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1.RESUMEN.

El embarazo induce un estado de hipercoagulabilidad en la gestante
incrementando el riesgo de complicaciones trombéticas. Las pruebas
convencionales de coagulacion no detectan adecuadamente las variaciones
dinamicas en la formacion del coagulo, como su velocidad y aceleracion, a
diferencia del analisis de curvas de coagulacion, una nueva metodologia que ha
mostrado utilidad clinica en diversas alteraciones hemostaticas. El objetivo de
este trabajo fue realizar un analisis comparativo de curvas de coagulacién de
tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPA) para evaluar su sensibilidad a
los cambios hemostaticos durante distintos estadios de un embarazo normal. Se
analizé datos almacenados en el laboratorio clinico del hospital regional de
concepcion, comparando mujeres en el primer y tercer trimestre de embarazo
con mujeres no embarazadas. Aunque no se observaron diferencias significativas
en los tiempos de tromboplastina parcial activada entre los grupos, si se
encontraron diferencias significativas en la velocidad y aceleracién a partir del
analisis de las curvas derivadas de coagulacion entre gestantes y no gestantes,
segun la prueba de Tukey (p < 0,05), esto sugiere la utilidad de las curvas para

evaluar el estado procoagulante generado durante el embarazo.
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2. INTRODUCCION.

2.1 Hemostasia.

El término "Hemostasia" tiene su origen etimolégico en el griego, donde
encontramos el prefijo "hemo" que corresponde a "sangre" y "stasis" que hace
alusién a la "detencion”, este proceso surge como respuesta del organismo a una
lesion, dafio u otra alteracidén en los vasos sanguineos, siendo fundamental para
la preservacion de la integridad vascular, evitar la pérdida excesiva de sangre y

mantener una fluidez constante evitando la formacién desmedida de coagulos.

Podemos resaltar cuatro elementos fundamentales que participan en este
proceso: las plaquetas, la pared vascular, los factores de la coagulacion y el
sistema fibrinolitico, (Riddel et al., 2007). Distinguimos dos tipos: hemostasia
primaria y secundaria, siendo comprendidas como: la formacién del tampdn
plaquetario y el sistema de coagulacién respectivamente , ambos se influyen
mutuamente y es esencial que este equilibrio se mantenga cuidadosamente ya
que mientras una interaccion deficiente entre las plaquetas y la coagulacion
puede provocar complicaciones hemorragicas, una interaccién excesiva entre las

plaquetas y la coagulacion induce un alto riesgo trombaético (Sang et al., 2021)



2.1.1 Hemostasia primaria.

Las plaquetas y el endotelio participan en la denominada hemostasia primaria,
cuando ocurre una lesion vascular se expone la matriz extracelular del endotelio
la cual contiene entre otros elementos : colageno, fibronectina, laminina y factor
de Von Willebrand que permitiran en una primera instancia la adhesion
plaquetaria, esta interaccion bioquimica entre plaquetas, proteinas vy
glicoproteinas de membrana permite que se desencadenen efectos como :
cambios en el citoesqueleto, aumento de la expresidn de integrinas y liberacion
de granulos por exocitosis los cuales contienen mediadores secundarios tales
como : adenosina difosfato (ADP) y tromboxano A2 (TXA2) quienes potencian la
estimulacion y activacion de mas plaquetas, siendo atraidas hacia el sitio de

lesion en la pared vascular. (Broos et al., 2011).

Finalmente la acumulacién de plaquetas permite la formacion de un tapdn
hemostatico mediado por un receptor central, la integrina: GPIIb /llla el cual une
las plaquetas previamente activadas entre si por medio de puentes de
fibrindgeno, permitiendo una union fuerte y estable dando paso a la agregacion

plaquetaria (Jurk & Kehrel, 2005).



2.1.2 Hemostasia Secundaria.

En el sistema de coagulacion intervienen tres mecanismos especificos: la
cascada de coagulacion, la explosion de trombina quien determina la formacion
de un tapon hemostatico o un proceso trombdtico y la potenciacion de la

activacién de la coagulacién por fosfolipidos (Wada et al., 2020).

En la hemostasia secundaria participan los factores de coagulacion, los cuales
son proteinas que participan en la cascada de coagulacion, este proceso
corresponde a una serie de reacciones enzimaticas secuenciales que convergen
en la formacion de una red de fibrina fundamental para la consolidacién del tapon

plaquetario y la detencion efectiva de la hemorragia.

Es posible distinguir principalmente dos vias: la via intrinseca, la via extrinseca,
cada una de ellas se inicia por un mecanismo diferente para converger en una
via final denominada via comun (figura 1), culminando con la generacion de

trombina y la formacién de fibrina.



In’[rinseca Xl — Factor Hageman, una serina proteasa
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Figural. Hemostasia secundaria: via intrinseca, extrinseca y comun de la
coagulacién (Imagen obtenida desde: Pallister CJ and Watson MS
(2010). Haematology. Scion Publishing. pp. 336-347)

Es importante mencionar que la comprension en los ultimos afios de la formacién
del tapdn hemostatico corresponde a un proceso complejo y no depende
unicamente de unas serie de reacciones enzimaticas como lo explica el modelo
en cascada, ya que las vias no pueden funcionar como vias independientes, por
lo cual el modelo que mas se ajusta a proceso hemostatico in vivo corresponde
al modelo celular, este pretende explicar como las reacciones de coagulacion se
producen en superficies celulares especificas y es regulado activamente por

componentes celulares especializados del proceso. (Monroe & Hoffman, 2006).



2.1.3 Via intrinseca de la coagulacion

La via intrinseca o también denominada “via de contacto”, se genera por la
activacion del factor Xl a partir de la exposicion del colageno endotelial generado
en el traumatismo y superficies cargadas negativamente, el proceso también
involucra cinindbgeno de alto peso molecular un producto de las plaquetas que
puede estar en la membrana plaquetaria, participando como cofactor anclando el
factor Xl a la superficie cargada y precalicreina plasmatica quien acelera la
activacion del factor Xll, que luego de una serie de reacciones de activacion
secuenciales, comenzando por los factores Xll, Xl y IX conduce a la formacion
del denominado complejo tenaza, un complejo con actividad enzimatica el cual
involucra a : factor VIII activado (FVIlla) , Fosfolipidos y Ca*?, este sistema
permite catalizar la formacion de factor X activado (FXa), esta via tiene procesos
de retroalimentacion ya que al formarse la trombina, también puede retroactivar
el Factor Xl, lo que conduce a una marcada amplificacion en la generacion de
trombina, proceso que se conoce como “estallido” o “explosion” de trombina
(Grover & Mackman, 2019), asimismo el factor X| esta asociado a procesos
trombdticos como la trombosis venosa siendo este un target actual para el

desarrollo de terapias antitromboticas (Wheeler & Gailani, 2016).



2.1.4 Via extrinseca de la coagulacién

La via extrinseca o denominada “via del factor tisular” a su vez es
desencadenada por el Factor tisular (FT), cuando ocurre una lesién del endotelio
el factor tisular quien esta expresado de forma constitutiva entra en contacto con
el factor VIl permitiendo su conversion a Factor VIl activado (FVlla) formando el
complejo FVIla/FT, cuya funcion es similar a la del complejo tenaza de la via
intrinseca con actividad enzimatica, permitiendo la conversion del FX en su forma

activa (FXa) (Vojacek, 2017).

2.1.5 Via comun de la coagulacion

En el punto donde se produce la convergencia de ambas vias, los factores Xa,
Va mas elementos como fosfolipidos y Ca*? forman el “complejo protrombinasa”
en la llamada “via comun”, este complejo con actividad enzimatica cataliza la
formacion de trombina (o factor lla) desde protrombina (factor Il) que a su vez
permite la conversion de fibrinbgeno (FI) en fibrina (Fla), que al polimerizar
permite formar una red junto a las plaquetas anteriormente agregadas, la fibrina

permite la activaciéon del factor Xl (FXllla) quien refuerza la estructura



tridimensional de la red de fibrina ayudando a estabilizar el coagulo (Neubauer &

Zieger, 2022).

2.1.6 Sistema fibrinolitico y anticoagulante.

El equilibrio entre los factores procoagulantes y anticoagulantes es esencial para
mantener la hemostasia en condiciones fisiologicas, debido a esto existen
sistemas que contribuyen a la regulacion de este equilibrio como lo son: el

sistema fibrinolitico y los sistemas anticoagulantes naturales.

En cuanto al sistema fibrinolitico encontramos a la plasmina una proteasa que
surge de la conversiéon del plasminégeno, mediante estimulacion del activador
del plasmindgeno tisular (tPA) permitiendo la degradacion de la malla de fibrina
(Miszta et al., 2021), por otro lado los sistemas anticoagulantes como por ejemplo
: el complejo de la proteina Cy S tiene como funciones suprimir las acciones
del complejo tenaza y protrombinasa, mediante la inactivacion proteolitica de
FVllla y FVa, en este grupo también podemos mencionar a la antitrombina |l
quien inhibe la actividad de las proteasas FIXa, FXa y la trombina, siendo este
efecto inhibitorio potenciado farmacol6gicamente con la heparina (Versteeg et al.,

2013) .



2.2 Alteraciones fisiolégicas y patoldgicas de la hemostasia.

El equilibrio hemostatico es esencial para una adecuada formacién del tapon
hemostatico sin llegar a generar alteraciones que signifiquen poner en riesgo la
vida del individuo, sin embargo, existen diversas condiciones que afectan el
sistema de coagulacion, para facilitar la comprension de estas influencias, las

clasificaremos en alteraciones patoldgicas y fisiologicas.

Las alteraciones patologicas de la hemostasia generalmente implican defectos
adquiridos o hereditarios en los componentes del sistema de coagulacién, la
Hemofilia A (deficiencia del factor VIII) , Hemofilia B (deficiencia del factor IX), la
enfermedad de Von Willebrand (deficiencia o disfuncion del factor de Von
Willebrand) y deficiencias de factores de coagulacion son ejemplos de trastornos
hereditarios, por otra parte, la Coagulacion Intravascular Diseminada (CID),
enfermedades hepaticas, deficiencia de Vitamina K, sindrome Antifosfolipido

(SAF) son ejemplos de alteraciones adquiridas.



En cuanto a las alteraciones fisiolégicas corresponden a modificaciones
generalmente adaptativas y temporales, disefiadas para responder a condiciones
especificas sin provocar enfermedad. Sin embargo, bajo ciertas circunstancias,
pueden predisponer a individuos a riesgos hemostaticos aumentados o
disminuidos, afectando la balanza entre la coagulacion y la anticoagulacion de

manera que puede tener implicaciones clinicas significativas.

En particular situaciones como la senescencia podrian generar cambios en la
estructura y funcion de los vasos sanguineos, produciendo aumentos de
elementos como: factor de Von Willebrand y del inhibidor del activador del
plasminégeno (PAI-1) favoreciendo trombosis (Kwaan et al., 2014), también el
ejercicio fisico especialmente en actividades de alta intensidad y duracion
prolongada podrian generar aumento de factores procoagulantes, junto con
cambios en la funcién plaquetaria, lo que también aumenta el riesgo de eventos
trombdticos (Adams & Fell, 2018), otro ejemplo corresponde al embarazo
condicion en la cual existe un estado de hipercoagulabilidad debido a diversos
cambios en factores de coagulacion, sistema fibrinolitico y sistemas

anticoagulantes (Thornton & Douglas, 2010) (Uchikova et al., 2007).



2.3 Alteraciones clinicas de la hemostasia y coagulaciéon durante el
embarazo.

Durante el embarazo y puerperio se generan cambios fisiolégicos significativos
en la coagulacion tal que se mantenga un estado procoagulante en cierta medida
y se prevenga una posible hemorragia obstétrica, al mismo tiempo que se evita
la trombosis excesiva, por lo cual el organismo de la gestante experimenta una
serie de cambios hormonales y fisiologicos que influyen en la hemostasia para
asegurar una gestacion exitosa (Hellgren, 2003; Holmes, 2003; Uchikova et al.,
2007). Durante el embarazo se cumplen los tres componentes de la triada de
Virchow: estasis venosa, dafio endotelial y aumento de la coagulacion (figura 2),
lo que se traduce en un aumento del riesgo de sufrir eventos como el
tromboembolismo venoso, predominante en muchas complicaciones clinicas del
embarazo humano (O'Riordan & Higgins, 2003), consecuentemente se posiciona
como una de las principales causas de mortalidad materna durante el embarazo

en paises desarrollados (Khan et al., 2006)

10



EMBARAZO |
INFLAMACION
ANTICONCEPTIVOS
INFECCIONES Y SEPSIS

) HIPERCOAGULIBILID.

1T RIESGO
TROMBOEMBOLISMO

<§> C) DANO VASCULAR

« INMOBILIDAD + TRAUMAS FISICOS
) » HIPERTENSION

+ OBSTUCCION VENOSA » ATEROSCLEROSIS

« SENTADO PROLONGADO X

OBESIDAD, TUMORES, EMBARAZO TROMBOFLEBITIS, EMBARAZO

Figura2. Triada de Virchow: durante la gestacion se cumplen las tres
condiciones descritas por Virchow: a) hipercoagulabilidad, b) el proceso propio
de la gestacion involucra una mayor inmovilidad y un sentado prolongado
generando estasis venoso, ¢) el aumento de progesterona y estrégeno modifican
la permeabilidad vascular aumentando el riesgo de dafo vascular. (Modificado
desde Kupchak, 2018)
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En primer lugar, esta alteracion durante el embarazo se caracteriza por una
disminucién significativa del recuento de plaquetas, pero sin cambios
significativos en la funcién plaquetaria, esto es mas claro a partir del tercer
trimestre (Boehlen et al., 2000), también se ha descrito que existe un aumento
en los niveles de: protrombina (Factor Il), Factor X , Factor XIl , Factor VIII ,
Factor VII , Factor Tisular y Factor de Von Willebrand (Bremme, 2003; Hellgren
& Blomback, 1981; Thornton & Douglas, 2010). Se ha determinado que el factor
XIl en un embarazo normal puede llegar a aumentar en un 135% a las 38
semanas de gestacion, generando una activacion de la via intrinseca de la
coagulacién, mientras que el factor X aumenta a las 12 semanas de gestacion,
observandose a las 30 semanas un aumento del 163% y al momento del parto el
pick puede ser cercano al 173% (Condie, 1976). También se ha demostrado
que el fibrinbgeno aumenta al término del embarazo pudiendo llegar a aumentar
en un 200 %. Si bien, varios estudios han demostrado un aumento de activadores
del plasminégeno durante el embarazo, tales como el activador tisular del
plasminégeno (t-PA), esto es contrarrestado por un aumento significativo del
inhibidor del activador del plasminégeno-1 (PAI-1). Por otro lado, existe una
aumento en la sintesis de PAI-2 desde la placenta, un inhibidor similar a PAI-1.
Sin embargo, esta tendencia se mantiene hasta que la placenta se separa, donde

la actividad fibrinolitica aumenta considerablemente, lo que se ve reflejado en un

12



aumento de la concentracion de los productos de degradacion de la fibrina

(O'Riordan & Higgins, 2003) .

En cuanto a los sistemas anticoagulantes naturales, los niveles de proteina C no
sufren alteraciones o tienden a aumentar ligeramente al igual que la antitrombina
[ll, mientras que los niveles de la proteina S disminuyen (Thornton & Douglas,

2010).

En el momento del parto asociado con la expulsién de la placenta, la actividad
procoagulante es mayor ya que es el momento clave en donde puede ocurrir una
hemorragia considerable si falla la coagulacion. Luego de 3 a 4 semanas después
del parto y con la expulsion de la placenta los niveles de los factores de la
coagulacion y la fibrindlisis retoman a su normalidad previa al embarazo, con una

disminucidon maxima en el tercer trimestre.

En el diagnéstico y seguimiento de trastornos relacionados con la coagulacién
durante el embarazo y el puerperio los ensayos de laboratorio clinico
desempefan un papel fundamental permitiendo estimar diversos aspectos del
proceso de coagulacién. Estos analisis son cruciales para entender y abordar
adecuadamente las alteraciones hemostaticas que pueden surgir en este

periodo.
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2.4 Evaluacion de la coagulacién sanguinea en el laboratorio.

En primer lugar, podemos mencionar la prueba de tiempo de sangria, la cual
permite evaluar cualitativamente la funcion plaquetaria, se basa en la generacién
de un corte de longitud estandarizada para medir en cuanto tiempo ocurre la
detencidn de la sangre, sin embargo debido a baja sensibilidad y reproducibilidad,
sumado a que no ayuda a distinguir los diversos tipos de defectos de la
hemostasia primaria ha sido cuestionada su utilidad clinica (Castaman et al.,
2010), por lo cual en la actualidad ensayos como el PFA (analizador de funcion
plaquetaria) han reemplazado al tiempo de sangria, otro de los parametros que
podemos sumar a el estudio de la hemostasia primaria es el recuento total de
plaquetas, parametro que si bien no nos entrega informacién de la funcién
plaquetaria podemos conocer estados de trombocitopenia (por debajo de 150.
000 plaquetas/pL) o trombocitosis (por encima de 600.000 plaquetas/pL) (Celkan,

2020).
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2.4.3 Tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPA).

Las prueba de tiempo de tromboplastina parcial activado (TTPA) evalua la tasa
de formacion del coagulo desde el momento en que se activa la cascada de
coagulacioén hasta la formacion de fibrina, mediante métodos de caracter opticos,
mecanicos, turbidimetros o de aumento en la impedancia, basado en la
instrumentaciéon usada, estos se realizan desde plasma citratado y se entrega el
tiempo en el que tarda el coagulo en formarse, nos permite evaluar las vias
intrinseca y comun de la coagulacién, corresponde a un ensayo in vitro que utiliza
reactivos comerciales que poseen activadores de contacto como caolin, silica y

acido elagico, quienes favorecen la activacion del factor Xl .

El TTPa se utiliza para detectar la deficiencia de factores implicados en la via
intrinseca de la coagulacion es decir : FVIII, FIX, FXl y FXII donde se genera una
prolongacion en el tiempo, al igual que en presencia de inhibidores como el
anticoagulante lupico (Toulon et al.,, 2016) , también se ha asociado con un
aumento significativo en el desarrollo de tromboembolismo venoso (TEV)

pudiendo ser una prueba predictora este trastorno (Tripodi et al., 2004).
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2.4.4 Tiempo de protrombina (TP).

El tiempo de protrombina corresponde el tiempo que tarda en coagular un plasma
cuando se pone en contacto con exceso de calcio y tromboplastina tisular,
usando como reactivo una mezcla que contiene una mezcla de : Factor tisular,
fosfolipidos y cloruro calcico (CaCl2), esta prueba permite evaluar las vias
extrinseca y comun de la coagulacion permitiendo estudiar deficiencias de los

factores : V, VI, X'y en menor medida el FII.

Su utilidad clinica se enfoca en evaluar alteracion de factores vitamina K
dependientes (factores Il, V, VIl y X) y terapia con anticoagulantes (Winter et al.,
2017), suele prolongarse en: deficiencias congenititas de factores, insuficiencias

hepaticas y presencia de inhibidores de factores (Chee, 2014).

Esta prueba cumple un importante rol en la monitorizacién del tratamiento
anticoagulante con antagonistas de la vitamina K (Dorgalaleh et al., 2021), como
la Warfarina. Con el fin de obtener resultados ajustados en funcidn de la
tromboplastina es que se determina el INR(indice Normalizado Internacional), el
cual se calcula a partir de un cociente entre un TP del paciente y TP de plasma
control, siendo este cociente corregido por el IS| (indice de sensibilidad

internacional), segun la siguiente formula:

INR = (TP del paciente / TP normal) A'S!
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2.4.2 Pruebas de especialidad.

Ademas de las pruebas convencionales, existen otros ensayos que permiten
evaluar la hemostasia de manera mas detallada. El tiempo de trombina (TT)
evalua la conversion de fibrina en fibrinbgeno en la via comun final de la
coagulacion, similar es la prueba de generacién de trombina la cual es una
prueba mas especializada y permite determinar la activacion de la trombina
evaluando la cinética de los sistemas pro- y anticoagulantes (Kern et al., 2014).
Los estudios tipo mix o mezcla ayudan en la evaluacién de un TP o TTPa
anormalmente prolongado, donde un volumen igual de plasma del paciente se
mezcla con plasma normal y el TP o TTPa se repiten en la mezcla 1:1 , si el
ensayo se corrige es probable que existan deficiencias unicas o multiples de
factores de coagulacion, si no, es probable la presencia de inhibidores (Winter et
al., 2017). La determinacion de antitrombina, la prueba de resistencia a la
proteina C activada, relevante en casos de trombofilias hereditarias como la
resistencia a la proteina C activada causada por la mutacién del factor V de
Leiden son ensayos que permiten evaluar el sistema anticoagulante, el sistema
fibrinolitico puede ser evaluado a partir de ensayos como el dimero D, al ser un

producto de degradacion de la fibrina.
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2.4.1 Fundamentos de equipos de coagulacion.

Para la determinacion de los diversos tiempos de coagulacion, es crucial

considerar los diferentes principios operativos de los coaguldmetros modernos.

El método mas comunmente utilizado se basa en la deteccion foto-6ptica, donde
se mide la transmisién de luz o la turbidez del plasma mientras se forma el
coagulo. Durante este proceso, los factores de coagulacion interactuan y las
fibras de fibrina se desarrollan, cambiando la muestra de liquida a semi-sélida y
afectando la transmisidén de luz. La disminucion de la luz se identifica como el
punto final de la coagulacién, calculado en segundos (Aggarwal et al., 2014), este
meétodo se ve alterado por cualquier factor que aumente la turbidez de la muestra,
por otro lado, la deteccion mecanica, que controla el movimiento de una bola de
acero en la solucion de prueba mediante un sensor magneético, no se ve afectada
por muestras turbias, lo que la hace superior en este aspecto (Tekkesin & Kilinc,

2012).

El comportamiento in vitro de la reaccion de coagulacion sigue una curva
caracteristica de tipo sigmoidal que refleja su naturaleza progresiva y gradual,
como se representa en la figura 3 esta curva distingue tres fases o etapas

distintivas:
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Estabilizacion

Turbidez (Absorbancia)

T Fase inicial (activacion de factores)
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Fase de retardo (mezcla de reactivos) npo

Figura 3. Curva sigmoidal que ilustra el proceso de coagulacion in vitro: se
pueden distinguir tres fases: una primera etapa inicial donde ocurre la activacién
de los factores seguido por una fase exponencial donde ocurre la formacién de
fibrina para finalmente una meseta donde la reaccién ha llegado a su punto final.
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2.5 Analisis de Curvas de coagulacién TTPA.

Los ensayos de coagulacidn mencionados previamente, como el tiempo de
tromboplastina parcial activada (APTT) y el tiempo de protrombina (PT), pueden
proporcionar informacion valiosa para detectar irregularidades en el proceso de
coagulacion. Sin embargo, esta informacion tiene limitaciones y no brinda una

imagen completa (Salvagno & Berntorp, 2010).

El analisis del TTPA refleja el tiempo en segundos en el cual se demora el plasma
en coagular, sin embargo, su informacién no va mas alla, por lo cual no entrega
mas caracteristicas de la formacion de la fibrina, no obstante, los dispositivos
analizadores de formacion de coagulos automatizados Opticos poseen la
capacidad de mostrar las curvas de reaccion del coagulo tanto como del TP y
TTPA, pudiendo reflejar las caracteristicas dinamicas que ocurren en el proceso

de coagulacién.

Un ejemplo de analizadores automatizados son los equipos de la serie ACL-
TOP® el cual nos entrega tres tipos de curvas como muestra la figura 4, la
primera muestra los cambios de absorbancia observado durante la medicién de

la muestra y formacion de fibrina, la segunda es la primera derivada de la
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absorbancia, indicando cémo cambia la absorbancia en funcién del tiempo, es
decir, a qué velocidad se esta produciendo el cambio en la absorbancia y la
tercera corresponde a la segunda derivada la cual muestra la tasa de cambio de
la velocidad en funcién del tiempo, es decir la aceleracion de la coagulacion.

(Tokunaga et al., 2016).

Velocity ( mAbs/sec)

Absorbance (mAbs) Acceleration ( mAbs/sec?)
250 500
(i) Coagulation curve
L 400
200
300
150 200
ii) First-derivative curv
(ii) First-derivative curve 100
100 Coagulation velocity
0
350 . S AP —
(iii) Second dﬁrn ative curve 100
Coagulation acceleration
0 -200
0 14 28 42 56 70 84 98 112 126

aPTT (sec)

Figura 4. Curvas de coagulacién TTPA: curva sigmoidea (azul) relaciona la
absorbancia (mAbs) con el tiempo, curva rosa (curva de primera derivada)
relaciona mAbs/sec frente a los segundos, en celeste (curva de segunda
derivada) relaciona mAbs/sec? frente a los segundos (obtenido desde
Shimomura et al., 2020).

De cada curva podemos obtener variables como el alto y ancho, el punto maximo
de la primera derivada corresponde a la velocidad maxima, el punto maximo de
la segunda derivada a la aceleracion maxima y el punto minimo de la segunda

derivada a la desaceleracion maxima, el analisis de estos parametros han
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asociado la altura de la primera derivada con la actividad o “estallido” de la
trombina, mientras que la altura de la segunda derivada refleja un aumento de
la actividad en la coagulacion a causa de fosfolipidos como por ejemplo en el
caso del anticoagulante lupico (Wada et al.,, 2020). Un aumento en la altura,
disminucién en el ancho de la curva y una disminucién en los tiempos de los
puntos maximos de las derivadas se asocian con estados de hipercoagulabilidad,
la utilidad radica que las alturas de los peaks de las derivadas, el tiempo y forma
de estos peaks nos pueden entregar informaciéon acerca de estados de

hipercoagulabilidad como hipocoagulibilidad (Wada et al., 2023).

En el ultimo tiempo este analisis ha tomado relevancia y se han realizado estudios
que evaluan su utilidad clinica, denominados analisis de curvas de coagulacion
(Clot Waveform Analysis). Asi, se ha determinado su utilidad en el diagnostico
diferencial de multiples trastornos asociados a la hemostasia como: la
monitorizacion de pacientes con hemofilia, terapia anticoagulante, deficiencias
de factores (Wada et al., 2020), prediccion de riesgo de sangrado por coagulacion
intravascular diseminada (Suzuki et al.,, 2019) y también en pacientes con
infeccion por Covid-19 donde existe una hipercoagulabilidad (Shimura et al.,
2021), Tan et al (2019), sefala que, las alturas de los peaks de las curvas
derivadas mediante el analisis de curvas de coagulacion pueden relacionarme

directamente con aumento del riesgo de TEV.
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3.- PROBLEMA DE INVESTIGACION

Durante el embarazo existen cambios fisiolégicos que alteran la hemostasia
normal aumentando el riesgo de complicaciones trombdticas. Los analisis
convencionales se basan solo en la determinacién de los tiempos de formacion
del coagulo, sin embargo, esta informacion es limitada en cuanto a las
caracteristica cinéticas y dinamicas de la coagulacion en mujeres durante la

gestacion.

4.- PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ El analisis de las curvas de coagulacion en pacientes gestantes puede ser una
herramienta sensible a los estados de hipercoagulabilidad generados durante

distintos periodos de la gestacion?
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5.- HIPOTESIS

Los cambios fisiolégicos de la hemostasia durante el embarazo generan
modificaciones significativas en la velocidad y aceleracién de formacion del

coagulo en pacientes gestantes con respecto a mujeres no embarazadas.
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6.- OBJETIVOS

6.1- OBJETIVO GENERAL

Analizar las curvas de coagulacion de tiempo de tromboplastina parcial activado
(TTPA) entre gestantes en diferentes periodos del embarazo y mujeres no

gestantes.

6.2.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Seleccionar una poblaciéon de mujeres embarazadas atendidas en el Hospital
Regional Guillermo Grant Benavente mediante el analisis de parametros de

coagulacion, bioquimicos y resultados de hemograma.

2.-Evaluar la variacion de los parametros de las curvas de coagulaciéon TTPA en

funcién de la edad.

3.- Determinar variaciones en las curvas de coagulacion TTPA en distintos

periodos de la gestacion
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7.- MATERIALES Y METODOS

El estudio fue llevado a cabo en el Hospital Guillermo Grant Benavente de
Concepcién y fue aprobado por el comité ético cientifico del servicio de salud
concepcion (CEC-SSC) (anexo 1) se recopild data asociada a examenes
realizados en el periodo comprendido desde agosto a noviembre del afio 2023,
rescatando data de coagulacion, hemograma y perfil bioquimico contenidos en el

sistema de laboratorio interno del hospital.

El procesamiento y la determinacién in vitro del tiempo de tromboplastina parcial
activado, se basa en el uso de muestras anticoaguladas con plasma citratado al
3.2%, como reactivo utiliza ATTP-SP el cual contiene fosfolipidos sintéticos y
silica como activadores de contacto, la activacion se realiza a 37°C y se registran
los cambios en la absorbancia de la luz a medida que ocurre la formacién del

coagulo a una longitud de onda de 671 nm mediante un principio foto-6ptico.
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7.1 Seleccidén de la poblacion

Para los grupos de estudio se incluyeron mujeres gestantes en el primer
trimestre, mujeres gestantes en el tercer trimestre y un grupo control de mujeres
no gestantes. Este enfoque facilita la comparacién de los tiempos de
tromboplastina parcial activada (TTPA) y parametros de las curvas de
coagulacién clave entre gestantes y no gestantes como gestantes de primer
trimestre y tercer trimestre pudiendo asi también evaluar los cambios en la

coagulacion durante el proceso de gestacion.

El tamano muestral fue de 106 pacientes, correspondiendo a 58 para el grupo
control, 12 para pacientes gestantes de primer trimestre y 36 para gestantes en

tercer trimestre.
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7.1.1 Pacientes gestantes

Se incluyo6 aquellas pacientes en donde especifique su grupo de pesquisa como
embarazo de primer trimestre y tercer trimestre, se recuperd data de las pacientes
provenientes desde los siguientes servicios : Unidades de Toma de Muestras
pertenecientes al Laboratorio Clinico (Unidad Toma de muestras Laboratorio,
CAISS y Medicina personal), Policlinicos y establecimientos Ambulatorios
Externos (Policlinicos de hospitales externos, CESFAM, CECOSF y Postas,
descartando procedencias que pueden sugerir un alto riesgo obstétrico como :
Hospitalizados y Unidades de Emergencia (AP). En la tabla 1 se muestran los
criterios de inclusion y exclusién usados para la seleccién de las pacientes. Como
referencia de los parametros como proteinuria y glicemia se usaron los limites

establecidos por la guia perinatal del ministerio de salud del afio 2015.
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Tabla |I. criterios de exclusion e inclusion para grupo de pacientes

gestantes.

Criterios de Exclusion

Criterios de Inclusion

Procedencia de Alto Riesgo Obstétrico:

Pacientes provenientes de unidades de hospitalizacion
y unidades de emergencia.

Parametros Fuera de los Limites Normales:
Glicemia en ayunas entre 100 y 125 mg/dL en dos dias
distintos y/o una glicemia post carga mayor o igual a
140 mg/dL.

Glicemia mayor o igual a 200 mg/dL dos horas después
de una carga de 75 g de glucosa durante el examen de
PTGO.

Proteinuria > 300 mg/24 hrs.

Velocidad de filtracion glomerular (VFG) <100
mL/min/1.73 m?

Positividad para glucosa y proteinas a la tira reactiva
en ausencia de los examenes anteriores.

Hemoglobina (Hb) > 12.1 mg/dI.

Estatus de Embarazo:

Pacientes embarazadas en el primer o tercer trimestre
de gestacion.

Fuente de Datos:

Datos recuperados de pacientes de Unidades de Toma
de Muestras pertenecientes al Laboratorio Clinico,
incluyendo Unidad Toma de muestras Laboratorio, y
Medicina Personal.

Datos de Policlinicos y Establecimientos Ambulatorios
Externos, incluyendo Policlinicos de hospitales
externos, CESFAM, CECOSF, y Postas.

Rango Etario:

Mujeres entre 18 y 40 anos

Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada (TTPA)
dentro de los rangos normales determinados por el
establecimiento.
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7.1.2 Pacientes no Gestantes

Fueron seleccionadas mujeres no gestantes que se encuentren en un rango
etario de 18 a 40 anos. La informacion fue recuperada de la data proveniente
desde establecimientos ambulatorios externos ya sean CESFAM, CECOSF o
postas adyacentes a la comuna de concepcion, agregando aquellas con un
examen de TTPA realizado entre los meses de agosto y noviembre del afio 2023
y para este grupo se agrego especificamente como criterio de exclusion un
ensayo positivo para la hormona gonadotropina coriénica humana o en su
defecto no especificado o no solicitado en la serie de examenes de laboratorio,

como se especifica en la tabla 2:
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Tabla Il. criterios de exclusion e inclusiéon para grupo de pacientes no

gestantes.

Criterios de Exclusion

Criterios de Inclusién

Criterio de exclusién Especifico:

Resultado positivo para la hormona gonadotropina
coriénica humana (hCG) durante el periodo
establecido.

Glicemia y Proteinuria:

Glicemia en ayunas > 100 mg/dL.

Glicemia >200 mg/dL dos horas después de una
carga de 75 g de glucosa durante el examen de
PTGO.

Presencia de proteinuria (> 300 mg/24 hrs).
Parametros de Filtracion Glomerular:

VFG < 100 mL/min/1.73 m? o ausencia de glucosa y
proteinas positivas a la tira reactiva si las pruebas
anteriores no estan disponibles.

Estatus de Gestacion:

Pacientes no gestantes.

Rango Etario:

Mujeres entre 18 y 40 anos.

Fuente de Datos:

Datos recuperados de establecimientos ambulatorios
externos, incluyendo CESFAM, CECOSF o Postas
adyacentes a la comuna de Concepcion.
Parametros Normales de Glicemia y Proteinuria:
Glicemia en ayunas < 100 mg/dL.

Glicemia < 200 mg/dL dos horas después de una
carga de 75 g de glucosa durante el examen de
PTGO.

Ausencia de proteinuria (> 300 mg/24 hrs).
Parametros de Filtracion Glomerular:

VFG > 100 mL/min/1.73 m? o ausencia de glucosa y
proteinas positivas a la tira reactiva si las pruebas
anteriores no estan disponibles.

Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada
(TTPA) dentro de los rangos normales determinados
por el establecimiento.

Perfil Hematolégico y de Coagulacién Normal:
Recuento de globulos rojos, glébulos blancos y
plaguetas dentro de los rangos de referencia
establecidos por el establecimiento.

Tiempo de Protrombina (TP) y Tiempo de
Tromboplastina Parcial Activada (TTPA) dentro de los
rangos normales determinados por el
establecimiento.
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7.3 Analisis de Curvas de coagulacion

Mediante la seleccion adecuada de los distintos grupos en estudio, se rescataran
sus curvas de coagulaciéon desde el equipo ACL-TOP® 550 (seccion
Hematologia Hospital Regional), cada paciente al cual se le ha realizado TTPA
posee un set de curvas de coagulacion asociada, las cuales se exportaran para

poder obtener los distintos datos para realizar el analisis.

Siguiendo el enfoque de (Matsumoto et al., 2018), se realiz6 una comparacion
de los tiempos de tromboplastina parcial activada de la poblacién, las variables
contenidas en las curvas con las cuales se trabajara corresponden a el maximo
de la primera derivada (velocidad maxima), maximo segunda derivada
(aceleracion maxima) y minimo de la segunda derivada (desaceleracidon
maxima), ademas se compararan los tiempos asociados a cada punto de la curva

para el analisis como se muestra en la figura 4.
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Figura 4. parametros para el analisis de las curvas de coagulacién

Para el analisis estadistico se utilizé el software GraphPad Prism en su versién
10.2.0, se realizdé un analisis ANOVA de una via y para evaluar la variacion de
medias de los conjuntos se uso la prueba de comparacion multiple de Tukey

considerando un valor de p < 0,05 estadisticamente significativo.
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8.-RESULTADOS

La edad media de las mujeres en el tercer trimestre de gestacion es ligeramente
mayor en comparacion con las no gestantes y las gestantes en el primer
trimestre. Los valores medios de TTPA disminuyen ligeramente desde las no
gestantes (30.5 segundos) hasta las gestantes en el tercer trimestre (29.2
segundos). Esta disminucion podria reflejar cambios en la actividad
procoagulante durante el embarazo. Los niveles medios de glucosa disminuyen
levente desde las no gestantes (90.79 mg/dL) hasta las gestantes en el tercer
trimestre (79.47 mg/dL). No se observaron diferencias significativas al comparar

estos parametros en los 3 grupos.

Tabla lll. Promedio de valores de edad, TTPA y glucosa de la poblacion

Edad TTPA Glucosa
(anos) (segundos) (mg/dL)
No gestantes 296 30,5+23 90,79+ 8,15
N=59
Gestantes 28 6 29,9+ 2.0 84,46% 9,26
primer trimestre
N=12
Gestantes 315 29,2+26 79,47+ 8,45
tercer trimestre
N=38

34



Al calcular las medias de los peaks de las derivadas de las curvas de coagulacion
podemos ver como existe un aumento creciente a medida que se acerca el parto,
evidenciando que el estado procoagulante aumenta con el transcurso de la
gestacion, a diferencia de tiempos de los peaks de estas derivadas que se

mantienen constantes.

Tabla IV. valores promedio de los parametros de las curvas de coagulacion

TTPA para los tres grupos.

Maximo primera
Derivada
(mabs/seq)
Maximo
segunda
derivada
(mabs/seg ?)
Minimo segunda
derivada
(mabs/seg 2)
Tiempo Maximo
primera
Derivada
(segundos)
Tiempo Maximo
segunda
derivada
(segundos)
Tiempo minimo
segunda
derivada.
(segundos)

No gestantes
N=59

338,0 + 79,17

842,2 +179,6

-376,8 + 94,16

34,50 £2,719

30,47 £ 2,323

37,96 2,932

Gestantes

Gestantes

primer trimestre tercer trimestre

N=12
455,3 £ 51,12

1042 + 109,7

-527,0 £ 62,27

34,13 £ 2,409

29,90 + 2,080

37,25 £ 2,514
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545,5 + 90,36

1304 +217,0

-598,8 + 108,7

34,05 £ 2,878

29,69 + 2,535

37,15 £ 2,963



Las figuras 5,6 y 7 surgen al graficar para los tres grupos en estudio el promedio
de las tres curvas que podemos obtener desde el equipo ACL- TOP 550: curva
de generacion de fibrina (figura 5), curva de primera derivada (figura 6) y segunda

derivada (figura 7).

En la etapa inicial de la curva todos los grupos se van agrupando en un mismo
punto, comenzando a diferenciarse en el termino de la fase exponencial o de
fibrino formacion, esta diferencia es mas notable en la fase de meseta donde
existe un alineamiento que comienza con las mujeres no gestantes, gestantes de

primer trimestre y en lo mas alto gestantes de tercer trimestre.

Absorbancias promedio

& no gestantes — O gestantes primer trimesre gestantes tercer trimestre

800
700
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500
__
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0 200 400 600 800 1000 1200

Segundosx 10

Figura5: Curvas de absorbancia que representa la formacion de fibrina
promedio para los tres grupos.
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El grafico de la primera derivada promedio nos muestra que el alineamiento
observado en la figura 5 se mantiene, pero esta vez esta relacién esta establecida
obedeciendo el punto maximo de la curva, es decir el punto de velocidad maxima
en la formacién del coagulo, siendo los peaks mas altos gestantes de tercer

trimestre y el mas bajo el de mujeres no gestantes.

Curvas promedio primera derivada
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Figura 6: Curvas de primera derivada promedio para los tres grupos.
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Las curvas promedio de las segundas derivadas (figura 7) se encuentran
superpuestas al inicio y final, esta superposicién desaparece cuando se esta
alcanzado la aceleracion y la desaceleracion maximas, siendo el punto maximo
y el punto minimo respectivamente, respetando nuevamente el alineamiento
caracteristico examinado anteriormente en las figuras 5 y 6, siendo los puntos
mas altos para gestantes de tercer trimestre, ya sea para un valor de

mabsorbancia/segundos? positivo como negativo.

Curvas promedio segunda derivada
<—no gestantes O gestantes primer trimestre A gestantes tercer trimestre
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Figura 7. Curvas de segunda derivada promedio para los tres grupos.
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En las figuras que se presentan a continuacion se separaron los tres grupos en
dos rangos etarios: menores a 30 afos y menores o iguales a 30 anos, a forma
de reducir la variabilidad y aumentar la potencia estadistica, sabiendo que el

riesgo de trombosis aumenta con la edad.

Para el grupo menor de 30 afios no existen diferencias en los tiempos de
tromboplastina parcial activada, pero en el grupo mayor o igual se presenta una

significancia menor al comparar las mujeres no gestantes con gestantes de tercer

trimestre.
a) TTPA < 30 aiios b) TTPA = 30 anos
ns *
ns ns
40— ns ns
40- I
n 2
o a - 354
8 35 S
5 U =
> b
S 30+ » 304
g ? g
E 254 E 254
E=1 -
20 I I I 20 T T T
-] @ 2 ] < &
F 5 & o
6}0 \6\ \(&\ ";@. '\6\ '\6\
¢ & & g7 & K
o & S &% & 8
Qi\& & & &
2@ o “PQ w®
& & & &
& & ¥ &
> Dy L >
& P S
v ° e @
<) (<)

Figura 8. Comparacion de los Tiempos de tromboplastina parcial activada
de la poblaciéon en los dos grupos etarios, los resultados se obtuvieron
mediante la prueba de tukey considerando un p < 0,05 estadisticamente
significativo. (ns= no significativo).
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Al realizar el analisis de las curvas derivadas de coagulacion para mujeres
menores de 30 afos, la mayor significancia la encontramos al comparar mujeres
no gestantes frente a gestantes de tercer trimestre, siendo los peaks de primera
y segunda derivada significativamente mayores en las gestantes de tercer
trimestre, esta significancia permanece al realizar la comparacién entre no
gestantes y gestantes de primer trimestre, pero un orden menor, pero al realizar
la comparacidon entre las mujeres gestantes notamos que esta asociacion
desaparece, solo mostrando una leve significancia en el peak maximo de la

segunda derivada, es decir la maxima aceleracion en la formacion del coagulo.
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Figura9. Analisis de curvas de coagulacion TTPA para rango etario menor
a 30 anos: en la columna de la izquierda se muestran el analisis de los peaks de
las distintas derivadas y a la derecha el tiempo de los distintos peaks, los
resultados de obtuvieron mediante la prueba de tukey (considerando un p < 0,05

significativo). (ns= no significativo).
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El analisis de los parametros de las curvas derivadas de coagulacion para
mujeres mayores o iguales de 30 afos, arroja la mayor significancia al comparar
mujeres no gestantes frente a gestantes de tercer trimestre, siendo los peaks de
primera y segunda derivada significativamente mayores en las gestantes de
tercer trimestre. Al comparar mujeres no gestantes con gestantes de primer
trimestre el maximo de la segunda derivada no parece ser sensible al aumento
de la actividad procoagulante del primer trimestre de embarazo, por otra parte al
comparar gestantes de primer trimestre frente a gestantes de tercer trimestre, el
peak de la primera derivada y el peak minimo de la segunda derivada no es
significativo, no asi los peaks maximos de segunda derivada que si muestran

impacto estadistico.
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Figura10. Analisis de curvas de coagulacion TTPA para un rango etario
mayores o igual de 30 de anos, los resultados se obtuvieron mediante la prueba
de Tukey (considerando un p < 0,05 significativo), en la columna de la derecha
se muestran el analisis de los peaks de las distintas derivadas y a la derecha el
tiempo de los distintos peaks. (ns= no significativo).
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Al comparar mujeres no gestantes entre ambos grupos etartios (menor a 30 afios
y mayor o igual a 30 anos) no existen diferencias significativas en los tiempos de

tromboplastina parcial activada ni en la velocidad y aceleracion en la formacién

del coagulo.
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Figura 11. Comparacién intergrupal de Tiempos parciales de
tromboplastina activada y parametros de curvas de coagulacion, los
resultados se obtuvieron mediante la prueba de Mann-Whitney (considerando un
p < 0,05 estadisticamente significativo). (ns= no significativo).
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Al relacionar los estados gestacionales entre si, la significancia sigue presente,
pero en un orden mas bajo, siendo el parametro que mas diferencias nos entrega

el peak maximo de la segunda derivada.

Tabla V. Resumen de analisis de parametros de las curvas de coagulacién
TTPA y su significancia estadistica comparando dos estados
gestacionales. (Los valores fueron calculados mediante la prueba de Mann-
Whitney considerando un p< 0,05 estadisticamente significativo).

Variable Comparacion Valor P
Tiempo de Gestantes primer No
tromboplastina parcial trimestre vs gestantes significativo
activada (TTPA) tercer trimestre
Maximo primera Gestantes primer 0,0005
derivada trimestre vs gestantes
tercer trimestre
Maximo segunda Gestantes primer <0,0001
derivada trimestre vs gestantes
tercer trimestre
Minimo segunda Gestantes primer 0,0405
derivada trimestre vs gestantes
tercer trimestre
Tiempo Maximo primera Gestantes primer No
derivada trimestre vs gestantes significativo
tercer trimestre
Tiempo Maximo Gestantes primer No
segunda derivada trimestre vs gestantes significativo
tercer trimestre
Tiempo minimo segunda Gestantes primer No
derivada. trimestre vs gestantes significativo

tercer trimestre
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Tabla VI: Resumen de parametros de las curvas de coagulaciéon TTPA de
gestantes y su significancia estadistica en comparacién a pacientes no
gestantes. (Los valores fueron calculados mediante la prueba de comparaciones

multiples de Tukey, considerando p< 0,05 estadisticamente significativo).

Variable Comparacion Valor P comparacion Valor P
Tiempo de Gestantes primer No Gestantes tercer No
tromboplastina  trimestre vs no significativo trimestre vs no significativo
parcial activada gestantes gestantes
(TTPA)
Maximo primera Gestantes primer Gestantes tercer  <0,0001
derivada trimestre vs no <0,0001 trimestre vs no

gestantes gestantes
Maximo Gestantes primer Gestantes tercer <0,0001
segunda trimestre vs no 0,0046 trimestre vs no
derivada gestantes gestantes
Minimo segunda Gestantes primer Gestantes tercer  <0,0001
derivada trimestre vs no <0,0001 trimestre vs no

gestantes gestantes
Tiempo Maximo  Gestantes primer No Gestantes tercer No
primera trimestre vs no significativo trimestre vs no significativo
derivada gestantes gestantes
Tiempo Maximo  Gestantes primer No Gestantes tercer No
segunda trimestre vs no significativo trimestre vs no significativo
derivada gestantes gestantes
Tiempo minimo  Gestantes primer No Gestantes tercer No
segunda trimestre vs no significativo trimestre vs no significativo
derivada. gestantes gestantes
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9.-DISCUSION

El analisis detallado de las curvas de coagulacion de TTPA en mujeres gestantes
y no gestantes, revelo diferencias significativas en varios parametros, sugiriendo
una sensibilidad a las alteraciones de la coagulacion propias del embarazo, un

estado fisioldgico conocido por su predisposicidon a la hipercoagulabilidad.

Los niveles medios de glucosa poseen una leve disminucion desde las no
gestantes (90.79 mg/dL) hasta las gestantes en el tercer trimestre (79.47 mg/dL)
(tabla 3), esto podria estar relacionado con los cambios metabdlicos que ocurren
durante el embarazo, incluyendo la resistencia a la insulina y el aumento del

consumo de glucosa por el feto.

El analisis aislado de los tiempos de tromboplastina parcial activada (TTPA)
comenzando por el grupo etario menor de 30 afios no encontrd diferencias
significativas entre los tres grupos como muestra la figura 8a, a diferencia del
grupo etario mayor o igual a 30 anos donde existe una significancia menor entre
no gestantes y gestantes de tercer trimestre (figura 8b), esto se puede explicar
por el aumento de hormonas como el estrogeno y progesterona, con un pick

durante el tercer trimestre, estas hormonas pueden generar un aumento en los
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factores de coagulacion y represion en el sistema anticoagulante y fibrinolitico
(Pastori & Violi, 2018), lo que puede influir en la hemostasia llevando hacia una
tendencia de los TTPA a disminuir, pudiendo este efecto ser mayor en mujeres
mayores de 30 afos, pero al realizar el analisis global esta significancia es débil
y desaparece como lo muestra la tabla V, no pudiendo evidenciar diferencias en
cuanto al estado procoagulante propio del embarazo. Similares son los
resultados obtenidos por Tan et al (2019) quienes también observaron que el
anadlisis detallado de los parametros de las curvas de coagulacion puede
distinguir mejor entre estados procoagulantes y no procoagulantes que solo

utilizando los valores de los tiempos de tromboplastina parcial activada.

Al analizar la curva de absorbancia que representa la formacion de fibrina (Figura
5) si podemos distinguir diferencias entre los grupos. Se observa que los estados
de hipercoagulabilidad pueden alterar la formacion in vitro de la malla de fibrina,
generandose una fase exponencial de la curva mas robusta, lo que se refleja en
una mayor altura de la meseta en el eje Y, como se puede observar en las curvas
promedios de absorbancia de la figura 5. Podemos observar que existe una
altura creciente de la meseta comenzando por las mujeres no gestantes,
gestantes de primer trimestre y gestantes de tercer trimestre, esta relacion se
asocia con el aumento de la actividad procoagulante que aumenta mientras mas

acerca el momento del parto. Asi, la absorbancia o transmitancia alcanza un nivel
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mas alto debido a la formacion de un coagulo mas vigoroso, por lo que, en la
gestacion el aumento de factores en el contexto de la formacion in vitro de fibrina
y en la determinacion de los tiempos de coagulacion estos actuan como sustrato,
una mayor cantidad de sustrato permite la formacién de una curva mas
pronunciada en comparacién con pacientes no gestantes, dejando en una altura

superior la meseta de la curva.

Este fenomeno lo podemos ilustrar usando la tasa de cambio de una funcion, la
cual se describe mediante la derivada de esa funcidn en ese punto, al analizar
esta vez las curvas promedio de primera y segunda derivada para los tres grupos
(figura 6 y 7, respectivamente) podemos notar como se van separando
dependiendo de su estado gestacional manteniendo la tendencia de la curva mas
superior corresponde a las gestantes de tercer trimestre, en un estado intermedio
las gestantes de primer trimestre y la curva con menos altura para las pacientes

no gestantes.

Al calcular la primera derivada de la curva de absorbancia, estamos examinando
precisamente esta velocidad de cambio, los peaks en la primera derivada indican
los puntos en los que la absorbancia cambia mas abruptamente, lo que sugiere
momentos de transicién durante la formacion del coagulo, encontramos que el
anadlisis de las alturas de los peaks expresan un aumento significativo en

pacientes gestantes en comparacion a las pacientes no gestantes y esta
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significancia tiende a estar mas marcada en gestantes de tercer trimestre,
comparable es el caso de la segunda derivada la cual por su parte representa la
tasa de cambio de la primera derivada, es decir la aceleracion, la segunda
derivada nos permite conocer dos fases criticas de la formacion del coagulo: la
aceleracion maxima y la desaceleracion maxima, encontrando diferencias
significativas tanto para los peaks maximos y minimos, siendo las gestantes de
tercer trimestre las que poseen una mayor significancia con respecto a las

pacientes no gestantes .

Al analizar los tiempos de los peaks (columnas de la derecha de figuras 9 y 10)
no se encontraron diferencias estadisticas, y si bien existen aumentos
significativos en los peaks de primera y segunda derivada, los tiempos asociados
a estos peaks no cambian, sugiriendo que el tiempo necesario para alcanzar el
punto maximo de generacion de trombina es consistente entre los grupos. Esto
podria implicar que la cascada de coagulacién se inicia de manera similar en
todos los grupos, siendo el paso primordial la magnitud en la generacion de
trombina, esta particular tendencia se puede explicar debido a la metodologia
usada, al seleccionar pacientes entre un rango determinado TTPA, los pacientes
tendran un tiempo peak también dentro de ese rango, debido que este tiempo

corresponde justamente al momento donde el equipo determina el resultado.
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Al realizar la comparativa de los TTPA y parametros de las curvas de coagulacion
entre los distintos grupos etarios de las mujeres no gestantes (figura 11) no se
encontraron diferencias significativas, sugiriendo que la edad dentro de los
rangos estudiados no tiene un impacto considerable ni en la velocidad y ni en la

aceleracion en la formacién del coagulo, en pacientes no gestantes normales.

Por lo tanto segun los analisis de las curvas de coagulacion existen cambios
significativos en la velocidad y aceleracion en la formacion del coagulo a medida
que transcurre la gestancion, Ozaki et al (2021) describe que clinicamente la
primera derivada corresponde a la velocidad de generacion de fibrina por la
trombina dependiente de la activacion del factor X, lo que podria explicar el
aumento de la velocidad debido a que este factor puede alcanzar cifras mayores
a un 160 % pre-parto (Thornton & Douglas, 2010), la fibrina proviene de la
conversion previa del fibrinégeno, este factor aumenta significativamente a
medida que transcurre la gestacion (Condie, 1976), la mayor significancia
estadistica la entrega la comparacion de mujeres no gestantes frente a gestantes
de tercer trimestre, para ambos grupos, esto se debe a el caracter creciente del
estado procoagulante a medida que desarrolla la gestacion, siendo el tercer

trimestre el punto mas critico.
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La segunda derivada mide la rapidez en la tasa de produccién de fibrina que se
genera y su potenciacion por fosfolipidos, reflejando la eficiencia del complejo
protrombinasa (FXa, FVa, fosfolipidos) en la conversion de protrombina a
trombina (Ozaki et al, 2021), la mayor significancia la encontramos también al
comparar mujeres no gestantes frente a gestantes de tercer trimestre, debido a
que el tercer trimestre el punto mas critico, debido a la combinacion de factores
hormonales y metabdlicos en su punto maximo. Al analizar estos parametros por
rangos etarios entre gestantes de tercer trimestre y mujeres no gestantes la
significancia se mantiene constante, no es el caso al comparar a las mujeres
gestante de primer trimestre con las mujeres gestantes de tercer trimestre, donde
el rango etario parece influir en la velocidad y aceleracion, donde la sensibilidad
de las curvas a los cambios dentro de la gestacién parece ser menor que al

comparar, mujeres gestantes frente a no gestantes.

El aumento significativo en la desaceleracion maxima (peak minimo segunda
derivada) nos da a entender que durante la gestacion se genera un proceso mas
fluctuante en cuanto a la formacion del coagulo, debido que durante el proceso
existe un aumento de la aceleracibn maxima, pero en un momento esta
aceleracion maxima se convierte en desaceleracibn maxima, que en términos
cinéticos sugiere una disminucidén de la eficacia del sistema para regular y

restringir la coagulacion debido a un equilibrio desplazado hacia un estado
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procoagulante a causa de por ejemplo: la depresion de los sistemas
anticoagulantes y fibrinoliticos , conllevando un riesgo aumentando de una
coagulacion excesiva, durante la gestacion la proteina C tiende a disminuir su
actividad o mantenerse normal, y los niveles de proteina S se encuentran
disminuidos (Thornton & Douglas, 2010), ambas juegan un papel crucial en la
inhibicion de la coagulacion al inactivar los factores Va y Vllla, por otra parte la
reduccion en la actividad fibrinolitica gracias el aumento en los niveles del
inhibidor del activador del plasminégeno (PAI-1 y PAI-2) generan una menor

capacidad del sistema para controlar y limitar la propagacién de la coagulacién.

Estos resultados son comparables a los obtenidos por Matsumoto et al (2018)
quien realizo el analisis de curvas de coagulaciéon usando grupos de personas
con diferentes alteraciones hemostaticas, donde uno de los grupos corresponde
a gestantes, pero sin estudiar distintos estadios gestacionales, demostrado un
aumento significativo en los peaks de las derivadas, pero en los tiempos

asociados a estos peaks no.

Shima et al (2013) sefala que a pesar de la falta de estandarizacion e
investigaciones en los andlisis de curvas e coagulacion que pudiesen ser una
limitante, los estudios recientes han demostrado su sensibilidad a multiples

alteraciones de la hemostasia pudiendo ser la especificidad de los parametros
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particularmente util en entornos donde la prevalencia de trastornos
procoagulantes como el TEV sea bajo, pudiendo ser una prueba tipo screening
para ensayos como: la prueba de generacion de trombina y tromboelastograma,
ensayos que actualmente manejan altos costos y generalmente se utilizan sélo

en investigacion.

En cuanto a limitaciones el bajo numero de pacientes gestantes de primer
trimestre no permitié hacer una mayor particion de la poblacion en mas rangos
etarios para evaluar los parametros de las curvas de coagulacién y el no poder
acceder a fichas clinicas genera el desconocimiento de alteraciones que no se

estan considerando como: obesidad y desordenes hipertensivos.
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10.-CONCLUSION Y PROYECCIONES

El analisis de curvas de coagulacion en pacientes gestantes muestra
sensibilidad a las alteraciones de la hemostasia propias del embarazo al
igual que otras alteraciones descritas en literatura, tales como deficiencia
del factor VIII, Coagulacion intravascular diseminada, Covid-19 y
enfermedades hepaticas.

Los cambios de la hemostasia en mujeres no gestantes normales propios
de la edad, no son detectables mediante el andlisis de las curvas de
coagulacion.

El embarazo induce cambios significativos en la hemostasia, aumentando
la velocidad y alterando la aceleracion de la formacion del coagulo. Estos
cambios son detectables mediante el analisis de curvas de coagulacion de
TTPA, proporcionando una herramienta sensible para evaluar el estado de
hipercoagulabilidad en embarazos normales, no detectable mediante solo
la determinacién de los tiempos de coagulacion.

Seria beneficioso ampliar el tamafio de la muestra y considerar otros
factores que puedan influir en la hemostasia, como condiciones

preexistentes y tratamientos médicos.
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12. ANEXOS

Anexo 1: Aprobacion del Estudio por parte del Hospital Guillermo Grant Benavente y el
Comité Etico Cientifico del Servicio de salud Concepcion.

UNIDAD DE INVESTIGACION ¥ DESARROLLO,
INT. N® IDO28 D5.03.24

Dra. MRAR [ Isa 001 24? ]1032-2&'
ORD. N° / [
Ant Trabajo de Investigacion
Mat: Autorizacion Estudio.

CODIGO CEC 23 -12 - 70,

DE: CLAUDIO BAEZA AVELLO
DIRECTOR HOSP. GMO. GRANT B.

A: DR. CLAUDIO AGUAYO TAPIA
INVESTIGADOR RESPONSABLE HGGB

Junto con saludar, sirvase encontrar adjunto acta de aprobacién del Comité Etico Cientifico del Servicio
de Salud Concepcidn, de fecha 05 de marzo de 2024 en atencion a la cual estd Direccidn autoriza el
desarrollo del estudio titulado; “Curva de Coagulacién de tiempo parcial de Trombeplastina activada
como monitoreo de la actividad procoagulante durante el embarazo”, bajo su responsabilidad, como
investigador principal en este centro,

Cabe hacer mencion, que el Consentimiento Informado, de acuerdo al articulo 11 de la ley 20,120 debe
suscribirse, debera constar de un acta firmada por el participante, por la persona que ha de consentir en
la investigacion, por la persona que solicita el Consentimiento bajo la responsabilidad del Dr. Claudio
Aguayo Tapia Investigador responsable y por Jefe CR Diagnostico Terapéutico, en quien esta Direccion
delega la facultad de actuar como ministro de fe y firmar los Consentimientos Informadfs referentes a
este estudio, seguin consta en resolucion adjunta.

El consentimiento deberd ser nuevamente solicitado cada vez que los términog o condjcjones en que se
desarrolle la investigacion sufran modificaciones, salvo que éstas gpan cons

Comité Etico Cientifico que aproba este proyecto.
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RESOLUCION EXENTA N

CONCEPCION,

VISTOS: Resolucion N*1600,2008 de la Controlaria General de Ia Repdblica, DFL 1/2005
Minsal, DS 140/ 2004 Minsal, DS 38,2005 Minsal, Res, 732/ 2006 Minsal, Resolucion Exenta
RA B35 / 216 / 2023 de fecha 03.03.2023

CONSIDERANDO:

Los antecedentes aportados por el Investigador Principal, sobre los cuales emanc acta de
aprobacién Codigo CEC 23-12-70 del 05 marzo 2024, entregada por el Comité Efico
Cientifico, ademas de la autorizacion de realizar dicho estudio en el Hospital Guillermo
Grant Benavente otorgada a través de Ordinario N° ID 28 del 06.03.2024.

RESUELVO:

Deléguese la facultad establecida en el Art 11 de la Ley 20.120 que se concede al Director del
Centro o establecimiento en que se desarrolla la investigacion, en el sentido de firmar los
Consentimientos Informados y actuar como Ministro de Fe, el jefe CR Diagndstico
Terapéutico, s6lo en lo referente al estudio titulado:

“Curva de Coagulacion de tiempo parcial de Trmbup!uﬁr,hiacﬁq& como monitoreo
de la actividad procoagulante durante el embarazo” 4 I
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