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METODOS MOLECULARES NO DIAGNOSTICO NAO INVASIVO DA REJEICAO AGUDA EM
TRANSPLANTES RENAIS.
Molecular methods in non-invasive diagnosis of acute rejection in kidney transplants.

Gabriel Joelsons', Tuany Domenico’, Roberto Ceratti Manfro’?

RESUMO

O transplante renal ¢ atualmente o tratamento de escolha para pacientes com doenga renal croénica em estagio terminal. Dentre as
complica¢des decorrentes do transplante, a rejeicdo aguda é considerada uma das principais, sendo a biépsia o padrdo ouro para
seu diagndstico. Por ser um procedimento invasivo e potencialmente deletério, buscam-se novos marcadores para o diagndstico
desse quadro. As ferramentas diagndsticas ndo invasivas apresentam diversas vantagens, que incluem principalmente a possibilidade
de uso frequente e sequencial, facilitando a avaliagdo do estado imune do receptor. Nesta revisdo, apresentam-se os métodos e as
vantagens dos mesmos que estdo sendo empregados atualmente na pesquisa em transplantes renais, a reagdo em cadeia da polimerase
em tempo real, os micro-arranjos de DNA e mais recentemente os micro-RNAs. Existe a expectativa de que os microarranjos e micro-
RNAs venham a desempenhar um papel crucial no transplante de 6rgdos em assuntos relacionados a identificagdo de mecanismos
moleculares de rejeicdo aguda, injuria cronica, efeito de toxicidade das drogas imunossupressoras e tolerancia. O desenvolvimento
de técnicas moleculares capazes de fornecer um painel da atividade imunoldgica responsavel pela agressdo ao enxerto de forma nio
invasiva sugere a possibilidade futura de otimiza¢do e individualizacdo do tratamento imunossupressor. Para a realizagdo deste
trabalho foi utilizada a busca em bases de dados internacionais (PUBMED, Web of Knowledge) através dos descritores “Transplante
de Rim”, “Rejei¢do de Enxerto” e “Técnicas e Procedimentos Diagndsticos” e foram selecionados apenas estudos de periddicos
indexados sendo referidos os estudos de maior importéncia clinica ou histérica na drea.

Descritores: Transplante de Rim; Rejeicdo de Enxerto; Técnicas e Procedimentos Diagndsticos.

INTRODUGCAO

O transplante renal ¢ atualmente o tratamento de escolha para
pacientes com doenga renal cronica (DRC) em estagio terminal.
Entretanto, pacientes a ele submetidos permanecem acometidos
por episddios de disfun¢do aguda e cronica dos enxertos, as
quais tém diversas etiologias, sendo que os episodios de rejeicdo
aguda (RA) sdo considerados uma das principais complicagoes
e podem ter impacto na funcdo e na sobrevida dos enxertos.' O
diagndstico da rejei¢do aguda, assim como dessas outras causas
de disfuncio é baseado fundamentalmente nos resultados
da analise histologica do tecido renal obtido por bidpsia.
Entretanto, existem diversos problemas com esse método, por
exemplo, a infec¢do pelo virus polioma, que pode apresentar
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um quadro histolégico muito semelhante ao da rejeigdo aguda
e, muitas vezes, ¢ dificil diferenciar a rejeicdo cronica da
nefrotoxicidade por inibidores da calcineurina. Adicionalmente,
a bidpsia renal é um método invasivo, caro, com problemas de
representatividade, variabilidade de interpretacgdo e associado a
complicagdes que podem ser bastante sérias.?

Os métodos auxiliares ao diagndstico da RA sdo igualmente

pouco precisos. As dosagens de creatinina, niveis séricos de
farmacos imunossupressores e métodos de imagem padecem de



falta de acuracia adequada para o diagnostico das disfungoes
de causa parenquimatosa. Isso evidencia a clara necessidade
do desenvolvimento de novos métodos diagndsticos,
preferencialmente ndo invasivos, que possam ser utilizados
como biomarcadores dos processos inflamatorios, tdxicos e
fibréticos que acometem enxertos renais, auxiliando ou até
mesmo substituindo o diagndstico histopatolédgico.

Novos biomarcadores em transplante renal

Umbiomarcador édefinido como umasubstancia ou caracteristica
usada como indicador do estado bioldgico normal ou patolégico,
que pode ser objetivamente medida, e que reflete a acdo das
intervencdes terapéuticas sobre a atividade da doenga.’ Existem
diversos tipos de biomarcadores que diferem predominantemente
em seu objetivo, podendo ser: (a) preditivos, para a identificaio
do risco de doenga; (b) de rastreamento: para a identificagdo de
doenga sub-clinica; (c) diagnosticos para o reconhecimento de
doenga; (d) de estadiamento: para a categorizacdo da gravidade
da doenga; (e) de prognostico utilizados para a predicdo do curso
da doenga ou da resposta terapéutica.*

Na pratica dos transplantes renais, os biomarcadores sido
usados corriqueiramente para o acompanhamento da evolucio
do enxerto. Utilizamos marcadores de fungdo e agressio ao
enxerto, como a creatinina, proteindria, métodos de imagem,
anticorpos anti-HLA e bi6psias protocolares ou de vigilancia.
Entretanto, esses biomarcadores utilizados na clinica
apresentam deficiéncias tais como, falta de sensibilidade, serem
tardios, invasivos e algumas vezes caros.

Adicionalmente, hé situagdes nas quais existe necessidade
de maior refinamento diagnéstico, como os enxertos sob
risco aumentado de rejei¢es, os estados de imunossupressio
excessiva, a ocorréncia de fibrose tecidual, propiciar seguranca
da minimizagdo e conversdes da terapia imunossupressora e a
identificacdo do desenvolvimento de tolerancia aos aloantigenos.
Atualmente, o processo de desenvolvimento e validacdo de
biomarcadores é bastante complexo e visa assegurar que o teste
em questdo tenha utilidade clinica.’ Vide Figura 1.

Figura 1. Etapas de desenvolvimento e valida¢do de biomarcadores
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Neste trabalho, revisaremos o estado atual do desenvolvimento
dos biomarcadores moleculares em desenvolvimento para uso em
transplantes de 6rgaos sélidos, em especial os transplantes renais.

Rejeicao aguda dos enxertos renais.

A RA classica é caracterizada pela rapida diminuicio da funcio
do enxerto, que é atacado pelo sistema imune do hospedeiro, o
qual reconhece e ataca antigenos presentes no 6rgao do doador.
Conforme demonstrado de forma sucinta na Figura 2, o proces-
so de rejeicdo inicia-se pelo reconhecimento dos antigenos de
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histocompatibilidade (aloantigenos) do doador pelos linfocitos
T do receptor.® O reconhecimento ocorre em 6rgaos linféides
secundarios, onde células apresentadoras de antigeno (mond-
citos/macroéfagos, células dendriticas e células B) estimulam e
ativam linfécitos T, que entram em expansédo clonal e migram
para o enxerto onde irdo exercer sua fungido efetora. No me-
canismo de rejeigdo celular, apds a estimulagdo dos linfdcitos,
pela interacdo do TCR com o Complexo Principal de Histocom-
patibilidade (CPH) juntamente com moléculas de adesdo e co-
-estimulagdo, os complexos TCR/CD3 e CD4 ou CD8 tornam-se
fisicamente associados e ativam varias enzimas intracelulares
denominadas tirosino-quinases. Estas elevam a concentragéo
de célcio intracelular e ativam vérias proteinas citoplasmaticas
regulatérias denominadas fatores de transcricdo. Entre esses fa-
tores, destacam-se NF-kB, Oct-1 e NFAT (fator nuclear de célu-
las T ativadas), que se ligam a regides regulatdrias dos genes de
varias citocinas como interleucinas IL-2 e IL-4, interferon-y e
TNEF-a. A ativagdo da imunidade celular seguida da resposta do
tipo hipersensibilidade tardia com a ativagdo de mondcitos/ma-
crofagos e linfocitos citotoxicos parece ser o mecanismo final da
agressdo celular ao enxerto.

Figura 2 - Rejeicio Aguda
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Os linfécitos T CD8+, ou citotdxicos, sdo os principais efetores
do reconhecimento e ataque das células-alvo. Os mediadores
citoliticos melhor descritos sdo a perforina e a granzima, que
ficam estocadas no citoplasma desses linfocitos, em granulos
semelhantes aos lisossomos e, quando as células sdo ativadas,
migram para a membrana citoplasmatica e fundem-se a ela,
liberando os granulos em diregdo a célula-alvo. Em decorréncia
do ataque citolitico, a célula alvo pode morrer por necrose
(caracterizada por ruptura da membrana plasmatica e destruigdo
das organelas) ou apoptose (caracterizada por condensagio
da cromatina, fragmentacdo do DNA e bolhas de membrana
com citoplasma condensado). Outra via de ataque citotoxico
utilizada pelas células T CD8+ ¢ a indugdo de morte celular
via interacdo Fas/Fas ligante, que leva a apoptose das células-
alvo.”® Outros mecanismos ocorrem na chamada rejeicdo
humoral, ou mediada por anticorpos. De forma resumida,
nesse tipo de rejeicdo ocorre ativacdo de linfocitos B que se
diferenciam em plasmdcitos, via estimulagdo por mediadores
soltveis (interleucinas) produzidos por linfécitos T CD4+. Os
anticorpos reconhecem sequéncias especificas de aminoacidos
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presentes em antigenos HLA expressos na superficie das células
endoteliais do enxerto, ativam a cascata do complemento e
levam assim a dano da microcirculagdo do enxerto.”?

Mais recentemente foi demonstrado que a injuria causada pelo
processo de isquemia e reperfusdo no enxerto renal conduz a
ativagdo do sistema imune, levando a processos capazes de
afetar a integridade celular, acreditando ser um dos principais
responsaveis pela lesao inicial do enxerto e por mediar, em longo
prazo mudangas estruturais, incluindo a fibrose intersticial.!!
A Interleucina (IL)-17 foi originalmente descrita e clonada por
Rouvier et al. e, subsequentemente, renomeada para IL-17A."
Essa fracdo é considerada o prototipo da familia das IL-17. A
identificacdo dessa nova familia de citocinas designou uma
nova linhagem celular T CD4 efetora, as Th17. Essas células
produzem principalmente a IL-17A e a IL-17F, enquanto as
demais células da resposta imune inata produzem os outros
membros da familia. Essa linhagem parece ter evoluido como
um brago do sistema imune adaptativo especializado para uma
protecdo reforcada contra agentes ndo cobertos completamente
pelas células Thl ou Th2.">"

A IL-17 é uma citocina pleiotrépica com multiplas funcdes,
entre elas direcionar diversos tipos celulares como as células
endoteliais e epiteliais, fibroblastos, macroéfagos e outras células
que promovem inflamacédo tecidual por diferentes caminhos,
além de coordenar a inflamacdo do tecido, induzindo a
expressdo de citocinas pré-inflamatorias (tais como IL-6 e TNF),
quimiocinas (tais como KC, MCP-1 e MIP-2) e metaloproteases
de matriz, que intervém na infiltragdo e destruicdo dos
tecidos;'® além de mediar o recrutamento de neutroéfilos, a IL-
17 também promove a granulocitopoiese através da indugiao do
fator de crescimento de coldnia granulocitica (G-CSF) e fator de
célula tronco (SCF), potencializando também a fagocitose e a
citotoxidade dos neutréfilos."

Estudos indicam que 0o mRNA IL17 e a proteina aumentam em
episodios de rejeicdo aguda em pacientes transplantados renais,
hepaticos e pulmonares. Caldwell e colaboradores mostraram
que a lesdo de reperfusdo de isquemia hepatica que contribui
para o aumento da imunidade especifica ao aloantigeno por
diversos mecanismos, conduz também ao aumento de células
Th17.¢ Estudos em modelos de murinos que foram induzidos a
rejeicdo aguda renal identificaram uma elevagdo dos niveis de
mRNA daIL-17 e consequentemente sua proteina dois dias pos-
transplante, também detectado em amostras de urina e tecidos
de pacientes com rejeicdo renal aguda.”

Caracteristicamente, o diagndstico de rejeicdo aguda em
enxertos renais é baseado na identificagio anatomopatoldgica
de infiltrados de células mononucleares em fragmentos
renais obtidos por bidpsias de enxertos com disfungdo. O
diagndstico é feito através da padronizagdo por um consenso
internacional de nomenclaturas e critérios especificos para a
caracterizacao histologica de rejeicao do 6rgdo, denominado
classificagdo Banff,” no qual a rejeigdo mediada por células
T ou a rejeicio mediada por anticorpos é diagnosticada com
base em regras empiricas e as lesdes sdo graduadas de maneira
semi-quantitativa. Essa andlise histologica, a partir de uma
bidpsia renal, é considerada o “padrdo-ouro” no diagnoéstico
de rejeigdo do enxerto. Porém, uma vez que essa metodologia
¢ baseada na remocdo de fragmentos corticais de natureza
focal intra-enxerto, essa ndo pode ser considerada uma técnica
muito sensivel, além de estar associada as complicacdes como
sangramento, fistula arteriovenosa e perda do enxerto; também
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¢ um método bastante agressivo e dispendioso.

O diagnéstico histopatoldgico da rejeicdo correlaciona-se com
a resposta ao seu tratamento e com os desfechos do enxerto.
Porém, sua acurdcia nunca pode ser validada devido ao fato

de ndo haver outra metodologia independente da avalia¢do da
existéncia de rejei¢do.>" Existem diversos aspectos negativos

dessa técnica diagndstica. Entre eles, destacam-se: (a)
graduagdo das lesdes feita de maneira arbitrdria; (b) variagdo
de representatividade entre fragmentos das pung¢des de bidpsia
renal; (c) concordincia entre diferentes avaliadores de 10-50%
em relagdo a gradacdo das lesdes e de 45-70% relacionado
ao diagndstico; (d) reprodutibilidade intra-observador de
aproximadamente 80-85%.%°

A rejei¢do aguda subclinica (RASC) é diagnosticada por biopsias
protocolares em enxertos com fungio estavel. A exemplo do que
vem ocorrendo com as rejeicdes agudas clinicamente manifestas,
as RASC vém apresentando incidéncia decrescente a medida que
regimes imunossupressores mais potentes sao utilizados.*' Nessa
situagdo, por defini¢do, os enxertos tém funcéo estavel e ocorre
a presenca de infiltrados linfo-monocitarios caracteristicos de
rejei¢do aguda.?

Médicos com experiéncia e conhecimento no uso clinico das
drogas imunossupressoras e que sejam capazes de manejar
adequadamente os atuais métodos diagndsticos sdo, em
geral, capazes de reconhecer e tratar os eventos decorrentes
da imunossupressdo insuficiente, a rejeicdo aguda, ou da
imunossupressdo excessiva, a nefrotoxicidade e as infec¢oes. O
exercicio da pratica clinica, assim como o que foi aprendido em
modelos experimentais, comprova a no¢do empirica de que as
rejeicdes devem ser diagnosticadas com a maior precocidade
possivel e que essa precocidade tem implica¢do na reversibilidade
doprocessoderejeicdo. Noentanto, siocomunssituacdesdecurso
silencioso, nas quais faltam métodos diagnosticos apropriados e
que, portanto, cursam sem diagnostico, muitas vezes levando
a processos irreversiveis. A crescente eficicia das medicacdes
imunossupressoras evidenciou duas condi¢des de importante
impacto negativo na sobrevida dos transplantes renais, quais
sejam o aumento significativo nos casos de nefropatia pelo virus
polioma * e a nefrotoxicidade pelos inibidores da calcineurina.*
Por conseguinte, a comunidade de transplante esta atualmente
direcionada a desenvolver estratégias seguras, em propiciar
baixa incidéncia de rejeigdo, de nefrotoxicidade e de infec¢des
virais em um balanco entre a eficicia da imunossupressdo e
seus efeitos colaterais. Em paralelo, busca-se alcangar a situacéo
ideal, ou seja, o desenvolvimento de tolerdncia aos antigenos do
transplante.

Assim sendo, levando-se em consideracdo as limitacées do
método “padrdo-ouro” atual e a necessidade de métodos
diagndsticos acurados que propiciem diagndsticos precoces,
preconiza-se que os ensaios ndo invasivos serdo capazes de se
tornar ferramentas para monitorizacao frequente e efetiva no
periodo pds-transplante. Idealmente, esses ensaios devem ser
capazes de detectar: [1] inflamagdo subclinica do enxerto; [2]
fibrose intersticial e atrofia tubular subclinicas; [3] glomerulopatia
do transplante subclinico e [4] agressio mediada por anticorpos.
A base logica para a deteccdo desses processos em estagio sub-
clinico serve para a intervengdo prévia ao dano causal da perda
cronica de fungio e/ou insuficiéncia do enxerto.”

Métodos Moleculares no Diagnostico da Rejeicio Aguda

O sistema histopatologico de uso corrente, a classificacdo
Banff, possui critérios que se correlacionam com desfechos,



porém as decisbes sdo arbitrarias e devem ser revistas por
novos métodos de avaliacdo transcripcional, presentemente
denominada transcriptomica, que dessa forma representa
referencial independente.® A aplicacdo clinica das analises
moleculares é também pertinente para que o entendimento de
todo o transcriptoma forne¢a conhecimentos mais aprofundados
das bases mecanisticas das disfuncdes dos enxertos, da rejei¢io
e de possiveis estados de tolerancia. Estratégias complementares
utilizando-se biomarcadores baseados na amplificacéo de dcidos
nucléicos devem possibilitar no futuro o desenvolvimento do
manuseio personalizado tanto do ponto de vista diagndstico
como de orientacao terapéutica.”

Em etapas subsequentes, essas ferramentas deverdo identificar
condi¢bes patoldgicas sem a necessidade de procedimentos
invasivos e assim propiciar uma avaliacdo confidvel do estado
imune do receptor, permitindo a individualizacdo da terapia
imunossupressora. O aperfeicoamento do entendimento dos
mecanismos da resposta aloimune levou a que fossem testados
marcadores moleculares de genes candidatos para a avaliagdo do
transplantado renal. Posteriormente, novos estudos focaram em
padroes de expressdo em testes ndo invasivos de fluidos bioldgicos
de acesso facilitado, como urina e sangue periférico.?*!

As ferramentas diagnosticas ndo invasivas apresentam diversas
vantagens, que incluem principalmente a possibilidade de uso
frequente e sequencial, facilitando a avaliagdo do estado imune
do receptor. Assim sendo, os parimetros moleculares poderao vir
a servir para direcionar a minimizagdo da imunossupressao e sua
individualizacdo. Abordagens moleculares que incorporem um
conjunto de marcadores podem vir a funcionar ndo apenas como
uma metodologia substitutiva para o procedimento invasivo da
bidpsia tecidual, como também poderd fornecer informagdes

Figura 3 - Principais metodologias aplicadas
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preditivas, diagndsticas e prognosticas e prover a compreensio
da fisiopatologia das diferentes causas de disfun¢do do enxerto.”

Adicionalmente, conforme ja demonstrado em estudos clinicos,
as avaliacdes moleculares propiciam a vantagem inequivoca de
detectar o processo de agressdo em sua fase de montagem, antes
que tenha ocorrido deterioragdo funcional. Da mesma forma, as
perturbagdes moleculares devem também preceder as alteragoes
histoldgicas.”** Embora essa ultima afirmacdo possa ser vista
como uma vantagem, ela é também um empecilho a validacéo
adequada dos testes moleculares no cendrio clinico em que a
bidpsia é usada como o padrio-ouro.

Os métodos moleculares surgiram como potencialmente adequados
para o diagndstico de disfungdes dos enxertos renais. Nas fases
iniciais do desenvolvimento clinico dos testes moleculares,
em especial da reagdo em cadeia da polimerase em tempo-real
(RT-PCR), ela foi utilizada em tecido de aloenxertos, sendo
poste*riormente aplicados em amostras ndo invasivas, sangue
periférico e células do sedimento urinario. Os métodos atualmente
empregados na pesquisa em transplantes renais sdo a RT-PCR, os
micro-arranjos de DNA e mais recentemente os micro-RNAs.

Diversos estudos demonstraram a utilidade da mensuragio da
expressdo génica de genes relacionados ao ataque citolitico ao enxerto
emtecidorenal,”® células do sangue periférico” e células do sedimento
urindrio.’®* Mais recentemente, alguns estudos utilizando a técnica
de microarranjos também foram capazes de predizer episodios
de rejeicdo aguda baseados em padrdes de expressio génica em
relagdo a pacientes normais e com outras causas de disfungdo.?6*>%
Assim sendo, fica claro que até o presente momento, os métodos
moleculares foram testados predominantemente para o diagndstico
de RA de transplantes renais. (Figura 3)

Autor (ref) Ano n Amostras Metodologia Marcadores

Vasconcellos (29) 1998 | 31/25 Tecido e SP PCR competitiva Perforina, Granzima B e FasL

Van Kooten (17) 1998 | 08/jun Tecido PCR competitiva IL-17

Li (30) 2001 | 24/22 Urina PCR competitiva Perforina, Granzima B

Sarwal (46) 2003 | 67/50 Tecido Microarranjos n/a

Flechner (32) 2004 | 44/44 Tecido e SP Microarranjos n/a

Dias (38) 2004 | 35/35 Tecido RT-PCR Perforina, Granzima B, FasL

Muthukumar (8) 2005 | 83/83 Urina RT-PCR FOXP3, CD25, CD3 e Perforina

Renesto (31) 2007 | 72/72 Urina RT-PCR TIM3 e IFN-gamma

Brouard (33) 2007 | 91/91 Sp Microarranjos n/a

Bunnag (42) 2008 | 83/83 Tecido RT-PCR FOXP3

Aquino-Dias (28) 2008 | 48/35 Tecido, SP e Urina | RT-PCR Perforina, Granzima B, FasL, PI9 e FOXP3

Manfro (37) 2008 | 160/115 Tecido, SP e Urina | RT-PCR TIM3

Sui (55) 2008 | 03/mar Tecido microarranjos, RT-PCR 20 miRNAs diferentes

Reeve (26) 2009 | 186/143 Tecido Microarranjos n/a

Anglicheau (52) 2009 | 33/32 Tecido e SP microarranjos, RT-PCR miR-142-5p, miR-155, miR-223

Newell (40) 2010 | 100/100 SP e Urina microarranjos, RT-PCR Granzima B, Perfori-
na, PI9, FoxP3, CTLA4, TGFB, CTGF, IP10, MIG e CXCR3

Viklicky (43) 2010 | 64/64 Tecido RT-PCR TGEF-B, TNF-a, MCP1, RANTES, FOXP3, Granzima B, Per-
forina e HMOX1 e outros

Lorenzen (58) 2011 | 88/81 Urina RT-PCR miR-10a, miR-10b, miR-210

Anglicheau (44) 2012 | 114/114 Urina RT-PCR Vimentina, HGF, Fibronectina, Perforina, TGE-B1, TIMP-1,
Granzima B e outros
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PCR em tempo real

PCR em tempo real é uma reagdo quantitativa altamente sensivel
e que permite a quantificacdo de transcritos raros e de pequenas
variagbes na expressio génica. O sistema da PCR em tempo
real é baseado na deteccdo e quantificacdo de um repdrter
fluorescente, cuja quantidade aumenta de forma diretamente
proporcional as quantidades do produto molecular amplificado
na reagdo. Pelo registro da quantidade de fluorescéncia emitida
a cada ciclo é possivel monitorar a reagio da RT-PCR durante
sua fase exponencial, onde o aumento significativo dos produtos
amplificados correlaciona-se com a quantidade inicial do produto
(template) especifico, marcador de um gene em particular, a ser
avaliado.™

A técnica quantitativa eliminou a variabilidade inerente & técnica
da PCR convencional semi-quantitativa e permitiu a quantificagdo
confidvel de produtos de PCR na rotina clinica. Atualmente, essa
técnica é comumente utilizada para determinar a expressdo génica
de mRNAs e seus niveis de expressdao. As analises podem ser
absolutas, como no nimero de cdpias de mRNA pela comparagio
a uma curva padrio, ou relativas a um calibrador pela andlise por
curva padrio ou pelo método 2-AACt. *

Diversos mecanismos celulares que dizem respeito a sobrevivéncia,
crescimento e diferenciagéo sdo refletidos por padroes alterados de
expressdo génicaeahabilidade de quantificar niveis transcripcionais
de genes especificos é de fundamental importancia para qualquer
pesquisa sobre a expressdo génica. A PCR em tempo real (RT-PCR)
¢ um método de amplificagdo enzimadtica in vitro de sequéncias
definidas de cDNA, podendo ser utilizada para comparar niveis
de mRNA em diferentes popula¢des ou amostras para caracterizar
padrdes de expressio de mRNAs em patologias especificas. A PCR
convencional ndo proporciona resultados quantitativos, exceto na
modalidade denominada PCR competitiva, trabalhosa, artesanal e
de dificil reprodutibilidade.*

O primeiro estudo a avaliar a expressio génica em amostras
ndo invasivas, no caso o sangue periférico foi de Vasconcellos e
colaboradores, em 1998. Nesse estudo, correlacionou-se a expressio
génica de transcritos de mRNA pela técnica de PCR competitiva no
tecido e sangue periférico, tendo sido analisadas as expressoes dos
genes Perforina, Granzima B e Fas-Ligante. Foi encontrado que a
expressdo génica dessas moléculas que codificam o ataque citolitico
nas células mononucleares do sangue periférico correlaciona-se
com sua expressdo intra-enxerto. Adicionalmente, encontrou-se
elevada acuracia diagnostica para o evento rejeicio aguda pela
analise das quantificagdes desses genes, espacialmente nas analises
combinadas.”

As andlises em urina foram inicialmente realizadas por Li e

colaboradores, que avaliaram quantificagbes mRNA dos genes
da Perforina e Granzima B extraido de células do sedimento

urinario, correlacionando-as as quantificagdes obtidas a partir do
tecido obtido por bidpsias renais, novamente utilizando a técnica
de PCR competitiva. Os autores encontraram que niveis elevados
dos transcritos desses genes na urina foram capazes de diferenciar
pacientes normais de pacientes com rejeicdo aguda, propiciando
assim esse diagndstico de forma néo invasiva.* Posteriormente, em
trabalho oriundo do mesmo grupo, Muthukumar e colaboradores,
também avaliando o mRNA extraido de células do sedimento
urindrio, dessa vez pela técnica de RT-PCR, demonstraram elevada
expressao do gene Forkhead Box 3 (FOXP3), e foram capazes de
distinguir pacientes com rejeicdo aguda de pacientes com doenca
cronica do enxerto renal e de bidpsias normais. Interessantemente
nesse estudo, a anélise dos niveis de mRNA de FOXP3 foi capaz de
identificar os pacientes em risco de perda de enxerto nos seis meses
posteriores ao episddio de rejeicdo aguda.®

Mais recentemente, Renesto e colaboradores descreveram a
utilizagdo de uma molécula especificamente expressa em células
Thl diferenciadas chamada TIM3 como marcadora de rejei¢io
aguda a partir do RNA extraido de células do sedimento urinario.
Niveis elevados de TIM3 foram encontrados em pacientes com
RA, comparados a outras condi¢des clinicas, mais uma vez
sugerindo o uso dessa metodologia como uma ferramenta nio
invasiva promissora para avaliacio das disfun¢des de enxertos
renais.31 Essa mesma molécula foi estudada de forma pareada em
tecido, células do sedimento urinario e do sangue periférico por
Manfro e colaboradores em pacientes com DGF e com disfun¢io
aguda de enxertos renais. Nos casos de DGF, a avaliacdo dos
pardmetros diagnosticos para RA apresentou acuracia de 100%
nos dois compartimentos periféricos na diferenciacdo de necrose
tubular aguda (NTA). Nos casos de disfun¢do aguda do enxerto, as
acuracias ficaram em torno de 90% na diferenciagéo entre rejei¢ao
aguda, nefrotoxicidade por inibidores de calcineurina, IFTA e rins
normais.”

Aquino-Dias e colaboradores analisaram moléculas de ataque
citolitico como a Perforina, Granzima B, Fas-ligante e uma
serpina proteinase - PI-9 além do gene de células T-regulatdrias
- FOXP3. Esse estudo avaliou a utilidade dessa metodologia nao
invasiva em pacientes acometidos por DGF e disfun¢do aguda
do enxerto. Os resultados evidenciaram expressdo aumentada
dessas moléculas nos grupos de pacientes com rejeicdo aguda e
no grupo com rejeiao aguda superposta a NTA, diferenciando-
as de pacientes com NTA pura nefrotoxicidade por IC, IFTA e
pacientes com bidpsias protocolares normais. Como pacientes em
DGF néo tém atualmente um marcador néo invasivo acurado de
rejeicdo aguda, essa abordagem, se adequadamente confirmada em
estudos longitudinais, serd de grande utilidade clinica.”® Na figura
4, ¢ mostrado o grafico de ampliacdo do mRNA e as quantificagdes
para o gene da Perforina em uma porgao dos pacientes arrolados
nesse ultimo estudo descrito.

Figura 4 - Comparagio das tecnologias de microarranjos e PCR em tempo real identificando seus pontos fortes e fracos
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Interessantemente, os estudos de marcadores moleculares
demonstram que, nas duas condigdes RA e RASC, ocorre expressao
aumentada dos mesmos genes relacionados ao ataque citolitico, sendo
que na RA, esses mRNAs estdo presentes em maior quantidade.®

Relatos preliminares de dois grandes consorcios internacionais,
o Immune Tolerance Network (ITN) e Indexes of Tolerance
(IOT) da Unido Europeia evidenciaram observagdes similares em
relacdo a hiperexpressio de genes de células B em pacientes que
desenvolveram tolerancia, comparados com pacientes sob regime
convencional de imunossupressdo.”*® Na mesma direcéo, a baixa
expressio de mRNA do marcador CD20 de células B foi observada
em enxertos que perderam fun¢do como consequéncia de rejei¢do
por células T ou mediada por anticorpos, se comparadas aos
individuos/enxertos que tiveram um curso favoravel.*

Dentre candidatos a potenciais marcadores, estudos recentes tém
sugeridoaavaliagio deumsubgrupode células T regulatorias (Tregs)
chamado FoxP3 em nivel protéico e transcripcional diretamente
do enxerto e sua correlagdo com outros compartimentos como
sangue periférico e urina. Estudos como o de Bestard et al.,*
demonstraram que sob baixas condigées inflamatérias, as Tregs
parecem ter impacto favordvel, exercendo papel regulatorio nos
infiltrados mononucleares intra-enxerto. Reciprocamente, quando
a rejeicdo esta se estabelecendo e, por conseguinte um importante
processo inflamatério instaura-se no enxerto, esse subgrupo de
células T so seria capaz de contrabalangar as fungdes efetoras
destrutivas das células T citotoxicas ao invés de desempenhar uma
fungao preventiva ou pro-tolerogénica.*

Nas rejeicdes mediadas por anticorpos (RMA) parece haver menos
componentes regulatorios (Tregs e células B) do que em rejeicdes
mediadas por células T. Em estudo de Viklicky et al, pacientes que
perderam o enxerto apés RMA apresentaram uma auséncia ainda
maior de regulacéo (baixa expressdo de FoxP3, RANTES, TGF-B1
e CD20). O melhor preditor de perda de enxerto dentro de 12 meses
foi definido por baixa expressdo de TGF-B1 e CD20.*

Avaliando fibrose tubulointersticial, Anglicheau e colaboradores
avaliaram os niveis de mRNA de diversas moléculas na urina de
pacientes com diagndstico histoldgico de fibrose e de pacientes com
bidpsias normais. Um modelo composto pelos niveis de mRNA de
quatro genes (vimentina, NKCC2, E-Caderina e 18S ribossomal)
obteve 77% de sensibilidade e 87% de especificidade no diagndstico
de fibrose, reforcando a ideia da utilizacdo dessa técnica como
ferramenta diagnostica ndo invasiva das agressoes ao enxerto renal.**

Esses dados sugerem que a falta de uma contra-regulagdo adequada
possa ser um elemento chave na patogénese de RMAs severas que
resultam em perda do enxerto.*

Microarranjos (Microarrays)

Autilizagdo de microarranjosde DNA nabuscadaidentificacdo deuma
“assinatura molecular” para gerar perfis quantitativos de expressdo
de mRNA, permitindo a mensuragdo detalhada da expressdo génica
em escala global tem sido amplamente empregada na investigacdo do
complexo processo imunolégico que sucede o transplante renal desde
2001.* O principal objetivo desses estudos é definir um grupo de genes
de relevancia diagndstica que possa posteriormente ser utilizado como
biomarcador através da técnica de PCR quantitativo.

A técnica de microarranjos de DNA foi mais recentemente utilizada
em estudos com pacientes transplantados. Estudos utilizando
essa tecnologia para estabelecer perfis de expressio de mRNA
identificaram que a rejei¢do aguda esta associada a importantes
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perturbagdes na expressio de multiplos genes, incluindo aqueles
envolvidos no ciclo celular, metabolismo e imunidade.”> No estudo
pioneiro de Sarwal e colaboradores, demonstrou-se que esses testes
moleculares poderiam evidenciar um painel de genes relacionados
a resposta imunoldgica contra o enxerto. Nesse estudo, bidpsias de
pacientes com rejeigdo aguda que eram indistinguiveis por analise
histolégica convencional revelaram diferengas na expressao génica
associada a diferengas de componente imunoldgico e celular e
curso clinico. Foram encontrados também aglomerados de células
B em bidpsias associadas com rejeicdo severa de enxerto, o que
sugere um papel relevante das células B na rejeigao aguda.*®

Flechner e colaboradores publicaram o primeiro estudo utilizando
essa metodologia em RNA, obtido de células mononucleares do
sangue periférico, obtidas concomitante as amostras de bidpsia.
Seus resultados evidenciaram uma assinatura transcripcional capaz
de diferenciar RA, disfungdo aguda sem rejeigdo e transplantes com
funcio estavel sem histdrico de rejeicdo. Uma peculiaridade desse
estudo foi demonstrar que mesmo que essa assinatura molecular
em sangue periférico tenha sido capaz de distinguir entre RA e
pacientes com fungio estavel, os padrdes de expressdo génica foram
muito diferentes dos padrées expressos no tecido.”

Brouard e colaboradores avaliaram a utilizagdo da monitorizagio
molecular como ferramenta nio invasiva de tolerancia operacional
em pacientes transplantados renais. Esse estudo teve como objetivo
a identificacdo de biomarcadores de tolerancia operacional em
sangue periférico, com intuito de utiliza-los para determinacéo da
frequéncia desse estado em pacientes com funcéo renal estavel na
presenca de imunossupressores. Em um primeiro momento, foram
segregados 49 genes relacionados a tolerdncia e posteriormente
analisados por microarranjos e PCR em tempo real, e 33 deles
conseguiram diferenciar os fendtipos de tolerincia e rejei¢do
cronica com alta especificidade e sensibilidade. A assinatura
genética demonstrada sugeriu um padréo de redugdo de sinalizagao
coestimulatoria, quiescéncia imunolédgica, apoptose e respostas
de células T de memoria. Identificou-se no sangue periférico de
transplantados renais um grupo de genes associados a tolerdncia
operacional que pode vir a ser 1til como ferramenta néo invasiva
para guiar a administracdo de medicagdo imunossupressora.”

Posteriormente, Reeve e colaboradores compararam a abordagem
molecular com a histopatoldgica para o diagnostico da rejei¢ao
aguda de transplantes renais. Esse estudo sugere que a abordagem
molecular é mais fidedigna em representar o estado de agressio
imunolégica ao enxerto, uma vez que o diagnostico histopatoldgico
tem bases empiricas e observacionais (tratamento-dependente),
sem um background explicativo da biologia mecanicista
responsavel pelo dano acarretado ao enxerto. Portanto, de acordo
com os autores, as discordincias entre as técnicas sao esperadas e a
metodologia molecular é mais poderosa e acurada para a avaliagao
do estado imune do paciente. A significancia desses resultados no
contexto da monitorizacdo de pacientes submetidos a transplante
renal pode explicar a falha de mais de uma década de trabalhos que
analisaram em células do sangue periférico a ativagdo de antigenos
baseada nos achados em bidpsias de enxertos com rejeicdo e
outros modelos imunes. E possivel que o perfil de expressio génica
dos linfocitos do sangue periférico represente a adequagio da
imunossupressdo, de tal forma que em pacientes que venham a
rejeitar, reflitam a imunossupressdo insuficiente, comparados com
pacientes transplantados com funcéo renal estdvel sem mecanismos
operantes de agressdo aloimune.*

Na metodologia dos microarranjos, o fato de se demonstrar que os
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transcritos ocorrem de maneira coordenada sugere que um limitado
numero de transcritos de genes seja necessario para a classificagdo
de rejeicdo versus ndo rejeicdo. Por fim, um fato muito importante
a ser considerado ao se desenhar uma ferramenta ndo invasiva
para monitorizagdo do enxerto é sua aplicabilidade. Atualmente, as
andlises por microarranjos ainda sio muito onerosas, demoradas
e sua avaliacdo estatistica costuma ser muito mais complexa e de
dificil resolugdo para utilizagdo na rotina clinica, onde a analise de
alguns genes de interesse por PCR em tempo real parece ser uma
abordagem mais vidvel e recomend4vel”” E importante mencionar
que a reprodutibilidade de genes diferencialmente expressos pode ser
afetada por vérios fatores como a metodologia, diferencas inerentes
entre os individuos e populagdes e a escolha de limiares, faltando ainda
uma padronizagao e reprodutibilidade intra e inter laboratérios.*

MicroRNAs

Outro importante avan¢o na biologia celular foi a descoberta
dos microRNAs (miRNAs); o primeiro, lin-4, foi identificado em
1993 por Lee e colaboradores, através de um estudo genético em
nematddeos Caenorhabditis elegans, onde foi observada a capacidade
de um miRNA alterar a expressdo de determinado gene (lin-14).7**
Quase uma década depois, no ano de 2000, um segundo miRNA
(let-7) foi descoberto, e com ele foi vista outra caracteristica relevante
dos miRNAs: a conservagio deles através das espécies.”

Aligagdo desses micros fragmentos de RNA com 0 RNA mensageiro
(mRNA) e sua conservagdo através das espécies atraiu a atengdo de
pesquisadores, expandindo a pesquisa nessa drea.***° Atualmente,
centenas ja foram clonados e previstos pela bioinformatica. Estima-
se que o genoma humano contém em torno de 800-1000 miRNAs,
sendo parte comum aos primatas.™

MicroRNAs sdo codificados por genes especificos, expressos
no nucleo e submetidos a varias etapas de processamento até
atingir sua forma madura, que varia de 19 a 25 nucleotideos. A
parte funcional é incorporada ao complexo silenciador induzido
por RNA (RISC), composto por multiplas proteinas que guiam a
magquinaria silenciadora para 0 RNA mensageiro alvo, inibindo a
tradugdo ou promovendo sua degradagio.”

Atualmente, persiste uma lacuna no conhecimento dos mecanismos
que fazem um miRNA escolher silenciar ou degradar seus alvos,
visto que comprovadamente, um unico miRNA pode inibir varios
mRNA e a expressio de um tnico mRNA pode ser regulada por
varios miRNAs distintos que atuam em conjunto.”** Os miRNAs
regulam seus genes alvos através de dois mecanismos: por
repressdo translacional ou por degradacdo do RNA mensageiro.
Estima-se que pelo menos metade dos mRNAs expressos podem
ser regulados por miRNAs.**

Esses pequenos fragmentos de RNA demonstram ter controle
de processos como desenvolvimento, proliferacdo celular,
diferenciagdo, apoptose, metabolismo e oncogénese. Apesar de se
saber pouco sobre o processo de regulacdo dos miRNAs, sabe-se
que a desregulacdo desses pode levar a perturbagdo e supressio
de genes que operam na sinalizagdo de cascatas intracelulares,
levando a condi¢des de doenca ou de sua progressio.”*

Diferentes estudos sugerem que os miRNAs participam ativamente
da regulagdo e do desenvolvimento de células imunes.”*

Ja foram identificados miRNAs especificos que apresentam significativo
impacto na diferenciacio de células B e T e no processo celular necessario
para a imunidade inata e adaptativa, incluindo inflamagao, sinalizacio
via TCRe receptores de células “toll-like” (TLR), produgio de citocinas,
da fungdo celular das células Treg e apresentagio de antigenos.*
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No transplante renal, uma questdo critica e ndo resolvida é a base
mecanica para as principais perturbacdes na expressio génica
durante um episddio de rejei¢do. Em um estudo, Sui e colaboradores
compararam niveis de expressio de miRNAs em bidpsias de pacientes
submetidos a transplante renal que desenvolveram quadro de
rejeicdo aguda e amostras de rins normais para averiguar a existéncia
de relacdo entre miRNAs e rejei¢do aguda. O estudo identificou 71
miRNAs e desses, 20 miRNAs possuiam expressdo diferenciada,
sendo que 12 tinham seus niveis diminuidos e oito aumentados,
quando comparados a pacientes com funcéo renal normal.”

Em seguida, Anglicheau e colaboradores investigaram a associagao
de rejeicdo aguda com alteracdes significativas na expressio de
miRNAs em tecido de enxertos renais e observaram se esses
padrdes de expressdo intraenxerto de miRNAs seriam suficientes
para diagnosticar rejeicdo aguda e predizer a funcdo renal. Como
resultado, encontrou-se que determinados miRNAs (miR-142-5p,
miR-155 e miR-223) que estdo hiperexpressos em bidpsias com RA
estdo também presentes em altos niveis em células mononucleares
do sangue periférico em comparagio com os miRNAs hipoexpressos
(miR-30a-3p, miR-10b ou let-7c) em bi6psias sem RA. Outro achado
importante desse estudo foi que dos 53 miRNAs diferencialmente
expressos entre bidpsias de RA e normais, 43 encontravam-se
hipoexpressos e somente 10 estavam hiperexpressos.*

Shan e colaboradores revisaram o papel dos miRNAs nas células
do sistema imune, com o objetivo de encontrar potenciais
biomarcadores para transplantes de o6rgdos solidos. Foram
evidenciados marcadores imunolégicos como o miR-18la que
estd relacionado com a modulagdo da sensibilidade de células T
através da alteragdo do sinal do TCR, assim, é possivel supor que
a diminui¢do da expressio do miR-181a conduziria a redugio da
sinalizacdo dos TCR e da atividade das células T ao aloantigeno.
Outro marcador citado nesta revisio é o miR-142-3p, que estd
relacionado com a fungdo das células Treg, tendo sua expressao
regulada direta ou indiretamente pelo gene FOXP3, que quando
a reprime, conduz um aumento na producdo de AMP ciclico,
transferindo-o para células TCD4+ convencionais causando
supressdo das Tregs.*

Um terceiro marcador citado por Shan e que foi bastante enfatizado
é 0 miR-155, que esta relacionado com varias partes do sistema
imune. Esse miRNA estd envolvido com a fun¢do das células
dendriticas, apresenta um efeito anti-inflamatdrio, participa da
resposta das células T e estd caracterizado como regulador de
resposta de células B.*

Em concordancia com o estudo citado, outro autor, Barnejee
e colaboradores encontraram evidéncias de que o miR-155 é capaz
de inibir a expressdo do sinalizador do receptor de interferon-y
(IFN-yRa), sugerindo que esse miRNA pode servir como um
regulador rapido e reversivel para células que estao submetidas
a diferenciagio antes da estabilizagio do gene, influenciando
diretamente a diferenciagdo de células TCD4+ e contribuindo para
a diferenciacdo das células T helper tipol.”

Visto o potencial dos miRNAs, pesquisadores tém procurado nio
s6 marcadores intra-enxerto, mas também o reflexo deles em células
do sangue periférico e urina. Lorenzen e colaboradores testaram
a hipdtese que miRNAs encontrados no sedimento urinario de
pacientes com rejeigdo aguda e outras alteracdes poderiam ndo s6
servir como marcadores, mas também como preditores da sobrevida
do enxerto. Foram testados 81 pacientes, para os miR-10a, miR-
10b e miR-210 detectados na urina, encontrando-se resultados
significativos, principalmente para o miR-210 que, entre outras



caracteristicas, esta diminuido em pacientes transplantados renais
com rejeicio aguda, além de ser capaz de prever o declinio do indice
de filtracdo glomerular, um anos apds o transplante. Postula-se
assim que o miR-210 seja um potencial marcador para rejeigao
renal aguda e preditor da fun¢do do enxerto em longo prazo.*®

Micro-RNAs estdo profundamente envolvidos com eventos que
determinam rejeigdo, tolerdncia e manutengio da homeostase,
além dos padroes de expressio de miRNA e dos seus niveis estarem
altamente relacionados com a diferenciagdo de linfocitos e sua
ativagdo. A expressdo génica de alguns miRNAs pode representar
o comportamento fisioldgico apds um transplante, detectando
precocemente alteragbes que indiquem rejeicdo ou desvios no
comportamendo celular.

Perspectivas no uso dos testes moleculares em transplante renal

Existe a expectativa de que os microarranjos venham a
desempenhar papel crucial no transplante de érgaos em assuntos
relacionados a identificacdo de mecanismos moleculares de
rejeigdo aguda, injlria cronica, efeito de toxicidade das drogas
imunossupressoras e tolerincia. E também esperado que eles
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ajudem a identificar novos alvos de drogas para um tratamento
com imunossupressores pds-transplante mais personalizado.
Mais importante, espera-se que os microarranjos ajudem a definir
biomarcadores para uso ndo invasivo e para o diagnéstico clinico
de rejei¢ao e de tolerancia. Na abordagem clinica, existem duas
razdes principais para que se utilize um niimero pequeno de genes
para monitoramento clinico por RT-PCR. A primeira é o custo;
a RT-PCR ¢ consideravelmente menos onerosa para testar um
numero restrito de genes, podendo ser realizada rapidamente e
na maior parte dos laboratdrios. Os microarranjos, que utilizam
tecnologia mais cara sdo Uteis para testar multiplos genes, em geral
centenas. A segunda diz respeito a analise dos resultados com as
duas metodologias. Os microarranjos sio complexos e requerem
muito tempo e pessoal altamente treinado para sua interpretacio,
ao passo que os dados provenientes da RT-PCR sdo de analise
consideravelmente mais simples e rdpida. Adicionalmente, a RT-
PCR ¢ mais sensivel em detectar pequenas mudancas na expressao
génica. A comparagdo das tecnologias de microarranjos e PCR em
tempo real identificando seus pontos fortes e fracos foi proposta
por Kahtri e colaboradores e estd apresentada na figura 5.%

Figura 5. Comparagdo das tecnologias de Microarranjos e PCR em Tempo Real

Microarranjos

PCR em Tempo Real

- Custo efetivo no rastreamento de milhares de genes.
Muito dispendioso para rastreamento de apenas dezenas de
genes

- Custo efetivo em testar no maximo algumas dezenas de genes.
Cara e consome tempo para testar centenas de genes

- Tecnologia relativamente nova e requer expertise na analise
dos dados

- Jxlpé]ise de dados simplificada e de facil aplicabilidade na rotina
clinica

- Baixa sensibilidade devido a nio detec¢ao de transcritos pouco
abundantes na amostra.

- Alta sensibilidade permite a detecgdo de transcritos pouco
abundantes em uma amostra.

- Baixa especificidade por hibridizagdo cruzada, erros no
desenho das sondas.
Limitada na deteccao de splice-alternativos.

- Alta especificidade; possibilidade de desenhar primers para
identificagdo de transcritos splice-variantes

Embora o potencial impacto clinico das assinaturas de expressio
génica que podem predizer a RA e monitorar a imunossupressao
seja claro, as possiveis contribuicdes para entendimento da
biologia do transplante também sio importantes consideragoes.
Por conseguinte, o objetivo maximo da assinatura da expressdo
génica ¢ identificar genes especificos e associd-los a rotas de
mecanismos celulares mediadores de rejeigdo, lesdo e reparo
tecidual, imunossupressio e tolerdncia. Com o conhecimento dos
mecanismos de agdo é possivel que se desenvolvam novas drogas
e abordagens mais eficazes que permitam a monitorizaio segura
do curso clinico e de eventuais estados de tolerancia ao enxerto.*

O desenvolvimento de técnicas moleculares capazes de fornecer
um painel da atividade imunoldgica responsavel pela agressao
ao enxerto de forma ndo invasiva sugere a possibilidade futura
da otimizagdo e individualizacdo do tratamento com drogas
imunossupressoras.

Situagdes clinicas nas quais a monitorizagio dos processos nocivos

ao enxerto é feita por bidpsias, como a DGF, RASC, IFTA, entre
outras, poderdo vir a ser diagnosticadas por métodos moleculares
ndo invasivos.

No entanto, existem diversas premissas a serem cumpridas
para que os testes moleculares possam alcangar a arena clinica.
Especificamente, os testes deverdo: [1] ser avaliados em diferentes
coortes de pacientes; [2] ser avaliados em séries de pacientes
consecutivos com multiplas patologias para permitir a verdadeira
determinagdo de seus parametros diagnosticos; [3] ser reproduzidos
por grupos independentes; [4] ser avaliados longitudinalmente para
determinar a habilidade de um dado ensaio de detectar processos
patoldgicos precocemente e tardiamente pds-transplante, assim
como avaliar seu comportamento em condigbes intervenientes; [5]
demonstrar que o teste candidato retorna aos valores basais com
terapia efetiva. Além de satisfazer esses critérios basicos, um teste util
também deve ser capaz de detectar niveis sub-clinicos de agressao
para que a intervengao precoce seja uma opgdo potencial.”
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ABSTRACT

Kidney transplantation is the treatment of choice for many end-stage kidney disease patients. Acute rejection remains a significant
complication, and the graft biopsy is still the gold diagnostic standard. As it is invasive and potentially harmful, there are searches
for new markers to diagnose such condition. Non-invasive diagnostic tools have several advantages mainly including possibility of
frequent and sequential use to easily assess the immune status of the receptor. This review presents the methods and advantages of
the molecular approaches currently used in researching kidney transplantation, real time polymerase chain reaction, DNA micro-
arrays, and more recently, micro-RNAs analyzes. It is expected that microarrays and micro-RNAs may attain a crucial role to the
organ transplantation in matters related to the identification of molecular mechanisms of acute rejection, chronic injury, effect of
immunosuppressive drug toxicity and tolerance. The development of molecular techniques capable of noninvasively provide a panel
for the immunological activity mediating injury to the graft suggests possibility of optimization and individualization of the immu-
nosuppressive therapy. For this review, we used searching tools on international databases (PubMed, Web of Knowledge) through the
descriptors “Kidney transplantation”, “Graft Rejection” and “Diagnostic Techniques and Procedures”. We selected only studies from

indexed journals and referred to studies of major clinical or historical importance in the area.

Keywords: Kidney Transplantation; Graft Rejection; Diagnostic Techniques and Procedures.
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