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Introduccion

Hace mas de 50 afios que la heparina no fracciona-
da (HNF) fue introducida en la practica clinica y
continta siendo utilizada, por ser un anticoagulante
efectivo, de bajo costo y relativamente seguro. Aun-
que ha sido parcialmente remplazada para varias in-
dicaciones por la heparina de bajo peso molecular
(HBPM), ain permanece como el anticoagulante
parenteral de eleccion en grupos seleccionados de
pacientes.

Tanto la HNF como la HBPM ejercen su actividad
anticoagulante a través de la union a antitrombina
(AT). Inducen un cambio conformacional en la mo-
lécula de AT que aumenta su capacidad de inhibicion
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de la trombina (Ila), factor Xa y en menor medida
de los factores [Xa, Xla y XlIla. Sin embargo, como
la respuesta anticoagulante a la heparina es variable
entre distintos pacientes, es una practica estandari-
zada monitorear y ajustar la dosis basandose en los
tests de coagulacion. El objetivo del monitoreo de
laboratorio es seleccionar la dosis que logre el efec-
to anticoagulante 6ptimo, previniendo la formacion
de trombos o su progresion mientras se minimiza
el riesgo de sangrado. El test ideal para el moni-
toreo deberia cumplir las siguientes condiciones:
tener una relacion bien definida y preferiblemente
lineal con la evolucion clinica (trombosis recurrente
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y sangrado), buena precision, estandarizacion entre
laboratorios con los distintos reactivos utilizados,
estar facilmente disponible y ser de bajo costo.

El tiempo de tromboplastina parcial activado
(APTT) es actualmente la prueba de laboratorio mas
frecuentemente utilizada para el monitoreo de la te-
rapia con HNF. En un estudio prospectivo publicado
en 1972 por Basu y col, con 234 pacientes en los
que el 69% fueron tratados por un tromboembolis-
mo venoso (TEV), los resultados demostraron que
la recurrencia fue baja (3%), si la dosis era ajusta-
da para lograr un APTT mayor a 1.5 veces el valor
basal y no se encontro correlacion entre APTT pro-
longado y sangrado®”. En 1977, Chiu y col. demos-
traron que un APTT entre 1.5-2.5 veces del valor
basal logré prevenir la extension de la trombosis en
un modelo de conejo, utilizando los mismos reac-
tivos que en el estudio previo®. Basado en la con-
cordancia de hallazgos clinicos y experimentales, el
rango terapéutico para el APTT de 1.5 a 2.5 veces
el valor basal del paciente gan6 amplia aceptacion,
aunque la evidencia que soporta este rango es débil
y la relevancia clinica es incierta porque no ha sido
confirmada por estudios clinicos randomizados. La
terapia optima con HNF era lograda con una con-
centracion de 0.2-0.4 Ul/ml medida por titulacion
con protamina, que correspondia a 1.5-2.5 veces el
valor del APTT basal. Este rango de titulacion con
protamina fue posteriormente equiparado al rango
de 0.35-0.67 Ul/ml de actividad anti-factor Xa (an-
ti-Xa) con un ensayo cromogénico, por Levine y
col en 1994®, Posteriormente fue modificado por la
ACCP (American College of Chest Physicians) por
el rango entre 0.3-0.7 UI/ml anti-Xa®.

En lo que respecta al uso del APTT para el monito-
reo, Hirsh y col. en 1976, demostraron la gran va-
riacion interindividual de este ensayo en pacientes
tratados con las mismas dosis de HNF®. Son nu-
merosas las variables que impactan en el resultado
del APTT, incluyendo variables pre-analiticas (toma
de muestra y procesamiento), analiticas (reactivo e
instrumento) y factores biologicos (nivel de factores
de la coagulacion). Existen actualmente en uso en la
practica clinica mas de 300 combinaciones reacti-
vo-instrumento. En 1996 Kitchen y Preston demos-
traron que con niveles de heparinemia terapéutica,
entre 0.3-0.7 Ul/ml de anti-Xa, los reactivos y coa-
gulometros modernos producen razones de APTT
que van entre 1.6-2.7 y 3.7-6.2 veces el valor basal
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dependiendo de la combinacidn reactivo-coagulo-
metro®. El CAP (College of American Pathologist)
y el ACCP recomiendan que cada institucion esta-
blezca su propio rango terapéutico de APTT®.

En respuesta a las numerosas limitaciones del APTT,
los investigadores han evaluado monitorear la tera-
pia con HNF midiendo la heparinemia por el ensayo
de actividad anti-Xa. Esta prueba esta menos influen-
ciada por variables bioldgicas, pero se ve afectada de
igual forma por las variables pre-analiticas y anali-
ticas. Es mas costosa, estd menos disponible en los
laboratorios y los médicos estan menos familiari-
zados con la determinacion. De acuerdo a las guias
para el manejo practico de la anticoagulacion con
heparina para el tratamiento del TEV publicadas en
2016, pueden ser utilizados para el monitoreo tanto
el APTT como el anti-Xa. Sin embargo, se recomien-
da utilizar el anti-Xa en pacientes con resistencia a
la heparina, en pacientes con un APTT basal prolon-
gado (anticoagulante lupico positivo o deficiencia de
factores de la fase de contacto), o en pacientes con
una respuesta alterada a la heparina (niveles marca-
damente elevados de FVIII y/o FBG)®.

Fundamento

El APTT es una prueba global que consiste en la re-
calcificacion de plasma en presencia de una canti-
dad estandarizada de fosfolipidos y un activador de
la fase de contacto. Evalta la actividad de la hepari-
na en el sistema de coagulacion reflejando los efec-
tos resultantes sobre los factores. Los reactivos son
muy diversos, no estandarizados y se diferencian en
el tipo y concentracion de fosfolipidos y de activa-
dor. Debido a que los distintos reactivos de APTT
presentan diferente sensibilidad a la heparina, las
guias no recomiendan el uso de intervalos fijos (por
ejemplo: de 46-79 seg) o razones fijas de APTT (por
ejemplo: 1.5-2.5 veces el basal) para el monitoreo
de la terapia con HNF. Como la relacion dosis-res-
puesta del APTT es diferente cuando la heparina es
adicionada al plasma in vitro que cuando es admi-
nistrada in vivo, se recomienda que la correlacion
entre el APTT y la concentracion de heparina debe
ser determinada utilizando muestras de pacientes
bajo tratamiento con HNF. En la figura 1 se observa
un ejemplo hipotético de la diferencia entre el rango
terapéutico determinado in vitro, que es de 79-142
seg y el calculado con muestras de pacientes, que es
de 70-119 seg®.
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Figura 2

Caso 1. Rango terapéutico: 50-80 seg.
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Figura 1. Comparacion hipotética de rangos
terapéuticos establecidos con muestras de pool
de plasma normal adicionado con HNF
in vitro: 79-142 seg, y el rango establecido con
muestras in vivo: 70-119 seg.

Para calcular el rango terapéutico de APTT por el
método recomendado se deben obtener entre 30 y 50
muestras ex vivo de pacientes recibiendo dosis tera-
péuticas de HNF, que cubran todo el rango de con-
centraciones. Las mismas se procesan para APTT,
TP y heparinemia por actividad anti-Xa. Para evi-
tar interferencias de otros anticoagulantes, los pa-
cientes no deberan estar recibiendo antagonistas de
la vitamina K (RIN <1.3), inhibidores directos de
trombina (por ejemplo: dabigatran) o inhibidores de
factor Xa (por ejemplo: rivaroxaban o apixaban). No
se deben incluir mas de dos resultados del mismo
paciente. Se grafican en el eje x los resultados de an-
ti-Xa en Ul/ml y en el eje y los resultados de APTT
en segundos. Se traza la curva que mejor ajusta a
los datos utilizando un analisis de regresion lineal.
El rango terapéutico resulta de los valores de APTT
que correspondan a 0.3 y 0.7 UI/ml de HNF por an-
ti-Xa, calculados de la ecuacion de la curva. En la
figura 2 se observan dos casos como ejemplo. En el
caso 1, el rango terapéutico es de 50 a 80 seg, para
un reactivo de APTT con fosfolipidos sintéticos y si-
lica coloidal y un ensayo cromogénico para anti-Xa
en un coagulometro con deteccion fotodptica®. En
el caso 2, el rango terapéutico es de 87 a 129 seg,
para un reactivo de APTT con cefalina y silica, un
ensayo cromogénico de anti-Xa en un coagulémetro
con deteccion electromecanica".
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Caso 2. Rango terapéutico: 87-129 seg.
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Figura 2. Ejemplos de rangos terapéuticos obtenidos
con dos pares reactivo-coagulometro diferentes.
Caso 1: Reactivos HemosIL APTT-SP / HemosIL Liquid
Anti-Xa / Coagulémetro ACL TOP™,

Caso 2: Reactivos STA-PTT A 5 / STA Liquid Anti-Xa /
Coagulémetro STA-R Evolution™.

En comparacion con el APTT que mide en forma
indirecta los efectos de la heparina, el ensayo de an-
ti-Xa es una forma directa y mas especifica de me-
dir heparinemia. Los ensayos de anti-Xa empleados
para el monitoreo de heparina, utilizan un sustrato
peptidico cromogénico. El plasma del paciente es
agregado al sustrato cromogénico junto con un ex-
ceso de factor Xa, con o sin agregado exogeno de
AT. La heparina presente en el plasma cataliza la in-
hibicién del factor Xa mediada por AT. El factor Xa
residual cataliza el clivaje del sustrato peptidico, se
libera el grupo cromogénico y se genera un producto
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coloreado en forma inversamente proporcional a la
cantidad de heparina. Las principales diferencias que
existen entre los distintos métodos comerciales son:
a) si tienen adicion exogena de AT: miden concentra-
cion de heparina y sin AT exdgena: miden actividad
de heparina, ya que se utiliza la AT del paciente; b)
con adicion de sulfato de dextran, que libera la he-
parina unida a las proteinas unidoras. Este ensayo
puede ser calibrado contra HNF o se puede utilizar
una curva hibrida de HNF y HBPM. Existen en el
mercado calibradores liofilizados preparados a partir
de plasma citratado humano, con concentraciones de
0, 0.8 y 2.0 Ul/ml, que son trazables a los estandares
internacionales de la WHO para HBPM y HNF. Los
ensayos cromogénicos de anti-Xa miden niveles de
heparina entre 0.1 y 1.5 Ul/ml. El rango terapéutico
para el ensayo de anti-Xa es 0.3-0.7 Ul/ml.

Caracteristicas pre-analiticas

La toma de muestra y su procesamiento pueden
afectar el resultado de la prueba utilizada para el
monitoreo de heparina, sea APTT o anti-Xa. En el
control de la infusién continua con HNF, para la
toma de la muestra deben haber transcurrido entre
4-6 horas de haber aplicado el bolo inicial y des-
pués de cada cambio de dosis. La muestra debe ser
tomada de un brazo diferente del que se estd usan-
do para la infusion de HNF, para evitar un resultado
de heparinemia falsamente aumentado. Después del
bolo inicial se controla cada 6 horas hasta obtener
dos valores consecutivos en rango y luego se pasa
a controlar cada 24 horas. Se ha demostrado que el
APTT presenta una variacion diurna. En el procesa-
miento se debe evitar la activacion de plaquetas de
la muestra para que no se libere el factor plaquetario
4 (PF4), el cual es capaz de neutralizar la heparina
presente y provocar un nivel falsamente disminuido,
medido tanto por APTT como por anti-Xa. Por este
motivo las muestras deben ser centrifugadas dentro
de la hora de la extraccion y procesadas dentro de
las 4 horas, o congeladas a -70°C. Si la muestra va
a ser congelada para un futuro procesamiento, de-
bera ser conservado el plasma pobre en plaquetas
(con un recuento de plaquetas menor a 10.000/ul)
para prevenir la liberacion de PF4 durante el ciclo
de congelacion/descongelacion. Las muestras deben
ser recolectadas en tubos con citrato de sodio 3.2%
en una relacion de 9 partes de sangre a 1 parte de an-
ticoagulante. Otra concentracion o relacion sangre/
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anticoagulante puede afectar los resultados, particu-
larmente del APTT y entonces impactar en el grado
de anticoagulacion percibido.

Para el ensayo de anti-Xa también se deben tener en
cuenta otros factores pre-analiticos como la hemoli-
sis, la hiperlipemia y la hiperbilirrubinemia, ya que
pueden producir valores falsamente disminuidos
utilizando el método cromogénico.

Caracteristicas analiticas

Las distintas combinaciones reactivo-coagulémetro
varian significativamente en las pendientes de las
curvas dosis-respuesta del APTT a la heparina, de
acuerdo al tipo y concentracion de fosfolipidos del
reactivo y si el método de deteccion del coagulo-
metro es electromecanico o fotodptico. En cuanto a
las variables biologicas que afectan al APTT es im-
portante tener en cuenta que la dosis-respuesta del
APTT a la heparina también se ve afectada con una
concentracion elevada de FVIII y/o FBG como reac-
tantes de fase aguda, una concentracion disminuida
de AT congénita o adquirida (tratamiento excesivo o
prolongado con HNF, trombosis aguda, enfermedad
hepética) o una concentracion disminuida de protei-
nas de la coagulacion (coagulopatia por consumo o
enfermedad hepatica). Por ejemplo, en los pacientes
con TEV agudo que reciben infusién continua con
HNF los niveles de FVIII estan comtiinmente eleva-
dos y entonces el APTT puede ser mas corto que lo
esperado para una concentracion de heparina. Este
efecto del FVIII es dependiente del reactivo y del
instrumento en el que se realiza la prueba.

Otra variable biolodgica es la farmacocinética de la
HNF, que se ve afectada si el volumen intravascu-
lar esta alterado (obesidad, edad avanzada), la vida
media esta alterada (enfermedad hepatica o renal)
o existe un aumento de las proteinas de fase aguda
(TEV agudo, infeccion, inflamacion, malignidad).
En este ultimo caso, varias de estas proteinas se
unen a la heparina neutralizando su efecto anticoa-
gulante y funcionando como buffers. Consecuen-
temente se requieren dosis mayores de HNF para
compensar el efecto de las proteinas unidoras de he-
parina. Este efecto y la estrecha ventana terapéutica
son dos razones importantes por las cuales la terapia
con HNF debe ser monitoreada por el laboratorio.
Como ultima variable bioldgica, también el valor
basal de APTT puede presentarse espontaneamente
prolongado debido a la presencia de un inhibidor
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del tipo anticoagulante lupico, por deficiencias de
factores congénitas o adquiridas (precalicreinas,
quinindgenos de alto peso molecular, factores XII,
XI, IX y/o VIII), terapia con anticoagulantes orales
y concentracion disminuida de proteinas de la coa-
gulacion (coagulopatia por consumo o enfermedad
hepatica)'?.

En cuanto al ensayo de anti-Xa se recomienda gene-
ralmente que se utilicen los métodos sin agregado de
AT, pero hay que tener en cuenta que niveles dismi-
nuidos de AT en el paciente pueden producir valores
falsamente disminuidos de actividad anti-Xa. Este
efecto puede ser significativo en una poblacion de
pacientes del Servicio de Terapia Intensiva que reci-
ben HNF. El APTT va a mostrar esta deficiencia por
un fallo en su prolongacion atin con una dosis ade-
cuada de heparina. En la poblacion pediatrica po-
demos encontrar valores fisiologicamente mas bajos
de AT, pero se requieren mayores investigaciones
para dar una recomendacion acerca de cudl ensayo
de anti-Xa es mas apropiado.

Un método alternativo para los laboratorios que no
cuentan con el ensayo de actividad anti-Xa, o que
tienen dificultad para obtener muestras ex vivo de
pacientes tratados, consiste en utilizar muestras fa-
bricadas con un poo/ de plasmas normales adiciona-
do con HNF in vitro para obtener concentraciones
finales entre 0 y 1 Ul/ml. En este caso se grafican los
resultados de APTT en segundos en el eje y versus
la concentracion de HNF en Ul/ml en el eje x. Para
obtener el rango terapéutico se debera calcular de la
ecuacion de la curva de regresion lineal el valor de
APTT que corresponde a 0.2 y 0.4 Ul/ml de concen-
tracion de heparina.

Utilidad clinica

En el monitoreo de la terapia con HNF hay numero-
sas variables pre-analiticas, analiticas y bioldgicas
asociadas al uso del APTT, por lo que el tradicional
rango de 1.5-2.5 veces el valor basal puede condu-
cir a una heparinizacion inadecuada, resultando en
trombosis.

Consecuentemente, cada laboratorio debe determi-
nar con su equipamiento el rango de APTT, reactivo
especifico y lote especifico, que corresponda a con-
centraciones de heparina entre 0.3 y 0.7 Ul/ml medi-
das con un ensayo de actividad anti-Xa, o entre 0.2
y 0.4 Ul/ml de concentracion de heparina si utiliza
el método alternativo in vitro. Las guias recomien-
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dan que el rango terapéutico sea validado utilizando
muestras ex vivo de pacientes bajo infusion continua
con heparina, ya que cuando se utilizan plasmas adi-
cionados con HNF in vitro, no se tienen en cuenta
los efectos que ejercen in vivo las proteinas que se
unen a heparina, asi como tampoco los efectos de
su depuracion y se puede conducir a una sobresti-
macion del rango terapéutico. Esta calibracion del
APTT debe realizarse cuando se comienza a traba-
jar con un nuevo par reactivo-coagulometro. Cuan-
do hay un cambio de lote de reactivo de APTT o
anti-Xa puede utilizarse un método de comparacion
de resultados de pacientes obtenidos con el lote de
reactivo viejo y nuevo que se denomina suma acu-
mulada de diferencias para validar el rango que se
venia utilizando™. De lo contrario se debe realizar
todo el estudio de calibracion del APTT de nuevo
con muestras ex vivo. El objetivo final de obtener
un rango terapéutico de APTT correcto es prevenir
dosificaciones inadecuadas, especialmente subtera-
péuticas.

La actividad anti-Xa es el método alternativo pre-
ferido para monitorear la terapia con HNF. Aun-
que hasta la actualidad no han sido desarrollados
estudios randomizados controlados comparando el
APTT y el anti-Xa en un amplio rango de pacientes,
el estudio realizado por Levine y col. demostré su-
perioridad del monitoreo con anti-Xa en pacientes
resistentes a la heparina con TEV agudo. Se demos-
tr6 una disminucion de la dosis de heparina (1690
Ul/h versus 1884 Ul/h), tendencia a reducir TEV
recurrente (4.6% versus 6.1%) y tendencia a reducir
sangrados mayores (1.5% versus 6.1%)®. Un estu-
dio observacional reciente de una cohorte en un tni-
co centro compar¢ el tiempo en alcanzar el rango te-
rapéutico midiendo la HNF con anti-Xa. Demostro
que monitoreando con anti-Xa se alcanza el rango
de anticoagulacion en menor tiempo (28 h versus
48 h), con mayor porcentaje de resultados dentro
del rango terapéutico (66% versus 42%) y con una
cantidad de tests realizados cada 24 h similares!'?.
Al igual que en el caso del monitoreo con APTT,
no existen datos suficientes que soporten una aso-
ciacion de resultados supraterapéuticos de anti-Xa
con sangrado. Un estudio de cohorte prospectivo y
randomizado de un Unico centro desarrollado para
comparar costos del monitoreo terapéutico de HNF
con APTT y con anti-Xa, resultdé que el monitoreo
en 96 h teniendo en cuenta los cambios de dosis, con
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anti-Xa es 16% mas costoso!'¥.

Sin embargo, otro estudio institucional de costos
realizado por Vandiver y col. comparando los dos
métodos de seguimiento, concluyd que si se tienen
en cuenta los gastos de enfermeria y de técnicos de
laboratorio para las flebotomias que se reducen uti-
lizando el anti-Xa, se obtienen costos similares con
ambos métodos"¥. Price y col. han reportado casos
de resultados discordantes entre las dos pruebas
en donde los pacientes pueden tener APTT relati-
vamente elevados para su actividad anti-Xa, como
asi también resultados relativamente bajos para su
anti-Xa'®. En la figura 3 se observan tres ejemplos:
1) APTT en rango con anti-Xa subterapéutico, 2)
APTT subterapéutico con anti-Xa en rango terapéu-
tico y 3) APTT subterapéutico con anti-Xa suprate-
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En la tabla 1 observamos una sintesis de la compa-
racion entre las dos pruebas utilizadas para el moni-
toreo de HNF. El ensayo de anti-Xa no esta disponi-
ble en todos los laboratorios. Los que actualmente lo
utilizan para los dosajes de HBPM, no lo realizan en
las urgencias y los médicos no estan familiarizados
con la determinacion. Si bien la prueba de anti-Xa
es mas costosa que el APTT, existen evidencias de
que puede ser costo-efectiva si se tiene en cuenta
que se reducen los cambios de dosis, el nimero de
pruebas y el numero de transfusiones asociadas a los
tratamientos con HNF. A diferencia del APTT, el en-
sayo de anti-Xa evalua en forma directa el nivel de
heparina presente y no necesita establecer ni validar
un rango terapéutico.

Figura 3. Rango terapéutico de APTT: 55-85 seg.
Rango terapéutico de anti-Xa: 0.3-0.7 Ul/ml.
Resultados discordantes
1.APTT en rango con anti-Xa subterapéutico.

2.APTT subterapéutico con anti-Xa en rango
terapéutico.

3. APTT subterapéutico con anti-Xa suprate-
rapéutico.

Tabla 1. Comparacion entre APTT y heparinemia por anti-Xa para el monitoreo de HNF.

APTT Heparinemia por Anti-Xa

Ensayo lineal No Si
Buena precision No Si
Estandarizado No Si
Automatizable Si Si
Afectado por variables . .
pre-analiticas y analiticas Si Si
Afectado por variables biolégicas Si No
Familiarizacion con los médicos Si No

Facilmente disponible Si No*

Bajo costo Si No**

*Con una linea de reactivos liquidos y una curva hibrida para HNF y HBPM puede ser facilmente disponible.
**Puede ser costo-efectiva si se tiene en cuenta el manejo global del paciente.
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En conclusion, aunque se requieren mas estudios
prospectivos para confirmar las diferencias entre
el monitoreo con APTT y anti-Xa, ya existen evi-
dencias de las ventajas en la utilizacion de anti-Xa:
a) tiempos mas cortos para alcanzar el rango tera-
péutico; b) menor variabilidad que resulta en me-
nos cambios de dosis y menor cantidad de ensayos
solicitados; ¢) no hay confusiones en pacientes con
deficiencias de factores, anticoagulantes lupicos o
reactantes de fase aguda aumentados y d) el resulta-
do es menos afectado por variables biologicas.
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