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RESUMO

O diabetes mellitus pos-transplante (DMPT) ¢ uma complicagdo metabdlica

comum nos pacientes apos o transplante renal. Possui fatores de risco heterogéneos, sendo
alguns deles especificos do periodo pos-transplante relacionados ao uso de
imunossupressores, € outros similares aos observados no diabetes mellitus tipo 2 (DM2),
como sindrome metabodlica, obesidade e idade avancada. O carater inflamatorio desta
complicacdo metabolica vem sendo descrito e associado a uma maior ocorréncia de
morbimortalidade nesta populagdo. O tecido adiposo desempenha papel fundamental na
fisiopatogénese da inflamagdo sistémica subclinica, secretando proteinas com atividades
inflamatorias e anti-inflamatérias. Omentina-1 ¢ uma adipocina anti-inflamatoria
associada a parametros metabolicos, incluindo resisténcia periférica a acdo da insulina e
obesidade. Neste sentido desenvolvemos este estudo, com o objetivo de: 1) avaliar a
associacdo dos niveis plasmdticos de omentina-1 com DMPT e; 2) avaliar a associacio
de um polimorfismo no gene da omentina-1 com DMPT. No nosso primeiro estudo,
alocamos pacientes provenientes de uma coorte de pacientes transplantados renais da
regido sul do Brasil, para um estudo de caso-controle (54 casos e 53 controles). Os
pacientes foram selecionados pelas varidveis idade, sexo, tempo de transplante, indice de
massa corporal (IMC) e taxa de filtragdo glomerular. Como principal resultado,
observamos que os niveis plasmaticos de omentina-1 foram significativamente reduzidos
no grupo DMPT (3.83 [1.67— 6.52] ng/mL) comparado ao grupo controle (5.62 [2.70 —
9.47] ng/mL, p = 0.036). Avaliando o valor incremental de omentina-1 para predi¢ao de
risco de DMPT, verificamos que para cada Ing/mL de aumento nos niveis plasmaticos
de omentina-1, as chances de desenvolver DMPT reduziram em 8% (OR=0.92 [0.854 —
0.997], p=0.041).
No segundo estudo, avaliamos a associacdo do polimorfismo rs2274907 no gene da
omentina-1 em pacientes com DMPT e sem DMPT, num desenho de caso-controle
aninhado a uma coorte retrospectiva (105 casos e 211 controles). Verificamos que o alelo
A foi associado com risco para DMPT nos modelos de herancga recessivo e aditivo (ambos
p <0,0001) na populagdo estudada. Apds ajuste para idade, etnia, tipo de doador e IMC
pré-transplante, o genotipo A/A permaneceu associado ao risco nestes mesmos modelos
(recessivo: OR = 3.711, 95% CI 1.659 — 8.302; aditivo: OR = 4.799, 95% CI 1.896 —
12.143; p=0,001).



Este projeto ¢ o primeiro, de nosso conhecimento, a avaliar a associagdo da
omentina-1 com DMPT. Nossos resultados apontam para um significativo papel protetor
da omentina-1 no risco de desenvolvimento de DMPT. Mais estudos sdo necessarios para
confirmar esse achado. Contudo, acreditamos que nossos resultados possam contribuir
para um melhor entendimento da fisiopatologia do DMPT bem como instigar a realizagdo
de estudos objetivando estratégias terapéuticas que possam prevenir ou reduzir a

ocorréncia desta complicagao.



ABSTRACT

Posttransplant diabetes mellitus (PTDM) is a common metabolic complication
after kidney transplantation. The risk factors are heterogeneous and related to both the
transplant process itself, such as the immunosuppressive drugs use and to other factors
commonly found in type 2 diabetes mellitus (T2DM) patients, such as metabolic
syndrome, obesity, and age.

An inflammatory profile has been associated with PTDM and may lead to increase
morbimortality in this population. The adipose tissue has a significant role in chronic low-
grade inflammation by secreting inflammatory and anti-inflammatory proteins. Omentin-
1 is an anti-inflammatory adipokine associated with metabolic factors, including insulin
resistance and obesity.

Therefore, this study aimed to 1) evaluate the association of plasma omentin-1
levels with PTDM and, 2) evaluate the association of 1s2274907 polymorphism in the
omentin-1 gene with PTDM. For the first aim, we performed a case-control study (54
cases and 53 controls) of a cohort of kidney transplant recipients from southern Brazil.
Patients were matched by age, gender, time after transplantation, body mass index (BMI),
and glomerular filtration rate. As a main result, we observed that the plasma omentin-1
levels were significantly reduced in the PTDM group (3.83 [1.67— 6.52] ng/mL)
compared to the control group (5.62 [2.70 — 9.47] ng/mL, P = 0.036). Evaluating the
incremental value of plasma omentin-1 to predict risk of PTDM, we found that for each
increased 1ng/mL the odds to develop PTDM decreased by 8% (OR=0.92 [0.854 —
0.997], P=0.041).

For the second aim, we evaluated the association of the rs2274907 polymorphism
in the omentin-1 gene in patients with and without PTDM, in a nested case-control study
within a retrospective cohort of kidney transplant recipients (105 cases and 211 controls).
We observed that the A allele was associated with risk for PTDM under recessive and
additive inheritance models (both P < 0.0001). After adjustment for age, ethnicity, type
of donor, and BMI pre-transplant, the A/A genotype remained independently associated
with risk for PTDM under recessive model: OR =3.711, 95% CI 1.659 — 8.302 and under
additive model: OR =4.799, 95% CI 1.896 — 12.143; P=0.001.

This is the first study, of our knowledge, to evaluate the association between
omentin-1 and PTDM. Our results showed a significant protector pattern of the omentin-

1 in PTDM risk. Further studies are needed to confirm these findings. However, we
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believe our results can contribute to a better understanding of the PTDM
physiopathology, and may also instigate further studies aiming therapeutic strategies to

prevent or reduce the occurrence of this complication.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

Diabetes Mellitus Pos-Transplante (DMPT) ¢ definido como o diabetes que
ocorre em receptores de 6rgaos ou tecidos, previamente ndo diabéticos, apds o transplante
(1). Seu diagndstico ¢ realizado conforme os critérios da American Diabetes Association
(2), citados na tabela 1, devendo ser realizado somente ap6s 45 dias da data do transplante,
evitando diagnosticos errdneos associados a hiperglicemia transitoria do periodo pos-
transplante recente, que pode ocorrer devido as altas doses de imunossupressores

utilizados nesta fase.

Tabela 1. Critérios Diagndsticos de Diabetes Mellitus (2)

Hemoglobina glicada (HbA1C) Maior ou igual a 6,5% ou

Glicemia de jejum Maior ou igual a 125 mg/dL ou

Teste oral de tolerancia a glicose Maior ou igual a 200 mg/dL ou

Glicemia randomica Maior ou igual a 200 mg/dL em pacientes

com sintomas cléssicos de hiperglicemia

O DMPT ocorre em 15 a 40% dos pacientes que realizam transplante renal
durante o primeiro ano apos transplante (3, 4) e estd associado com reducdo da sobrevida
do enxerto e aumento de mortalidade por complicacdes cardiovasculares (5). O DMPT
compartilha alguns fatores de risco e mecanismos fisiopatologicos com o diabetes

mellitus tipo 2 (DM2). No entanto, complica¢gdes microvasculares a longo prazo parecem
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se comportar de maneira diferente (6). Dentre os fatores de risco conhecidos para o
desenvolvimento de DMPT estio: idade avancada, obesidade, etnia, historia familiar de
DM2, infecgdes por hepatite C e citomegalovirus e drogas imunossupressoras, entre
outros, conforme demostrado na tabela 2 (7-9). Os inibidores de calcineurina e os
corticosterdides desempenham um papel importante no desenvolvimento de DMPT, tanto
pelos efeitos toxicos diretos nas células beta, levando a diminuicdo da secrecdo de
insulina quanto pelo aumento da resisténcia a insulina nos tecidos periféricos e hepaticos

(10-12)

Tabela 2. Fatores de risco para DMPT

Nao modificaveis Potencialmente Modificaveis
modificaveis

Idade > 45 anos Hiperglicemia de jejum ou Drogas imunossupressoras;
intolerancia a glicose antes

Raca negra do transplante Obesidade e outros componentes

da sindrome metabdlica.

Doador falecido Infeccdo por virus da
hepatite C

Género masculino
Infeccao por

Histéria familiar de citomegalovirus

DM

HLA incompativel

Além destes fatores de risco acima citados, alguns outros fatores tém sido
estudados com o objetivo de melhor conhecer a fisiopatogénese do DMPT, tendo como

base estudos associados com DM2 (13).

O tecido adiposo ¢ um dos maiores 6rgaos endocrinos do corpo e ¢ responsavel

pela producdo de citocinas chamadas adipocinas. As adipocinas influenciam uma
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variedade de processos metabolicos (21-26) e estdo associadas a efeitos pro-inflamatorios
e anti-inflamatorios. Nos ultimos anos, estudos com foco nos efeitos anti-inflamatorios
de algumas adipocinas e seu papel na regulagdo do tecido adiposo tem sido realizados,
destacando-se a adiponectina, o antagonista do receptor de interleucina-1 e a omentina-1

(14-16).

1.1 Omentina

A Omentina (intelectin-1: /TLNI, OMIM: 609873) tem sido descrita como uma
importante adipocina secretada pelo tecido adiposo visceral (17). Também chamada de
intelectina, trata-se de uma proteina com 313 aminoécidos de 38-40 kDa, sendo seu
RNAm predominantemente expresso na fracdo do estroma vascular do tecido adiposo
visceral humano (18). H4 uma isoforma homdloga de omentina-1, o qual compartilha
83% dos aminoécidos e ¢ identificada como omentina-2. Esta Gltima € pouco expressa,
de forma que os niveis plasmaticos frequentemente se encontram abaixo do limite de
deteccao (19).

As duas isoformas da omentina, a omentina-1 € a omentina-2, tém sido
associadas ao DM2 (20, 21). Omentina-1 foi identificada a partir do tecido adiposo
visceral por Yang et al em 2003 (22). E a mais abundante e tem sido relacionada a
atividades cardiometabolicas via acdo anti-inflamatéria (23). Baixos niveis circulantes
desta adipocina sdo associados com vdrios fatores de risco metabdlicos, incluindo
hipertensdo, aumento da circunferéncia da cintura, dislipidemia e intolerancia a glicose
(19, 24, 25).

O mecanismo de acdo da omentina-1 relacionado ao aumento da captacdo de
glicose em adipdcitos humanos, se da através do aumento da fosforilagdo da proteina

kinase B (Akt) in vitro (figura 1) (26) tanto na presenca como na auséncia de insulina. A
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expressdo de omentina-1 no tecido adiposo visceral ¢ reduzida na presenca de obesidade

e resisténcia a a¢ao da insulina (19, 27, 28).
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Figura 1 — Insulina atua via receptores do tipo tirosina quinase presentes na membrana celular,
estimulando a fosforilacao dos substratos do receptor insulinico (IRSs). A fosforilagdo das proteinas IRSs
inicia uma complexa cascata de transducdo de sinal, envolvendo a captacdo da glicose, sintese proteica e
sobrevivéncia celular. A fosforilacao da Fosfatidilinositol 3 quinase (PI-3K) e AKT sdo fundamentais para
a translocacao do transportador de glicose GLUT4 e consequente entrada da molécula na célula (26).

A associacdo da omentina-1 com o DM2 ja foi descrita em diversos estudos que
demonstraram que os niveis circulantes de omentina-1 estavam inversamente associados
com a resisténcia a acao da insulina, avaliado através de homeostasis model assessment
estimated insulin resistance (HOMA-IR) (19, 28-31). Zhang et al encontraram niveis
séricos de omentina-1 reduzidos em chineses com DM2, sejam eutréficos sejam com
obesidade quando comparados aos controles sem diabetes. Neste estudo, a omentina-1
correlacionou-se negativamente com indice de massa corporal (IMC), HOMA-IR,

glicemia em jejum, glicemia pos-prandial, trigliceridemia e positivamente com HDL-c

(high density lipoprotein) (32). Essa associacdo inversa entre a omentina-1 e os
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marcadores de risco metabdlicos pode ser explicada através de propriedades anti-
inflamatorias observadas em estudos in vitro em células endoteliais e células de musculo
liso (Figura 2) (33-36). Em aorta de rato, isolada com endotélio preservado, Yamawaki
H et al demonstraram que o tratamento com omentina-1 levou a vasodilatagdo através do
oxido nitrico derivado do endotélio (48). Ja em células endoteliais umbilicais de linhagem
humana, o pré-tratamento com omentina-1 inibiu significativamente a fosforilagao de c-
Jun N-terminal kinase (JNK), bem como a expressdo da ciclooxigenase-2 (COX-2)
induzida por TNF (34, 37), demostrando um papel anti-inflamatorio significativo da
omentina-1. Ainda, disfuncdo endotelial e aterosclerose foram significativamente

associadas com baixos niveis séricos de omentina-1 em pacientes com e sem DCV (38,

39).

ERK/NF-xB p38/INK
VCAM-1 | eNOS AMPK/eNOS VCAM-1 |
ICAM-1 | + + l ICAM-1 )
1 8 INK o
Monocyte | /. codilation 7 Differentiati T tion { Monocyte adhesion |
adhesion Survival T

Endothelial cell Smooth-muscle cell

Figura 2 — A¢do da omentina-1 nas células endoteliais, demonstrando seu efeito antiaterogénico e anti-
inflamatério (36).

A omentina-1 também parece estar envolvida na regulagcdo do apetite. Brunetti et
al demostraram, em modelo animal, que a administragdo de omentina-1 diminuiu a
expressdo de cocaine-and amphetamine-regulated transcript (CART) e aumentou
liberagdo de norepinefrina no hipotdlamo de camundongos (40). Em pacientes com

obesidade, a redu¢do de peso levou a um aumento nos niveis circulantes de omentina-1
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(41, 42).

1.2 Variantes genéticas da omentina-1

A estrutura do gene ITLNI foi determinada por Tsuji et al (2001). E composto
por 8 exons e estd localizado no cromossomo 1, na regido 1q21.3-q22 (43, 44). Esta
localizagdo cromossomal foi relacionada a susceptibilidade para DM2 em vérias
populacdes (20, 44-51). Os niveis séricos de omentina-1 tem sido positivamente
correlacionados com a expressao de seu respectivo RNAm (52).

Através de sequenciamento do DNA genomico obtido de individuos saudaveis,
dois polimorfismos de nucleotideo tnico (SNP — single nucleotide polymorphism) foram
identificados no gene ITLNI (44). O primeiro estd localizado no éxon 4, sendo que o
nucleotideo +326 (numeragdo relacionada ao codon de iniciacdo ATG) € polimorfico.
Nele, o codon GTC ¢ substituido por GAC que muda o aminoacido Val para Asp na
posicao 109 (rs2274907). O segundo polimorfismo identificado (His86His) ndo altera o
aminoacido e esta localizado no nucleotideo 258 (C/T) dentro do éxon-4.

A relacdo entre a expressdo génica de /TLNI e niveis plasmaticos da proteina
omentina-1 tem sido estudada em pacientes com doengas cardiovasculares e condi¢des
correlatas como obesidade, diabetes e sindrome metabdlica (53, 54). O SNP rs2274907
foi associado com doenca arterial coronariana (DAC) em homens de uma populagao
Iraniana, onde o alelo A demonstrou ser significativamente mais prevalente nos doentes
em relagdo aos controles (55). Este mesmo polimorfismo foi avaliado em pacientes com
doenca hepatica gordurosa ndo-alcodlica (56), psoriase e com doencga inflamatoria

intestinal (44, 57). Em rela¢do ao consumo alimentar, Splichal ef al observaram que o
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SNP 152274907 teve predi¢do para ingestdo energética independente de idade e sexo,
sendo o gendtipo TT associado com menor ingestdo e AA com maior ingestdo caldrica,
bem como com ingestdo didria de gorduras e proteinas em adultos com obesidade e

eutroficos (58).

1.3 Omentina-1 e Doenca Renal Cronica

A prevaléncia de doenga renal cronica (DRC) tem aumentado mundialmente e ¢
considerado um importante problema de satde que acarreta aumento da
morbimortalidade da populacdo (59). Inflamacdo ¢ uma condi¢do clinica altamente
prevalente nesta populacdo, conforme demostrado no estudo Chronic Renal Insufficiency
Cohort, onde 86% dos individuos com DRC tinham alguma evidéncia de inflamagao (60).

A relagao da omentina-1 com a func¢ao renal ainda ndo esta bem estabelecida.
O primeiro estudo relacionando os niveis plasmaticos de omentina-1 com DRC data de
2012, onde pacientes em hemodiélise apresentaram niveis mais elevados desta adipocina
quando comparados aos controles saudéaveis. Este achado foi explicado pela reduzida
degradacgdo e excrecdo da omentina-1, devido a DRC (61). Um mecanismo similar foi
discutido por Tekce et al, onde pacientes em tratamento conservador, sem terapia de
substitui¢do renal, apresentaram omentina-1 sérica significativamente mais alta em
estagios mais avangados da DRC quando comparados aos individuos em estagios iniciais
da doenga (62). Por outro lado, os niveis de omentina-1 destes individuos foram mais
baixos do que os encontrados nos controles saudaveis, corroborando com a hipdtese de
que a DRC leva a uma reducgdo nos niveis séricos desta adipocina. Kocijancic et al

concluiram que a redug@o nos niveis de omentina-1 pode ser um preditor de mortalidade
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por doenca cardiovascular (DCV) em pacientes em hemodidlise com aterosclerose
subclinica (63).

Com a progressao da DRC, torna-se necessaria a implementacdo de uma terapia
renal substitutiva, seja através de terapia dialitica ou de transplante renal. A sobrevida
geral, risco cardiovascular e qualidade de vida sdo superiores nos pacientes submetidos a
transplante renal em comparacido com pacientes em terapia dialitica ou em lista de espera
para transplante (64, 65). Entretanto, o transplante renal, apesar de seus reconhecidos
beneficios, também pode levar ao desenvolvimento de outras patologias, dentre elas, o
DMPT, e que estd associado negativamente a desfechos clinicos (obesidade, HAS,
dislipidemia) e a desfechos propriamente ligados ao transplante (sobrevida do enxerto,
rejeicdo aguda, infecgdes) (66).

Levando-se em considera¢dao os conhecimentos mencionados acima sobre o
possivel papel protetor da omentina-1 em relacdo a desordens metabdlicas, acreditamos
ser relevante o estudo da associacdo da omentina-1 com o DMPT, tanto através da
avalia¢do dos niveis plasméaticos quanto por estudo de polimorfismo no gene /TLNI que

codifica esta proteina, em uma populacao de pacientes transplantados, com e sem DMPT.
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2 OBIJETIVOS

Objetivos primarios:

1) Avaliar a associagdo dos niveis plasmaticos de omentina-1 com a presenga de DMPT
em pacientes transplantados renais.
2) Avaliar a associa¢do do polimorfismo rs2274907 no gene ITLN-1 e a presenca de

DMPT em pacientes transplantados renais.

Objetivos Secundarios:

- Analisar a associag@o entre niveis plasmaticos de omentina-1 e consumo alimentar de
energia, macronutrientes e micronutrientes em pacientes transplantados renais.

- Verificar associagdes entre niveis plasmaticos de omentina-1 com perfil antropométrico,
composi¢do corporal e varidveis bioquimicas em pacientes transplantados renais.

- Verificar associagdes entre os genotipos do polimorfismo rs2274907 no gene ITLNI
com perfil antropométrico, composi¢do corporal e variaveis bioquimicas em pacientes

transplantados renais.
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CAPITULO 3

CONSIDERAGOES FINAIS

Avaliamos, de forma inédita, a associacdo entre os niveis plasmaticos da
omentina-1 e a presenga de DMPT bem como a associagdo entre o polimorfismo
rs2274907 no gene ITLNI e DMPT em pacientes transplantados renais.

Demostramos que niveis plasmaticos elevados de omentina-1 parecem exercer
um efeito protetor no risco para desenvolver DMPT, independente da presenca de fatores
de risco conhecidos e observados nesta populacao.

Também verificamos, através de um estudo de caso-controle aninhado a uma
coorte retrospectiva, que pacientes portadores do polimorfismo rs2274907 no gene da
omentina-1 apresentaram elevado risco para ocorréncia de DMPT.

Portanto, os achados resultantes desta tese apontam para uma significativa
associacdo entre a omentina-1 ¢ DMPT. Estudos em outras populagdes e com maior
nimero de pacientes sdo necessarios para confirmar estes achados; contudo, acreditamos
que estes resultados possam contribuir para um melhor entendimento da fisiopatologia
do DMPT e para o embasamento de novos estudos focados em estratégias terapéuticas
preventivas para o DMPT.

Temos como perspectivas futuras avaliar a relacdo da omentina-1 como
marcador para complicacdes cronicas associadas ao diabetes mellitus. Para tanto,
iniciamos uma revisdo sistematica que encontra-se em fase de andlise dos resultados,

registrada na plataforma PROSPERO sob o nimero CRD42019140495.
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