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RESUMO

Avaliar se anti-GAD positivo e PC detectavel se correlacionam com a presenca de outras
doengas autoimunes, com controle glicémico e com risco de retinopatia no diabetes melito tipo 1
(DMT1) > 3 anos de duragéo. Cinquenta sujeitos com DMT1 foram entrevis-
tados, realizaram fundoscopia e dosaram PC pré e pds-glucagon, HbA1C e anti-GAD.
Pacientes anti-GAD+ (n = 17) apresentaram maior frequéncia de doengas autoimunes em relagao
aos demais (p = 0,02). PC detectavel (n = 11) também foi associado ao aumento dessa prevaléncia
(p=0,03), porém nenhum dos dois parametros influenciou na presenga de retinopatia diabética. PC
detectavel nao influenciou no controle glicémico (HbA1C média) (p = 0,28), porém as doses diérias
de insulina foram mais baixas (0,62 vs. 0,91 U/kg/dia; p = 0,004) neste grupo. Apesar
de nao ser um marcador para outras doengas autoimunes, o anti-GAD+ parece ser ndo s6 um
sinalizador de autoimunidade pancreética. PC detectavel também parece ter papel promissor na
deteccdo dessas comorbidades. Ambos nao interferiram na presenga de retinopatia, entretanto, o
PC detectavel se relacionou a menores necessidades de insulina. Arg Bras Endocrinol Metab. 2010;54(5):449-54
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate if GADA+ and detectable CP had any influence
in other autoimmune diseases, glycemic control, and risks of retinopathy in diabetes melli-
tus type 1 (T1DM) lasting longer than 3 years of duration. Fifty TIDM
subjects were interviewed, performed fundoscopic examination, and measured CP before and
after glucagon, HbA1C, and GADA. GADA+ (n = 17) had a higher frequency of other
autoimmune diseases when compared to GADA (p = 0.02). Detectable CP was also associated
with a higher prevalence of these diseases (p = 0.03), although, retinopathy was not influenced
by either one. Detectable CP had no influence in the glycemic control (mean HbA1C) (p = 0.28).
However, insulin daily doses were lower in this group (0.62 vs. 0.91 U/kg/day; p = 0.004).

Although not recommend as a marker of other autoimmune diseases, GADA+ seems
to be not only a pancreatic autoimmunity signal. Detectable CP may also have some promising
influence in detecting these diseases. Neither influenced the presence of retinopathy, but insu-
lin daily requirements were smaller when CP was present. Arq Bras Endocrinol Metab. 2010;54(5):449-54

Keywords
Diabetes mellitus type 1; C-peptide; GADA,; insulin secretion; autoimmune disease

Arq Bras Endocrinol Metab. 2010;54/5

"Instituto Estadual de Diabetes

e Endocrinologia Luiz Capriglione

(IEDE), Rio de Janeiro, RJ, Brasil
2Servigo de Endocrinologia,

Hospital Universitario Clementino
Fraga Filho (HUCFF), Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ),

Rio de Janeiro, RJ, Brasil

3 Servico de Nutrologia e
Diabetes, HUCFF, UFRJ, Rio

de Janeiro, RJ, Brasil

4 Servico de Endocrinologia,
Hospital Central da Aeronautica
(HCA), Rio de Janeiro, RJ, Brasil
5Servico de Retina, HCA,

Rio de Janeiro, RJ, Brasil

Correspondéncia para:
Fabiano Marcel Serfaty

Servico de Endocrinologia, HUCFF,

UFRJ
Rua Professor Rodolpho Paulo
Rocco, 255

Cidade Universitéria, llha do Fundao

21941-913 — Rio de Janeiro, RJ,
Brasil
fmserfaty@hotmail.com

Recebido em 2/Nov/2009
Aceito em 5/Abr/2010

449

s 05 direitos resenvados.

=

=)
a
3
3



0s 0s direitos reservados

Copyright® AB

Importéincia do anti-GAD (+) e peptideo C detectével no DM1 de longa duragdo

INTRODUGAOQ

destruigdo progressiva das células beta pancredticas

causa o diabetes melito tipo 1 (DMT1). A imuni-
dade celular ¢ o mecanismo preponderante dessa lesio
tecidual. Embora autoanticorpos dirigidos aos princi-
pais antigenos das células beta sejam liberados durante
esse processo, estes parecem ser mais um reflexo da des-
trui¢io celular do que sua causa propriamente dita (1).

Autoanticorpos especificos podem ser detectados
no sangue periférico da maior parte dos DMT]1 recém-
diagnosticados. Essa caracteristica pode ser utilizada
para auxiliar a classificagio adequada do DM nos casos
em que esta ndo é possivel com base na apresentagio
clinica. Um ou mais anticorpos positivos indica a pre-
sen¢a de DMT1 autoimune.

Ao longo dos anos, a maior parte desses anticorpos
desaparece da circulagio periférica. Uma excegio ¢ o
anticorpo dirigido contra a descarboxilase do acido glu-
tdmico (anti-GAD) que, ao contririo do que geralmen-
te ocorre com os demais, pode ser detectado por vérios
anos ap6s o diagnéstico do DMT1. Por esse motivo, o
anti-GAD ¢ o marcador de autoimunidade ideal a ser
utilizado na investiga¢io de pacientes com DM de lon-
ga duragdo, para classificagio etioldgica adequada (2).
Além disso, em alguns casos o anti-GAD pode ser ne-
gativo ao diagnostico de DMTT e passar a ser detectado
anos apos a evolugio da doenga.

Embora se saiba que o anti-GAD pode permanecer
positivo por diversos anos ap6s o diagnéstico de DMT1
ou ainda aparecer ao longo do curso da doenga, ainda
ndo estd esclarecido por que essa positividade se mantém
ou surge. Também ¢é desconhecida a importancia dessa
persisténcia na pratica clinica, seja na sua influéncia no
controle glicémico, na extensdo da destrui¢io da massa
de células beta, no risco de comorbidades autoimunes
ou de complicagdes cronicas. Seria o anti-GAD persis-
tente apenas um marcador de autoimunidade pancredti-
ca ou poderia apresentar implica¢oes progndsticas nes-
ses pacientes? A literatura ainda € escassa sobre o tema.

Outro aspecto ainda controverso ¢ a importancia
clinica da manuteng¢io da capacidade residual das cé-
lulas beta no DMT1, em geral avaliada por meio da

. dosagem sérica de peptideo C (PC) (3,4). Sabe-se que
. alguns individuos com DMT]1 apresentam PC detectd-
- vel muitos anos ap6s o diagn6stico. Alguns estudos tém
- associado essa secregdo residual a uma evolugio mais

favoravel da doenga, com melhor controle glicémico e
menor risco de complicagdes cronicas. Isso, porém, ain-
da ndo ¢ um consenso (3).
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O objetivo deste estudo foi avaliar se a persistén-
cia do anti-GAD e do PC detectivel apresenta alguma
implica¢io préitica no controle glicémico, no risco de
complica¢des do DM ou de comorbidades autoimunes
(5) em pacientes com DMT]1 de longa duragio de uma
populagio multiétnica.

SUJEITOS E METODOS

Foram estudados voluntarios com diagnoéstico de DM1
estabelecido pelos critérios da American Diabetes Asso-
ciation (ADA) (1) em acompanhamento no Ambulaté-
rio de Diabetes do IEDE ¢ HUCEFFE. O protocolo foi
aprovado pelo Comité de Etica ¢ Pesquisa de ambas as
institui¢oes. Todos os pacientes assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Dados clinicos ¢ epidemioldgicos foram obtidos
em questionarios especificos ¢ prontuario médico. Para
etnia, os pacientes foram classificados como brancos
e ndo brancos, tendo em vista que a populagio brasi-
leira é etnicamente heterogénea, o que dificulta uma
diferenciagio mais especifica (6,7). A presenga de co-
morbidades autoimunes foi investigada no prontudrio
médico. A rotina de ambos os servigos ¢ dosagem anual
de TSH, T4 livre e antitircoperoxidase e pesquisa das
demais comorbidades na presenga de sintomas sugesti-
vos. Fundoscopia com dilata¢io foi realizada no Setor
de Retina do Hospital Central da Aerondutica ou no
Servigo de Oftalmologia do Hospital Universitirio Cle-
mentino Fraga Filho.

Foi coletado sangue em jejum para dosagem de
PC basal, hemoglobina glicada (HbAlc), glicemia ¢
anti-GAD. A seguir, foi realizada infusio de 1 mg de
glucagon intravenoso, com nova coleta de sangue apos
6 minutos para dosagem de PC poés-estimulo. Todos
os individuos apresentaram glicemia capilar entre 70 e
200 mg/dL para minimizar a interferéncia de hipo e
hiperglicemia aguda nos resultados. A dosagem do PC
foi feita por meio de quimioluminescéncia/immulite /
DPC, sendo este considerado detectivel quando > 0,5
ng/mL (0,2 nmol/L) com o coeficiente de variagio
inter e intraensaio de 7,6% e 8,2%, respectivamente.
A dosagem do anti-GAD foi realizada por radioimuno-
ensaio, considerado positivo se > 1,0 U/mL.

Comparagdes entre essas varidveis foram estabeleci-
das entre pacientes com anti-GAD positivo e negativo,
bem como entre aqueles com PC detectavel e os de-
mais. A andlise descritiva foi feita com célculo de medi-
das centrais ¢ de dispersdo da amostra. Para comparagio
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entre os grupos, foram utilizados o teste do Qui-qua-
drado e teste exato de Fischer para varidveis categ6ri-
cas ¢ de Mann-Whitney U para as variaveis continuas.
O coeficiente de significancia estatistica foi de p < 0,05
e testes bicaudados foram usados na anilise dos dados.
Foram realizadas analises multivariadas com regressao
logistica visando detectar os fatores capazes de interfe-
rir nos resultados obtidos.

RESULTADOS

Cinquenta individuos foram avaliados e suas caracte-
risticas estdo resumidas na tabela 1. Destes, 17 (34%)
apresentavam anti-GAD positivo. O nivel médio de
anti-GAD, quando positivo, foi de 26,2 + 46,8 U/
mL (mediana: 10,72 U/mL; variando de 1,15 a 1992
U/mL). Nesta amostra de individuos com durag¢io do
DM1 2 3 anos, ndo houve associagio entre o tempo de
doenga e a frequéncia de anti-GAD positivo (p = 0,16).
As diferengas entre pacientes com e sem anti-GAD
(+) estio demonstradas na tabela 2, incluindo uma
frequéncia mais elevada de comorbidades autoimunes
no primeiro grupo em relagio ao segundo.

Tabela 1. Caracteristicas dos pacientes estudados

N (%)

Etnia

Brancos 31(62)

N&o brancos 19 (38)
Sexo

Feminino 31(62)

Masculino 19 (38)
Média de idade em anos 239+89
Média de idade de diagndstico em anos 129+69
Duragdo média do diabetes melito em anos 11477
HbA1c 88+21
Cetoacidose ao diagndstico 16 (32)
Tabagismo 2(4)
Dislipidemia 9(18)
Hipertensao arterial 6(12)
Excesso de peso 14 (28)
Média de indice de massa corporal em kg/m? 229+3,7
Comorbidades autoimunes* 10 (20)
Retinopatia** 7(149)
Dose média de insulina em U/kg/dia 08+03
Total 50 (100)

* Tireoidiana em oito casos (6 pacientes com tireoidite de Hashimoto, 1 paciente com doenga
de Graves e 1 paciente com hipertireoidismo subclinico), artrite reumatoide e sindrome de
Sjogren nos demais.

** Nao proliferativa em todos 0s casos; dado disponivel em 47 pacientes.
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Tabela 2. Caracteristicas de pacientes com anti-GAD (+) em relagdo aos
demais

Anti-GAD (+) Anti-GAD (-) P valor

Etnia 0,77

Brancos (%) 10 (58,8) 21 (63,6)

N@o brancos (%) 7(41,2) 12 (36,4)
Sexo 0,77

Feminino (%) 10 (58,8) 21 (63,6)

Masculino (%) 7(412) 12 (36,4)
Idade de diagndstico 212+35 163+73 0,01
Retinopatia (%)* 1(6,7) 6(18,8) 0,4
HbA1c 9,07+29 8,75+ 151 0,47
PC detectavel (%)** 4(23,7) 7(21,2) 0,29
Dose de insulina (U/kg/dia) 0,81+0,26 0,86+0,32 0,77
Comorbidades autoimunes (%) 7/17 (412%)  3/33(9,1%) 0,02

* Realizada em 47 casos.
** Pos-estimulo com glucagon.

Entretanto, os titulos de anti-GAD nao diferiram
entre pacientes com ou sem essas comorbidades, como
demonstrado na figura 1.
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Figura 1. Titulo de anti-GAD em pacientes com e sem outras doencas
autoimunes.

Onze pacientes (22%) apresentaram PC detectavel
6 minutos apds a infusio EV de glucagon. Nio houve
diferenga na frequéncia de retinopatia entre esses indivi-
duos e os demais (2/11 »s. 5/36; p = 1,0), ndo prolife-
rativa em todos os casos como demonstrado na tabela 3.

Nio encontramos interferéncia da presen¢a de anti- -

GAD (+) (p = 0,88), niveis de HbAlc (p = 0,77) ou
dura¢io da doenga (p = 0,99) na auséncia de associagio
entre retinopatia diabética e peptideo C pds-estimulo.

A distribui¢io dos niveis de HbAlc e da necessidade
didria de insulina em cada um desses subgrupos esta
demonstrada na figura 2.
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Tabela 3. Caracteristicas de pacientes com PC detectavel apés estimulo
com glucagon em relagdo aos demais

PC PC

detectavel  indetectavel P
Retinopatia (%)* 18,2 139 1,0
HbA1c 83+2,1 9,0+2,1 0,42
Dose de insulina (U/kg/dia) 0,69 +0,26 0,86 +0,32 0,026
Comorbidades autoimunes (%)  7/17 (41,2%)  3/33(9,1%) 0,03

* Realizada em 47 casos.

Curiosamente, pacientes com peptideo C detectivel
apoés trés ou mais anos de doenga apresentaram maior
frequéncia de comorbidades autoimunes (p = 0,04).
Encontramos interferéncia da duragio da doen¢a na
associa¢do entre peptideo C e prevaléncia de doengas
autoimunes (p = 0,027), mas nio entre a associagio
desta com anti-GAD (+) (p = 0,85). A frequéncia de
retinopatia foi associada a duragdo do DM1 (p = 0,015)
mas nio a HbAlc atual (p = 0,43).

DISCUSSAO

Neste estudo, procuramos identificar implicagdes clini-
cas da persisténcia do anti-GAD (+) ¢ do peptideo C
detectdvel em pacientes com DM1 de longa duragio.
Curiosamente, ambos foram associados a uma frequén-
cia exacerbada de comorbidades autoimunes, especifi-
camente tireoidianas. Outros estudos demonstraram
uma associa¢io semelhante entre anti-GAD positivo ¢
a presenga de outras doengas autoimunes em pacien-
tes com DMI. Lindholm e cols. (8) demonstraram
que mulheres com niveis elevados de anti-GAD
apresentavam alta prevaléncia de doengas enddcrinas

A
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autoimunes, principalmente doenga tireoidiana au-
toimune. Barova e cols. (9) também identificaram
maior frequéncia de anticorpos antitireodianos em
pacientes com DM, de ambos os sexos, com anti-
GAD positivo. Recentemente, alguns autores iden-
tificaram o anti-GAD positivo como um preditor
de outras doengas autoimunes em individuos com
DM1, como doenga tireoidiana (10-12) e autoimu-
nidade direcionada as células parietais gastricas (13).

A associagio entre a presen¢a de anti-GAD (+)
e as comorbidades autoimunes em individuos com
DM1 parece ser restrita a identifica¢io do anticorpo
anos apos o diagnodstico. A presenga de anti-GAD
ao diagnostico de DM1 ndo se mostrou associada
ao desenvolvimento de outras doengas autoimunes
subsequentemente (10). E possivel que a persistén-
cia desse anticorpo ao longo de anos, ¢ nio apenas
sua presenga ao diagnoéstico, predisponha a um risco
aumentado do desenvolvimento de comorbidades
autoimunes. Essa persisténcia poderia ser um marcador
de autoimunidade generalizada, aumentando o risco de
outras doengas autoimunes, como tireoidite de Hashi-
moto, doenga de Addison, doenga celiaca e gastrite au-
toimune. E possivel ainda que o aparecimento tardio de
anti-GAD, em pacientes com DM ja diagnosticado,
sinalize a existéncia de um sistema imune mais predis-
ponente ao desenvolvimento de doengas autoimunes
de modo geral (14). Como nosso estudo foi trans-
versal, nio podemos diferenciar se, nesta amostra, a
presenga de comorbidades autoimunes foi associada
a persisténcia do anti-GAD ou ao seu aparecimento
ap6s o diagnostico.

9 P=0,004
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= Figura 2. Controle glicémico e dose de insulina por kg de peso ao dia em pacientes com PC detectavel e os demais.
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Como demonstrado previamente por outros auto-
res, o encontramos associagdo entre a persisténcia da
secre¢do de PC com anti-GAD (+) (15,16). Ainda nio
estd completamente esclarecido qual o papel dos anti-
corpos na progressao da lesdo pancreatica que leva ao
DM, mas acredita-se que eles ndo tenham um papel
patogénico direto. Ao contririo, parecem ser produzi-
dos ap6s liberagio de autoantigenos como consequén-
cia da lise autoimune das células beta (5). Apesar disso,
estudos observacionais associaram a positividade para
autoanticorpos com a perda progressiva da fung¢io de
células beta no DM1. Wallesteen e cols. (5) demons-
traram que pacientes com anti-ICA negativo apresen-
tavam niveis de peptideo C pos-estimulo mais elevados
ao diagnostico, ¢ apds 3, 9 e 12 meses do que aqueles
com anti-ICA positivos. Outros estudos prospectivos
também associaram a presenga de autoanticorpos, espe-
cificamente o anti-ICA, a uma perda mais rapida da se-
cregdo insulinica, tanto em criangas (17,18) quanto em
adolescentes ¢ adultos (17,19). Alguns autores demons-
traram associa¢do entre fungio residual de célula beta ¢
anti-IA-2 persistente, mas o mesmo nio foi observado
em relagio ao anti-GAD (20). Outros ndo encontraram
qualquer relagio entre a positividade para os autoanti-
corpos e a perda da fun¢ao pancreatica (21). Hermitte e
cols. (22) estudaram a associagdo entre a persisténcia da
autoimunidade, a reserva pancredtica e as complicagoes
cronicas do DM, nio tendo encontrado associagdo en-
tre estas. Nesta analise transversal, nio observamos as-
sociagdo entre a presenga de anti-GAD ou de seus niveis
séricos com a dosagem do PC basal ¢ pds-estimulo ou
as complica¢des cronicas do DM. Estudos longitudinais
ainda s3o necessarios para elucidar essa questio.

Uma proporg¢io significativa dos individuos estuda-
dos apresentou PC detectivel (23%), indicando manu-
ten¢do de alguma fungdo residual de secre¢do das células
beta pancredticas. Nesta andlise, o PC detectdvel nao foi
associado com redugdo do risco de retinopatia diabética.
Contudo, no Diabetes Control and Complications Trial
(DCCT), a presenga de PC detectavel, indicando fungio
residual da célula beta, esteve associada com redugdo da
incidéncia de retinopatia ¢ nefropatia, tanto no grupo
de tratamento intensivo quanto no convencional, mes-
mo apds ajustes para os niveis de HbAlc (21). Panero
e cols. (23) demonstraram efeito protetor independente
da fungdo residual de células beta (avaliado por meio da
dosagem do PC em jejum) no desenvolvimento de com-
plicagdes microvasculares nos pacientes com DM1. Ape-
sar de outros autores terem encontrado uma associagio
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entre PC detectavel e um menor risco de complicagoes
cronicas em pacientes com DM1 (24-26), isso ainda ndo
¢ um consenso. Klein e cols. (27) estudaram a relagio
entre o nivel sérico de PC e a gravidade da retinopatia
diabética em pacientes com DM de diferentes tipos no
Wisconsin Epidemiologic Study of Diabetic Retinopa-
thy. No subgrupo de individuos jovens em insulinotera-
pia, com provavel DM1, nio foi identificada nenhuma
associagdo entre niveis de PC e a frequéncia ou gravida-
de da retinopatia diabética (27). Outros estudos tam-
bém foram incapazes de demonstrar papel protetor da
preservagio do PC no desenvolvimento de retinopatia
ou outras complicagdes cronicas do DM1 (28,29).

Os potenciais beneficios implicados a preservagio
do PC em pacientes com DMI poderiam, a0 menos em
parte, estar relacionados a efeitos favoraveis no controle
glicémico (30). O DCCT demonstrou que a manuten-
¢do de alguma secre¢do de insulina no DM1 pode facili-
tar a obten¢io de controle metabdlico satisfatério e ja é
amplamente reconhecida a importincia da manutengio
da glicemia em niveis proximos da normalidade para re-
dugio dos riscos de complicagdes cronicas. No DCCT,
a redugdo de risco de complicagdes cronicas em pacien-
tes com PC detectavel foi observada mesmo ap6s ajustes
para niveis de HbAlc (21). No nosso estudo, nio identi-
ficamos diferengas no controle glicémico entre pacientes
que mantiveram uma secre¢io residual de insulina e os
demais (possivelmente pelo tamanho da amostra), mas a
dose de insulina em uso, por quilograma de peso corpo-
ral, foi significativamente mais baixa no primeiro grupo.

E interessante citar que observamos maior frequéncia
de doengas autoimunes em pacientes com DMI1 e PC
detectavel apos trés ou mais anos de doenga. Nio exis-
tem relatos, até o momento, de associagdes semelhan-
tes. Ao contrario, Vondra e cols. (31) encontraram uma
frequéncia menor de comorbidades autoimunes em pa-
cientes com DM e fungdo residual de células beta. Sao
necessarios mais estudos para a confirmagio desse acha-
do. Entretanto, uma analise multivariada indicou uma
possivel interferéncia da duragio do DM nesse resultado.

Em conclusio, nossos resultados indicam que a pre-
sen¢a de anti-GAD persistentemente positivo e a ma-
nuten¢io de PC detectivel podem ser mais do que me-

ros achados em pacientes com DM1 de longa duragio. -

O anti-GAD parece ser ndo sé um marcador de autoi-

munidade pancredtica, mas também de outras comor- -
bidades autoimunes nessa popula¢io. Além disso, o PC :

detectdvel parece indicar menor necessidade didria de
insulina exégena. A importincia clinica desses achados
ainda ¢ incerta.
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