1,3 para o grupo com rejeicdo aguda de galetina-9
(p=0,12) e 1 para o controle e 13,1 para o grupo rejeicao de FOXP3
(p=0,01). De maneira semelhante, essas amostras foram separadas
de acordo com a gravidade da rejeicéo, e os valores das medianas
de expressdo dos transcritos foram: Tim-3—2,7 para o grupo PCNI,
99,7 paraRACNV e 163,1 para RAV; galectina-9 — 0,8 para PCNI,
0,9 para RACNV e 1,8 para RAV e FOXP3 1 para PCNI, 0,7 para
RACNYV e 49,4 para RAV.

Correlacdo entre a expresséo de Tim-3 e galectina-9

As analises dessas duas moléculas demonstram uma correlagdo
positiva entre os niveis de expressdo da galectina-9 e de Tim-3
(r=0,526; p=0,016). Também existiu correlacdo entre a expressdo
de Tim-3 e de moléculas pro-inflamatorias (figura 5). Nao houve
correlagdo entre os niveis de expressdo de galectina-9 e IFN-y.
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Figura 4. Gréfico tipo box plot demonstrando os valores dos percentis
10, 25, 50 (mediana), 75 e 90 para os niveis de mRNA das moléculas
reguladoras Tim-3, galectina-9 e FOXP3 e das moléculas pré-inflamatdrias
granzima B, perforina e IFN-y em amostras com evidéncia de nefropatia
crénica do enxerto concomitante. Para todas as moléculas estudadas,
a diferenga entre o grupo controle e rejeicdo apresentou significancia
estatistica (p<0,05).
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DISCUSSAO

A resposta imune é um processo dindmico, e os fatores pro-
inflamatdrios sdo contrabalanceados por mecanismos reguladores,
0s quais sdo capazes de evitar uma resposta exagerada a um
antigeno estranho ou contra um antigeno proprio. Nossa hipotese é
que essa homeostase também é mantida no contexto do transplante
de drgdos, e que a rejei¢do aguda ocorre quando esse equilibrio é
quebrado, favorecendo a resposta pro-inflamatoria.

A presenca de moléculas relacionadas a resposta imune citotdxica
ja foi demonstrada em amostras de tecido de enxertos renais,?
em leucdcitos de sangue periférico® e em urina??® de pacientes
transplantados renais, e houve concordancia entre esses achados
e o diagnostico de rejeicdo aguda. Transcritos relacionados
a resposta imune reguladora também foram descritos. A
presenca de FOXP3 foi demonstrada em urina de pacientes com
rejeicdo aguda,?® assim como em bidpsias?”? e em produtos
de enxertectomia renais,® porém nem todos os estudos foram
capazes de correlacionar esse achado a uma melhor evolugdo. A
deteccdo de FOXP3 ¢ fortemente sugestiva da presenca de Treg,
apesar dessa molécula também estar presente em células ativadas
incapazes de regular a resposta imune.t”
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Figura 5: Correlagao entre os niveis de mRNA de Tim-3 com seu ligante,
a galectina-9, e com as moléculas pro-inflamatdérias IFN-y, granzima B e
perforina.
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O Tim-3 também ja foi detectado em urina de pacientes
transplantados durante rejeicdo aguda 2° e também em produtos
de enxertectomia renal.?® A participacdo dessa molécula na
regulacdo da resposta Thl foi inicialmente determinada em um
modelo experimental de encefalomielite.* O bloqueio do Tim-3
nesse modelo resultou em piora dos padrdes clinicos e patoldgicos
da doenca.

A identificagdo de moléculas reguladoras da resposta imune néo se
traduz necessariamente em ganho funcional. Sendo a galectina-9 o
ligante do Tim-3, a identificacdo da primeira corrobora com uma
maior funcéo reguladora da resposta Thl. A deteccdo de galectina-9
foi maior em enxertos com rejei¢des mais graves, o que pode ser
uma evidéncia de que o desenvolvimento dessa funcédo reguladora
ndo ¢é suficiente para evitar uma resposta citotoxica agressiva ao
enxerto que resulte em perda do 6rgdo. Apesar da expressao da
galectina-9 poder ser induzida pelo IFN-y, no presente estudo ndo
houve correlacdo entre os niveis dessas duas moléculas.

A interpretacdo dos resultados deste estudo requer alguns cuidados.
A classificagdo de rejeicdo aguda vascular e ndo vascular foi
baseada exclusivamente em critérios histo-morfolégicos, ndo
tendo sido realizada analise imunohistoquimica para presenga de
C4d, atualmente o marcador mais fidedigno do envolvimento de
anticorpos no processo de rejei¢do.® Portanto, tanto o envolvimento
da resposta imune humoral no processo de rejeicdo aguda vascular
quanto sua relacdo com as moléculas estudadas ndo puderam ser
avaliados no presente estudo.

Como grupo controle, foram utilizadas amostras de rim néo
funcionante em decorréncia de isquemia aguda (trombose arterial e/
ou venosa). A isquemia, per se, é capaz de desencadear uma resposta
imune. Além disso, o tempo decorrente até a retirada do enxerto
nesses pacientes foi significantemente menor quando comparado
aos grupos RANV e RAV. Conseqlientemente, o tempo de
exposicédo dos aloantigenos ao sistema imune do receptor foi menor,
0 que pode influenciar tanto a resposta imune citopatica quanto
a regulatéria. De maneira semelhante, esse grupo ndo recebeu



Expressdo de moléculas imunorreguladoras em rins ndo-funcionantes com rejeicdo aguda

tratamento imunossupressor especifico para rejeigdo aguda, e ndo
havia evidéncia de nefropatia cronica do enxerto nessas amostras. A
influéncia desses dois outros fatores no desenvolvimento da resposta
imunolégica deve ser considerada. As amostras obtidas de rim ndo-
funcionante em decorréncia de isquemia aguda foram escolhidas
como grupo controle, pois dois dos transcritos de interesse, FOXP3
e Galectina-9, ndo foram detectados em amostras de tecido normal
obtidas de bidpsias protocolares, possivelmente devido a menor
quantidade de material disponivel para o estudo, se comparando
com as amostras obtidas de produtos de enxertectomias.

Outra possivel fonte de viés no presente estudo € a presenca de
nefropatia cronica do enxerto em um numero significativo de
amostras (2 do grupo RACNV e 9 do grupo RAV). A nefropatia
cronica do enxerto envolve alteragdes tanto de causas ndo-
imunoldgicas quanto imunolégicas;* portanto, sua influéncia
sobre o desenvolvimento tanto da resposta citotoxica quanto da
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resposta imuno-reguladora deve ser considerada. De fato, quando
analisamos separadamente as amostras de acordo com a presenga ou
auséncia de nefropatia cronica do enxerto, a significincia estatistica
ndo se manteve para todas as moléculas.

CONCLUSAO

Neste estudo, n6s demonstramos que o ligante de Tim-3, a Galectina-9,
é encontrada em produtos de enxertectomia renal com diagndstico
de rejeicdo, e que sua expressdo se relaciona com a gravidade da
mesma. Houve correlagdo entre os niveis de Tim-3 e galectina-9,
sugerindo aumento da fung&o reguladora da resposta Thl durante a
resposta imune citotoxica. No momento, mais estudos sdo necessarios
para esclarecer os mecanismos envolvidos nessa regulacéo, e, mais
importante, quais desses mecanismos podem ser capazes de bloquear
um episodio de rejeicdo aguda ao érgéo transplantado.

ABSTRACT

Introduction: Tim-3 is a Thl lymphocytes membrane protein with inhibitory function. Its ligand, the galectin-9, was recently identified,
and it is expressed in some lymphocytes population. In addition, endothelial cells and fibroblasts can also express the galectin-9, according
to the local cytokine milieu. These molecules, together with the CD4+CD25+ T lymphocytes, act as important regulatory tools to the
immune system. FOXP3 is a transcription factor associated to the regulatory CD4+CD25+ T cells. Purpose: To assess the expression of
these immunoregulator molecules inside kidney allografts during acute rejection episodes. Methods: By using a quantitative polymerase
chain reaction assay, we measured the levels of the RNA messenger for Galectin-9, Tim-3 and FOXP3, in 24 sampling attained from
allograft nephrectomy for acute nonvascular rejection (n=5), acute vascular rejection (n=14) or loss due to a nonimmune cause (n=5, as
control). The granzyme B molecules, perforin and interferon-gamma were also analyzed, since they represent host-driven immune response.
Results: Median mRNA levels of all immunoregulator as well as cytolytic molecules correlated to the severity of the rejection: p=0.024 for
galectin-9, p=0.008 for Tim3, p=0.005 for FOXP3, p=0.008 for perforin and interferon-gamma; and p=0.003 for granzim B. Conclusion:
Among all the studied molecules, MRNA levels were higher inside allografts which presented more severe rejection. This data suggest the
immune response is a dynamic process, and it involves both cytopathic and regulatory mechanisms. The acute rejection episode could be

consequence of a disproportion in such response.

Keywords: Kidney Transplantation, Graft Rejection, Immune Tolerance
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