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RESUMO

Introducédo: O diabetes melito pés-transplante (DMPT) € uma complicagdo comum
em transplantados renais e esta associada a desfechos desfavoraveis. Tanto a
adiponectina como a quimiocina ligante 5 (CCL5) tém relacdo com o metabolismo da
glicose, 0 que permite supor que polimorfismos nesses genes possam levar ao
desenvolvimento de DMPT. Objetivo: Verificar a associagcado dos polimorfismos do
gene da adiponectina e da CCL5 com DMPT em transplantados renais caucasianos.
Métodos: Trata-se de um estudo caso-controle aninhado a uma coorte de
transplantados renais do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Duzentos e
setenta transplantados renais caucasianos (83 com DMPT e 187 sem DMPT), com
pelo menos um ano de transplante, foram incluidos no estudo. Pacientes com
diabetes melito pré-transplante e com mdltiplos transplantes de 6rgaos foram
excluidos. O diagnéstico de DMPT foi realizado através dos critérios da Associagao
Americana de Diabetes. Dados sdcio-demograficos e clinicos foram coletados. A
genotipagem dos polimorfismos 276G/T (rs1501299) do gene da adiponectina e dos
polimorfismos rs2280789 e rs3817665 do gene da CCL5 foi realizada pela técnica
de discriminacdo alélica por PCR (polymerase chain reaction) em tempo real. O
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HCPA e todos os
pacientes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Resultados: O
gendtipo TT do polimorfismo 276G/T do gene da adiponectina foi mais frequente nos
pacientes com DMPT do que naqueles sem diabetes, em comparacdo aos genotipos
GG/GT (modelo recessivo; p=0,031). O gendtipo TT foi identificado como fator de
risco independente para o DMPT em transplantados renais caucasianos, no modelo
ajustado para as variaveis: idade no momento do transplante, indice de massa
corporal pré-transplante e uso de tacrolimus (TT vs. GG/GT, HR=1,88 1C95% 1,03-
3,45, p=0,041). Nado houve diferenca na distribuicdo dos genotipos e alelos dos
polimorfismos rs2280789 e rs3817655 do gene da CCL5 entre os pacientes com e
sem DMPT. Conclusdes: O polimorfismo 276G/T do gene da adiponectina esta

associado ao DMPT em transplantados renais caucasianos.

Palavras-chave: transplante renal, diabetes melito pds-transplante, adiponectina,
CCL5, polimorfismo.



ABSTRACT

Background: New onset diabetes after transplantation (NODAT) is an increasingly
recognized complication of kidney transplantation that is associated with poor
outcomes. Both adiponectin and chemokine ligand 5 (CCL5) are related to glucose
metabolism, allowing hypothesize that genetic variation in their genes can lead to
development of NODAT. Objective: To investigate the association between
adiponectin and CCL5 genes polymorphisms with NODAT in Caucasian kidney
transplant recipients. Methods: This nested case-control study was undertaken
within a cohort of kidney transplant recipients from Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, Southern Brazil. Two hundred seventy Caucasian kidney transplant
recipients (83 with NODAT and 187 without NODAT) with at least one year of
transplantation were included in this study. Patients with pretransplant diabetes
mellitus and multi-organ transplantation were excluded. NODAT diagnosis was
determined by American Diabetes Association criteria. Demographic and clinical data
were collected. Subjects were genotyped for 276G/T adiponectin gene polymorphism
and rs2280789 and rs3817655 CCL5 gene polymorphisms by real-time PCR
(polymerase chain reaction). This study was approved by the Ethics Committee of
Hospital de Clinicas de Porto Alegre and all subjects received adequate information
about this study and gave informed consent. Results: The TT genotype of 276G/T
adiponectin gene polymorphism was significantly more frequent in NODAT than non-
NODAT patients, compared to GG/GT genotypes (recessive model; p=0.031). TT
genotype was identified as an independent risk factor for NODAT in Caucasian
kidney transplant recipients, after adjusting for age at transplantation, pretransplant
BMI and tacrolimus usage (TT vs. GG/GT, HR=1.88 95%CI 1.03-3.45, p=0.041).
There were no differences in genotype and allele distributions of rs2280789 and
rs3817655 CCL5 gene polymorphisms between NODAT and non-NODAT groups.
Conclusions: The 276G/T adiponectin gene polymorphism is associated with

NODAT in Caucasian kidney transplant recipients.

Keywords: kidney transplantation, new onset diabetes after transplantation,
adiponectin, CCL5, polymorphism.
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1 INTRODUCAO

O transplante € a terapia de substituicdo renal com melhor custo-efetividade,
e proporciona aos pacientes renais cronicos melhor qualidade e expectativa de vida
(1, 2). Apesar disso, algumas complicacbes podem ser observadas em

transplantados renais, como o desenvolvimento de diabetes melito (DM) (3).

O diabetes melito pés-transplante (DMPT) renal é comumente observado,
apresentando uma prevaléncia de 4 a 25% (4). O DMPT esta associado a desfechos
desfavoraveis, como disfuncédo e perda precoce do enxerto renal, maior risco de

infeccbes e desenvolvimento de doenca cardiovascular (DCV) (5-7).

Diversos fatores de risco ja foram associados ao DMPT. Eles podem estar
relacionados ao processo do transplante e/ou a caracteristicas do doador ou do
receptor. Entre os fatores associados ao transplante renal, os medicamentos
imunossupressores, incluindo os corticoesteroides e inibidores da calcineurina, sdo
fortemente evidenciados na literatura (8). Além disso, episddios de rejeicdo aguda
(9) e infeccBes por citomegalovirus e virus da hepatite C tém sido apontados como
fatores de risco para DMPT (10, 11). Em relacdo as caracteristicas do doador, o
sexo (12) e o tipo do doador (13, 14) parecem influenciar o desenvolvimento de
DMPT. Entretanto, a maioria dos fatores de risco para este desfecho € atribuida a
caracteristicas do receptor, incluindo idade, etnia, obesidade (15), histéria familiar de

diabetes, causa da doenca renal crénica (DRC) (16), entre outros.

Além dos fatores de risco ja conhecidos, a adiponectina tem sido relacionada
ao desenvolvimento de DMPT. Trata-se de uma adipocina secretada exclusivamente
pelo tecido adiposo, com propriedades antidiabéticas, antiinflamatérias e
antiaterogénicas (17, 18). Existem evidéncias de que baixos niveis de adiponectina
no pré-transplante renal estdo associados ao desenvolvimento de DMPT (19-21).
Adicionalmente, o polimorfismo 276G/T do gene da adiponectina também ja foi

associado a este desfecho (22, 23).

Além da adiponectina, polimorfismos no gene da quimiocina ligante 5 (CCL5),
como o rs2280789 e rs3817655, também apresentaram associacdo com DMPT em

uma populacdo de transplantados renais (24). A CCL5 é uma proteina pertencente a
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familia das quimiocinas CC (25) e é expressa por diversas células, como linfécitos T,
macréfagos, eosindfilos, fibroblastos, entre outras. Apresenta propriedades
quimiotaticas para células T, eosindfilos e basdfilos, desempenhando um papel ativo
no recrutamento de leucdcitos em locais de inflamacéo, além de induzir a expressao
de moléculas de adesao celular (26, 27). Ja existem evidéncias de niveis elevados
de CCL5 no transplante renal, ja que este processo pode ser entendido como indutor
de reacao inflamatdria (28-30). Além disso, alguns estudos sugerem a associacao
da CCL5 com o desenvolvimento de DM tipo 2 (31-33).

Diante dos efeitos adversos causados pela DMPT renal, assim como o papel
da adiponectina e da CCL5 no metabolismo do diabetes, faz-se importante verificar
a associagdo dos polimorfismos do gene da adiponectina e da CCL5 com o
desenvolvimento de DMPT em transplantados renais. Futuramente, a presenca
destas caracteristicas genéticas podera ser utilizada na identificacdo de pacientes

com risco aumentado de DMPT.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 TRANSPLANTE RENAL

De acordo com a Associacdo Brasileira de Transplante de Orgdos (ABTO),
dos 6.839 transplantes realizados em 2011 no Brasil, 72% foram de rim (34). O
transplante é a terapia de substituicAo renal com melhor custo-efetividade, e
proporciona aos pacientes renais crénicos melhor qualidade e expectativa de vida
1, 2).

Nas Uultimas décadas tem sido reconhecida a significativa melhora nas
sobrevidas do enxerto e do paciente, entre os receptores de transplante renal. A
sobrevida apoés o transplante varia de 82% em cinco anos para receptores de rim de
doadores falecidos a 91,6% para receptores de rim de doadores vivos com
antigenos leucocitarios humanos (HLA) idénticos (35, 36). A terapia
imunossupressora, principalmente os inibidores da calcineurina (ciclosporina e
tacrolimus) sdo responsaveis, em parte, pela maior sobrevida dos pacientes
transplantados e pela reducédo na dose de corticoesterdides. Entretanto, o uso da
terapia imunossupressora pode trazer efeitos colaterais importantes (37). Algumas
complicacbes sdo comumente observadas, como episodios de rejeicdo, perda
precoce do enxerto, nefropatia crbnica do enxerto, hipertensao, dislipidemias,
desenvolvimento de DM e eventos cardiovasculares, que contribuem para a reducéo

da sobrevida do enxerto e do paciente (15, 38, 39).

A DCV é a principal causa de 6bito em transplantados renais, sendo
responsavel por 40 a 55% da mortalidade nessa populagéo (40). Os fatores de risco
para a DCV compreendem alteracbes comuns do pos-transplante, entre elas o
desenvolvimento de DM (5).
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2.2 DIABETES MELITO POS-TRANSPLANTE RENAL

O desenvolvimento de diabetes melito poés-transplante (DMPT) € uma
complicagdo comum em transplantados renais. Dados na literatura mostram que a
prevaléncia de DMPT pode variar entre 4 a 25% (4), sendo o risco maior no primeiro
ano pos-transplante (41, 42). Entretanto, ha relatos de que, no pds-transplante

tardio, a incidéncia de DMPT também é observada (41).

Em 2003, as Diretrizes do Consenso Internacional em Diabetes Melito Pos-
Transplante (3) definiram como critério diagnéstico para DMPT a classificagdo
proposta pela Associacdo Americana de Diabetes (ADA, do inglés American

Diabetes Association) (43) para DM tipo 2, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Critérios diagnosticos de DMPT.

1) hemoglobina glicada (HbA1c) = 6,5%

ou

2) glicemia em jejum = 126 mg/dL (jejum de 8h)

Oou

3) glicemia 2h apds administracéo de 75¢g de glicose = 200mg/dL

Oou

4) paciente apresentando sintomas classicos de hiperglicemia, somado a glicemia
= 200mg/dL.

Os critérios 1-3 devem ser confirmados por teste de repeticao.

Fonte: Adaptado de ADA, 2012 (43).

Um estudo que avaliou 23.575 transplantados renais a partir de 1990, de 14
centros de transplante mundiais, observou que o DMPT é um fator de risco para
doenca arterial coronariana (38). Além disso, o DMPT esta associado a reducdo da
sobrevida do paciente, aumentando em quase 90% o risco de morte pds-transplante

(15). Os mecanismos associados a estas complica¢gdes sao descritos na Figura 1.



16

Mecanismos Propostos

¥ Nefropatia diabética

L Funcéo e sobrevida v’ Hipertenséo
—> < )
do enxerto v Baixas doses de
imunossupressores
Desenvolvimento L Sobrevidad v T Incidéncia de infecgdes
obrevida do .
> _ <— v T Risco de sepse
de DMPT paciente v bev
¥ Hiperinsulinemia
v Intolerancia a glicose
T Risco o ”gn o
—> _ <€— v Resisténciaaacao da insulina
cardiovascular

v Dislipidemia
¥ Hipertenséo

Figura 1. Consequéncias do desenvolvimento de DMPT e mecanismos associados.
DMPT: diabetes melito pos-transplante; DCV: doenca cardiovascular.
Fonte: Adaptado de Davidson et al., 2003 (3).

2.2.1 Fatores de risco

Diversos fatores de risco tém sido associados ao desenvolvimento de DMPT.
Alguns desses fatores se assemelham aqueles ja descritos no desenvolvimento de
DM tipo 2 na populagdo geral; entretanto, outros sdo exclusivos de pacientes
transplantados (44). Dessa forma, o DMPT renal pode ser associado a fatores
relacionados ao processo do transplante, a caracteristicas do doador, assim como a
caracteristicas do receptor. A Tabela 2 apresenta os principais achados de estudos
gue avaliaram fatores de risco para desenvolvimento de DMPT renal (9, 13, 15, 16,
45-49).



Tabela 2. Fatores de risco para DMPT.

Fator de Risco

Comparacgéo

Caracteristicas relacionadas ao transplante

17

‘Medida de efeito (IC95%) | Ref

Uso de prednisolona  Usar vs. N&o usar OR=1,05(1,01-1,10) (45)
« RR =1,53 (1,29 — 1,81) (15)
. Usarvs. Nao usar RR=150(1,33-1,68)  (46)
Uso de tacrolimus Tacrolimus vs
Ciclosporina A HR = 2,60 (1,30 — 5,50) (13)
o . . HR =2,17 (1,24 — 3,83) (9)
Rejeicdo aguda Sim vs. Nao HR = 2.00 (1.10 — 4.90) (13)
Infeccdes por RR=1,33(1,15-1,55) (15)
Vl,rus‘?da hep ite e Simvs. N&o RR=1,42(1,15—-1,74)  (46)
b HR = 3,40 (1,02 — 11,20)  (13)
Infeccbes par Sim vs. Ndo OR =4,00 (1,19 - 13,43)  (47)
citomegalovirus
Caracteristicas relacionadas ao doador
Sexo do doador Masculino vs. Feminino RR=1,12 (1,03 -1,21) (15)
. Vivo vs. Falecido RR =0,97 (0,87 — 1,08) (46)
Tipo do doador . .
Falecido vs. Vivo HR = 3,70 (1,40 — 9,70) (13)
Caracteristicas relacionadas ao receptor
18-44 anos (referéncia)
45-59 anos RR =1,90 (1,73 — 2,09) (15)
Idade > 60 anos RR =2,60 (2,32 — 2,92)
A cada aumentode 1 ano HR =1,05 (1,02 - 1,09) (9)
> 45 anos vs. < 45 anos RR = 2,20; p<0,0001 (48)
Sexo Feminino vs. Masculino RR =0,92 (0,83 -1,01) (46)
Etnia Negros vs. Brancos RR =1,68 (1,52 - 1,85) (15)
Negros vs. Outros RR=1,32 (1,17 -1,48) (46)
;'ésg’,\r/'la familiar Sim vs. Ndo OR =3,93 (1,25 -12,42)  (45)
Causa da DRC Rins policisticos vs. OR,:_ 11,8;_p:C_),015 (16)
Outros (analise univariada)
Glicemia 90-100 mg/dL (referéncia)
ré-transolante 101-110 mg/dL OR =1,50 (49)
P b 110-125 mg/dL OR = 7,60; p<0,0001
G!|cem|a 1 dia A cada aumento de HR = 1,46 (1,19 — 1,79) )
pos-transplante 1 mmol/L
IMC IMC = 30 vs. < 30 kg/m2 RR =1,73 (1,57 - 1,90) (15)
pré-transplante IMC 25-30 vs. < 25 kg/m?2 RR =1,39 (1,24 — 1,57) (46)

IC95%: intervalo de confianca de 95%; Ref: referéncia bibliografica; vs.: versus; OR:

razdo de chances (odds ratio); RR: risco relativo; HR: razdo de azares (hazard ratio);

DM: diabetes melito; DRC: doenca renal crénica; IMC: indice de massa corporal.
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No que diz respeito as caracteristicas do transplante renal, a medicacdo
imunossupressora, incluindo o uso de corticoesteroides e inibidores da calcineurina,
€ apontada como uma das principais causas para o desenvolvimento de DMPT (8,
45), principalmente por estar envolvida com a resisténcia a insulina e a diminuicado
da secrecado deste hormonio (50). Entre os inibidores da calcineurina, o uso de
tacrolimus parece ser mais diabetogénico que a ciclosporina A (15, 51, 52). Outras
caracteristicas relacionadas ao transplante sdo episodios de rejeicdo aguda e
infeccdes (9, 15, 45). Apesar do mecanismo de acdo ainda nédo ser completamente
elucidado, o virus da hepatite C e o citomegalovirus alteram o metabolismo da
glicose, e ja foram identificados como fatores de risco para DMPT renal (11, 47).

Caracteristicas atribuidas ao doador do enxerto também tém sido associadas
ao DMPT. O sexo do doador parece influenciar este desfecho (15), ja em relagéo ao

tipo de doador, os resultados sédo controversos (13, 14, 46, 48).

Quanto ao receptor, a idade no momento do transplante tem sido identificada
como um importante fator de risco para o desenvolvimento de DMPT (5, 16, 48, 53).
Da mesma forma, a etnia (15, 46, 48), hist6ria familiar de diabetes (45) e causa da
DRC (16) ja foram associadas ao DMPT renal. O sexo do receptor, entretanto, ndo
parece influenciar este desfecho (15, 46). Tém crescido o numero de estudos,
também, que avaliam a predisposi¢cdo genética como um fator de risco para DMPT
(44, 54). Diversos polimorfismos tém sido alvo de pesquisas, incluindo os genes da
adiponectina (22), da CCL5 (24), de interleucinas (55), do fator de transcricdo 7-like-
2 (TCF7L2, do inglés transcription factor 7-like-2) (56), de canais de potassio (57),

entre outros (14).

Algumas caracteristicas do pré-transplante renal também podem influenciar o
desenvolvimento de diabetes. Caracteristicas bioquimicas, como glicemia elevada
(49) e niveis de triglicerideos maiores que 150 mg/dL ja foram identificados como
fatores de risco para DMPT (5). A presenca de sindrome metabdlica no preé-
transplante também esta associada ao DMPT, sendo maior o risco de desfecho em
pacientes com mais componentes da sindrome (58, 59). Além disso, a obesidade,
vista isoladamente, também contribui para o desenvolvimento de DMPT renal (15,
46, 60).
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A relacdo entre a obesidade e suas desordens metabodlicas pode ser
explicada, em parte, pelas fungcées desempenhadas pelo tecido adiposo, no que diz
respeito a secrecdo de diversas adipocinas. Desde a descoberta da leptina, em
1994, o tecido adiposo tem sido estudado como um o6rgdo enddcrino, onde as
adipocinas por ele secretadas desempenham inimeras fun¢des no organismo. A
adiponectina € uma dessas adipocinas, com um papel importante no metabolismo

da glicose e da insulina e, consequentemente, no desenvolvimento do diabetes (17).

2.3 ADIPONECTINA

2.3.1 AgOes da adiponectina

A adiponectina € uma citocina produzida e secretada exclusivamente pelo
tecido adiposo. E uma proteina de peso molecular de 30 kDa, com propriedades
antidiabéticas, antiinflamatérias e antiaterogénicas (17, 18). Ela exerce suas fun¢cdes
através da ligacdo com seus receptores Adipo-R1, expresso principalmente no
musculo esquelético e Adipo-R2, expresso pelas células hepéticas. A ligacdo da
adiponectina em seus receptores promove a fosforilacdo da proteina quinase ativada
por AMP (AMPK) e da acetil-coenzima A carboxilase (ACC). No mdusculo, a
fosforilacdo destas enzimas ativa transportadores de glicose e promove a oxidacéo
de lipideos, enquanto no figado, a gliconeogénese é inibida. Em conjunto, esses
fatores sé@o importantes para explicar o efeito da adiponectina na sensibilizacdo da
insulina (61). Além disso, a adiponectina parece aumentar a atividade do receptor de
insulina tirosina quinase, o que também contribui para a sua funcdo antidiabética
(62). A Figura 2 sumariza os efeitos da adiponectina no musculo esquelético e no

figado, através da ligacdo com seus receptores.
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Figura 2. Efeitos da adiponectina no figado (A) e no musculo esquelético (B).
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ACC: Acetil-coenzima A carboxilase; AMPK: Proteina quinase ativada por AMP;
CPT1: Carnitina palmitoil transferase 1; GLUT4: Transportador de glicose 4; IRS-1.:
Substrato receptor de insulina 1; PI-3: Fosfatidil inositol quinase 3; p38MAPK:
Proteina quinase ativada por mitdgeno; PEPCK: Fosfoenol piruvato carboxilase;

PPAR: Receptor ativado por proliferador de peroxissomo; TG: Triglicerideos.

Fonte: Adaptado de Gil-Campos et al., 2004 (62).
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Existem relatos, ainda, de que os receptores Adipo-R1 e Adipo-R2 estariam
presentes no pancreas, onde a adiponectina estaria envolvida com a fungéo e

sobrevida da célula B-pancreatica, reduzindo a sua apoptose (63, 64).

A adiponectina também desempenha um papel antiinflamatorio e de
prevencado da aterosclerose. O mecanismo de acao tem sido relacionado ao efeito
da adiponectina na supressdo do fator de necrose tumoral-a (TNF-a), que por sua
vez € um potente indutor da ativacao do fator nuclear kappa-B (65).

A adiponectina esta presente em alta concentracdo no plasma, no entanto,
diferente de outras adipocinas, a sua producdo é reduzida em individuos com
depdsito elevado de gordura visceral (18). A hipoadiponectinemia é causada pela
soma de fatores genéticos e fatores ambientais envolvidos com a génese da
obesidade, como uma dieta rica em gorduras. Existem diversos estudos
evidenciando uma correlagdo negativa entre os niveis de adiponectina e indice de
massa corporal (IMC) (17, 62, 66). Na obesidade, os adipdcitos estdo hipertrofiados,
0 que causaria uma menor secrecao desta adipocina, levando a inUmeras alteracdes
metabdlicas (64). A reducdo nos niveis séricos de adiponectina induzida pelo
acumulo de gordura visceral estd associada a inflamacao, resisténcia insulinica, DM
tipo 2, dislipidemias e desenvolvimento de aterosclerose e doencas cardiovasculares
(18, 67).

Diversos estudos evidenciam que pacientes com DM tipo 2 apresentam
hipoadiponectinemia (17, 68-70). Da mesma forma, uma concentragdo adequada de
adiponectina favorece a prevencdo do diabetes. Em uma meta-anélise com 13
estudos, um total de 14.598 participantes e 2.623 casos de DM tipo 2, observou-se
que maiores niveis de adiponectina estdo associados a uma reducdo no risco de

desenvolvimento de DM tipo 2 (71).

2.3.2 Adiponectina e transplante renal

Diversos estudos clinicos tém identificado niveis elevados de adiponectina no
momento pré-transplante renal (72-74). ApOs o transplante, a concentracdo de
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adiponectina diminui (73, 74), porém, alguns estudos apontam que transplantados
renais permanecem com niveis mais elevados quando comparados a populagdo em
geral (74, 75). A explicacdo para a hiperadiponectinemia pré-transplante ainda néo
estd completamente elucidada, entretanto, acredita-se que a diminuicdo da funcao
renal exerca influéncia sobre os niveis de adiponectina. Além disso, o proprio estado
urémico poderia estar associado a elevacdo desta adipocina no plasma, porém, 0s

mecanismos ndo sao conhecidos (72).

A literatura aponta que maiores concentracbes de adiponectina no pré-
transplante renal estdo associadas a melhores desfechos no pds-transplante.
Estudos ja demonstraram que o0s niveis dessa adipocina estdo associados
inversamente com o risco de desenvolvimento de aterosclerose pés-transplante

renal (76), assim como com a perda do enxerto (77).

Em relacdo ao desenvolvimento de DMPT, alguns estudos relatam que existe
associacdo com baixos niveis de adiponectina (19-21). Mais do que esta relacéo, ha
evidéncias de que a sua concentracdo no pré-transplante renal é fator preditor
independente de DMPT (19, 20). Um estudo que avaliou 199 transplantados renais,
considerando que 45 desenvolveram diabetes apds 69 + 38 meses de transplante,
observou que uma concentracdo de 11,4 ug/mL de adiponectina no pré-transplante
renal estima risco de DMPT com sensibilidade de 81% e especificidade de 70% (19).
Além disso, a literatura aponta que pacientes com baixos niveis de adiponectina no
pré-transplante renal tém 6,9 vezes mais chances de desenvolver DMPT em 6 anos
pos-transplante (78). Diferente destes achados, um estudo que avaliou pacientes por
um periodo de 3 e 12 meses pos-transplante ndo encontrou associacdo da

adiponectina pré-transplante com DMPT neste periodo (73).

Além do impacto da concentracédo da adiponectina observada no periodo pre-
transplante renal, os niveis dosados no pos-transplante também estdo associados
ao DMPT. Menores niveis de adiponectina sdo observados em pacientes com DMPT

guando comparados aqueles sem diabetes (21).
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2.3.3 Polimorfismo da adiponectina

Os niveis de adiponectina sdo em parte determinados por fatores genéticos
(17). O gene da adiponectina (ADIPOQ) esta localizado no cromossomo 3, na regido
3927 (Figura 3). Esse mesmo lécus contém genes relacionados com o aumento da
resisténcia a insulina, obesidade e DM tipo 2 (79). Variacdes no ADIPOQ podem
influenciar os niveis e fungcdes da adiponectina, e frequentemente estdo

relacionadas a desordens no metabolismo da glicose e insulina (80).

JPLE —

i

3p21

Figura 3. Localizagdo do ADIPOQ: Cromossomo 3, regido 3g27.
Fonte: Map Viewer. In Gene / National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(81).

Diversos estudos tém identificado a associacdo entre polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs, do inglés single nucleotide polymorphism) do gene da
adiponectina com a concentracdo plasmatica dessa adipocina (82, 83), assim como
com a resisténcia insulinica e o DM tipo 2 (82-87). O DMPT também tem sido
associado a polimorfismos do ADIPOQ, entretanto, a populacdo estudada
geralmente é a oriental (22, 23). Apesar disso, em artigo de revisdo sobre os

polimorfismos da adiponectina e suas desordens metabdlicas, o autor mostra a
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relacdo dos SNPs com obesidade, resisténcia a insulina, DM tipo 2 e doencgas

cardiovasculares, em diversos grupos étnicos (84).

Um dos polimorfismos do gene da adiponectina que tem sido bastante
estudado é o 276G/T, identificado também por rs1501299, que se localiza no intron
2 do ADIPOQ (Figura 4). Esse polimorfismo ja foi associado a niveis de adiponectina
(88), resisténcia insulinica, DM tipo 2 (85, 86) e também ao DMPT (22, 23).
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Figura 4. Localizac&o do polimorfismo 276G/T no ADIPOQ: intron 2.
Fonte: Adaptado de Vasseur et al., 2006 (80).

A associacdo do polimorfismo 276G/T com o DM tipo 2 € avaliada por
diversos estudos, contudo, os resultados sdo controversos. Além da divergéncia
entre alguns trabalhos que encontraram e outros que nao observaram associacao,
h& discrepancias também em relacdo ao alelo que confere risco (85, 86, 89-92). A
etnia parece influenciar essas diferencas (91). Estudo com a populacdo japonesa
relatou que portar o alelo G estaria associado a hipoadiponectinemia, resisténcia
insulinica e risco 1,7 vezes maior de desenvolver DM tipo 2, enquanto o alelo T teria
um fator protetor para esses desfechos (85). Ao contrario desses achados, outro
estudo, este em europeus, ndo observou associa¢cdo do SNP 276G/T com DM tipo 2
(93). Alem disso, em relacédo a desfechos de doenca cardiovascular em individuos
diabéticos, alguns estudos suportam a hipotese de que o alelo G confere risco (94,
95), enquanto outros discordam, indicando que o alelo T estaria associado a
desfechos desfavoraveis, incluindo, além da DCV (96), maior risco para sindrome

metabdlica em pacientes diabéticos (97).
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Além das evidéncias da associa¢do do SNP 276G/T com o DM tipo 2, existem
estudos que avaliaram este polimorfismo em relacdo ao desenvolvimento do DMPT,
porém a populacéo investigada € oriental (22, 23, 98). Recentemente, um estudo de
coorte avaliou 575 transplantados renais coreanos por um periodo mediano de 10
anos. Depois de verificarem a associacdo entre DMPT e diversos polimorfismos da
adiponectina e do seu receptor Adipo-R1, observaram significancia estatistica para o
SNP 276G/T do ADIPOQ. Nessa populacdo, homens portadores do genotipo TT
apresentam 2,5 vezes mais risco de desenvolver DMPT que aqueles com gendétipo
GG (22). Em contrapartida, um estudo com a populacdo chinesa, observou maior
frequéncia do alelo G em transplantados renais com DMPT, além de maior risco de
desenvolvimento de diabetes atribuido ao gendtipo GG em comparacédo ao GT (23).
Somando-se a estes resultados divergentes, outro estudo, também em coreanos,
nao encontrou associacao do polimorfismo em questdo com o DMPT. Entretanto,
esse estudo teve um curto periodo de acompanhamento e um pequeno tamanho
amostral, onde comparou 10 pacientes que desenvolveram DMPT em 6 meses pos-
transplante com outros 60 que ndo desenvolveram, limitando assim o poder
estatistico da analise (98). As frequéncias dos genotipos entre os transplantados
renais que desenvolveram ou nao diabetes nos dois primeiros estudos s&o
apresentadas na Tabela 3. O terceiro estudo (98), entretanto, apresenta as
frequéncias para a populacéo total de transplantados renais, sendo o percentual de
pacientes com os genotipos GG 53,9%, GT 41,5% e TT 4,6%.

Tabela 3. Frequéncia dos gendtipos do polimorfismo 276G/T do ADIPOQ em

transplantados renais com e sem DMPT.

Genotipos Kang et al., 2012 (22) Yu et al., 2011 (23)
Com DMPT (%) Sem DMPT (%) Com DMPT (%) Sem DMPT (%)
GG 45,4 51,3 56,7 40,9
GT 40,3 39,4 35,1 49,5
TT 14,3 8,5 8,2 9,6

DMPT: diabetes melito pés-transplante.
Fonte: Kang et al., 2012 (22) e Yu et al., 2011 (23).
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2.4 QUIMIOCINA LIGANTE 5 (CCL5)

2.4.1 Agbes da CCL5

Outros genes tém sido estudados em relacdo ao seu envolvimento com
DMPT renal, como o gene da CCL5, também conhecida como RANTES (do inglés
regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted) (24). A CCL5 é uma
proteina de 8 kDa, pertencente a familia das quimiocinas CC (25). E expressa por
diversas células, como linfocitos T, macrofagos, eosinéfilos, fibroblastos, plaquetas,
células endoteliais, intersticiais e epiteliais, entre outras. A CCL5 € quimiotatica para
células T, eosindfilos e basofilos, desempenhando um papel ativo no recrutamento
de leucdcitos em locais de inflamacao, além de induzir a expressédo de moléculas de
adesao celular (26, 27). A CCL5 exerce suas funcdes quimiotaticas através da
ligagdo em um de seus receptores CCR1, CCR3, CCR4 ou CCR5. Ja as suas
funcdes de expressdo de moléculas de adesao celular e rolamento de leucdcitos
para o sitio inflamatério ocorrem através da ligacdo da CCL5 com receptores
glicosaminoglicanos (26). A regulacdo da expressdo dessa quimiocina é complexa,
envolvendo uma série de moléculas e rea¢des. Na inducdo da resposta inflamatoria,
células apresentadoras de antigenos, linfocitos T ativados e células natural kKillers,
na presenca de outras citocinas inflamatorias levam ao aumento de producédo de
células T auxiliares 1, que por sua vez, expressam receptores da CCL5. Dessa
forma, a proteina CCL5 liga-se a seu receptor e desenvolve suas funcdes, como o

recrutamento de leucocitos para sitios inflamatorios (99).

A Figura 5 demonstra a participacdo da CCL5 no processo inflamatério. As
células intersticiais secretam quimiocinas, entre elas a CCL5, em locais onde ha
inflamacg&o. Essas quimiocinas migram para o sangue e atraem leucécitos para a
regido lesada. Além disso, as quiomicinas induzem a expressao de moléculas de
adeséao celular, como glicosaminoglicanos. Os leucdcitos, entédo, se aderem a estas

moléculas e migram para o sitio inflamatério (99).
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Figura 5. Papel da CCL5 no recrutamento de leucdcitos para sitios inflamatorios.
CCLS5: quimocina ligante 5.
Fonte: Adaptado de Krensky & Ahn, 2007 (99).

Sabe-se que a obesidade est4d fortemente associada a um quadro
inflamatorio. A literatura indica que ha uma grande quantidade de linfocitos T
presentes no tecido adiposo de obesos. Com isso, ha secrecdo de quimiocinas,
como a CCL5, atraindo mais leucdcitos para a regido e contribuindo para o processo
inflamatorio (100). Existem evidéncias da participacdo da CCL5 no recrutamento de
monaocitos para o tecido adiposo. Além disso, a CCL5 apresenta propriedades
antiapoptoticas sobre macréfagos deste tecido, o que permite maior sobrevida para
essas células e, consequentemente, maior inflamacdo (101). Estudos prévios
corroboram com estes achados, indicando que individuos obesos apresentam
concentracbes de CCL5 maiores do que aqueles com IMC < 30 kg/m? (102). Em
ratos, foi observada uma correlacdo negativa entre os niveis de CCL5 e a
concentracdo de adiponectina, indicando a relacédo entre a secrecao desregulada de

adipocinas e o processo inflamatoério presentes na obesidade (103). A adiponectina
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também parece ter uma relagdo com o CCL5, diminuindo sua concentracdo a partir
de mondcitos. Além disso, nesse mesmo estudo, observou-se que esta acdo da

adiponectina fica comprometida em obesos e em pacientes com DM tipo 2 (104).

Evidenciando que as quimiocinas estdo envolvidas com a infiltracdo de
macrofagos no tecido adiposo, tem sido sugerido um papel importante da CCL5 no
desenvolvimento de doencas relacionadas a obesidade, como o DM tipo 2. Um
estudo que avaliou 1.653 pacientes demonstrou que aqueles com DM tipo 2 e até
mesmo com intolerancia a glicose apresentam maiores niveis de CCL5 que
normoglicémicos. Além disso, em modelo de regresséo logistica, a CCL5 manteve
associacdo com DM tipo 2, mesmo com ajuste para diversas variaveis (31). Outros
estudos também apontam niveis elevados de CCL5 em pacientes diabéticos tipo 2
(32, 33). Os mecanismos que envolvem essa relacdo ndo estdo completamente
elucidados. A relacédo entre niveis de CCL5 e diabetes tem sido mais estudada na
patogénese do DM tipo 1, caracterizado por uma doencga autoimune. Nessa
condigéo, as células T desempenham um papel deletério importante nas células (3-
pancreaticas, onde ocorre maior infiltracdo e destruicdo. Nesse processo, ha
expressao de receptores da CCL5 na superficie da célula T, indicando a participacéo

desta quimiocina na indugéo do diabetes (105).

2.4.2 CCL5 e transplante renal

Héa evidéncias de que em pacientes com DRC, ou seja, no momento pré-
transplante renal, as concentracdes plasmaticas de CCL5 sdo maiores do que em
individuos saudaveis. A DRC esta associada a um processo inflamatoério, onde
diversas citocinas e quimiocinas sdo expressas pelas células renais e atraem
leucdcitos para este tecido (28). Existem relatos de que a expressédo de CCL5 esta
aumentada em doencas como glomerulonefrite, sindrome nefrética, insuficiéncia

renal aguda e até mesmo na progressao da DRC (99).

O transplante renal também pode ser entendido como um processo indutor de
reacao inflamatoria, onde o 6rgdo do doador é apresentado ao sistema imune do

receptor, desencadeando processos mediados por citocinas e quimiocinas. Sendo
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assim, alguns estudos evidenciam que os niveis de CCL5 estdo elevados em
transplantados renais (28-30). A literatura aponta que no periodo imediato apds o
transplante, tanto a concentracdo urinaria (29), como os niveis sanguineos (28, 29) e
a expressao génica de CCL5 (30) sdo maiores em pacientes transplantados renais
do que em individuos saudaveis. Entre os transplantados renais, o tipo de doador
parece influenciar os niveis séricos de CCL5 logo apds o transplante. Um estudo
identificou que pacientes receptores de rins de doadores falecidos apresentam maior
expressao génica de CCL5. De acordo com os autores, o maior tempo de isquemia
fria estaria envolvido com esse achado, j& que a reperfusdo de um tecido isquémico
esta associada com a expressdo de diversas moléculas atribuidas ao processo

inflamatorio (106).

Apesar da escassez de estudos robustos que avaliem a concentracdo de
CCL5 em diferentes periodos do transplante renal, ha relatos de que os niveis
plasmaticos dessa quimiocina tendem a se manter elevados nos dois primeiros anos
apos o transplante. Nesse momento, os niveis de CCL5 se assemelham aos
observados na DRC e sao significativamente maiores do que na populacao
saudavel. Em periodos posteriores do transplante renal, ha uma diminuicdo na
concentracdo de CCL5 em comparacao a pacientes urémicos; porém, em relacdo a

individuos saudaveis, os niveis se mantém mais elevados (28).

Em relacdo aos desfechos pés-transplante renal, tanto a rejeicdo aguda,
como crbnica, tém sido associadas a niveis elevados de CCL5 por diversos estudos
(28, 107, 108). Entretanto, em relacdo a concentracdo dessa quimiocina e o

desenvolvimento de DMPT, a literatura carece de evidéncias.

2.4.3 Polimorfismo da CCL5

O gene da CCL5 esta localizado no cromossomo 17, na regido 17912 (Figura

6). Esse mesmo l6cus contém genes de outras quimiocinas da familia CC (109).
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Figura 6. Localizagéo do gene da CCL5: Cromossomo 17, regido 17q12.
Fonte: Map Viewer. In Gene / NCBI (110).

Os polimorfismos do gene da CCL5 ja foram associados as concentracfes
dessa quimiocina (109, 111, 112), além de uma série de outras doencas, como
asma, lupus eritematoso sistémico, artrite reumatoide e esclerose multipla (113). O
desenvolvimento de nefropatia diabética também j& foi associado a variacdes no

gene da CCL5 em pacientes com DM tipo 2 (114).

Entre os polimorfismos da CCL5, sdo estudados o rs2280789 (T/C),
localizado no intron 1 do gene, e 0 rs3817655 (T/A), no intron 2. Em pacientes
renais em hemodialise com DM tipo 2, o SNP rs2280789, também identificado como
In1.1T/C, esteve associado com mortalidade por todas as causas, onde o alelo C
conferiu maior risco para este desfecho (115). Este mesmo polimorfismo se associou
a rejeicdo aguda em um estudo envolvendo 261 transplantados renais (116). Em
relacdo ao desenvolvimento de diabetes, ambos os polimorfismos n&o apresentaram
associagdo com a incidéncia de DM tipo 2 em um estudo prospectivo realizado na
Alemanha (111).

Apesar das evidéncias dos SNPs rs2280789 e rs3817655 com DM tipo 2, em
relacdo ao desenvolvimento de DMPT, ja foi demonstrada a sua associacdo com
esses polimorfismos. Um estudo com populagc&o coreana avaliou 311 transplantados

renais de trés centros de transplante do pais, no periodo de 2008 a 2009. Dos
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pacientes acompanhados, 56 desenvolveram DMPT e foram comparados com 0s
pacientes sem diabetes. Houve uma diferenca significativa entre as frequéncias
genotipicas e alélicas dos polimorfismos avaliados entre 0s grupos com e sem
DMPT (Tabela 4). Assumindo-se um modelo recessivo, individuos com o genotipo
CC para o SNP rs2280789 ou AA para o SNP rs3817655 apresentam
aproximadamente 2 vezes mais chance de desenvolvimento de DMPT que os

transplantados renais com outros genotipos (24).

Tabela 4. Frequéncia dos gendtipos dos polimorfismos rs2280789 e rs3817655 do

gene da CCL5 em transplantados renais com e sem DMPT.

Polimorfismos Genotipos Com DMPT (%) Sem DMPT (%)
rs2280789 TT 25,0 39,6
TC 48,2 46,3
CcC 26,7 14,1
rs3817655 TT 23,6 39,4
TA 47,3 46,1
AA 29,1 14,5

DMPT: diabetes melito pos-transplante.
Fonte: Jeong et al., 2010 (24).

Diante das evidéncias que indicam a relagdo entre caracteristicas genéticas e
desenvolvimento de diabetes, estudos que avaliem os polimorfismos da
adiponectina e CCL5 em transplantados renais poderiam adicionar informacgao sobre
a associacdo com o DMPT.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a associacdo dos polimorfismos 276G/T do gene da adiponectina e
rs2280789 e rs3817655 do gene da CCL5 com DMPT em transplantados renais

caucasianos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Verificar a associagéo do polimorfismo 276G/T do gene da adiponectina com
DMPT, a partir da comparacdo das frequéncias alélicas e genotipicas do

polimorfismo em transplantados renais com e sem DMPT,;

-Verificar a associagao do polimorfismo rs2280789 do gene CCL5 com DMPT,
a partir da comparacao das frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo em

transplantados renais com e sem DMPT;

-Verificar a associacdo do polimorfismo rs3817655 do gene CCL5 com DMPT,
a partir da comparacao das frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo em

transplantados renais com e sem DMPT.
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ABSTRACT

Background: New onset diabetes after transplantation (NODAT) is an increasingly
recognized complication of kidney transplantation that is associated with poor
outcomes. Both adiponectin and chemokine ligand 5 (CCL5) are related to glucose
metabolism, allowing hypothesize that genetic variation in their genes can lead to
development of NODAT. The aim of this study was to investigate the association of
adiponectin and CCL5 genes polymorphisms with NODAT in Caucasian kidney

transplant recipients.

Methods: Two hundred and seventy Caucasian kidney transplant recipients (83 with
NODAT and 187 without NODAT) were included in this nested case-control study.
Patients with pretransplant diabetes mellitus and multi-organ transplantation were
excluded. NODAT diagnosis was determined by American Diabetes Association
criteria. Subjects were genotyped for 276G/T adiponectin gene polymorphism
(rs1501299) and rs2280789 and rs3817655 CCL5 gene polymorphisms by real-time

PCR (polymerase chain reaction).

Results: The TT genotype of 276G/T adiponectin gene polymorphism was
significantly more frequent in NODAT than non-NODAT patients, compared to
GG/GT genotypes (recessive model; p=0.031). TT genotype was identified as an
independent risk factor for NODAT in Caucasian kidney transplant recipients, after
adjusting for age at transplantation, pretransplant body mass index and tacrolimus
usage (TT vs. GG/GT, HR=1.88 95%CIl 1.03-3.45, p=0.041). There were no
differences in genotype distribution and allele frequency of rs2280789 and rs3817655
CCL5 gene polymorphisms between NODAT and non-NODAT groups.

Conclusions: The 276G/T adiponectin gene polymorphism is associated with

NODAT in Caucasian kidney transplant recipients.
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INTRODUCTION

Kidney transplantation is a cost-effective renal replacement therapy, which
provides uremic patients better quality of life and survival (1, 2). Nevertheless, kidney
transplant recipients are affected by some complications, such as new onset
diabetes after transplantation (NODAT) (3), with incidence ranging between 4 to 25%
(4). NODAT is associated with poor outcomes, increasing risk of death,
cardiovascular disease and graft loss (5-7). Several risk factors have been related to
the development of NODAT, including aging, race, obesity (6), family history of
diabetes (8) and immunosuppressive drugs (9). Also, genetic factors have been

reported to play an important role in development of NODAT (10, 11).

Recent findings suggest an association between adiponectin gene
polymorphism and NODAT (12). Adiponectin is a 30 kDa secreted protein produced
exclusively by adipocytes, with antidiabetic, anti-inflammatory and antiatherosclerotic
effects (13, 14). Previous studies have shown that adiponectin levels are lower in
diabetic patients when compared to healthy individuals (13, 15, 16). In addition,
reduced pretransplant serum adiponectin concentrations are associated with NODAT
development (17, 18). In Korean kidney recipients, the 276G/T single nucleotide
polymorphism (SNP) of adiponectin gene, also known as rs1501299, is associated

with NODAT in a sex-specific manner (12).

Besides adiponectin, chemokine ligand 5 (CCL5) gene polymorphisms are
associated with development of NODAT in Korean kidney recipients (19). CCL5, also
known as RANTES (regulated on activation normal T cell expressed and secreted), is
a chemokine of 8 kDa generated predominantly by T cells, epithelial cells,
macrophages, fibroblasts and platelets (20, 21). CCL5 has chemotactic activity,
which recruits leukocytes to sites of inflammation and also induces the expression of
cell adhesion molecules (21, 22). Elevated serum CCL5 concentrations are observed
in some conditions affected by inflammation, such as kidney transplantation (23, 24)
and type 2 diabetes mellitus (T2DM) (25-27).

Previous studies that investigated the association of 276G/T adiponectin gene
polymorphism and rs2280789 and rs3817655 CCL5 gene polymorphisms with
NODAT development were performed in patients of Oriental ancestry (12, 19). Their

results, however, were not conclusive. In this study we aimed to investigate the
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association between these polymorphisms and NODAT in Caucasian kidney
transplant recipients from Southern Brazil.

RESULTS
Clinical characteristics

Patients’ demographic and clinical characteristics are shown in Table 1.
NODAT patients were older than non-NODAT patients at the time of transplantation,
and had greater prevalence of adult polycystic kidney disease as primary diagnosis.
Pretransplant obesity (defined as body mass index — BMI = 30 kg/m?) was also more
common in NODAT group. Pretransplant fasting plasma glucose (FPG) concentration
was higher in patients who developed NODAT. Time after transplantation in the
moment of evaluation and other clinical variables were similar between NODAT and
non-NODAT kidney recipients (Table 1). Median time of NODAT development was 2
(1 — 15.5) months.

Initial immunosuppressive regimens according NODAT development are
presented in Table 2. Type of calcineurin inhibitor agent used was different between
groups. Tacrolimus usage was more prevalent in patients who eventually developed
NODAT as compared to cyclosporine that was more frequent in the non-NODAT

group (Table 2).

Genotype and allele frequencies and association with NODAT

Genotyping success rates were 95.9%, 98.9% and 98.5% for 276G/T,
rs2280789 and rs3817655 polymorphisms, respectively. All SNPs were on Hardy-
Weinberg equilibrium (p>0.05). Genotype and allele frequencies between NODAT
and non-NODAT patients are summarized in Table 3. There were no differences in
genotype distribution and allele frequency of rs2280789 and rs3817655 CCL5 gene
polymorphisms between groups. Regarding 276G/T adiponectin gene polymorphism,
there was greater prevalence of TT carriers in NODAT group compared to non-
NODAT patients, admitting a recessive model (16.7% vs. 7.7% respectively;
p=0.031). Using Cox regression test, including age at transplantation, pretransplant
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BMI, tacrolimus usage, and genotype as covariates, TT genotype of 276G/T SNP
was identified as an independent risk factor for NODAT in Caucasian kidney
transplant recipients (TT vs. GG/GT, HR=1.88 95%CI 1.03-3.45, p=0.041).
Multivariate Cox regression analysis is shown in Table 4. Survival curves for NODAT
development were built for all patients and according to the calcineurin inhibitor agent
used, as presented in Figure 1. Again a statistically significant difference was
observed in the curve for all patients but the differences did not reach significance in
the stratified analysis. The median follow up time for all patients was 34 (13 — 79)

months.

DISCUSSION

In the present study, TT genotype of 276G/T SNP was identified as an
independent risk factor for NODAT, admitting a recessive model. Likewise, Kang et
al. (12) reported an association between 276G/T polymorphism and NODAT in
Korean transplant recipients. Similar to our findings, they identified TT genotype as a
risk factor for NODAT, but only in men. In the present study, survival curves patterns
for both genders were the same (data not shown), however, the small sample size
limits this analysis. Different results are shown in other studies that evaluated kidney
transplant recipients. Yu et al. (28) found greater prevalence of G allele in Chinese
NODAT patients, and increased risk for NODAT in GG carriers, compared to GT
genotype. In addition, no association was observed between adiponectin gene
polymorphisms and development of NODAT in a cohort of 70 Korean patients (29).
Supporting the role of 276G/T SNP in predisposition of NODAT, there is some data
linking the T allele with hyperglycemia and T2DM (30, 31). On the other hand, there
are studies reporting a protective effect of T allele, with reduced risk of T2DM and
insulin resistance (32, 33). Although the reason for these discrepant findings is not

clear, it is possible that ethnicity plays an important role on genetic effects (34).

It is known that adiponectin levels are partly determined by genetic factors.
Previous studies reported an association between the T allele of 276G/T SNP and
increased plasma adiponectin concentrations (32, 35). Elevated adiponectin levels

seem to have beneficial effects in kidney transplantation, with reduced risk for
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development of NODAT (17, 18). However, it is not known the relationship between
276G/T polymorphism and adiponectin levels in kidney transplant recipients.

Regarding CCL5 gene polymorphisms, no association was observed between
both SNPs and NODAT in our study. These findings differ from other results
observed in kidney transplant recipients. Jeong et al. (19) reported an increased risk
for NODAT associated with C allele and CC genotype of rs2280789 SNP and A allele
and AA genotype of rs3817655 SNP. These differences could be among other
reasons due to ethnicity. Compared to Caucasian Brazilian recipients, Korean
patients presented higher prevalence of C allele and CC genotype of rs2280789
SNP, even as A allele and AA genotype of rs3817655 SNP (19). In German patients,
no association was found between CCL5 gene polymorphisms and T2DM (36), which
is in agreement with our results. Regarding plasma CCL5 concentrations, this same
study found a beneficial effect of rs2280789 C allele and rs3817655 A allele, that
were associated with reduced CCL5 levels (36). In kidney transplantation, elevated
plasma CCL5 concentrations are observed (23, 24), however, it is not known the
relationship between CCL5 levels and development of NODAT. CCL5 is involved in
inflammatory process that affects kidney recipients, however, in this context, it
depends on compatibility, immunosuppressive dosage and individual inflammatory
response. Also, some findings seem to be controversial. The rs2280789 SNP was
investigated in patients with T2DM and end-stage kidney disease, and suggests an

association between the C allele and mortality in this population (37).

The relative small sample size is the main limitation of the present study. The
inclusion of only Caucasian patients limits the application of these findings to other
ethnic groups; however, it provides more reliable findings in a population based in a
country with ethnic diversity. Larger studies are required to confirm our results and to
investigate the association of adiponectin and CCL5 genes polymorphisms with
NODAT in different ethnicities. Another limitation of this study is the lack of
measurements of plasma adiponectin and CCL5 levels. These data would be an
important piece in understanding the effect of polymorphisms on development of
NODAT.

In conclusion, our findings suggest an association between 276G/T
adiponectin gene polymorphism and NODAT in Caucasian kidney transplant
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recipients. Therefore, with these findings confirmed by other studies, it will be
relevant to identify risk of NODAT development in kidney transplant recipients and

thereby controlling other modifiable risk factors.

MATERIALS AND METHODS
Patients

This nested case-control study was undertaken within a cohort of Caucasian
kidney transplant recipients from Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Southern
Brazil. Caucasian ethnicity was defined by skin color. Eighty three kidney transplant
recipients who developed NODAT and a control group of 187 patients without
NODAT diagnosis were recruited in our transplant clinic. Case and control patients
were included in a proportion of 1:2, with all recipients with at least one year of
transplantation follow up, and paired by gender and period of transplant. Exclusion
criteria were age below 18 years old, pretransplant diabetes mellitus and multi-organ
transplantation. Patients were classified in NODAT and non-NODAT group,
according to the American Diabetes Association (ADA) criteria (38), which are
recommended by International Consensus Guidelines for the diagnosis and
management of NODAT (3).

Demographic and clinical data were collected, including the following
variables: age at transplantation, gender, primary kidney disease, family history of
diabetes, dialysis modality and duration, re-transplantation, pretransplant BMI and
FPG, donor type, donor gender, cytomegalovirus and hepatitis C infection, delayed
graft function (defined by the requirement for hemodialysis in the first post-transplant
week), acute rejection episodes (defined as clinically suspected and treated and/or
biopsy proven), types of immunosuppressive agents used, time after transplantation

in the moment of evaluation and time of NODAT development.

The immunosuppressive regimen consisted of corticosteroids, calcineurin
inhibitors (cyclosporine or tacrolimus), and an adjunctive agent (either azathioprine,

mycophenolate mofetil/sodium, or sirolimus).
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This study was approved by the Ethics Committee of Hospital de Clinicas de
Porto Alegre and all subjects received adequate information about this study and

gave informed consent.

Genotyping

DNA was extracted from peripheral blood leukocytes using a standardized
salting-out procedure. Genotyping of the 276G/T SNP of adiponectin gene and
rs2280789 and rs3817655 SNPs of CCL5 gene were performed using primers and
probes contained in the Human Custom TagMan Genotyping Assay 40x (Life
Technologies — Applied Biosystems — ABI, Foster City, CA). Real-time PCR reactions
were performed on 96-well plates, using a 7500 Fast Real Time PCR System (ABI).
Genotyping of CCL5 gene polymorphisms were performed with a total volume of 5 uL
containing 2 ng of genomic DNA, TagMan Genotyping Master Mix 1x (ABI), and
Custom TagMan Genotyping Assay 1x (ABI). The thermocycling condition was as
follows: an initial cycle of 95°C for 10 minutes, followed by 50 cycles of 95°C for 15
seconds and 60°C for 1 minute. Genotyping of 276G/T adiponectin gene
polymorphism was performed by the same standardized procedure; however the
following adjustments were applied: total volume of 10 pyL containing 10 ng of
genomic DNA and thermocycling condition with an initial cycle of 95°C for 10
minutes, followed by 50 cycles of 95°C for 15 seconds and 63°C for 1 minute.
Fluorescence data of each plate were analyzed by the System Sequence Detection
Version 2.1 program (ABI). A total of 50 samples (19%) were genotyped in duplicate

and showed 100% concordance.

Statistical Analysis

Data were processed and analyzed using the program Statistical Package for
Social Sciences, version 18.0 (SPSS Inc, Chicago, IL). After assessing normality of
continuous variables by Shapiro Wilk test, NODAT and non-NODAT groups were
compared by Student’s t test or Mann-Whitney test, as appropriate. Data with normal
distribution are presented as mean + standard deviation (SD), whereas data with

asymmetric distribution are presented as median (interquartile range). The genotype
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and allele frequencies and other categorical variables were compared between
NODAT and non-NODAT groups by Pearson’s x? test. Categorical variables are
reported as absolute numbers and percentages. Cox regression test was used to
identify risk factors for development of NODAT. First, univariate Cox regression test
was applied to recognize variables with significance level at p<0.10. Multivariate Cox
regression test was used fixing genotype variable and applying stepwise backward
selection method, in which only significant variables within the model are used for the
analysis. Survival curves were built using follow up time from transplantation until
NODAT diagnosis for NODAT group or until evaluation in non-NODAT group. The
level of statistical significance was established at p<0.05.
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TABLES

Table 1. Characteristics of NODAT and non-NODAT patients.
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NODAT Non-NODAT
p value
(n =83) (n = 187)
Age at transplantation, years 48.1 +11.0 39.8+11.9 <0.0001
Male gender, n (%) 50 (60.4) 113 (60.2) 0.977
Adult polycystic kidney disease as
primary diagnosis, n (%) 15 (18.1) 11 (5.9) 0.002
Family history of diabetes mellitus, n (%) 36 (43.9) 73 (39.2) 0.457
Dialysis modality 0.319
Conservative treatment, n (%) 0 (0) 7 (3.7)
CAPD, n (%) 2 (2.4) 4 (2.1)
HD, n (%) 80 (96.4) 172 (92.0)
CAPD and HD, n (%) 1(1.2) 4 (2.1)
Dialysis duration before transplant, months 41 (18 — 63) 30 (15 -60) 0.143
Re-transplantation, n (%) 9 (12.0) 17 (9.5) 0.558
Pretransplant BMI, n (%) <0.0001
< 25 kg/m2 35 (43.8) 123 (66.8)
25 — 29,99 kg/m? 27 (33.8) 52 (28.3)
2 30 kg/m? 18 (22.5) 9 (4.9)
Pretransplant FPG, mg/dL 96 (85 — 106) 89 (83 -97) 0.023
Donor type, deceased, n (%) 56 (69.8) 112 (59.9) 0.117
Male donor gender, n (%) 29 (50.9) 85 (56.7) 0.454
Cytomegalovirus infection, n (%) 15 (18.5) 44 (24.0) 0.320
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Hepatitis C infection, n (%)

Delayed graft function, n (%)

Acute rejection, n (%)

Time after transplantation in the moment of

evaluation, months

18 (22.5)
43 (51.8)

27 (32.5)

47 (23 — 113)

30 (16.7)
80 (43.0)

57 (30.5)

53 (23 - 97)

0.263

0.181

0.737

0.946

Data are presented as mean * standard deviation or median (interquartile range).

NODAT: new onset diabetes after transplantation; CAPD: continuous ambulatory

peritoneal dialysis; HD: hemodialysis; BMI: body mass index; FPG: fasting plasma

glucose.
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Table 2. Initial immunosuppressive regimens according to NODAT development.

NODAT Non-NODAT
p-value
(n=83) (n=187)
Prednisone, n (%) 83 (100) 186 (99.5) 0.504

Cumulative dose at diagnosis, mg* 2560 (1593 — 4970) 2280 (2103 — 3588) 0.935

Micophenolate, n (%) 75 (78.3) 154 (82.4) 0.434
Azathioprine, n (%) 17 (20.5) 27 (14.4) 0.215
Sirolimus/Everolimus, n (%) 0 (0) 3 (1.6) 0.246
Tacrolimus, n (%) 49 (59.0) 86 (46.0) 0.048

Serum level at diagnosis, ng/mL* 9.45 (8.0 -12.9) 9.70 (7.5-12.3) 0.484
Ciclosporine, n (%) 30 (36.1) 100 (53.5) 0.009

Serum level at diagnosis, ng/mL* 229 (121 - 343) 248 (181 — 296) 0.486

Data are presented as median (interquartile range). NODAT: new onset diabetes
after transplantation. *Non-NODAT values presented correspond to 2™ post

transplant month (median time of NODAT development in NODAT group).
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Table 3. Genotype and allele frequencies between NODAT and non-NODAT groups.

NODAT Non-NODAT Aditive Dominant® Recessive® NODAT Non-NODAT
SNPs Genotype Allele p value
n (%) n (%) p value pvalue p value n (%) n (%)
GG 38 (48.7) 94 (51.9) 0.093 0.635 0.031 G 103 (66.0) 261 (72.1) 0.165
Adiponectin
GT 27 (34.6) 73 (40.3) T 53 (34.0) 101 (27.9)
276GIT
1T 13 (16.7) 14 (7.7)
1T 60 (72.3) 141 (76.6) 0.567 0.447 0.589 T 142 (85.5) 321 (87.2) 0.595
CCL5
TC 22 (26.5) 39 (21.2) C 24 (14.5) 47 (12.8)
rs2280789
CC 1(1.2) 4 (2.2)
1T 55 (69.7) 135 (73.0) 0.142 0.399 0.152 T 135 (83.3) 311 (84.1) 0.835
CCL5
TA 25 (30.9) 41 (22.2) A 27 (16.7) 59 (15.9)
rs3817655
AA 1(1.2) 9 (4.8)

SNPs: single nucleotide polymorphisms; NODAT: new onset diabetes after transplantation; CCL5: chemokine ligand 5. *®Dominant:
major allele homozygotes vs. minor allele homozygotes plus heterozygotes. °Recessive: major allele homozygotes plus

heterozygotes vs. minor allele homozygotes.



Table 4. Multivariate Cox regression analysis for NODAT development.
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Variable HR  95% Confidence Interval p value
TT genotype of 276G/T SNP 1.883 1.027 — 3.453 0.041
Age at transplantation (years) 1.054 1.032 -1.077 <0.0001
Pre-transplant obesity (BMI = 30 kg/m?) 2.911 1.654 - 5.124 <0.0001
Tacrolimus usage 3.286 1.947 — 5.547 <0.0001

NODAT: new onset diabetes after transplantation; HR: hazard ratio; SNP: single

nucleotide polymorphism; BMI: body mass index.



Diabetes Free Cumulative Survival

0.9+

FIGURES

1 A.ALLPATIENTS
"1
Ll,_\\ﬂ‘x GG/GT genotype
1, . T w

e

1. TTgenotype L\

l 1
“

g L

HR = 1.88 (95%CI 1.03-3.45) H
p=0.041

000 2000 4000 8000 80,00

1 T T T T T

Time after transplantation (months)

0

100,00 120,00

Diabetes Free Cumulative Survival

B. TACROLIMUS

v, GGIGTgenotype
- L
~—_TT genotype

L

HR = 1.84 (95%C10.824.13) |
p=0.142

o | T T T
0,00 20,00

200 4000 60.00

Time after transplantation (months)

Diabetes Free Cumulative Survival

71

' C.CYCLOSPORINE

L
{_“ L GG/GT genotype
) = e L S
= —
1
jv. TT genotype
o

HR =2.46 (95%C10.94-6.41)
p=0.066

000

1 T I 1 T

T
2000 4000 6000 8000 10000 120,00

Time after transplantation (months)

Figure 1. Cox regression analysis of 276G/T adiponectin gene polymorphism and

development of NODAT in Caucasian kidney transplant recipients. A. All patients

(n=253). Carriers of TT genotype had significantly greater risk of development of

NODAT than patients with GG/GT genotype (recessive model). B. Patients using

tacrolimus as calcineurin inhibitor agent (n=131). C. Patients using cyclosporine as

calcineurin inhibitor agent (n=119).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo teve como objetivo verificar a associagao dos
polimorfismos 276G/T do gene da adiponectina e rs2280789 e rs3817655 do gene
da CCL5 com DMPT em transplantados renais caucasianos. O genétipo TT do
polimorfismo 276G/T do gene da adiponectina foi identificado como fator de risco
independente para DMPT, assumindo um modelo recessivo. Ainda ndo ha consenso
na literatura em relacédo ao alelo deste polimorfismo que confere risco de diabetes.
Ha controvérsias tanto em estudos que avaliam o DMPT em transplantados renais,
assim como nos estudos em DM tipo 2. A etnia parece ter um papel importante nas

diferencgas genéticas relatadas na literatura.

Diferencas étnicas também sdo observadas na relacdo dos polimorfismos da
CCL5 com o DMPT. As frequéncias alélicas e genotipicas que caracterizam a nossa
populacao sdo diferentes daquelas observadas em outras. No presente estudo, nao
houve associacdo dos polimorfismos rs2280789 e rs3817655 do gene da CCL5 com
o DMPT, entretanto, em coreanos, 0s polimorfismos se apresentaram como fatores

de risco para este desfecho.

O estudo apresenta algumas limitagbes, como o tamanho amostral
relativamente pequeno. Além disso, a inclusdo de pacientes caucasianos limita a
aplicabilidade dos resultados em outras etnias, porém, fornece resultados mais
fidedignos para uma populacdo de um pais rico em diversidade étnica. Mais estudos
sd0 necessarios para confirmar esses achados e verificar a associacdo desses
polimorfismos com DMPT em outras etnias. Outra limitagdo € a auséncia de dados
referentes a dosagem plasmatica de adiponectina e CCL5, o que permitiria uma

melhor compreensao do efeito dos polimorfismos no DMPT.

Apesar das limitagdes, o estudo sugere que o polimorfismo 276G/T do gene
da adiponectina esteja associado ao DMPT em transplantados renais caucasianos.
Este resultado, se confirmado por outros estudos, permitira identificar pacientes com

risco aumentado de DMPT, a fim de controlar outros fatores de risco modificaveis.
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APENDICE |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O(a) Sr(a) estd sendo convidado a participar de uma pesquisa cientifica que ir4 avaliar a
associacdo entre uma caracteristica dos seus genes e o desenvolvimento de diabetes melito pés-
transplante renal. O diabetes melito € uma doenca onde os niveis de aclcar no sangue estdo aumentados.

Para participar dessa pesquisa, Vvocé responderd a um questionario sobre dados sécio-
demogréficos (idade, sexo, etnia, estado civil e renda) e de fumo e histéria familiar de diabetes melito.
Medidas de peso e altura também serdo aferidas para a pesquisa.

O seu sangue sera coletado para posteriores avaliagfes. O procedimento de coleta consiste em
colocar uma agulha em alguma veia do corpo para retirada de sangue. A quantidade de sangue coletada
serd de 5mL, o que é semelhante a uma colher de cha. O(a) Sr(a) podera sentir o desconforto relacionado
as coletas, podendo causar dores, extravasamento de sangue ou manchas roxas na pele, sendo este o
Unico risco a que estard exposto. A partir da coleta, serdo identificadas caracteristicas genéticas no seu
sangue, envolvendo o gene da adiponectina e CCL5. A adiponectina € uma substancia presente no seu
sangue que tem propriedades anti-inflamatoérias e de protecédo contra diabetes e doengas do coragdo. Ja a
CCL5 é uma proteina envolvida com a inflamacgé&o e o sistema imune.

Além disso, 0 seu sangue sera armazenado no freezer do Laboratério de Nefrologia do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, a uma temperatura de -80°C, e estara sob a responsabilidade dos pesquisadores
Bruna Nicoletto e Luiz Felipe Gongalves. O armazenamento do seu sangue vai permitir, além da
realizacao deste estudo, a realizagdo de futuras pesquisas, sempre preservando o seu anonimato. Todos
os projetos que futuramente poderdo ser desenvolvidos serdo submetidos a um Comité de Etica e
Pesquisa; e somente sob a aprovacao do estudo por este Comité, o seu sangue sera utilizado.

() Autorizo o armazenamento e o registro das informacdes relacionadas ao meu sangue
coletado, preservando o meu anonimato.

() Nao autorizo o armazenamento e o registro das informacdes relacionadas ao meu sangue
coletado, preservando o meu anonimato.

() N&o desejo ser recontatado para concordar com 0 uso do meu sangue e informagdes
associadas em futuras pesquisas.

() Nao desejo receber informagdes sobre justificativas, objetivos e procedimentos que
envolvam o uso do meu sangue coletado, além de informacdes sobre riscos e beneficios de futuras
pesquisas.
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() Nao desejo receber informacgdes sobre resultados de futuras pesquisas que envolverao o
meu sangue coletado e informagdes associadas.

A partir do seu sangue coletado, poderéo ser avaliados exames de rotina, como glicose, insulina,
colesterol, triglicerideos e outros horménios. No caso se futuras pesquisas que envolvam a andlise de
outros genes através do seu sangue coletado, vocé ndo sera comunicado sobre o resultado, a ndo ser que
se exista tratamento e este seja necessario.

() Autorizo a divulgacao dos resultados encontrados no meu sangue para outros individuos da
minha familia ou de geracdes futuras, caso eles tenham beneficios com esses resultados.

O(a) Sr(a). podera desistir da pesquisa a que esta sendo convido(a) a participar a qualquer
momento, mesmo apoés ter comecgado. Além disso, podera retirar 0 seu consentimento para a utilizagao de
seu sangue e informagbes associadas quando quiser. Isso ndo vai lhe trazer nenhum prejuizo a
continuidade do tratamento prestado pela equipe de salde desse hospital. Para participar dessa pesquisa,
ndo serd necessario receber nenhum tipo de medicacdo e ndo haverd despesas pessoais com a
participacdo na pesquisa.

Os resultados obtidos com este estudo e com futuras pesquisas aprovadas por um Comité de Etica
serdo usados para publicacdes, e lhe garantimos que estes dados serdo utilizados sem a sua
identificacdo, preservando e mantendo o seu anonimato. Futuramente, essa pesquisa pode auxiliar
indiretamente muitos transplantados renais, ja que a partir dela saberemos se uma caracteristica genética
pode influenciar no desenvolvimento de diabetes melito pds-transplante.

Os pesquisadores responsaveis por este projeto de pesquisa sao: a nutricionista Bruna Bellincanta
Nicoletto, a professora de nutricdo Gabriela Corréa Souza e o professor de medicina Luiz Felipe
Gongcalves, tendo este documento sido revisado e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa desta
instituicdo. Contato do Comité de Etica e Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre: (51)
3359.8304. Contato da pesquisadora Bruna Nicoletto: (51) 9646.3207. Endereco e contato dos
pesquisadores: Servico de Nefrologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, 2° andar, telefone (51)
3359.8295.

A minha assinatura, neste termo de consentimento informado, dara autorizacdo ao pesquisador
envolvido para utilizar os dados obtidos quando se fizer necessario, incluindo a divulgacdo dos mesmos,
sempre preservando a minha identificagéo.

Nome do pesquisador:

Assinatura do pesquisador:

Nome do paciente:

Assinatura do paciente:

Porto Alegre, de de 2011.
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FICHA PARA COLETA DE DADOS
Data: / /
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( ) CASO: Niumero ( ) CONTROLE: Numero
Nome: Prontuario:
Data de nascimento: / / Idade: Sexo: ()F ()M
Enderecgo: Cidade:
Estado: Telefone(s):

Estado civil: ( ) casado ( ) solteiro ( )separado ( )vilvo ( ) unido estavel
Etnia: ( )branco ( )negro ( )mulato ( )oriental ( )indio ( ) outros

Profissao:

Em atividade: ( ) ndo ( ) sim:

Fumante: ( )ndo ( )sim ( ) ex-tabagista: ha anos.

Doenca de base:

Tipo de dialise: ( ) CAPD ( )HD Data da 12 dialise: / /

Doador: ( ) vivo ( ) falecido Sexo doador: () homem () mulher

Data do transplante: / / Re-transplante: ( ) ndo ( ) sim

Tempo de isquemia fria: Disfuncao inicial do enxerto: ( )ndo ( ) sim

Rejeicdo aguda: ( ) ndo ( ) sim —numero de episodios:

Tratamento: () pulso metilprednisolona: ( ) AGT/OKTS3:

Diagnostico de DMPT: ( )ndo ( )sim: Data do diagnostico: / /

Tratamento DMPT:

Historia familiar de DM: ( ) ndo () sim:

Infec¢des: ( ) ndo () virus da hepatite C () citomegalovirus

Hipertensédo prévia: ( ) ndo ( )sim Hipertensédo atual: ( ) ndo ( ) sim



Imunossupressao inicial

Imunossupressao Sim

Observacgdes:
Prednisona

Ciclosporina

Tacrolimus

Azatioprina
Micofenolato
OKT3
ATG
Basiliximab
Everolimus
Sirolimus

Antropometria

Peso atual

Observacgoes:
Altura atual
Peso pré-transplante

Exames laboratoriais

Exame

Pré-transplante Atual

Observacgoes:
Glicose
Insulina
Hemoglobina glicosilada
Triglicerideos
Colesterol total
Colesterol HDL

Colesterol LDL

Polimorfismos

276G/T (ADIPOQ) Observacgodes:
rs2280789 (CCL5)
rs3817655 (CCL5)




