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Resumen

La diabetes mellitus esta asociada a disturbios en la hemostasis que pueden
contribuir al desarrollo de enfermedad vascular diabética. El objetivo de este
trabajo fue estudiar la coagulacion en una poblacion diabética de Uruguay y
compararla con una poblacion de referencia normal. Se trabaj6 con 100 pa-
cientes diabéticos tipo 2, de ambos sexos (49 mujeres y 51 hombres), con
edades comprendidas entre 42 y 79 afos, y una poblacién control represen-
tada por 130 individuos aparentemente sanos (73 mujeres y 57 hombres) cu-
yas edades oscilaron entre 37 y 78 afios, los que fueron tomados como refe-
rencia. Se realizaron las determinaciones de tiempo de protrombina (TP),
fibrinégeno (Fib), proteina C (PC), proteina S (PS), antitrombina Il (ATIII) e
inhibidor del activador de plasmindgeno (PAI) en plasma citratado. EI TP y el
Fib se realizaron por nefelometria, la PC, ATIIl y PAI se midieron cromogéni-
camente y la PS se determiné por coagulometria. Se encontr6 que los inhibi-
dores fisioldgicos de la coagulacion PS y ATIII son significativamente meno-
res en la poblacion diabética, en tanto que los factores procoagulantes Fib y
PAI son significativamente mayores, comparados con la poblacion de referen-
cia. De los hallazgos precedentes se confirma una tendencia a un disbalance
hemostéatico que contribuiria al estado protrombético que acomparia a un al-
to porcentaje de la poblacion diabética.

Palabras clave: diabetes * estado protrombético * hipercoagulabilidad * en-
fermedad vascular

Summary

Diabetes mellitus is associated with disturbances in hemostasis, which may con-
tribute to the development of diabetic vascular disease. Coagulation tests were
performed both in diabetic patients and healthy individuals in Uruguay. The re-
sults obtained were compared. Diabetic patients were 100, with ages between
42 and 79 years, 49 females and 51 males. Reference population were
130 healthy individuals between 37 and 78 years, 73 females and 57 males.
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Prothrombin time (PT), fibrinogen( Fib), protein C (PC), protein S (PS), antithrombin 111 (ATIII)
and plasminogen activator inhibitor (PAI) were measured on citrated plasma. PT and Fib were
determined nephelometrically, PC, ATIII y PAI were measured cromogenically and PS was deter-
mined by coagulometry. Coagulation physiological inhibitors outcomes such as PS and ATIII sho-
wed significantly lower levels in the diabetic patient than in the healthy person, and at the same
time, Fib and PAI, which are procoagulant factors, have significantly higher concentrations in the
diabetic patient than in the healthy person. These findings permit to assess that an impaired
haemostatic balance is present in the diabetic population, which may contribute to the hyper-
coagulability that accompanies a high percentage of these patients.

Key words: diabetes * procoagulant state * hypercoagulability * vascular disease

Introduccidén

Es conocida la existencia de complicaciones vascu-
lares en pacientes diabéticos (1-5). Existen diversas hi-
potesis que pretenden explicar esta situacion y la de la
glucosilacion no enzimética (glicacion) de las protei-
nas es la que mas se adecua, por brindar la explicacion
mejor fundada a los cambios procoagulantes en la su-
perficie de las células endoteliales.

Aunque varios desarreglos hemodindmicos y meta-
bélicos inducidos por la hiperglicemia se han conside-
rado participes en la tendencia trombogénica, es pro-
bable que los productos de glicacién avanzada (AGE -
Advanced Glycation Endproducts), que son macroprotei-
nas envejecidas, puedan jugar un papel central en las
anormalidades trombogénicas en los pacientes con
diabetes (6).

Esta primera etapa de glicacion se potenciaria con
los procesos oxidativos, acompafnandose de una mayor
permeabilidad endotelial, deplecion de éxido nitrico,
e incremento de la secrecién de factor de crecimiento
derivado de las plaquetas (7-9).

Estos estados protrombéticos pueden verse favore-
cidos por la disminucion de los inhibidores fisiolgi-
cos de la coagulacién o por el aumento de los factores
de la coagulacion o de los inhibidores fisiologicos de
la fibrinolisis.

Cuando se evalUa el riesgo trombdtico se estudian
habitualmente los inhibidores fisiol6gicos de la coagu-
lacién como: a) PS, b) ATIII, ¢) PC; los inhibidores fi-
siologicos de la fibrinolisis como: d) PAl y los factores
de la coagulacion, algunos de los cuales pueden valo-
rarse globalmente por medio de: e) TP o individual-
mente, como f) Fib, que esta directamente implicado
como precursor en la formacion del codgulo de fibri-
na (10).

El objetivo de este trabajo fue valorar la repercusion
de la diabetes en los mecanismos de coagulacion vy fi-
brinolisis a través de la medida de parametros de labo-
ratorio que informan acerca de la actividad global de
los factores de la coagulacion (TP) y la individual
(Fib), como asi también de la inhibicion fisiologica de
la coagulacion (PC, PS y ATIII) y de la fibrinolisis
(PAI), relacionandolos entre si y considerando su po-
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sible asociacion con complicaciones clinicas de los pa-
cientes.

Materiales y Métodos

POBLACION

Se trabajé con una poblacién de pacientes diabéticos
tipo 2, provenientes de la Policlinica de Endocrinologia
constituida por 49 mujeres (Ps,. 63 afios; P, 5. Pg7 5. 42 - 72
afnos) y 51 hombres (P 60 afios; P, 5 - Pg7 5. 45 -77 afios),
algunos de los cuales estaban en tratamiento con dieta,
hipoglicemiantes orales y/o antiagregantes plaquetarios,
algunos con microangiopatia y/o macroangiopatia.

También se realizaron estas determinaciones en
una poblacién control constituida por 130 individuos,
73 mujeres (Psg. 57 afios; P, 5 - Pg7 5: 40 - 75 afios) y 57
hombres (Psg. 62 afios; P, g- Pg; 5: 42 -77 afios).

MUESTRAS

Las muestras para determinar TP, Fib, PC, PS, ATIII
y PAI fueron de plasma citratado, provenientes de san-
gre venosa, extraida en las primeras horas de la mafia-
na, con un minimo de cuatro horas de ayuno.

El plasma citratado se obtuvo centrifugando sangre
recién extraida sobre citrato de sodio 3,8 g/dL en pro-
porcion sangre/anticoagulante de 9/1 a 3000 r.p.m. du-
rante 5 minutos. Las muestras obtenidas con extraccién
dificultosa fueron descartadas para evitar plasmas don-
de los factores procoagulantes pudieran haberse activa-
do.

Métodos

Las medidas de TP, Fib, PS, PC y ATIII fueron cali-
bradas utilizando un plasma calibrador (Instrumenta-
tion Laboratory, IL) y la del PAI, con un plasma cali-
brador contenido en el mismo equipo diagndstico
(Coatest PAl Chromogenix).

TP y Fib fueron determinados por nefelometria,
con Test PT-Fibrinbgeno HS PLUS/ ACL (Instrumen-



tation Laboratory, IL) midiendo la dispersion de luz
en la muestra de plasma, antes, durante y después de
la formacion del coagulo. El incremento de intensidad
Optica al principio del coagulo esta relacionado con el
TP y el delta final de intensidad 6ptica estabilizada se
relaciona con la concentracion de fibrina, y por tanto,
con el fibrinégeno (CV-TP: 5%; CV-Fib: 8%). Se utili-
z6 una tromboplastina célcica de alta sensibilidad, pro-
veniente de un extracto liofilizado de cerebro de cone-
jo con una concentracion 6ptima de iones calcio.

La PC se midié6 cromogénicamente con reactivos
Proteina C Chromogenix / equipo Biosystem. La PC
fue activada durante un periodo dado en presencia de
un exceso de activador (fraccion purificada de veneno
de serpiente Agkistrodon contortrix). La determinacion
de la concentracion de la PC se hizo en base a la velo-
cidad de hidrdlisis de un sustrato cromogénico especi-
fico, la que fue directamente proporcional a la canti-
dad de sustrato hidrolizado durante el tiempo de
medicién (CV 6%).

La PS se determiné con un equipo Coagulation IL
Test Protein S/ ACL (Instrumentation Laboratory, IL),
y midi6 el tiempo de coagulacion en un sistema que
incluyé tromboplastina bovina, PC activada y calcio.
La PC activada fue generada in vitro por activacion de
plasma deficiente en proteina S con veneno de ser-
piente Agkistrodom contortrix (CV 8%).

La ATIII se determiné cromogénicamente con
reactivo IL Test Antithrombin 111/ ACL (Instrumenta-
tion Laboratory, IL), incubando la muestra con un ex-
ceso de trombina en presencia de heparinay luego mi-
diendo la actividad residual de trombina con un
sustrato cromogénico sintético. El color desarrollado
fue inversamente proporcional a la concentracién de
ATIII (CV 5%).

El PAI se midié cromogénicamente con reactivos
Coatest PAI Chromogenix/colorimetro Biosystem
agregando un exceso de activador tisular de plasmino-
geno al plasma del paciente, convirtiéndose una parte
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en un complejo inactivo con el inhibidor de activador
de plasminégeno presente en el plasma. El activador
residual activé plasmindgeno a plasmina que se midio
cromogénicamente, siendo el desarrollo de color in-
versamente proporcional al inhibidor de activador de
plasmindgeno presente en el plasma (CV 9%).

Como las variables de interés consideradas en el
presente estudio no tenian una distribucién normal,
los métodos estadisticos empleados fueron no paramé-
tricos (Test de Kruskal Wallis).

Se estudio si existia diferencia significativa entre los
valores obtenidos para los distintos analitos con la po-
blacion diabética y la de referencia, y a su vez entre los
valores obtenidos para los distintos analitos en los pa-
cientes diabéticos en presencia y ausencia de microan-
giopatia 0 macroangiopatia.

Resultados

Los estudios estadisticos demostraron que los inhibi-
dores fisiologicos de la coagulacion PS, ATIII y TP%,
eran significativamente menores en la poblacion diabé-
tica que en la de referenciay el factor procoagulante Fib,
asi como el inhibidor fisiolégico de la fibrinolisis, PAI,
eran significativamente mayores. No se hallaron diferen-
cias estadisticamente significativas entre ambas poblacio-
nes en relacion a la PC (Tabla I)(Tabla I1) (Tabla I11.)

El 22% de los pacientes presenté complicaciones
macroangiopaéticas y al 28% microangiopatias.

El inhibidor fisiologico de la coagulacion ATIII esta-
ba disminuido en forma estadisticamente significativa
en los pacientes diabéticos que presentaron microan-
giopatias o macroangiopatias (Tabla IV)(Tabla V).

El factor procoagulante Fib estaba aumentado en
forma estadisticamente significativa en los pacientes
diabéticos con microangiopatia (Tabla 1V). Los demas
analitos no presentaron variacion estadisticamente sig-
nificativa entre ambas poblaciones.

Tabla I. Medidas de tendencia central y de dispersion en poblacion diabética.

Estudio MODA Pso P,s Pors
PTPD

* Q 3 PTPD Q 3 PTPD Q 3 PTPD Q $
TP (%) 100 100 98 95 9 90 78 78 77 110 | 117 | 109
Fib (g/L) 3,80 3,50 3,70 3,60 3,50 3,70 265 | 252 280 | 485 |478 |49
PC (%) 100 100 87 08 98 96 79 78 80 120 | 120 | 120
PS (%) 96 85 86 86 88 86 55 58 51 120 | 120 | 118
AT (%) 100 100 75 87 88 87 65 65 67 118 | 120 | 106
PAI (UA/ML) 15 15 12 12 13 12 4 3 4 22 22 22

(*) PTPD: Poblacién Total de Pacientes Diabéticos.

n =100 pacientes diabéticos de ambos sexos.

49 sexo femenino (?) (P50: 63 afios; P2,5- P97,5: 42 - 72 afios).
51 sexo masculino (3) (Pso: 60 afios; Pzs - Pers : 45 -77 afios).
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Tabla Il. Medidas de tendencia central y de dispersion en la poblacidn de referencia.

Estudio MODA Pso P, s Pyr5

PTR Q 3 PTR Q 3 PTR ? 3 PTR Q 3

*)
TP (%) 100 100 100 100 100 98 75 76 75 118 118 113
Fib (g/L) 2,85 2,85 2,00 3,00 3,19 2,67 2,02 2,12 2,00 4,83 4,63 5,30
PC (%) 100 98 100 98 98 100 79 79 82 120 120 123
PS (%) 100 90 98 98 98 98 62 62 68 130 131 130
AT (%) 100 90 100 98 98 99 78 79 78 117 116 119
PAI (UA/mL) 5 1 3 7 7 6 1 1 1 12 12 12
(*) PTR : Poblacién Total de Referencia. n = 130.
73 sexo femenino (?) (Pso: 57 afios; P2s : 40 afios; Pezs: 75 afios).
57 sexo masculino (3) (Pso: 62 afios; P2s : 42 afios; Pers: 77 afios).

Tabla I11. Medidas de tendencia central en la poblacién diabética y en la poblacién
de referencia.
Resultados n TP Fib PC PS ATIN PAI
(%) (g/L) (%) (%) (%)  (UA/mL)

Pso PTPD 100 95 3,60 98 86 87 12

Pso PTR 130 100 3,00 98 98 98 7

Kruskal Wallis S (*) S No S (**) S S S

(*) S-significativa (**) No significativo.

Tabla IV. Medidas de tendencia central en la poblacién diabética con y sin microangiopatia.

Resultados n TP Fib PC PS AT PAI
)  (@L (%) (%) (%)  (UA/mL)

Ps, PTPDmM 28 92 4.00 96 85 78 15

Pso, PTPDsm 72 95 3,50 98 89 90 12

Kruskal Wallis NoS (**) S (* No S No S S No S

(*) S-significativa (**) No significativo.

PTPDm: Poblacién Total de Pacientes Diabéticos con microangiopatia n=28.

PTPDsm: Poblacién Total de Pacientes Diabéticos sin microangiopatia n=72.

Tabla V. Medidas de tendencia central en la poblacion diabética con y sin macroangiopatia.

Resultados n TP Fib PC PS ATII PAI
) @@L (%) (%) (%)  (UA/mL)

Pso PTPDM 22 92 3.75 97 86 80 15

Ps, PTPDsM 78 95 3,55 98 86 88 12

Kruskal Wallis NoS(**) NoS No S No S S(*) No S

(*) S-significativa (**) No significativo.

PTPDM: Poblacion Total de Pacientes Diabéticos con macroangiopatia n=22
PTPDsm: Poblacién Total de Pacientes Diabéticos sin macroangiopatia n=78,
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Discusién y Conclusiones

De las investigaciones realizadas se concluye que
los inhibidores fisiolégicos de la coagulacién PS y
ATIII son significativamente menores en la poblacion
diabética que en la de referencia y que el factor pro-
coagulante Fib, asi como el inhibidor fisiologico de la
fibrinolisis, PAI, determinado en este estudio, son sig-
nificativamente mayores, por lo que se confirma la
tendencia al estado protrombotico en los pacientes
diabéticos. Esto concuerda con lo encontrado por
otros autores que sostienen que el disbalance hemos-
tatico en diabetes puede causar hipercoagulabilidad y
contribuir al incremento de la mortalidad por enfer-
medad cardiovascular (3)(4)(11).

El descenso de ATIII podria adjudicarse a la dismi-
nucion de la actividad de la misma como consecuen-
cia de la glicaciéon que sufren las proteinas en la dia-
betes. La ATIII glicada veria disminuida su capacidad
de unién a la heparina, por lo cual los tests funciona-
les, que utilizan la capacidad de la heparina de poten-
ciar la union de la ATIII a la trombinay al factor X ac-
tivado darian disminuidos.

En relacion al TP %, los datos obtenidos muestran
una disminucion estadisticamente significativa, con
respecto a la poblacién de referencia. Se ha descrito
aumento en el TP %, concomitantemente con un au-
mento significativo del fibrindgeno en pacientes dia-
béticos, especialmente en aquellos que cursan la en-
fermedad desde hace més tiempo y que presentaron
posteriormente complicaciones cronicas (12).

Se piensa que pueda influir en los resultados obte-
nidos de TP el hecho de que la poblacién diabética es-
tudiada estd en muchos casos medicada con hipoglice-
miantes orales. Este tipo de tratamiento, ademas
reduce los procesos de glicacion de lipoproteinas re-
virtiendo efectos tales como el aumento de lipoprotei-
nas de baja densidad (LDL) (13). El inhibidor de la
via del factor tisular circula unido a LDL, por lo cual si
las LDL estan disminuidas, aumentaria el inhibidor li-
bre que es el activo, que inhibiria la via del factor tisu-
lar provocando la disminucién del TP %. Otra posible
explicacién es que la medicacién, ya sea hipoglice-
miante o normolipemiante, utilizada en muchos pa-
cientes puede afectar al higado, 6rgano de sintesis de
factores de la coagulacion. De todas formas cabe resal-
tar que la disminucién de TP % encontrada no es cli-
nicamente significativa.

En cambio, en lo que respecta a ATIII cuando se
produce un evento trombadtico hay consumo de la
misma de aproximadamente un 30% de su valor, tie-
ne mayor repercusion el hecho de partir de valores
con tendencia a la disminuciéon con respecto a la
normalidad, como sucede en la poblacion diabética,
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pues frente a un episodio trombdtico descenderia
aln més.

Se encontré que tanto la actividad coagulante co-
mo la fibrinolitica varian en forma estadisticamente
significativa al comparar la poblacién diabética con la
de referencia. Vinculado a este aspecto, algunos auto-
res han demostrado que las alteraciones del sector fi-
brinolitico tienen una mayor asociacion con la pre-
sencia de macroangiopatia, que es otra afeccion muy
frecuente en la diabetes (14). También otros autores
han realizado aportes que sefialan que el factor tisular
estaria incrementado en pacientes diabéticos lo que
tendria un efecto activador procoagulante sobre el
factor VII de la coagulacion (15)(16).

Estudios recientes conducidos por investigadores
japoneses han encontrado una asociacion significati-
va entre los niveles de PAl y Fib y los de productos de
glicacion avanzada (17).

Se ha postulado que la hiperglicemia en los pacien-
tes no controlados o controlados deficientemente
provoca la glicacién de una gran variedad de protei-
nas que pueden incluir a los inhibidores fisiologicos
de la coagulacién como la ATIII, PCy PS, alterando su
estructura y funcidn. Este mecanismo podria explicar
los bajos niveles encontrados en algunos estudios de
estos inhibidores, esenciales en el proceso de anticoa-
gulacion fisiologica, y la tendencia trombdtica en esta
enfermedad (18).

En el presente trabajo, los estudios realizados han
permitido demostrar en la poblacion diabética selec-
cionada, que las vias fibrinolitica y coagulante varian
a favor de incrementar el estado de hipercoagulabili-
dad que caracteriza a esta enfermedad. Esto seria la
resultante de una asociacién inversa, estadisticamente
significativa, entre el inhibidor fisioldgico de la coagu-
lacion ATIII que disminuye y el factor procoagulante
Fib que aumenta cuando se hace presente la micro o
macroangiopatia, tomando como referencia a una po-
blacion diabética sin angiopatia.
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