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RESUMEN

Introduccion: la hiperglucemia contribuye a cambios molecula-
res que alteran la hemostasia.

Obijetivos: determinar moléculas circulantes que indiquen la pre-
sencia de un estado protrombaético en una poblacion infanto juve-
nil con diabetes mellitus tipo 1 (DM1), sin manifestacién clinica
de enfermedad vascular, y compararla con una poblacion control.
Pacientes y métodos: se estudiaron 35 pacientes con DM1, de
11,0+2,5 anos de edad y 3,7+2,0 anos de evolucion de la enfer
medad, sin complicaciones vasculares y 20 controles sanos de
edad, sexo e IMC semejantes. Se determinaron: fibrindgeno (Fg),
inhibidor del activador del plasminégeno 1 (PAI-1), antigeno del
factor von Willebrand (FVWV:Ag), ligando CD40 soluble (sCD40L)
y pruebas globales de coagulacién como recuento de plaquetas,
tiempo de protrombina (TP) y tiempo de tromboplastina parcial
activado (APTT). El control glucémico se evalué mediante gluce-
mia en ayunas y Alc, y se descarto la presencia de retinopatia
y nefropatia. Los datos se analizaron con el programa SPSS 20
para Windows y se expresaron como media+DE. El coeficiente
de Pearson se uso para investigar las correlaciones entre las va-
riables estudiadas.

Resultados: los pacientes con DM1 presentaron valores significa-
tivamente mayores de Fg (308+66 vs 246+18 mg/dL, p=0,0001),
PAI-1 (41,6£12 vs 11,7+1,0 ng/mL, p=0,0001), FWW:Ag (284+55
vs 121+19 %, p=0,0001) y sCD40L (1608109 vs 14917 pg/mL,
p=0,0001). Sin embargo las pruebas globales de hemostasia no
mostraron diferencias entre ambos grupos. El PAI-1y sCD40L se
correlacionaron con glucemia, Alc, Fgy FVW:Ag.

Conclusiones: los niveles elevados de Fg, PAI-1, FWV:Ag vy
sCD40L sugieren la presencia de un estado protromboético en la
poblacion infanto juvenil con DM1.

Palabras clave: diabetes; estado protrombotico; PAI-1; factor
von Willebrand; sCD40L.
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ABSTRACT

Introduction: hyperglycemia contributes to molecular changes
that alter hemostasis.

Objectives: to determine molecules of a prothrombotic sta-
te in a child-juvenile population with type 1 diabetes (T1D),
without clinical manifestation of vascular disease, and com-
pare it with a control population.

Patients and methods: thirty-five patients with T1D (11.0+2.5
years and 3.7+2.0 years of disease duration), without vascular
complications and 20 healthy controls were studied. Plasma
fibrinogen (Pf), plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1), von
Willebrand factor antigen vWF:Ag and soluble CD40 ligand
(sCD40L) and coagulation global tests such as platelet count,
prothrombin time (PT), activated partial thromboplastin time
(APTT) were determined. The data obtained were analized
by Statistics SPSS 20 software and were expressed as the
mean=standard desviation. Pearson coefficient was used to
investigate correlations between variables.

Results: diabetic patients presented significantly higher values of
glycaemia, Alc, Fg (308+ 66 vs 246+18 mg/dL, p=0.0001), PAI-1
(41.6+12 vs 11.7+1, 0 ng/mL, p=0.0001), vVWF.Ag (284+55 vs
121+19%, p= 0.0001) and sCD40L (1608+109 vs 149+17 pg/mL,
p=0.0001). However, overall hemostasis tests showed no diffe-
rences between both groups, PAI-1 and sCD40L correlated with
glycemia, Alc, Fg and vIWF:Ag.

Conclusions: high levels of Fg, PAI-1, vWF:Ag and sCD40L
suggest the presence of a prothrombotic state in the infant
population juvenil with DT1.

Key words: diabetes; prothrombotic state, PAI-1; von Wille-
brand factor; sCD40L.
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INTRODUCCION

La diabetes mellitus tipo 1 (DM1) es una de
las condiciones endocrinas y metabdlicas mas co-
munes en la infancia y su incidencia estd aumen-
tando y puede duplicar la carga de la enfermedad
en 2020, principalmente en los jovenes y aquellos
con susceptibilidad genética moderada’.

Se ha demostrado que la hiperglucemia puede
contribuir a cambios moleculares que alteran la he-
mostasia e inducen a un microambiente proinflama-
torio, protrombdtico y antifibrinolitico?. Los principales
componentes del sistema hemostatico cuya concen-
tracion o actividad se alteran por la hiperglucemia in-
cluyen el fibrinégeno (Fg), el inhibidor1 del activador
del plasmindgeno (PAI-1, sus siglas en inglés), el fac-
tor von Willebrand (FVvW) y la antitrombina.

Los niveles elevados de Fg se han asociado con la
enfermedad arterial coronaria en pacientes con DM1.
La hiperfibrinogenemia conduce a una mayor activi-
dad coagulante y a un aumento en la viscosidad san-
guinea. También el Fg contribuye a la formacion de la
placa ateromatosa y a su activacion. Adicionalmente
la hiperfibrinogenemia es un indicador de cambios
vasculares inflamatorios y de disfuncion endotelial’.

El PAI-1 -producido por las plaquetas, células
endoteliales y tejido adiposo- es el inhibidor endé-
geno mas importante del sistema fibrinolitico. Se
ha observado una clara asociacién entre niveles
plasmaticos elevados de PAI-1 y enfermedades
protrombéticas como hipertensiéon, obesidad, re-
sistencia a la insulina y diabetes*5.

El FYW es una glicoproteina producida selecti-
vamente por células endoteliales y megacariocitos.
Cumple un papel fundamental en la hemostasia
dado que protege el factor VIII de la degradacion
proteolitica y también en la trombosis porque favo-
rece la adhesion y agregacion plaquetaria al endo-
telio danado. Ademas el FvWV es un mediador de la
inflamacion vascular porque induce al reclutamien-
to y extravasacion de leucocitos, y activa la cascada
del complemento. Recientemente se ha propuesto
como un marcador pronéstico de enfermedades
metabdlicas y cardiovasculares como diabetes, in-
farto de miocardio o accidente cerebrovasculart’.

En la diabetes el sistema fibrinolitico es relativa-
mente lento debido a que las redes de fibrina que
forman el trombo son mas resistentes a la degra-
dacién y por el aumento de los niveles de PAI-18°,

Por otra parte, el ligando CD40L y su forma so-
luble (sCD40L), pertenecientes a la superfamilia
del factor de necrosis tumoral, son moléculas con

propiedades proinflamatorias y protrombdticas
que se unen a su receptor CD40. Se expresan en
una variedad de células como endoteliales, ma-
crofagos, linfocitos y plaquetas. El sistema CD40/
CDA4O0L tiene un papel relevante en la inflamacion
subclinica, en la patogénesis de la aterosclerosis
y de la trombosis. Diversos estudios demostra-
ron que niveles elevados del CD40L se asocian a
factores de riesgo cardiovascular como diabetes,
hipercolesterolemia, hipertension y obesidad™".
Aungue las complicaciones de la DM1 en la in-
fancia son poco frecuentes, anormalidades funcio-
nales y estructurales del endotelio como niveles
elevados de moléculas de adhesion o el incremento
del espesor de la intima-media de la arteria cardtida,
estan presentes en estos pacientes antes que las
manifestaciones clinicas de vasculopatia'>'™. Sin
embargo las investigaciones de moléculas protrom-
boéticas en este grupo etario aun son insuficientes.
El objetivo de este trabajo fue investigar la pre-
sencia de un estado protrombdtico en una pobla-
cion infanto juvenil con DM1 mediante la determi-
nacion de Fg, PAI-1, antigeno del FVYW (FVW:Ag),
sCD40L y pruebas globales como recuento de
plaquetas (RP), tiempo de protrombina (TP) y
tiempo de tromboplastina parcial activado (APTT,
sus siglas en inglés). Asimismo se analizé la rela-
cion de estos pardametros con el grado de control
glucémico, el tiempo de evolucion de la enferme-
dad vy la asociacién con las variables estudiadas.

PACIENTES Y METODOS
Poblacion estudiada

En este trabajo, de diseno observacional, ana-
litico y de corte transversal, se incluyeron 35 pa-
cientes con DM1 (20 M/15 F), de 11,0+2,5 anos
de edad, con un tiempo de evolucién de la enfer
medad de 3,7+2,0 anos, sin complicaciones vas-
culares clinicamente demostrables, que concu-
rrieron al Servicio de Endocrinologia del Hospital
del Nino Jesus de San Miguel de Tucuman, duran-
te el periodo 2015-2017 y se los compard con 20
sujetos sanos de edad, sexo e IMC semejantes
y sin antecedentes familiares de diabetes. Todos
los pacientes fueron sometidos a una evaluacién
clinica completa y consignaron datos de peso, ta-
lla, IMC, tiempo de evolucién de la enfermedad y
antecedentes familiares de diabetes y/o patologia
cardiovascular. El peso se midié con una balanza
de palanca, con ropa liviana y sin calzado. La ta-
lla se determind en un altimetro, con los talones
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juntos, los hombros relajados y ambos brazos a
los costados del cuerpo. ElI IMC se calculd con la
férmula Quetelet (peso/talla?). Los nifios con DM1
fueron tratados con insulina glargina (Lantus®) a
una dosis de 0,7+0,3 U/kg de peso/dia.

La ausencia de retinopatia se confirmé por
examen oftalmoldgico con estudio de fondo de
ojo. La presencia de nefropatia se descarté me-
diante la determinacion de albumina urinaria por
método inmunoturbidimétrico (DCA 2000, Sie-
mens, EE.UU.). Los nifos incluidos en este pro-
tocolo presentaron niveles normales de presion
arterial para edad y sexo segun tablas de la Socie-
dad Argentina de Diabetes (SAD), como asi tam-
bién los lipidos séricos. Asimismo se excluyeron
del presente estudio aquellos con enfermedades
inflamatorias o infecciosas, patologias hepaticas,
renales agudas o crénicas, sindrome de malabsor
cion, hipotiroidismo u otra endocrinopatia.

Determinaciones bioquimicas

La extraccion de sangre se realizé entre las 8
y las 10 de la mafana por puncién venosa sin uti-
lizar lazo, previo ayuno de 8 h. El RP se realiz6 en
sangre anticoagulada con EDTA al 10%, en con-
tador hematolégico (Sysmex). En plasma pobre
en plaquetas, obtenido con citrato de sodio 3,2%
(0,709 M) en la proporcion 1/9 y centrifugado a
3.000 rpm 15 minutos, se midieron: TR APTT vy Fg
dentro de las 4 h de extraida la muestra en un au-
toanalizador ACL 300 Research (Instrumentation
Laboratory, Italia). Los niveles de PAI-1 y FVW:Ag
se determinaron por ELISA (Asserachrom, Diag-
nostica Stago). En suero se midieron los niveles
de sCD40L (método ELISA, PeproTech, EE.UU.).
El grado de control glucémico se evalué por valo-
res de glucemia en ayunas (método enzimatico,
Wiener Lab., Argentina) y Alc (DCA 2000, Sie-
mens, EE.UU.). También se analizaron los valores
de glucemia capilar individuales chequeados con
los monitores de los pacientes y resultd un pro-
medio de 174 mg/dL antes del desayuno, 190 mg/
dL antes del almuerzo y 210 mg/dL antes de la
cena. De acuerdo a la recomendacioén de la Aso-
ciacion Americana de Diabetes (ADA) se conside-
ré buen control glucémico (BCG) un valor de Alc
<8% Yy pobre control glucémico (PCG) Alc >8%.

Los datos se analizaron con el programa SPSS 20
para Windows y se expresaron como la media+DE.
Para comparar ambos grupos se usé el test de hipote-
sis para muestras independientes y el coeficiente de

Pearson para investigar las correlaciones entre las va-
riables. Un valor de p<0,05 se considero significativo.
Para la realizacion de este trabajo se contoé con la
aprobacién del Comité de Docencia e Investigacion
del Hospital y la firma de los consentimientos infor
mados por los padres y/o tutores de los pacientes.

RESULTADOS

En laTabla 1 se observan las caracteristicas cli-
nicas y bioquimicas de los grupos estudiados. Los
pacientes diabéticos presentaron valores signifi-
cativamente mayores de glucemia, Alc, Fg, PAI-
1, FWYW:Ag y sCD40L. Sin embargo las pruebas
globales de hemostasia no mostraron diferencias
significativas entre ambos grupos.

El 27% (n=9) de los ninos diabéticos presentd un
buen control glucémico y el 73% (n=26) restante un
pobre control glucémico. Cuando se analizaron las
variables segun el grado de control glucémico, sélo
se encontro diferencia significativa en los valores de
sCD40L entre diabéticos con BCG y PCG (Tabla 2).

Cuando se investigaron las variables segun el
tiempo de evolucion de la enfermedad (<3 anos y
>3 anos) no se observaron diferencias significativas
en ninguna de las moléculas estudiadas (Tabla 3).

En el andlisis de las correlaciones se encontrd
que PAI-1 y sCD40L correlacionaron positivamen-
te con glucemia, Alc, Fgy FVW (Tablas 4 y 5).

Diabéticos | Controles p

N 35 20

Varones/mujeres 20/15 13/7

Edad (afos) 11,0£2,5 10,2£1,6 NS
IMC (kg/m?) 19,4+4,0 18,7+1,5 NS
Evolucién (afios) 3,7+2,0 -

Glucemia (mg/dL) 210+£109 77+8 0,0001
Alc (%) 10,4+3,0 5,8:40,4 0.0001
Colesterol total (mg/dL) 167+39 156+28 NS
HDL-colesterol (mg/dL) 45412 42+8 NS
LDL-colesterol (mg/dL) 107+39 99+30 NS
Triglicéridos (mg/dL) 90+48 87+16 NS
Tiempo protrombina (%) 86+15 909 NS
APTT (seg) 4516 4245 NS
Recuento plaquetas (x 10%/ul) 286+37,2 209+50 NS
Fibrindgeno (mg/dL) 308166 246418 0,0001
PAI-1 (ng/mL) 41,6+12,0 11,7£1,0 0,0001
FYW:Ag (%) 284+55 12119 0,0001
sCD40L (pg/mL) 1.608+149 109+17 0,001

Los resultados se expresan como media+DS.

p significativo <0,05, NS: no significativo.
Tabla1:  Caracteristicas clinicas y bioquimicas de los

grupos estudiados.
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BCG (n=9) | PCG (n=26) p
Alc (%) 7,240,3 11,5+¢2,7|  0,0001
Tiempo protrombina (%) 88+8 84+18 0,69
APTT (seg) 4543 46+8 0,77
Recuento plaquetas (x 103/uL) 27447 290+36 0.40
Fibrindgeno (mg/dL) 341+64 290+63 0,13
PAI-T (ng/mL) 43,8+12,1 40,4+13,3 0,61
FYW:Ag (%) 272439 288+58 0,58
sCD40L (pg/mL) 1.758+73 1.560+143 0,02

Los resultados se expresan como media=DS.
p significativo <0,05; BCG: buen control glucémico (Alc < 8%);
PCG: pobre control glucémico (A1c >8%).

Tabla 2: Moléculas protrombaticas en diabéticos segun el
grado de control glucémico.

<3 afos >3 anos p

(n=16) (n=19)
Tiempo protrombina (%) 83 +12 88+18 0,44
APTT (seg) 43+4 47+7 0,20
Recuento plaquetas (x 103/ul) 288+40 283435 0.73
Fibrindgeno (mg/dL) 320+73 297+60 0,42
PAI-1 (UA/mL) 46,1114 38,6+11,9 0,17
FYW:Ag (%) 264+50 293+60 0,27
sCDA40L (pg/mL) 1546+207 1633+124 0,34

Los resultados se expresan como media+DS.

p significativo <0,05.

Tabla 3: Moléculas protrombéticas en diabéticos segun el
tiempo de evolucion de la enfermedad.

PAI-1
r p
Glucemia 0,40 0,02
Alc 0,48 0,009
sCD40L 0,92 0,0001
Fibrindgeno 0,48 0,007
FvW:Ag 0,72 0,0001

Se aplico el coeficiente de correlacion de Pearson.
p significativo <0,05.

Tabla 4: Correlacidn entre PAI-1 y otras variables.

sCD40L
r P
Glucemia 0,56 0,004
Alc 0,64 0,001
PAI-1 0,92 0,0001
Fibrinégeno 0,43 0,02
FvW:Ag 0,85 0,0001

Se aplico el coeficiente de correlacion de Pearson.
p significativo <0,05.

Tabla 5: Correlacion entre sCD40L y otras variables.

DISCUSION

Las complicaciones vasculares son las princi-
pales causas de morbilidad y mortalidad en los
pacientes diabéticos. Al presente la informacion
sobre los desordenes de la coagulacion vy la fibri-
nélisis en la DM1 infanto juvenil es limitada™.

En nuestro trabajo no hubo diferencias en el nu-
mero de plaquetas, el TP y APTT en la poblacién de
ninos diabéticos estudiada comparada con los con-
troles sanos. Resultados semejantes obtuvieron
otros autores’®. No obstante hay evidencias de dis-
funcion plaquetaria y APTT acortados en diabéticos
adultos comparados con no diabéticos que podrian
reflejar un estado de hipercoagulabilidad potencial-
mente asociado a un riesgo protrombotico™ ™18,

Los resultados mas relevantes de este estudio
muestran niveles aumentados de Fg, PAI-1, FWWV:Ag
y sCD40L en los ninos diabéticos. En coincidencia, va-
rios estudios realizados en adultos y ninos con DM1
sugirieron la presencia de anomalias en la hemosta-
sia. De este modo, Carmassi et al. encontraron que
los pacientes DM1 presentaban niveles mas altos de
Fg, factor VIl, complejos trombina-antitrombina y PAI-
1y menor actividad del activador del plasminégeno
tisular (tPA, sus siglas en inglés) en comparacion con
sujetos controles. Otros investigadores informaron
que, comparados con los controles sanos, los niveles
plasméticos de Fg, FWV, sICAM-1 y de PAI-1 eran
notablemente mayores en jévenes no fumadores
con DM1 sin evidencia clinica de enfermedad macro-
vascular?®. Adly et al. confirmaron niveles elevados
de PAI-1 en nifos y adolescentes con DM1 respecto
de los controles, y al comparar diabéticos con y sin
complicaciones vasculares, el PAI-1 fue mayor en
aquellos con complicaciones®. Recientemente un
trabajo evalué el perfil de la hemostasia en nifos con
DM1 y hallé hipercoagulabilidad y aumento en la fir
meza méaxima del coagulo?'.

Todos estos estudios revelan desoérdenes he-
mostaticos en pacientes con DM1. Varios me-
canismos contribuyen al estado protrombético,
incluidos disfuncion endotelial, hipercoagulabi-
lidad e hipofibrinélisis. Ademas la hiperglucemia
crénica conduce a la glicacion de las proteinas in-
volucradas en la fibrindlisis al afectar la estructura
fisiolégica del codgulo y hacerlo mas resistente a
la degradacion por la plasmina???. También la hi-
perglucemia activa la via metabdlica del poliol y la
proteinquinasa C, y aumenta el estrés oxidativo.
Todos estos procesos inician cambios vasculares
que alteran el sistema hemostatico?*2°.
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En la actualidad las investigaciones del sCD40L
en ninos con DM1 son escasas y discordantes. En
el presente trabajo los niveles séricos del sCD40L
estuvieron elevados en los ninos diabéticos sin
complicaciones vasculares y se correlacionaron
positivamente con la Alc. Estos resultados coin-
ciden con los de otros autores que informaron ni-
veles séricos incrementados de sCD40L en ninos
con DM1, particularmente en aquellos con com-
plicaciones microvasculares, y detectaron una co-
rrelacion entre este ligando y el grado de control
glucémico?®?’. Por el contrario, Targher et al. en un
estudio realizado en jovenes diabéticos normoten-
sos, no fumadores, con buen control glucémico
y sin complicaciones vasculares, observaron nive-
les séricos de sCD40L similares a los del grupo
control?®. Es probable que estas discordancias
puedan explicarse por las caracteristicas de las
distintas poblaciones estudiadas, incluyendo pre-
sencia de complicaciones crénicas, grado de con-
trol glucémico y perfil de riesgo aterogénico de los
pacientes.

Una de las limitaciones de este trabajo fue el
numero de ninos estudiados, por lo cual los datos
obtenidos no pueden generalizarse, sin embargo
podrian considerarse resultados preliminares para
nifos diabéticos del noreste argentino (NOA). Por
otro lado, el diseno de corte transversal permite
establecer asociacién pero no causalidad. Se ne-
cesitan futuros estudios longitudinales que inclu-
yan un mayor nimero de pacientes para confirmar
los resultados y evaluar la utilidad clinica de estos
biomarcadores con el fin de identificar el riesgo
protrombético en los ninos diabéticos.

CONCLUSIONES

En la poblacion infanto juvenil con DM1 estu-
diada los resultados obtenidos muestran niveles
elevados de Fg, PAI-1, FvW:Ag y sCD40L, y sugie-
ren la presencia de un estado protrombético. Los
ninos con DM1 se enfrentan a largos anos de hi-
perglucemia con el riesgo de desarrollo temprano
de complicaciones micro y macrovasculares. Por
estos motivos la deteccion precoz de estas mo-
léculas contribuira a implementar estrategias para
prevenir dichas alteraciones desde la infancia.
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