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1. INTRODUCAO

1.1 Anticorpos anticardiolipina e sindrome antifosfolipidica

Em 1906, Wasserman originalmente descreveu a ocorréncia de anticorpos
antifosfolipides em pacientes com sifilis. Décadas mais tarde, a presenca de reagdes falso-
positivas para o VDRL (venereal disease research laboratory, emulsdo que contém
cardiolipina, fosfatidilcolina e colesterol) foi detectada em pacientes com lupus eritematoso
sisttmico (LES)*. Em 1963, Bowie et al observaram que alguns pacientes com LES e
trombose apresentavam um inibidor da coagulagdo, a partir de entdo denominado

anticoagulante IGpico®.

Os anticorpos antifosfolipides constituem um grupo altamente complexo de
anticorpos dirigidos contra cardiolipina, outros fosfolipides carregados negativamente e
cofatores fosfolipidicos como a beta2-glicoproteina | (beta2-gpl). De forma eventual,

anticorpos antifosfolipides se ligam a fosfolipides neutros como a fosfatiletanolamina®.

Os anticorpos atuam contra fosfolipides que participam do complexo
protrombinase da coagulacéo, composto pelos fatores V e X, fosfolipides e calcio*™? *°. Os
mecanismos intrinsecos da ligacdo dos anticorpos com fosfolipides da via da coagulacéo e de

membranas celulares permanecem pouco conhecidos™.

Harris et al em 1983, apds confirmarem a ocorréncia de falsa-positividade para o
VDRL no LES, desenvolveram um teste para detec¢do de anticorpos aCL em fase soélida
(radioimunoensaio e posteriormente ensaio enzimético). A técnica imunoenzimatica (ELISA)
quantifica diretamente os niveis de anticorpos aCL a partir de amostras de soro ou plasma.
Apds algumas modificacdes e ajustes de padronizacao, estdo disponiveis hoje no mercado a
testagem para anticorpos aCL de classe 1gG, IgM e 1gA* ", Anticorpos aCL sdo normalmente
detectados em ensaios de fase solida que utilizam o cofator beta2-gpl em tampdes ou

diluentes®°.

Os testes habituais para detecc¢do de anticorpos antifosfolipides incluem ensaios

de coagulacdo (anticoagulante IUpico) e os testes soroldgicos para anticorpos anti-beta2-gpl e



aCL. Os ensaios imunoenzimaticos para deteccdo de anticorpos aCL constituem métodos
rotineiros para confirmacdo do diagndstico de sindrome antifosfolipide (SAF). Ao menos
duas testagens positivas de anticorpos anti-beta2-gpl ou aCL em um intervalo de 6 semanas se

fazem necessarias para confirmacdo laboratorial da SAF .

A técnica imunoenzimatica consiste basicamente em quantificar anticorpos aCL
de isotipos 1gG, IgM e IgA em placas de fase sdlida'®*. Na primeira etapa da reacéo,
amostras diluidas dos soros-teste (potencialmente contendo anticorpos aCL) sdo incubadas em
pocos contendo cardiolipina. Tampdes contendo o cofator beta2-gp1 séo utilizados™. Em uma
segunda incubacdo, anticorpos anti-IgG, anti-lgM ou anti-IgA humana conjugados com
peroxidase sdo acrescentados a placa. Ap6s adicdo de cromogéneo, a intensidade da cor

produzida é proporcional & concentracéo de anticorpos aCL na amostra®™’.

Com o desenvolvimento de métodos sensiveis para a quantificacdo de anticorpos
antifosfolipides, as associacBes destes autoanticorpos com doenca tromboembdlica se
tornaram mais definidas™®. Anticorpos aCL estdo associados a tromboses arteriais, venosas,

morbidade gestacional, trombocitopenia e distdrbios neurolégicos'®%.

A combinacdo da presenca de anticorpos aCL (ou anticorpos anti-beta2-gpl, ou
anticoagulante lupico) com fen6menos trombéticos e/ou morbidade gestacional em pacientes

com LES ou outra doenga auto-imune, infecciosa ou neoplasica define a SAF 212,

A denominacdo sindrome do anticorpo aCL havia sido proposta inicialmente em
1985%. Harris et al em 1987 renomearam este conjunto de eventos como SAF, dada a
ocorréncia, neste contexto, de outros anticorpos contra fosfolipides que néo anticorpos aCL?*.
A SAF tem sido diagnosticada em associa¢gdo com uma variedade de afecgdes, principalmente
autoimunes®. Formas primarias da doenca, entretanto, tem sido bem reconhecidas nos

Gltimos anos®®%’.

Embora classicamente descritos em pacientes com SAF?*?" e LES?, anticorpos
antifosfolipides podem ocorrer em individuos com outras doengas autoimunes, doengas

infecciosas, tumores ou entdo naqueles sob uso de farmacos como procainamida e hidralazina.

A freqliéncia de anticorpos antifosfolipides em individuos saudaveis é em torno de
2%, podendo aumentar com a idade e doencas cronicas coexistentes?®. Para Petri et al, a

prevaléncia de anticorpos aCL em controles sadios foi de 2,5%%. Em estudo de 2004, a



positividade em controles foi de 2,5% para 1gG e de 3,1% para IgM aCL*!. No Brasil, a
freqUiéncia de titulos baixos de aCL foi de 6% e a de titulos altos em 1% dos individuos
saudéaveis®. Alguns estudos demonstraram que individuos com mais de 65 anos podem
apresentar taxas superiores a 20 unidades de aCL* **°. Fields et al 1989 reportaram IgG ou
IgM aCL em 12% dos idosos saudaveis e em 2% de individuos mais jovens®.
Diferentemente, outros autores descreveram positividade insignificante para anticorpos aCL

em idosos>e,

A marca registrada da SAF* é a tendéncia a tromboses venosas e arteriais*.
Tromboses venosas predominam na doenca. Quase todo o leito vascular pode ser afetado na
SAF. De importancia, pacientes com historia de trombose e niveis significantes de anticorpos

antifosfolipides possuem risco elevado para a recorréncia de trombose®.

Muito provavelmente os fendmenos isquémicos vistos na SAF decorrem da
inducdo de trombose por anticorpos aCL e outros anticorpos contra fosfolipides. Entretanto,
0s mecanismos pelos quais anticorpos aCL deflagram trombogénese ainda ndo s&o
completamente conhecidos. Nos dias correntes, a papel da beta2-gpl como antigeno que se
acopla a fosfolipides de carga negativa em membranas plaquetarias e endoteliais é altamente
considerado. A beta2-gpl, um anticoagulante natural, é provavelmente o principal alvo
antigénico dos anticorpos aCL, desempenhando papel central na fisiopatogenia desta

afeccao™ 2

Em termos de tromboses venosas, predominam na SAF os trombos em membros
inferiores e a embolia pulmonar. Outros acometimentos da rede venosa incluem a retina e as
veias hepética e renal. A manifestacdo arterial mais freqiientel é o acidente vascular cerebral
isquémico ou acidente isquémico transitorio. Oclusdo de artéria retiniana, infarto agudo do

miocérdio e oclusdo arterial periférica séo também acometimentos conhecidos*“®.

Uma série de manifestacGes cardiacas foram descritas em pacientes com SAF
priméria ou secundaria, principalmente doenca valvular*’. A valvulopatia vista na SAF é
apenas ocasionalmente agressiva®. A endocardite previamente conhecida como de Libman-
Sacks provavelmente decorre de microtrombose valvular e esta associada a SAF; pode se
manifestar como embolia cerebral ou sistémica*®*°. A SAF constitui uma das causas de
acidentes cerebrovasculares e infarto agudo do miocardio em individuos jovens, a maioria

sem fatores de risco tradicionais para ateromatose’®°,
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Diferentes estudo demonstraram que a presenca de altos titulos de aCL (acima de
20-40 unidades) estdo intimamente ligados & ocorréncia de eventos trombo-oclusivos® .
Uma associaco entre acidente vascular cerebral e presenca de anticorpos aCL foi proposta®*
>, Ppositividade para anticorpos aCL em individuos com doenca coronéria ndo associada a

fatores de risco classicos tem sido fartamente relatada®®®:.

Titulos elevados de IgG aCL séo encontrados mais frequentemente apds o curso
agudo de um evento cardiovascular e nas valvulopatias do que na populacdo geral. Titulos
elevados de anticorpos aCL apds cirurgia coronaria ou cirurgia de revascularizacao periférica
podem indicar reoclusdo precoce ou identificar pacientes com risco de trombose venosa

profunda. Entre os isotipos aCL, a IgG tem sido a mais preditiva para eventos trombéticos®.

Sabidamente, uma das principais causas de trombose em pacientes sob
hemodialise é a presenca do acesso arteriovenoso®®. De interesse, alguns estudos relataram
associacao entre titulos elevados de 1gG aCL e tromboses de fistulas arteriovenosas nestes

pacientes®*®.

Individuos com idade inferior a 50 anos e niveis moderados ou altos de aCL tém
um risco relativo de sete a oito vezes maior de desenvolver trombose venosa profunda,
embolia pulmonar ou acidente vascular isquémico em relacdo a populacdo normal. Estes

1 68

individuos sdo candidatos a terapia antiplaquetaria profilatica Nos individuos

assintoméaticos com niveis baixos de anticorpos aCL, a terapia antiplaquetaria ndo é

consensual.®®

.Em pacientes com SAF estabelecida, o tratamento de fase aguda se baseia na
anticoagulacdo com heparina venosa (regular) ou subcutanea (regular ou fracionada). A
prevencdo de novos eventos tromboticos ¢ efetuada através do uso de varfarina a longo prazo.
Um raio normatizado internacional ao redor de 3 deve ser mantido. Imunossupressores,
corticosterodides e gamaglobulina endovenosa estdo indicados somente em casos de trombose

refratarias, ou para o tratamento de doenca autoimune associada® .

Na SAF gestacional estabelecida e isolada, o protocolo-padrdo inclui
fundamentalmente heparina subcutanea e &cido acetil-salicilico em dose baixa. A dosagem e a
frequiéncia de heparina dependem do peso corporal e histéria clinica. O indice de sucesso
gestacional com a aplicacdo deste protocolo é de cerca de 70%. A gamaglobulina endovenosa

é restrita a pacientes com morbidade gestacional refrataria ao tratamento convencional. Em
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pacientes com SAF gestacional isolada, a profilaxia pds-parto pode incluir fundamentalmente
antiplaquetérios.

Digno de mencdo, anticorpos aCL podem estar presentes em 21 a 65% dos
pacientes com LES, 33% dos casos de artrite reumatoide, 28% das artrites psoriaticas, 14%
das osteoartrites, 14% das polimisites e dermatomiosites, e ocasionalmente em pacientes com
miastemia gravis, esclerose multipla, tireoidite de Hashimoto, sindrome de Sjogren,
poliarterite nodosa, sifilis, AIDS e hepatites virais A ocorréncia de anticorpos aCL no diabetes

mellitus (DM) ? "* é de nosso particular interesse e sera abordada a seguir.

1.2 Diabetes mellitus e anticorpos anticardiolipina

O DM é uma sindrome de etiologia multipla, decorrente da falta de insulina (por
destruicdo das células beta do pancreas) e/ou da incapacidade da mesma de exercer
adequadamente seus efeitos, resultando em resisténcia insulinica. Notabiliza-se pela presenca
de hiperglicemia crénica, freqlientemente acompanhada de dislipidemia, hipertensdo arterial e

disfuncdo endotelial .

A doenca cresce em propor¢des preocupantes neste século, especialmente em
paises em desenvolvimento. A estimativa é de que nestes paises haverd um crescimento de
170% na prevaléncia de DM, aumentando de 84 para 228 milhdes de individuos afetados. Em
contraste com os paises desenvolvidos, onde a faixa etaria mais acometida sera acima dos 65
anos, para paises em desenvolvimento a faixa etaria é de 45 a 64 anos. Um Estudo
Multicéntrico de Prevaléncia de DM revelou, no final da década de 1980, que 7,6% da
populacéo adulta brasileira era diabética™ . Os dados atuais s&o indicativos de que 12% da

populacdo brasileira (cerca de 12 milhdes de pessoas) estejam acometidas por esta afeccdo’™.

As formas mais freqlientes de diabetes sdo o DM tipo 1 e o DM tipo 2. Até
recentemente, os termos "dependente e ndo dependente de insulina” eram utilizados na
caracterizacdo dos dois tipos de diabetes. Esta nomenclatura ndo é mais utilizada nos dias
atuais. O DM tipo 1, que ndo € foco do presente estudo, se caracteriza por destruicéo
progressiva da populacdo de células beta do péncreas, provavelmente por mecanismos

autoimunes, sejam humorais e ou celulares’™®"®.
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O DM tipo 2 representa cerca de 90% dos casos de diabetes. E caracterizado por
distarbios da acdo ou secrecdo da insulina’. A maioria dos pacientes acometidos por esta
forma da doenca apresenta obesidade. Percebe-se um aumento relativo de DM tipo 2 em
adultos jovens. Estes individuos apresentam quase sempre um fendtipo classico:
predisposicdo a obesidade, sedentarismo e historia familiar de DM tipo 2. S&o geralmente
provenientes de grupos socioecondmicos menos favorecidos®. Outros fatores predisponentes

incluem o sexo feminino e a ocorréncia de sindrome dos ovarios policisticos®.

Outros tipos especificos de DM a serem citados incluem o DM do adulto de inicio
no jovem (sem predisposicdo para a cetoacidose e sem obesidade; com hiperglicemia leve,
iniciando antes dos 25 anos de idade e com varias geracdes de familiares com diabetes) e
diabetes de origem mitocondrial (individuos jovens e sem obesidade; hiperglicemia leve,
podendo progredir lentamente para graus mais avancados; associacdo com mutacdo do DNA
mitocondrial; presenca de surdez neurossensorial e distrofia macular e, menos

freqiientemente, miopatia, cardiomiopatia e doenca renal)™®.

Além dos anteriores, deve ser citado ainda o diabetes gestacional. Esta forma é,
conceitualmente, uma tolerancia diminuida aos carboidratos. O diagnostico da doenca é

firmado durante a gestaco, e pode ou néo persistir ap6s o parto®.

O DM se caracteriza por complicacdes neuroldgicas, nefrolégicas e vasculares®.
Diferentes anormalidades estdo presentes no DM. Um exemplo é a geracdo de produtos
glicados (que decorre do estado hiperglicémico), capaz de gerar arteriopatia e

hipercoagulabilidade® ®.

O DM é considerado um fator de risco independente para o desenvolvimento de
doenca aterosclerética e complicacBes associadas a ela®. Pacientes diabéticos s&o propensos a
complicagdes micro e macrovasculares; a etiopatogenia destas complicacdes € complexa e

multifatorial, e ainda necessita esclarecimentos mais detalhados®.

O DM tipo 2, foco de nosso interesse, € caracterizado por resisténcia a acdo da
insulina e por uma associacdo definida com obesidade. Citocinas (principalmente o fator de
necrose tumoral, produto do adipécito e de outras células do sistema imune) estdo ligadas a
génese da resisténcia insulinica®”. Niveis elevados das interleucinas 6 e 8 sdo também
observados em pacientes com DM tipo 2, e o papel destas citocinas na resisténcia a insulina é

também reinvindicado no momento atual®.
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O DM apresenta altas taxas de morbi-mortalidade, com perda na qualidade de
vida. Os custos para o atendimento ao paciente diabético variam de 2,5% a 15% dos gastos
nacionais com saude. A doenca representa também uma carga adicional a sociedade, em
decorréncia da perda de produtividade no trabalho, aposentadoria precoce e mortalidade

prematura®®.

Uma série de estudos transversais e prospectivos compararam a sensibilidade a
insulina em varias populacdes étnicas e nacionais dentro dos Estados Unidos, analisando
possiveis fatores de risco para o desenvolvimento de DM tipo 2. Independentemente de
fatores culturais e étnicos, o San Antonio Heart Study reportou que os mais fortes preditores
de risco para o deflagramento de DM tipo 2 sdo as elevadas concentragdes de insulina em
jejum e a reduzida secrecdo de insulina®®. Complicagdes vasculares sdo a principal causa de
morbidade em pacientes com diabetes mellitus®. ComplicacBes macrovasculares, como as
que afetam as circulagBes coronaria e cerebral, constituem causas maiores de mortalidade em
diabéticos®> %,

As complicacGes macrovasculares decorrem de doenca aterosclerotica obstrutiva.
As alteracbes patoldgicas que levam a alteracdes funcionais e estruturais em vasos de
diabéticos incluem a disfuncdo endotelial, diminuicdo da complacéncia vascular e
ateromatose. A ativacdo endotelial leva a superexpressdo de uma série de citocinas pro-
inflamatorias e vasoativas. Vias hemodindmicas sdo ativadas e, possivelmente, amplificadas
por hipertensdo arterial sistémica concomitante. Além disso, a hiperglicemia, a modulacédo
lipidica e a ativacdo de fatores de crescimento contribuem para o desenvolvimento da doenca
vascular diabética®. Pacientes com DM tipo 2 estdo sob risco substancialmente alto de

evoluir com obstrucdes macrovasculares, particularmente cardiacas e cerebrais®.

O estresse oxidativo € aumentado no DM, provavelmente em decorréncia de auto-
oxidagédo da glicose®®. Células endoteliais continuamente expostas ao estado hiperglicémico
sintetizam anions superdxidos; estes, por sua vez, inibem o efeito vasodilatador do 6xido

nitrico. Como resultado, temos desestruturagdo da homeostase vascular em diabéticos®”.

O DM tipo 2 é uma condicdo que se notabiliza por alteracBes de um duplo
cenario, funcional e metabdlico®; estas alteracbes promovem a aterogénese e suas
conseqientes alteragdes macrovasculares. Em pacientes diabéticos do tipo 2, o estado cronico

de hiperglicemia e a resisténcia a insulina sdo responsaveis por disfun¢des endoteliais,
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plaquetarias e das vias da coagulagdo e fibrindlise. A adesividade de mondcitos e macrofagos
é também alterada nestes pacientes®.

A mortalidade por doenca coronariana esta aumentada em diabéticos dos tipos 1 e

2100 101-102. De

. AlteracGes da hemostasia sao responsaveis por este risco coronariano elevado
grande interesse, 0 DM esté associado com risco aumentado de doenga cardiovascular mesmo

na presenca do controle glicémico intensivo'®.

Embora o estado hiperglicémico e a eventual concomitancia de hipertensdo
arterial estejam estreitamente associados a desestruturacdo vascular e tendéncia trombotica
em diabéticos, o papel de mecanismos autoimunes na angiopatia diabética é também matéria a
ser considerada. Anticorpos antifosfolipides, entre outros, podem se constituir em fatores
adicionais na génese da vasculopatia diabética. A prevaléncia de anticorpos aCL em pacientes
diabéticos tem sido foco de poucos estudos nos anos recentes, e os resultados ndo sdo de

forma alguma homogéneos.

Em termos etiopatogénicos, a tendéncia trombdtica atribuida a acdo de anticorpos
aCL decorre de multiplos mecanismos: ativacdo plaquetaria, de células endoteliais, de
mondcitos, do sistema do complemento e via da coagulagdo™®. O papel deste interessante
grupo de autoanticorpos no deflagramento ou perpetuagdo dos eventos isquémicos préprios do
paciente diabético é ainda nebuloso.

Alguns estudos demonstraram aumento da prevaléncia de anticorpos aCL em
pacientes com diabetes 1 e 2. Os niveis médios do anticorpo foram significativamente maiores
em diabéticos comparativamente a controles saudaveis'®®>. Em outro estudo, os niveis de
anticorpos aCL foram maiores em diabéticos tipo 1 com complica¢des vasculares quando
comparados a diabéticos sem complicacdes e a controles™.

De acordo com estudo datado de 1989, diabéticos com e sem doenca arterial
coronariana tiveram prevaléncia aumentada de 1gG aCL em relag&o a individuos saudaveis'®.
Niveis de anticorpos IgA contra fosfatidiletalomanina (fosfolipide neutro) foram aumentados

em diabéticos em relagio a controles saudaveis®.

Segundo dados de 1989, pacientes com DM tipo 2 e complicagdes
macrovasculares tem uma prevaléncia consideravel de anticorpos aCL'%". Uma freqiiéncia

significativamente alta de anticorpos aCL foi também foi relatada em diabéticos dos tipos 1 e
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2 com macroangiopatia e nefropatia. Estes pacientes apresentaram maiores titulagdes do
anticorpo do que pacientes com diabetes ndo complicado ou controlado®.

Um grupo de autores estudou a associacao de teste positivo para anticorpos aCL e
anti-beta2-gpl com os eventos micro e vasculares proprios do DM. A eventual ocorréncia
destes dois grupos de autoanticorpos ndo se associou a vasculopatia diabética; os autores
concluem pela néo-relevancia destes anticorpos na patogenia das obstrucdes vasculares de
diabéticos*®. Recentemente, reportamos freqiéncia insignificante de 1gG, IgM e IgA aCL em

pacientes com sindrome metabélica™®.

Também recentemente, reinvidicou-se uma associacdo sinérgica de anticorpos

aCL e disfuncdo endotelial no deflagramento de vasculopatia em diabéticos tipo 1'%°.

Como visto, os dados que concernem a freqiéncia e papel patogenético dos
anticorpos aCL na vasculopatia diabética séo polémicos e por vezes antagdnicos, e 0 assunto

necessita elucidagéo.
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2. JUSTIFICATIVAS PARA O ESTUDO

Podemos arrolar algumas justificativas para a realizacéo deste estudo:

- Dados envolvendo detecgdo de anticorpos aCL em pacientes diabéticos

praticamente inexistem na literatura nacional,

- Os estudos que avaliaram prevaléncia de anticorpos aCL no DM ndo se

mostraram homogéneos quanto aos resultados;

- O isotipo IgA aCL, aqui incluido, foi pouco estudado em populacBes diabéticas

até o momento;

- A patogenia da macrovasculopatia diabética é complexa e multifatorial, podendo
incluir autoimunidade. Uma eventual associacdo entre anticorpos aCL e historico vascular

poderia contribuir adicionalmente para a compreensdo da patogénese da angiopatia diabética.
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3. OBJETIVOS

Verificar a fregiiéncia de 1gG, IgM a IgA aCL em uma populacéo brasileira com
DM tipo 2 (com ou sem historia de eventos macrovasculares) e em controles sadios; avaliar a

associacao, se existente, entre anticorpos aCL e histdérico de macrovasculapatia diabética.
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4. HIPOTESES

4.1 Hipotese operacional

Pacientes com DM tipo 2 ndo apresentam freqiiéncia aumentada de teste positivo
para IgG, IgM e IgA aCL em relacgéo a controles; estes anticorpos ndo se associam a histérico

de macrovasculopatia diabética.

4.2 Hipdtese conceitual

Pacientes com DM tipo 2 apresentam freqliéncia aumentada de teste positivo para
IgG, IgM e IgA aCL em relagdo a controles; estes anticorpos se associam a historico de
macrovasculapatia diabética.
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RESUMO

A relacdo entre anticorpos anticardiolipina (aCL), marcadores da sindrome
antifosfolipide, e vasculopatia em diabéticos é matéria de debate. Este estudo, transversal
controlado, avaliou a freqliéncia de IgG, IgM e IgA aCL em diabéticos do tipo 2 com ou sem
eventos vasculares nos ultimos 5 anos e em controles sadios. Os anticorpos foram detectados
por ensaio imunoenzimatico. Setenta e trés diabéticos (33 com eventos vasculares prévios) e
54 controles foram estudados. Diabéticos foram predominantemente mulheres (p=0,003), e de
idade mais avancada (p<0,001) em relacdo aos controles. A duragdo média da doenca foi de
10 anos. A prevaléncia de teste positivo para anticorpos aCL foi de 7,4% em controles e de
9,5% em diabéticos (p=0,910). Apds ajuste para sexo e idade, a freqiiéncia de anticorpos aCL
ndo diferiu significativamente quando se comparou controles e diabéticos com ou sem
macrovasculopatia (p>0,09). A freqiéncia de anticorpos aCL também ndo diferiu quando se
comparou os dois grupos de diabéticos entre si (p>0.47). Apds ajuste para sexo, idade,

hipertensdo e tabagismo, uma associagdo fraca, mas estatisticamente insignificante, foi
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observada entre IgM aCL e diabéticos com vasculopatia (OR ajustado 2,7; 1C95% 0,2-34,2;
p=0,441). Globalmente, niveis de IgG (r=0,25; p=0,005) e IgM (r=0,23; p=0,010) aCL se
correlacionaram com idade progressiva. Em resumo, a frequéncia de teste positivo para
anticorpos aCL em diabéticos tipo 2 (com ou sem historico vascular) nédo foi significativa em
relagdo a controles sadios. Ndo houve associagédo entre presenca de anticorpos aCL e eventos
vasculares em diabéticos tipo 2.

Palavras-Chaves: anticorpos anticardiolipina, diabetes melitus tipo 2, infarto do miocardio,

acidente vascular cerebral.

ABSTRACT

The relationship between anticardiolipin antibodies (ACA), markers of the
antiphospholipid syndrome, and vascular complications of diabetes is a matter of debate. This
cross-sectional study assessed the frequency of IgG, IgM, and IgA-ACA in type 2 diabetics
with or without history of vascular events in the last 5 years and in healthy controls.
Antibodies were detected by enzyme immunoassay. A total of 73 type 2 diabetics (33 with
history of vascular events) and 54 healthy controls were tested. Most diabetics were female (p
= 0.003), and older than controls (p < 0.001). Mean duration of disease was 10 years. The
prevalence of a positive ACA test was 7.4% in controls and 9.5% in diabetics (p = 0.910).
Comparison of healthy controls and diabetics with or without history of macrovasculopathy,
after adjusting for gender and age, showed no significant differences in ACA positivity (p >
0.09). ACA positivity rates were also similar when diabetics with or without recent history of
vascular events were compared (p > 0.47). After adjusting for gender, age, hypertension, and
smoking status, a weak but statistically nonsignificant association was found between IgM-
ACA and vasculopathy in diabetics (adjusted OR 2.7; 95%CI 0.2 — 34.2; p = 0.441). Overall,
levels of 1gG (r = 0.25; p = 0.005) and IgM (r = 0.23; p = 0.010) ACA were associated with
advancing age. In short, the frequency of positive ACA test in type 2 diabetics (with or
without previous vascular events) was not significant as compared to healthy controls. There

was no association between ACA and vascular events in patients with type 2 diabetes.

Keywords: anticardiolipin antibodies, type 2 diabetes mellitus, myocardial infarction,

cerebrovascular infarction.
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INTRODUCAO

Anticorpos anticardiolipina (aCL), assim como o anticoagulante lGpico e 0s
anticorpos contra beta2-glicoproteina | (beta2-gpl), sdo marcadores classicos da sindrome
antifosfolipidica (SAF), diatese trombotica autoimune tipica de adultos jovens. Nos dias
atuais, a SAF primaria é considerada a mais freqiiente das trombofilias adquiridas®.
Anticorpos aCL e SAF sdo focos de interesse de um grande numero de especialidades clinicas

e cirargicas.

Nosso grupo recentemente documentou uma associacdo definida entre anticorpos
IgA contra beta2-gpl (cofator fosfolipidico de acdo anticoagulante) e doenca isquémica
cerebral®, coronaria®, carotidea® e periférica®. Em somente um destes estudos®, anticorpos aCL
(no caso o isotipo IgA) se associaram ao desfecho. A relacdo de anticorpos aCL com eventos
isquémicos em diabéticos ndo tinha sido abordada por nosso grupo até entdo, e € motivo de

polémica na literatura.

O diabetes mellitus (DM) é uma entidade metabolica caracterizada por
hiperglicemia persistente e dano multiorganico. A frequéncia de DM cresce em propor¢des
alarmantes neste século, especialmente em paises em desenvolvimento®. Estima-se que 12%
da populacdo brasileira (cerca de 22 milhdes de pessoas) seja acometida pela doenca’. Ha um
aumento relativo da freqiiéncia de DM tipo 2 em adultos jovens, justificavel por

caracteristicas genéticas, sedentarismo e habitos alimentares inadequados®.

O DM constitui fator de risco independente para doenca aterosclerética, mas a
etiopatogenia das complicagbes micro e macrovasculares ainda ndo esta totalmente
elucidada®. Complicacdes macrovasculares, como as que afetam as circulages coronéria e

cerebral, comp&em a principal causa de mortalidade em diabéticos™®**.

O DM tipo 2, foco de nosso estudo, € caracterizado por resisténcia a acdo da
insulina e por uma associa¢do definida com a obesidade. Dados recentes apontam para um
papel primordial de citocinas (principalmente o fator de necrose tumoral, produto do adipdcito
e de outras células do sistema imune) na génese da resisténcia a insulina'®. Niveis elevados
das interleucinas 6 e 8 ndo séo raros em pacientes com DM tipo 2, e o papel desta citocinas na

resisténcia & insulina é também reivindicado nos dias de hoje®.
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Embora eventualmente descritos em infec¢des como sifilis, hanseniase, aids e
hepatites virais*, anticorpos aCL estdo historicamente atrelados aos fendmenos
tromboembélicos vistos na SAF™. De interesse atual, anticorpos aCL induzem ativacéo de
plaquetas, células endoteliais, mondcitos, do sistema do complemento e da via da coagulacao,
com resultante tendéncia trombofilica'®. O papel deste interessante grupo de autoanticorpos
na génese ou perpetuacdo dos eventos isquémicos préoprios do paciente diabético é ainda

nebuloso.

Per si, a geracdo de produtos glicados que decorre do estado hiperglicémico é
capaz de gerar inflamacdo arterial e hipercoagulabilidade’’. O estresse oxidativo é
definidamente aumentado em diabéticos, e provavelmente decorre de auto-oxidacdo da
glicose®. Altas glicemias levam a sintese de anions superéxidos por células endoteliais, 0 que
inibe a funcdo vasodilatadora do ¢xido nitrico. Estabelece-se, entdo, uma ruptura na
homeostase vascular nestes pacientes'®. Ainda assim, é de interesse a avaliacdo do papel de
fendmenos autoimunes, incluindo-se aqui os anticorpos aCL, na injdria vascular vista nesta

afeccdo.

A prevaléncia de anticorpos aCL em pacientes diabéticos tem sido pouco
abordada na literatura recente, e os resultados ndo s&o uniformes. No presente estudo,
avaliamos a frequéncia de 1gG, IgM a IgA aCL em uma populagéo brasileira com DM tipo 2
(com ou sem histdria de eventos vasculares) e em controles sadios. Uma eventual associacdo

entre anticorpos aCL e histdrico de vasculopatia em diabéticos foi também investigada.

MATERIAL E METODOS
Populacéo

Este estudo, transversal controlado, incluiu pacientes com DM tipo 2 atendidos
em unidades de saide do municipio de [juVRS mediante consentimento informado préprio ou
de parente proximo. Estas unidades acompanham os pacientes diabéticos em reunides e
consultas mensais. Os individuos selecionados para o estudo obrigatoriamente deveriam ter
50 anos ou mais, e mais de cinco anos de diagnostico de DM de acordo com 0s critérios

tradicionais®®. Todos os pacientes foram submetidos a uma entrevista que abordou o0s
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principais aspectos de suas condicBes de satide. Pacientes com lupus eritematoso sistémico®' e
SAF? foram excluidos.

Os pacientes diabéticos foram divididos em dois grupos. O grupo | incluiu
pacientes que apresentaram eventos vasculares como infarto agudo do miocéardio (IAM) e
acidente vascular cerebral isquémico (AVCi) nos ultimos 5 anos. O diagndstico de 1AM foi
confirmado por achados clinicos, eletrocardiograma, enzimas cardiacas e exame de imagem
qguando necessario; o diagnostico de (AVCi) foi estabelecido através de achados clinicos e
exames de imagem cerebral. Estes dados foram obtidos através de prontuarios médicos. O
grupo Il foi composto por diabéticos tipo 2 sem evento vascular prévio. O grupo-controle,
incluido para estimativa da ocorréncia de aCL na populacdo geral, consistiu-se de doadores

de sangue entre 50 e 65 anos de idade.

Dados clinicos e demograficos foram obtidos mediante preenchimento de ficha
cadastral durante entrevista com pacientes e seus familiares, sendo consideradas as seguintes
caracteristicas: 1) idade; 2) sexo; 3) tempo de diagndstico confirmado de diabetes; 4)
tabagismo ativo (>5 cigarros/dia®® por mais de 30 dias)** ou histéria de habito tabagico®; 4)
histéria de hipertensdo arterial sistémica (HAS)?; 5) histérico de doenca vascular. Todas as

informacdes foram confirmadas mediante entrevista ou pesquisa em prontuario medico.
Amostra

Amostras de sangue foram coletadas de veia periférica, centrifugadas e
congeladas até 2 horas ap0s a coleta. Subseqiientemente, foram armazenadas a temperatura de
—70°C para posterior testagem. Anticorpos aCL de isotipos I1gG, IgM e IgA foram
quantificados por ensaio imunoenzimatico (ORGENTEC Diagnostika GmbH — Anti-
Cardiolipin) em placas de fase sélida?’. Na primeira etapa da reagdo, amostras diluidas dos
pacientes foram incubadas em pocos contendo cardiolipina. Tampdes contendo o cofator
beta2-gp1 foram utilizados®. Uma segunda incubacéo incluiu a adigéo de anticorpos anti-1gG,
anti-lgM e anti-IgA humana conjugados com peroxidase. Apos adicdo de cromogéneo, a
intensidade da cor produzida foi proporcional & concentragdo de anticorpos aCL na amostra®"”
%2 A leitura das placas foi realizada em espectrofotdmetro. Posteriormente, foi tracada a curva
de calibragdo para obtencdo das concentragcdes de anticorpos aCL IgG, IgM e IgA. Titulos
foram considerados positivos quando acima de 10 GPL para IgG aCL, 10 MPL para IgM aCL
e 7 unidades/mL para IgA aCL.
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O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital S&o Lucas da PUCRS.
Analise de dados

Os dados foram digitados no programa EXCEL e exportados para o SPSS v. 17.0
para analise estatistica. As variaveis quantitativas foram descritas através de média e desvio
padrdo quando a distribuicdo foi simétrica; estas foram comparadas pelo teste t de Student
para amostras independentes. Quando a distribuicdo foi assimétrica, as variaveis foram

descritas pela mediana e o intervalo interquartil.

As variaveis categoricas foram descritas por freqliéncia e percentuais, e
comparadas pelo teste do qui-quadrado com correcdo de Yates. Quando possivel, foram
obtidas razdes de chances (odds ratios, OR) com intervalo de confianga de 95% para avaliar
forca de associacdo entre variaveis. A escala de Hopkins para estratificacdo de OR foi
utilizada como segue: um OR de 1-1.5 foi considerado trivial; entre 1.5-3,5 como fraco; entre
3.5-9 como moderado; entre 9-32 como forte; e acima de 32 como muito forte*>. Quando
necessaria, correcdo de Agresti** foi empregada para obtencdo de OR ndo-ajustados. Para
associar variaveis quantitativas foi utilizado o coeficiente de correlacdo de Pearson. Ajustes
para potenciais fatores de confusdo foram procedidos através de regressdao logistica. Foi

considerado um nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Foram arrolados 73 pacientes diabéticos e 54 controles para 0 nosso estudo. A
Tabela 1 descreve os dados demograficos e os niveis de anticorpos aCL nos dois grupos.
Controles e diabéticos diferiram de forma significante quanto a idade (diabéticos com idade
mais avancada) e sexo (predominio do sexo feminino nos diabéticos). Cerca de 15% dos
diabéticos eram hipertensos, e aproximadamente um quarto deles apresentavam histoérico de
tabagismo. A duracdo media da doenca em diabéticos foi de uma década. Em termos gerais, a
positividade para anticorpos aCL foi baixa em controles e diabéticos (7,4% e 9,5%
respectivamente), sem variacdo estatisticamente significante entre os dois grupos. Um entre 0s
11 individuos aCL-positivos (9,1%) apresentou nivel alto do anticorpo (acima de 40
unidades): um diabético sem evento vascular com 45 unidades de IgA aCL (14,3% dos

diabéticos). Os outros 10 individuos aCL-positivos (90,9%) apresentaram niveis baixos do
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anticorpo (abaixo de 40 unidades). Uma associacdo moderada, estatisticamente insignificante,

entre IgM aCL e DM foi observada. Positividade para 1gG e IgA aCL foi mais frequente em

controles, mas o dado também ndo foi estatisticamente significante. Ap0s ajuste para sexo e

idade, ndo houve associacao entre estes isotipos e ocorréncia do desfecho.

Tabela 1: Caracteristicas demogréficas dos controles sadios e dos individuos com diabetes mellitus.

Controles Diabéticos OR OR Ajustado °
Sadios (n=73) p (IC 95%) (IC 95%) p°
(n=54)
Idade (anos) 54.8+4.3 67.0+9.8 <0.001 1.3(1.2-14)° NC NC
Sexo 21 (38.9%) 49 (67.1%) 0.003 32(15-67)° NC NC
feminino
HAS - 11 (15.1%) NC NC NC NC
Histdrico de - 19 (26.0%) NC NC NC NC
habito
tabagico
Duragdo da - 10 (6-12) NC NC NC NC
doenca(anos)
aCL positivo 4 (7.4%) 7 (9.5%) 0.910 1.3(0.3-5.8) NC NC
(total)
1gG aCL 1(1.9%) 1(1.4%) 0.999 0.7 (0.05 - 12.0) 0.2(0.001-20.9) 0.458
positivos
IgM aCL 0 4 (5.5%) 0.136 3.9(0.4-346)% NC NC
positivos
IgA aCL 3 (5.6%) 2 (2.7%) 0.650 0.5(0.08 - 3.0) 0.5 (0.05 - 6.0) 0.608
positivos

HAS: Hipertenséo arterial sistémica; n: nimero amostral; *correcdo de Agresti; "OR: odds ratio ajustado para
sexo e idade; variaveis quantitativas com distribuicdo simétrica: média + dp, comparadas pelo teste t de Student
para amostras independentes; varidveis quantitativas com distribuicdo assimétrica: mediana (intervalo
interquartil P25-P75); varidveis categoricas: n(%), comparadas pelo teste do qui-quadrado com corre¢do de
Yates; NC: ndo calculado; “valor ajustado para sexo e idade apds regressdo logistica.

A Tabela 2 categoriza controles sadios e diabéticos com evento vascular prévio

(grupo 1) de acordo com variaveis demogréaficas e niveis de aCL. As duas populacbes

diferiram de forma significativa quanto a media de idade (diabéticos com mais idade), mas

foram homogéneas quanto a sexo. A positividade para 1gG e IgA aCL ndo variou de forma

significativa entre os grupos. Uma associagd0 moderada, mas também estatisticamente

insignificante, entre IgM aCL e diabéticos com macrovasculopatia prévia foi documentada.
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Tabela 2: Varidveis demogréficas e frequéncia de anticorpos aCL em controles sadios e diabéticos
com evento vascular prévio.

Controles Diabéticos com evento OR
(n = 54) vascular (Grupo 1) p (1C 95%) ¢
(n=33)

Idade 54.8 + 4.25 68.2 + 10.65 0.001° 1.3(11-14)
(anos) ®

Sexo 21 (38.9%) 16 (48.5%) 0512°  1.5(0.6-3.5)
Feminino

IgG aCL 1 (1.9%) 0 0.999°  0.8(0.07-9.1)
positivos

IgM aCL 0 3 (9.1%) 0.099¢  7.1(0.8—66.3)
positivos

IgA aCL 3 (5.6%) 0 0.440° 0.4 (0.04—-3.6)
positivos

n: ndmero amostral; ® DP - Desvio Padréo; ° teste t de Student; © teste do qui-quadrado;  correcdo de Agresti.

A Tabela 3 categoriza controles e diabéticos sem evento vascular prévio (grupo I1)
quanto a varidveis demograficas e niveis de aCL. Os dois grupos diferiram significativamente
guanto a média de idade (diabéticos com mais idade) e sexo (predominio de mulheres no
grupo de diabéticos). Uma associacdo fraca e estatisticamente insignificante entre IgM aCL e
DM sem dano vascular foi observada. Apds ajuste para sexo e idade, ndo houve associa¢cdo

entre teste positivo para 1gG ou IgA aCL e DM sem evento vascular.

Tabela 3. Variaveis demograficas e frequéncia de anticorpos aCL em controles sadios e diabéticos
sem evento vascular prévio.

Controles Diabéticos sem
n=>54 evento vascular OR OR Ajustado ®
(Grupo 1) p (IC 95%) (IC 95%) p'
n =40

Idade 54.8 (+ 4.25) 65,9 (+ 9.10) 0.001° 1.3(1.2-1.5)° NC NC
(anos) ?
Sexo 21 (38.9%) 33 (82.5%) 0.001° 7.4 (2.8—19.8)° NC NC
feminino
IgG aCL 1(1.9%) 1 (2.5%) 0.999° 1.4(0.08-22.4) 0.3(0.001-54.6) 0.621
positivos
IgM aCL 0 1 (2.5%) 0.880° 2.8 (0.2-31.4)° NC NC
positivos
IgA aCL 3 (5.6%) 2 (5.0%) 0.999° 0.9 (1.0-5.6) 1.8(0.1-23.1) 0.660
positivos

n: nimero amostral; * DP - Desvio Padréo; ° teste t de Student;  teste do qui-quadrado; ? correcéo de Agresti; ©
ajuste para sexo e idade; NC: n&o calculado; " teste do qui-quadrado ap6s ajuste para sexo e idade.
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Quando comparamos os dois grupos de pacientes diabéticos entre si (Tabela 4),
observamos que a meédia de idade foi uniforme. O sexo feminino predominou
significativamente no grupo sem eventos vasculares (grupo Il). A ocorréncia de HAS e
tabagismo (ativo ou historico de) foi similar nos dois grupos. A freqiiéncia de teste positivo
para IgG e IgA aCL ndo diferiu significativamente entre os grupos. Apos ajuste para sexo,
idade, HAS e tabagismo, notou-se uma associagdo fraca entre IgM aCL e DM com evento

vascular prévio; o dado, entretanto, ndo foi de significancia estatistica.

Tabela 4. Variaveis demograficas e freqiiéncia de anticorpos aCL nos dois grupos de diabéticos

Diabéticos com Diabéticos sem

evento vascular  evento vascular OR OR Ajustado®
(Grupo I) (Grupo 1) p (1C 95%) (1C 95%) p
n=233 n =40
Idade 68.2 (+ 10.65) 65.9 (£9.1) 0.331° 1.0 (0.9 -1.1)° NC NC
(anos) ?
Sexo 16 (48.5%) 33 (82.5%) 0.005° 0.2(0.1-0.6)° NC NC
feminino
HAS 29 (87.9%) 33 (82.5%) 0.744% 15(0.4-58)° NC NC
Historico 8 (24.2%) 11 (27.5%) 0.962 0.8(0.3-24)° NC NC
de habito
tabégico
aCL IgG 0 1 (2.5%) 0.999° 0.6 (0.05- 6.8)° NC NC
positivos
aCL IgMm 3(9.1%) 1 (2. 5%) 0.475° 3.9(0.4-39.4) 2.7(0.2-342) 0441
positivos
aCL IgA 0 2 (5.0%) 0.560 ° 0.4(0.04 — 3.9)° NC NC
positivos

HAS: Hipertenséo arterial sistémica; n: nimero amostral; ® DP - Desvio Padréo; ° teste t de Student; © teste do
qui-quadrado; ¢ correcdo de Agresti; ® ajuste para sexo, idade, HAS e tabagismo; NC: ndo calculado.

A figura 1 mostra a relacdo entre os niveis de anticorpos aCL e idade na
populacdo geral de nosso estudo. Houve uma correlacdo estatisticamente significativa, porém
fraca, entre os niveis de IgG (r=0,25; p=0,005) e IgM (r=0,23; p=0,010) aCL com idade

progressiva. Esta correlagcdo ndo foi documentada para IgA aCL (r=0,08; p=0,360).
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Figural. Relagdo entre niveis de aCL e idade. Gréfico de dispersdo de pontos da relacdo entre os
valores quantitativos de aCL e idade.

DISCUSSAO

A relagdo entre anticorpos aCL e eventos vasculares em diabéticos é matéria de
debate. Este é, provavelmente, o primeiro estudo brasileiro a abordar este binémio. Os
pacientes selecionados para o estudo freqlientam uma unidade de saude municipal de uma
cidade média do interior do Rio Grande do Sul, Brasil. Neste cenario, 0s pacientes diabéticos

atendem reunides e consultas em carater mensal, o que facilitou a organizacdo da casuistica.

No intuito de responder a questdo basilar do estudo (uma eventual associacao
entre anticorpos aCL e evento vascular em diabéticos), a decisdo foi a de homogeneizar a
amostra em torno de pacientes com DM tipo 2, considerando-se a maior freqiiéncia desta
afeccdo em relacdo a do tipo 1%. Todos os diabéticos tipo 2 da unidade de satde com no

minimo 5 anos de doenca e que concordaram em participar do estudo foram incluidos. A
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partir desta escolha, a dicotomizagéo em pacientes com historico ou ndo de eventos vasculares

(IAM, AVCi) representou uma sequiéncia natural na metodologia do estudo.

O diagnostico do evento vascular (arbitrariamente considerados nos ultimos 5
anos) se baseou em dados de entrevista e prontuario. Somente eventos macrovasculares
definidos por critérios absolutos (IAM e AVCi) foram considerados, o que pode ter limitado a

selecdo de casos e as conclusdes do estudo.

O grupo-controle, de doadores de sangue nao-diabéticos, ndo pode ser idealmente
pareado por sexo e idade. Estatisticamente, estas variaveis diferiram de forma significante
quando comparadas as da populacdo diabética (controles foram mais jovens, e com
predominio masculino). Quando se analisou graus de positividade para anticorpos aCL,

ajustes para sexo e idade foram procedidos sempre que possivel.

O grupo de diabéticos foi predominantemente feminino, com média de idade de
67 anos e com duracdo moderada de doenca (ao redor de uma década). Um quarto da
populacdo diabética era tabagista, e 15% era hipertensa. Uma vez que a prevaléncia de HAS e
tabagismo ndo pbde ser avaliada em controles (inviabilizando o ajuste estatistico), uma
influéncia destas variaveis nos niveis de anticorpos aCL em diabéticos ndo pode ser
descartada. Apenas um (9,1%) dos 11 individuos com teste positivo o fez em concentracGes

2236 entao,

acima de 40 unidades (um diabético sem evento vascular). Conceitualmente
titulagdes baixas foram quase que a regra em nossa casuistica aCL-positiva. Apenas um dos 7
diabéticos (e este ndo apresentava historico vascular) apresentou niveis altos de anticorpos

aCL.

Em termos gerais, a frequéncia de teste positivo para anticorpos aCL foi baixa em
controles e diabéticos (7,4% e 9,5%, respectivamente), sem variacdo significante entre os
grupos. Embora o OR bruto sugira uma associagdo moderada de IgM aCL com DM, os
IC95% foram inconfidveis e o dado ndo alcangou significancia estatistica. Os OR ajustados
para sexo e idade para IgG e IgA aCL (0,2 e 0,5 respectivamente) sugerem que positividade
para estes isotipos aCL seja até mesmo protetora para DM. Entretanto, os intervalos de
confianca foram inconfidveis e estes dados foram desprovidos de significancia estatistica. De
interesse, Hendra et al, em estudo controlado, documentaram frequéncia aumentada de 1gG

aCL (niveis baixos) em diabéticos com ou sem coronariopatia.®” Gargiulo et al, por sua vez,
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reportaram niveis elevados de IgA contra o fosfolipide neutro fosfatidiletanolamina, mas n&o
anticorpos aCL, em diabéticos do tipo 1 ou 2 comparativamente a controles*®,

Quando comparamos diabéticos com macrovasculopatia e controles, 0s grupos
diferiram quanto a media de idade, mas foram uniformes quanto ao sexo. N&o houve
diferenga significativa quanto a freqiiéncia de teste positivo para anticorpos IgG e IgA aCL.
Uma associagdo moderada entre IgM aCL e DM com vasculopatia, sugerida pelo OR bruto,
ndo se confirmou estatisticamente. Em diabéticos tipo 1, diferentemente, Ahmed et al
reportaram prevaléncia aumentada de 1gG e IgA aCL em diabéticos com vasculopatia em
relacdo a controles sadios. Na comparacédo direta com diabéticos ndo-complicados, a diferenca
nos niveis de aCL foi insignificante, entretanto. Um teste positivo para IgM aCL foi mais
freqiente em diabéticos com angiopatia do que em controles, mas este dado foi,

semelhantemente ao nosso estudo, estatisticamente insignificante®.

Na comparacédo de diabéticos sem historico vascular e controles, ndo houve, apds
ajuste para sexo e idade, associacdo entre 1gG e IgA aCL com o desfecho. A estimativa bruta
do OR sugeriu associacdo fraca de IgM aCL com DM ndo-complicado, mas o dado foi
desprovido de significancia estatistica. Em concordancia com nossos achados, a prevaléncia
de anticorpos aCL no DM nao-complicado foi irrelevante em estudo prévio®. A partir destes
dados, infere-se que o comportamento biolégico de anticorpos aCL no DM tipo 2 ndo-
complicado e em controles sadios é semelhante.

Na comparacdo dos dois grupos de diabéticos entre si, ajustes para sexo, idade,
tabagismo e hipertensdo foram procedidos. Uma associacéo fraca entre IgM aCL e DM com
evento vascular prévio foi sugerida pelo OR ajustado; este dado, uma vez mais, ndo foi de
significancia estatistica. Digno de nota, uma frequéncia significativamente maior de aCL foi
relatada em diabéticos tipo 1 e 2 com macroangiopatia e nefropatia em relacdo a pacientes
com doenga ndo-complicada ou controlada®®. Outros autores reportaram, em 1989, uma
prevaléncia aumentada de 1gG e IgA aCL na populacdo diabética tipo 2 com eventos

macrovasculares*.

No presente estudo, a prevaléncia de autoanticorpos aCL em controles de banco
de sangue foi de 1,9% para IgG, nula para IgM e de 5,6% para IgA aCL. Considerando que o
ensaio imunoenzimatico contempla ligac6es inespecificas da IgM com a placa de poliestireno

com alguma freqiiéncia®, foi chamativa a freqiiéncia zero de IgM aCL em nossos controles.
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Em oposicdo a este achado, a prevaléncia de IgA aCL foi alta em doadores de sangue,
sobrepujando a da nossa populacdo diabética (embora de maneira estatisticamente
insignificante). E possivel que, no imunoensaio empregado em nosso estudo, ligacdes
inespecificas para IgA tenham ocorrido, ou que eventuais morbidades clinicas nos controles
expliquem este achado. A prevaléncia de anticorpos aCL em controles sadios foi de 2,5%, de
acordo com Petri et al*®. Em estudo de 2004, a positividade em controles foi de 2,5% para IgG
e de 3,1% para IgM aCL*. Dados brasileiros apontam para uma freqiiéncia de titulos baixos

de aCL em 6% e de titulos altos em 1% dos individuos saudaveis™®.

Documentamos uma correlacéo fraca, porém estatisticamente significativa, de 1gG
e IgM aCL com idade progressiva em nosso estudo. Este achado é concordante com o estudo
de Fields et al de 1989, onde IgG e IgM aCL foram detectados em 12% dos idosos saudaveis
e em 2% de individuos mais jovens*. Em contraste com estes achados, outros autores
reportaram que a ocorréncia de positividade para anticorpos aCL em idosos foi insignificante

e similar & da populagdo mais jovem®’.

Em termos globais, nossos achados acerca da frequéncia de anticorpos aCL em
diabéticos ndo foram relevantes em comparacdo a controles sadios. Uma baixa freqiiéncia de
anticorpos aCL foi vista indistintamente em diabéticos complicados ou ndo por eventos
vasculares. Nossos dados, embora limitados pelo nimero amostral, caracterizagdo clinica dos
controles e dificuldades nos ajustes estatisticos, sugerem que um papel patogenético para
anticorpos aCL na macroangiopatia diabética é pouco provavel. Estes achados reforcam os de
estudos anteriores, como o de Tarkun et at,, que desvincula anticorpos aCL e anti-beta2-gpl

da patogénese das complicacdes vasculares do DM tipo 2.

Nosso grupo recentemente avaliou a frequéncia de anticorpos aCL e anti-beta2-gpl

em pacientes com sindrome metabdlica. Enquanto o isotipo IgA anti-beta2-gpl se associou com a

ocorréncia do desfecho, 0 mesmo nédo foi observado para quaisquer dos isotipos aCL. Infere-se

entdo que, de forma similar a relatada para DM tipo 2 no presente estudo, a ocorréncia de aCL

parece ndo estar associada a sindrome metabdlica®®. Também recentemente, e em contra-

argumento, postulou-se que associacao entre anticorpos aCL e disfuncdo endotelial seja sinérgica

para o deflagramento de vasculopatia precoce em diabéticos insulino-dependentes®™. Estes

dados, em conjunto, espelham um intrigante debate acerca do papel dos anticorpos aCL na

vasculopatia diabética.
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Em resumo, a freqiiéncia de anticorpos aCL em diabéticos tipo 2 (com ou sem
historico vascular) ndo foi significativa comparativamente a controles em nosso estudo. Néo
houve, tampouco, associacdo entre presenca de anticorpos aCL e diabetes tipo 2 complicado por
macroangiopatia. A ocorréncia em niveis baixos na maioria dos pacientes sugere que anticorpos
aCL possam ser epifenémenos no DM. A relacdo entre anticorpos aCL e eventos vasculares em
diabéticos deve ser ampliada em estudos futuros.
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ABSTRACT

The relationship between anticardiolipin antibodies (ACA), markers of the
antiphospholipid syndrome, and vascular complications of diabetes is a matter of debate. This
cross-sectional study assessed the frequency of IgG, IgM, and IgA-ACA in type 2 diabetics
with or without history of vascular events in the last 5 years and in healthy controls.
Antibodies were detected by enzyme immunoassay. A total of 73 type 2 diabetics (33 with
history of vascular events) and 54 healthy controls were tested. Most diabetics were female (p
= 0.003), and older than controls (p < 0.001). Mean duration of disease was 10 years. The
prevalence of a positive ACA test was 7.4% in controls and 9.5% in diabetics (p = 0.910).
Comparison of healthy controls and diabetics with or without history of macrovasculopathy,
after adjusting for gender and age, showed no significant differences in ACA positivity (p >
0.09). ACA positivity rates were also similar when diabetics with or without recent history of

vascular events were compared (p > 0.47). After adjusting for gender, age, hypertension, and
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smoking status, a weak but statistically nonsignificant association was found between IgM-
ACA and vasculopathy in diabetics (adjusted OR 2.7; 95%CI 0.2 — 34.2; p = 0.441). Overall,
levels of 1gG (r = 0.25; p = 0.005) and IgM (r = 0.23; p = 0.010) ACA were associated with
advancing age. In short, the frequency of positive ACA test in type 2 diabetics (with or
without previous vascular events) was not significant as compared to healthy controls. There
was no association between ACA and vascular events in patients with type 2 diabetes.

Keywords: anticardiolipin antibodies, type 2 diabetes mellitus, myocardial infarction,
cerebral infarction.

INTRODUCTION

Anticardiolipin antibodies (aCL antibodies or ACA), lupus anticoagulant, and
anti—beta2-glycoprotein | (beta2-gpl) antibodies are classical markers of antiphospholipid
syndrome (APS), an autoimmune thrombotic disorder that typically affects young adults.
Primary APS is currently considered the most common acquired thrombophilia [1]. ACA and

APS are of interest to a wide variety of clinical and surgical specialties.

Our research group recently documented an association between anti—beta2-gpl
(an antiphospholipid protein cofactor with anticoagulant action) IgA antibodies and several
pathologic conditions, including cerebral ischemia [2] and coronary [3], carotid [4], and
peripheral artery disease [5]. In only one of these studies [5] were ACA (of the IgA isotype)
associated with the outcome of interest. Although debate surrounds the relationship between
ACA and ischemic events in people with diabetes, this topic had not yet been addressed by

our team.

Diabetes mellitus (DM) is a metabolic condition characterized by persistent
hyperglycemia and multiorgan damage. The frequency of DM has been increasing at alarming
rates in the 21st century, particularly in developing countries [6]. It is estimated that 12% of
the Brazilian population, or approximately 22 million people, are affected by diabetes [7].
There has been a relative increase in the frequency of type 2 diabetes (T2DM) among young
adults, which is explained by genetic characteristics, sedentary lifestyles, and inappropriate
dietary habits [8].
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DM is an independent risk factor for atherosclerotic disease, but the etiology and
pathophysiology of its micro and macrovascular complications has yet to be fully elucidated
[9]. Macrovascular complications, such as those affecting the coronary and cerebral

circulation, are the leading cause of death in diabetes [10,11].

T2DM, the focus of our study, is characterized by insulin resistance and by a well-
established association with obesity. Recent data suggest that cytokines (particularly tumor
necrosis factor, a product of adipocytes and other immune system cells) play a key role in the
pathogenesis of insulin resistance [12]. Elevated levels of interleukin-6 and interleukin-8 are
not unusual in patients with T2DM, and these cytokines have also been claimed to play a role

in insulin resistance [13].

Although their presence has been described in infectious diseases such as syphilis,
leprosy, HIV, and viral hepatitis [14], ACA have classically been associated with the
thromboembolic phenomena of APS [15]. ACA are now known to induce activation of
platelets, endothelial cells, monocytes, the complement system, and the coagulation cascade,
thus leading to thrombophilia [16]. The role of this remarkable group of autoantibodies in the

pathogenesis or perpetuation of the characteristic ischemic events of diabetes is still unclear.

The formation of advanced glycation end-products secondary to hyperglycemia is
in and of itself capable of inducing arterial inflammation and hypercoagulability [17].
Oxidative stress is clearly increased in diabetics, most likely due to autoxidation of glucose
[18]. High blood sugar levels lead to synthesis of superoxide anion by endothelial cells, which
inhibits the vasodilator effects of nitric oxide, thus disrupting vascular homeostasis [19].
Nevertheless, investigations into the role of autoimmune phenomena (including ACA) in the

vascular complications of diabetes are warranted.

The prevalence of ACA in diabetic patients has received little attention in the
recent literature, and findings reported thus far have been inconsistent. The present study
sought to assess the frequency of anticardiolipin 1gG, IgM and IgA antibodies in a Brazilian
population of type 2 diabetics (with or without a prior history of vascular events) and in
healthy controls, as well as assess the potential association between presence of ACA and

history of vasculopathy in diabetics.
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MATERIALS AND METHODS
Study population

This cross-sectional, case-control study was conducted on a sample of T2DM
patients treated at public health units in the municipality of ljui, state of Rio Grande do Sul,
Brazil. At these units, diabetic patients undergo monthly follow-up and take part in monthly
meetings. The criteria for inclusion were age > 50 years and T2DM, diagnosed according to
traditional criteria [20], of at least five years’ duration. All patients took part in a thorough
interview that addressed the main aspects of their overall health and relevant conditions.

Patients with systemic lupus erythematosus [21] or APS [22] were excluded.

Participants were allocated into one of two groups. Group | included patients with
a history of vascular events, such as acute myocardial infarction (AMI) or ischemic stroke,
over the preceding five years. Diagnosis of AMI was confirmed by clinical findings, ECG
tracings, cardiac enzyme studies, and, when required, imaging studies; diagnosis of ischemic
stroke was established by clinical and neuroimaging findings. These data were obtained
through a review of medical records. Group 1l comprised T2DM patients with no prior history
of vascular events. The control group, included as a means of estimating the prevalence of
ACA in the general population, consisted of blood donors aged 50 to 65. All participants (or
next of kin) provided informed consent prior to inclusion in the study sample.

Clinical and demographic information was obtained from a registration filled out
by patients or their relatives during interviews. Data on the following variables were
collected: 1) age; 2) gender; 3) time since confirmation of T2DM diagnosis; 4) smoking status
(current, defined as >5 cigarettes/day [23] for at least 30 days [24], or past [25]); 4) history of
arterial hypertension (HTN) [26]; 5) history of vascular disease. All data provided by patients

were confirmed during interviews or by a review of medical records.
Sampling

Peripheral blood samples were drawn, centrifuged and frozen within 2 hours of
collection, and subsequently stored at—70°C for later testing. 1gG-ACA, IgM-ACA, and IgA-
ACA were quantitated by enzyme immunoassay (Anti-Cardiolipin Screen, ORGENTEC
Diagnostika GmbH, Mainz, Germany) on solid phase extraction plates [27-29]. During the
first step of the, diluted blood sample aliquots were dispensed into cardiolipin-containing
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wells. Buffers containing the beta2-gp1 cofactor were used [30]. Peroxidase-conjugated anti-
human IgG, anti-human IgM, and anti-human IgA were added during a second run.
Chromogen was added, producing a color reaction was proportional to the amount of ACA
present in the sample [31,32]. Plates were read using a spectrophotometer. Calibration curves
were then used to obtain IgG-ACA, IgM-ACA, and IgA-ACA concentration levels. Titers >
10 GPL for IgG-ACA, > 10 MPL for IgM-ACA, and > 7 U/mL for IgA-ACA were considered

positive.

The study design was approved by the PUCRS-Hospital S8o Lucas Research

Ethics Committee.
Data Analysis

Data were entered into a Microsoft Excel spreadsheet and exported to SPSS v.
17.0 for statistical analysis. Quantitative variables with symmetric distribution were expressed
as means and standard deviation and compared by means of Student’s t test for independent
samples. Those variables with an asymmetric distribution were expressed as median and

interquartile range.

Categorical variables were expressed as absolute and relative frequencies and
compared with Yates’ chi-square test. Odds ratios (ORs) with a 95% confidence interval
(95%CI) were obtained to assess the strength of association between variables. The Hopkins
scale for stratification of odds ratios was used as follows: an OR of 1 — 1.5 was considered
trivial; 1.5 — 3.5, weak; 3.5 — 9, moderate; 9 — 32, strong; and > 32, very strong [33]. Agresti’s
[34] correction was used to obtain unadjusted ORs when required. Pearson’s correlation
coefficient was used for association of quantitative variables. Logistic regression was
performed to adjust for potential confounders. The significance level was set at 5%.

RESULTS

A total of 73 diabetic patients and 54 healthy controls were enrolled. Table 1
provides an overview of demographic data and ACA levels for both groups. Significant
between-group differences were found in age (diabetics were older) and gender (most
diabetics were female). Approximately 15% of subjects in the T2DM group had hypertension,
and roughly one-quarter had a history of smoking. Mean duration of disease (time elapsed
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since diagnosis of T2DM) was 10 years. Overall, seven diabetics (9.5%) and four healthy
controls (7.4%) tested positive for ACA (p = 0.910). One of the 11 ACA-positive subjects
(9.1%, 14.3% of diabetic subjects) had high antibody levels (> 40 units): a diabetic patient
with no history of vascular events exhibited an IgA-ACA level of 45 U/mL. The 10 remaining
ACA-positive subjects (90.9%) had low antibody levels (< 40 units). A moderate but
statistically nonsignificant association was found between IgM-ACA positivity and DM was
detected. Conversely, 1gG-ACA and IgA-ACA positivity were more prevalent among
controls, but, once again, this finding was not statistically significant. After adjusting for
gender and age, there was no association between ACA (any isotype) and the outcome of

interest.

Table 2 compares demographic data and ACA levels for healthy controls and
diabetics with a prior history of vascular events (Group 1). Both populations differed
significantly in terms of mean age (again, diabetics were older), but there were no significant
differences in gender. 1gG-ACA, IgM-ACA, and IgA-ACA positivity were also statistically
similar in both groups; IgM-ACA positivity was moderately associated with a prior history of

macrovascular events in diabetes, but not significantly so.

Table 3 shows a comparison of demographic data and ACA levels for healthy
controls and diabetics with no prior history of vascular events (Group I1). As in the overall
sample, significant between-group differences were found in age (diabetics were older) and
gender (more diabetics were female). There were no statistically significant between-group
differences in IgM-ACA positivity, although a weak association between IgM-ACA and
absence of vascular events was noted. After adjusting for gender and age, there was no
association between IgG-ACA or IgA-ACA positivity and absence of prior vascular events in
T2DM patients.

Between-group comparison of both diabetic subgroups (Table 4) showed no
significant differences in mean age. Female gender was significantly preponderant in the non-
vascular event group (Group I1). Prevalence rates of HTN and smoking (current or past) were
similar in both groups. There was no significant difference in 1gG-ACA or IgA-ACA
positivity. After adjusting for gender, age, HTN, and smoking, a weak association between
IgM-ACA positivity and a history of vascular events in T2DM became apparent; however, it
did not reach statistical significance.
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Figure 1 shows the relationship between ACA levels and age in the study sample.
A statistically significant, though weak, correlation was found between 1gG -ACA (r =0.25; p
=0.005) and IgM-ACA (r = 0.23; p = 0.010) titers and advancing age. This correlation did not
hold for IgA-ACA (r = 0.08; p = 0.360).

DISCUSSION

Debate surrounds the relationship between ACA and vascular events in diabetes.
The present study is most likely the first Brazilian investigation to address the topic.
Participants were recruited from the municipal health services of a moderately large
municipality in the state of Rio Grande do Sul, Brazil, where diabetic patients attend monthly
meetings and undergo monthly clinical follow-up, greatly facilitating the logistics of the

study.

In order to provide a more adequate answer to the underlying research question of
this study (whether an association exists between ACA and vascular events in diabetics), we
chose to homogenize the sample to include only T2DM patients, in light of the far greater
prevalence of this form of the condition in comparison to type 1 diabetes mellitus [35]. All
patients treated at the local health unit who had at least a five-year history of T2DM and
agreed to take part in the study were included. The decision to allocate these participants into
two groups depending on the presence or absence of a prior history of vascular events (AMI,

ischemic stroke) was the logical next step.

Definition of a history of vascular events (arbitrarily restricted to a five-year
period preceding the study) was based on interview data and on a review of medical records.
Only macrovascular events diagnosed according to established, absolute criteria (AMI and
ischemic stroke) were considered, which may have limited case selection and affected the

conclusions of this study.

Subjects and controls (non-diabetic blood donors) could not be optimally paired
by gender and age. Statistically significant differences were found between these variables
and those of the diabetic group (controls were younger and mostly male, whereas diabetic
subjects were older and mostly female). ACA positivity was adjusted for gender and age

whenever possible.
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Overall, the case group (T2DM patients) predominantly comprised female
patients, with a mean age of 67 years and a mean duration of illness of 10 years. One-quarter
of diabetic subjects were smokers and 15% had hypertension. As the prevalence of HTN and
smoking was not assessed in controls, rendering statistical adjustment impossible, the
influence of these variables on ACA positivity cannot be ruled out. Only one (9.1%) of the 11
ACA-positive individuals had levels in excess of 40 units (a diabetic subject with no history
of vascular events). Therefore, conceptually speaking [36], low titers were the norm in our
ACA-positive subjects. Only one of seven ACA-positive diabetics (one with no history of

vascular events) had elevated ACA levels.

Overall, ACA positivity was low in controls and diabetics alike (7.4% and 9.5%
respectively), with no significant between-group differences. Although crude ORs suggested a
moderate association between IgM-ACA positivity and T2DM, confidence intervals were
unreliable, and this finding was also statistically insignificant. Adjusted ORs for IgG-ACA
and IgA-ACA positivity (0.2 and 0.5 respectively) suggest that positivity for these ACA
isotypes could actually have a protective effect in T2DM. However, confidence intervals were
again unreliable, and these findings also did not reach statistical significance. Interestingly, in
a controlled study, Hendra et al. found increased low-level IgG-ACA positivity in diabetics
with or without coronary artery disease [37]. Gargiulo et al., in turn, reported high levels of
IgA antibodies to phosphatidylethanolamine, but not of ACA, in type 1 and type 2 diabetics
[38].

Comparison of the T2DM plus history of vascular events subgroup and healthy
controls showed differences in mean age, but no difference in gender. Once again, there were
no significant between-group differences in IgG-ACA and IgA-ACA positivity. A moderate
association between IgM-ACA positivity and vasculopathy, as suggested by crude ORs, could
not be statistically proven. Conversely, in a study of type 1 diabetics, Ahmed et al. reported
increased prevalence of 1IgG-ACA and IgA-ACA in those with vasculopathy as compared to
healthy controls. However, on direct comparison with uncomplicated diabetics, the difference
in ACA levels did not reach statistical significance. IgM-ACA positivity was more common
among diabetics with angiopathy than in healthy controls, but, as in our study, this finding did

not reach statistical significance [39].

On comparison between diabetics with a history of vascular events and healthy

controls, after adjusting for gender and age, there was no association between IgG-ACA or



52

IgA-ACA positivity and the outcome of interest. Crude ORs suggested a weak association
between IgM-ACA positivity and uncomplicated diabetes, but this finding was not
statistically significant. Our findings are consistent with those of a previous study, which
reported a negligibly higher prevalence of ACA in uncomplicated diabetic patients [40].
These data suggest that the biological behavior of ACA in uncomplicated T2DM is similar to
that found in healthy individuals.

On comparison between both diabetic subgroups (with and without history of
vascular events), ORs adjusted for gender, age, smoking status, and hypertension suggested a
weak association between IgM-ACA positivity and prior vascular events; this association did
not, however, reach statistical significance. Notably, previous studies have reported
significantly higher prevalence of ACA positivity among type 1 and 2 diabetics with
macrovascular complications and nephropathy than in diabetics with uncomplicated or well-
managed disease [40]. In 1989, another group of investigators reported an increased
prevalence of 1gG-ACA and IgA-ACA positivity in type 2 diabetics with a history of

macrovascular events [41].

In the present study, the prevalence of anticardiolipin antibodies in healthy blood
donor controls was 1.9% for the 1gG isotype, 0% for the IgM isotype, and 5.6% for the IgA
isotype. Bearing in mind that nonspecific IgM binding to polystyrene plates occurs rather
often during enzyme immunoassay [42], the complete absence of IgM-ACA positivity in our
controls was remarkable, and stands in stark contrast to the high prevalence of IgA-ACA in
controls, which exceeded that of the diabetic group (although the difference was not
statistically significant). Nonspecific IgA binding may have occurred during enzyme
immunoassays in our sample, or controls may have had underlying clinical conditions that
might explain this finding. The prevalence of ACA in healthy controls was 2.5%, consistent
with that reported by Petri et al. [43]. In a 2004 study, IgG-ACA and IgM-ACA positivity
rates in healthy controls were 2.5% and 3.1% respectively [44]. Data from Brazilian samples
suggests that low ACA titers are detectable in 6% and high ACA titers in 1% of healthy
individuals [45].

We did find a weak, but statistically significant, association between IgG-ACA
and IgM-ACA positivity and increasing age. This finding is consistent with that reported by
Fields et al. in 1989, in a study in which IgG-ACA and IgM-ACA were detected in 12% of

healthy adults and 2% of younger individuals [46]. Conversely, some authors have found
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insignificant ACA positivity in older adults and rates similar to those found in younger
populations [47].

Overall, our findings on the frequency of ACA positivity in diabetic patients
showed no relevant or significant difference from healthy controls. The prevalence of ACA
positivity was uniformly low in our diabetic subjects, regardless of prior history of vascular
events. Our data, though limited by sample size, clinical evaluation of controls, and
challenges in statistical adjustment, suggest that ACA are unlikely to play a role in the
pathogenesis of diabetic macroangiopathy. These findings are consistent with and reinforce
those of prior studies, such as that by Tarkun et al., which cleared ACA and anti—beta2-gpl
antibodies from any major role in the pathogenesis of the vascular complications of T2DM
[48].

Our research group recently analyzed the frequency of ACA and anti—beta2-gpl
antibodies in patients with metabolic syndrome (MS). Whereas the IgA isotype of anti—beta2-
gp! antibodies was associated with MS, none of the ACA isotypes were. We thus infer that
ACA positivity does not appear to be associated with MS [49]. Conversely, another recent
study argued that the association between ACA and endothelial dysfunction may play a
synergistic role in triggering early-onset vasculopathy in patients with insulin-dependent
diabetes [50]. These conflicting data mirror the intriguing debate on the true role of ACA in
diabetic vasculopathy.

In short, the frequency of ACA positivity was not significantly different in type 2
diabetics (with or without a history of vascular events) and in healthy controls in our sample,
nor did we find any association of ACA with macrovascular complications of T2DM. The
presence of low levels of ACA in most subjects in our sample suggests that these antibodies
may be an epiphenomenon of diabetes mellitus. The relationship of ACA positivity and

vascular events in patients with diabetes still requires further investigation.
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Table 1. Demographic characteristics of healthy controls and diabetics participants.

Healthy controls Diabetics Crude OR Adjusted OR "

(N = 54) (N =73) P (95%Cl) (95%Cl) pe
Age (years) 54.8+4.3 67.0+£98 <0.001 1.3(1.2-14)° NC NC
Female gender 21 (38.9%) 49 (67.1%) 0.003 32(15-6.7)° NC NC
Hypertension - 11 (15.1%) NC NC NC NC
History of smoking - 19 (26.0%) NC NC NC NC
Disease duration (years) - 10 (6-12) NC NC NC NC
Positive ACA (total) 4 (7.4%) 7 (9.5%) 0.910 1.3(0.3-5.8) NC NC
Positive 1gG-ACA 1 (1.9%) 1 (1.4%) 0.999 0.7 (0.05 — 12.0) 0.2 (0.001 — 20.9) 0.458
Positive IgM-ACA 0 4 (5.5%) 0.136 3.9 (0.4 -34.6)° NC NC
Positive IgA-ACA 3 (5.6%) 2 (2.7%) 0.650 0.5 (0.08 — 3.0) 0.5 (0.05 — 6.0) 0.608

N = number; NC = not calculated; ® Agresti correction.  adjusted for gender and age. ¢ adjusted for gender and age after logistic regression. Quantitative
variables with symmetric distribution expressed as mean (standard deviation) and compared by means of Student’s t test for independent samples.
Quantitative variables with asymmetric distribution expressed as median (interquartile range). Categorical variables expressed as absolute frequency and
percentage and compared by means of Yates’ chi-square test.
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Table 2. Demographic characteristics and frequency of ACA in healthy controls and diabetics with a history of vascular events.

Healthy controls Diabetics with prior vascular events (Group 1) Crude OR

(N = 54) (N =33) p (95%Cl) °
Age (years)? 54.8 + 4.25 68.2 + 10.65 0.001° 1.3(1.1-14)
Female gender 21 (38.9%) 16 (48.5%) 0.512°¢ 1.5 (0.6 — 3.5)
Positive IgG-ACA 1 (1.9%) 0 0.999 ¢ 0.8 (0.07-9.1)
Positive IgM-ACA 0 3 (9.1%) 0.099 ¢ 7.1(0.8 - 66.3)
Positive IgA-ACA 3 (5.6%) 0 0.440° 0.4 (0.04 - 3.6)

N= number; ?standard deviation; ® Student’s t test; ¢chi-square test; GIAgresti correction.



Table 3. Demographic characteristics and frequency of ACA in healthy controls and diabetics with no prior history of vascular events.

Healthy controls Diabetics with no prior vascular
N =54 events (Group I1) Crude OR Adjusted OR ©
N =40 p (95%Cl) (95%Cl) pf

Age (years)® 54.8 (+ 4.25) 65,9 (+ 9.10) 0.001° 1.3(1.2-15)° NC NC
Female gender 21 (38.9%) 33 (82.5%) 0.001° 7.4(28-19.8)¢ NC NC
Positive IgG-ACA 1 (1.9%) 1 (2.5%) 0.999 ¢ 1.4 (0.08 — 22.4) 0.3(0.001-54.6) 0.621
Positive IM-ACA 0 1 (2.5%) 0.880° 2.8(0.2-31.4)¢ NC NC
Positive IgA-ACA 3 (5.6%) 2 (5.0%) 0.999 0.9 (1.0 - 5.6) 1.8 (0.1-23.1) 0.660

N = number; NC = not calculated; ® standard deviation; ® Student’s t test; © chi-square test; dAgresti correction; ® adjusted for gender and age; T chi-

square test after adjusting for gender and age.
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Table 4. Demographic characteristics and frequency of ACA in both diabetes groups.

61

Diabetics  with  prior Diabetics with no prior

vascular events (Group 1)  vascular events (Group 1) Crude OR Adjusted OR ©

N =33 N =40 p (95%Cl) (95%Cl) p
Age (years) ® 68.2 (+ 10.65) 65.9 (+ 9.1) 0.331° 1.0 (0.9-1.1)° NC NC
Female gender 16 (48.5%) 33 (82.5%) 0.005 ¢ 0.2(0.1-0.6)° NC NC
HTN 29 (87.9%) 33 (82.5%) 0.744 ¢ 1.5(0.4-5.8)¢ NC NC
Smoking history 8 (24.2%) 11 (27.5%) 0.962 0.8(0.3-24)° NC NC
Positive IgG-ACA 0 1 (2.5%) 0.999 0.6 (0.05-6.8) ¢ NC NC
Positive IgM-ACA 3 (9.1%) 1 (2. 5%) 0.475°¢ 3.9 (0.4 - 39.4) 2.7(0.2-34.2) 0.441
Positive IJA-ACA 0 2 (5.0%) 0.560 ¢ 0.4 (0.04-3.9)° NC NC

HTN = hypertension; N = number; NC = not calculated;  standard deviation; ® Student’s t test; ° chi-square test; ¢ Agresti correction; °

adjusted for gender, age, HTN, and smoking.
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Figure legend

Figure 1. Relationship between ACA levels and age. Scatter plot of relationship between
quantitative ACA levels and age.

50.0
® G
W igm
A A gA
~~IgG
T IgM
40.07 ~—IgA
30.0
A
R
20.0
A @ A A
10.0

T T T T T
50 60 70 80 90

IDADE (anos)



ANEXOS



64

ANEXO | — CARTA DE APROVAGAO DO CEP - PUC/RS

Lt Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul

i»n{' PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGCAO

M COMITE DE ETICA EM PESQUISA
OF.CEP-1503/09 Porto Alegre, 06 de novembro de 2009.

Senhor Pesquisador,

O Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS apreciou e aprovou
seu protocolo de pesquisa registro CEP 09/04835 intitulado “Anticorpos
anticardiolipina: prevaléncia em diabéticos com e sem eventos
cardiovasculares prévios”.

Salientamos que seu estudo pode ser iniciado a partir desta

data.
Os relatorios parciais e final deverdo ser encaminhados a este
CEP.
Atenciosamente,
7
/'/
:" '/ &
Prof. Dr. José Rgperto Goldim
Coorden, dorfé CEP-PUCRS
“ //,
Ilmo. Sr.

Dr. Henrique Luiz Staub
Nesta Universidade

Campus Central
I’)UC Av. Ipiranga, 6690 - 3%andar - CEP: 90610-000
Sala 314 - Fone Fax: (51) 3320-3345
E-mail: cep@pucrs.br
www.pucrs.br/prppg/cep



Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul
Comité de Etica em Pesquisa

PARECER

Cadastro do Projeto CEP/PUCRS
| 09/04835

Titulo o N

‘
“Anticorpos anticardiolipina: prevaléncia em diabéticos com e sem eventos
7card|ovasciglares previos”

' Pesquisador Responsavel: ' 1
Henrique Luiz Staub (orientador), Caroline Eickhoff Copetti (mestranda)

Aspectos Cientificos e Metodolégicos ’

Estudo vinculado ao Curso de Medicina e Ciéncias da Saude da PUCRS, com o
objetivo de estimar a prevaléncia de anticorpos anticardiolipina em pacientes com

| DM com e sem eventos cardiovasculares prévios. Sera realizado com 100 l

usuarios das Unidades Basicas de Saude do municipio de ljui/RS e as dosagens
de anticorpos serao realizadas no Laboratorio de Patologia Clinica do
| HSL/PUCRS

Aspectos Eticos

Adequados.

Recomendacao
Aprovar

- S o1

Consideragoes Gerais

- |

[ .
Pendéncias atendidas. _

Data do Parecer 06/11/2009 |

11

65



ANEXO Il - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa que tem por titulo:
“Anticorpos anticardiolipina: prevaléncia em diabéticos com e sem eventos
cardiovasculares prévios”.

Esta pesquisa esta sendo desenvolvida para verificar se ha presenca
Anticorpos Anticardiolipina em pacientes diabéticos com e sem problemas
cardiovasculares.

O objetivo desta pesquisa ¢ estimar a prevaléncia de Anticorpos
Anticardiolipina em pacientes com Diabetes Mellitus tipo I e Il com e sem
eventos cardiovasculares prévios.

Caso decida participar desta pesquisa vocé devera responder as
questdes que serdo feitas durante entrevista detalhada sobre aspectos de sua
saude. E, posteriormente deveré se submeter a coleta de 10 mL de sangue
para dosagem de Anticorpos Anticardiolipina.

Os procedimentos desta pesquisa ndo envolvem risco para sua saude.
O tnico desconforto que vocé poderd ter é a dor da picada para a coleta de
sangue. Vocé também tem a garantia de que ndo serd identificado em
nenhum momento da pesquisa.

Pacientes diabéticos sdo propensos a complicagdes micro e
macrovasculares. Uma  eventual associagdio  entre  anticorpos
anticardiolipina e histérico cardiovascular pode contribuir adicionalmente
para a compreensdo da doenga vascular diabética. A investigacdo destes
marcadores pode ser util para prevenir estas possiveis complicagdes
vasculares.

Apbs a realizagdo dos exames pelos pesquisadores, vocé recebera
uma cépia dos resultados que serd entregue pelo médico da unidade basica
juntamente com os pesquisadores, no momento da consulta. Nesta consulta,
vocé recebera orientagdo sobre condutas de tratamento medicamentoso, se
necessario for (ou seja, se os resultados do seu exame apresentarem niveis
de Anticorpos Anticardiolipina IgA, IgM e IgG acima de 20 unidades).

Vocé tem o direito de retirar seu consentimento em qualquer
momento. Os resultados deste estudo serdo utilizados Unica e

exclusivamente para fins de pesquisa.

Numero de aprovagéo pelo CEP:

Eu,

declaro que fui informado da pesquisa acima de maneira clara e detalhada,
recebi informagdo a respeito da entrevista e coleta de sangue e esclareci
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ANEXO Il - QUESTIONARIO

QUESTIONARIO - AVALIAGAO DOS PACIENTES DIABETICOS

NOME: IDADE: DATA:

DN:_/ /_ SEXO:()M()FCOR:()B()NB N. CADASTRO:

ENDERECO:

TELEFONE: CONTATO

MEDICACOES EM USO: (NOME E DOSE)

() DIURETICO:

() BETABLOQUEADOR:

() IECA:

(JACC:

(ARA:

()ALFA-AGONISTAS:

()VASODILATADORES:

() METIFORMINA:

() GLITAZONAS:

() ACARBOSE:

() ORLISTAT:

() ACOMPLIA (RIMONABANT):

() OUTROS:

HISTORIA PATOLOGICA PREGRESSA / FATORES DE RISCO:

() DM1 ()DM2 Tempo de diagnostico

() HAS: Tempo diagndstico: Tratamento: () regular () irregular
() TABAGISMO ATUAL(= 5 cigarrosdia + 30 dias): Tempo/anos:
() TABAGISMO PREVIO: Tempo de uso: Tempo abandono:

() DAC: data




() IAM prévio data

() ICC:

() AVC: data

() D¢ Vasc Perif:

() IRC:

() DISLIPIDEMIA:

() HIPERURICEMIA/GOTA:

() DPOC:

() HEPATOPATIA:

() DOENCA DA TIREOIDE (Qual):

() DOENCA DA OFTALMOLOGICA (Qual):

NEOPLASIA (Qual):

() LUPUS ( ) SAF

OUTRAS:

HISTORIA SOCIAL:

() ESCOLARIDADE (anos de estudo):

() PROFISSAO:

() CONSUMO ALCOOL: (g/dia)

() USO DROGAS: Tipo:

() SEDENTARISMO () ATIVIDADE HABITUAL () ATIVIDADES REGULARES

HISTORIA FAMILIAR:

() HAS:

() DAC:

() AVC:

()DM—1()DM - 1I:

() DISLIPIDEMIA:

() DOENCA RENAL:

() NEOPLASIA:

() OUTRAS:
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EXAME FISICO: GERAL:

PESO: ALT: IMC: FC:

CIRC. BRAQUIAL: QUADRIL: CINTURA:

PAL / mmHg PAZ / mmHg

PULSOS PERIFERICOS:

EDEMA MEMBROS: ()SIM ()NAO ()INTENSIDADE: J4+
FUNDOSCOPIA (CLASSIFICACAO DE KV - GRAUS)

(1)ESTREITAMENTO ARTERIOLAR (2)CRUZAMENTO A-V PATOLOGICO
(3)HEMORRAGIA E/OU EXSUDATO RETINA (4)PAPILEDEMA

DEFICIT MOTOR: ()SIM ()NAO LOCAL:

OUTROS ACHADOS RELEVANTES:

EXAMES: ()LABORATORIO ()ECG ()RX TORAX ()ECOCARDIO

(YOUTROS:
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ANEXO IV - SUBMISSAO DO ARTIGO

Dear Dr. Copetti,

Your submission entitled "Anticardiolipin antibodies: prevalence in diabetics with and without history
of vascular events" has been received by journal Acta Diabetologica

You will be able to check on the progress of your paper by logging on to Editorial Manager as an
author. The URL is http://acdi.edmgr.com/.

Your manuscript will be given a reference number once an Editor has been assigned.

Thank you for submitting your work to this journal.

Kind regards,

Editorial Office
Acta Diabetologica


http://acdi.edmgr.com/

71

‘abed sad synsas 01 Aeydsig
|ewno 03 paniwgns  110Z-20-v1 110Z-20-¥1
AV AV AV
SNjejS JuaLIN)  IjeQ sMeIS papiwqns ajeq |eRiul

‘abed Jad syinsas 0L Aejdsig

_ NUBW UIRW JOUINY >>

(suoissiwqgns €303 1) T jo T :3beg

SJUIAD JR|NISBA JO AI0ISIY INOYIIM PUB Y)IM SINAGRIP Ul dudjenald :saipogiiue uid) SN Syun uondY

AV AV ¥ uopy @
9nIL  Jaquiny ydudsnuely

(suoissiwans [e303 T) T o T :abed

1312d0)D Jjoid13 auljole) Joyiny 1oy p d Buieg

SSIUAnS



