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Resumen
En el monitoreo de la terapia con heparina no frac-
cionada (HNF) hay numerosas variables pre-ana-
líticas, analíticas y biológicas asociadas al uso del 
tiempo de tromboplastina parcial activado (APTT), 
por lo que el tradicional rango de 1,5-2,5 veces el 
valor basal puede conducir a una heparinización in-
adecuada, resultando en trombosis. Las guías reco-
miendan que el rango terapéutico de heparina (RTH) 
sea obtenido con muestras ex vivo de pacientes bajo 
tratamiento con infusión continua de heparina, mi-

diendo heparinemia por anti-Xa, ya que cuando se 
utilizan plasmas adicionados con HNF in vitro se 
puede conducir a una sobrestimación del rango tera-
péutico. El objetivo de este trabajo fue comparar los 
resultados de los RTH obtenidos utilizando muestras 
ex vivo y muestras de plasma normal adicionadas 
con heparina in vitro. El RTH obtenido, midiendo 
heparinemia por anti-Xa, con muestras ex vivo fue 
56-87 seg y con muestras adicionadas in vitro fue 
55-127 seg. Con otro protocolo alternativo in vitro 



120

ARTÍCULO ORIGINAL

HEMATOLOGÍA • Volumen 21 Nº 2: 119-126, 2017

correlacionando el APTT con la concentración de 
HNF entre 0,2 y 0,4 UI/ml, el RTH resultó de 55-85 
seg. De la comparación entre los resultados pudimos 
observar que hay una sobrestimación del RTH con 
el protocolo in vitro sobre todo a altas concentra-
ciones, mientras que el valor inferior del rango no 

tiene diferencias significativas al obtenido con las 
muestras ex vivo. Los laboratorios que no cuentan 
con la determinación de anti-Xa podrían utilizar un 
protocolo alternativo in vitro para obtener una esti-
mación del valor inferior del RTH.

Abstract
For the monitoring of unfractionated heparin 
therapy (UFH) there are numerous pre-analytical, 
analytical and biological variables associated 
with the use of activated partial thromboplastin 
time (APTT), so the traditional range of 1.5-2.5 
times the baseline value can lead to inadequate 
heparinization, resulting in thrombosis. Guidelines 
recommend to obtain the heparin therapeutic range 
(HTR) with ex vivo samples from patients under 
continuous heparin infusion therapy, measuring 
heparinemia by anti-Xa assay, since when in vitro 
UFH spiked plasmas are used, an overestimation of 
the therapeutic range is noted. The objective of this 
study was to compare the results of HTR obtained 

using ex vivo samples and in vitro heparin spiked 
normal plasma samples. HTR for ex vivo samples 
resulted in 56-87 sec by anti-Xa assay. For in vitro 
spiked samples HTR was 55-127 sec. Using an 
alternative in vitro protocol correlating the APTT 
with UFH concentration between 0.2 and 0.4 IU/
ml, the HTR was 55-85 sec. The results also showed 
that there is an overestimation of HTR with the in 
vitro protocol especially at high concentrations, 
whereas the lower value of the range does not have 
significant differences when we compared both 
methods. Laboratories that do not have anti-Xa 
assay could obtain an estimate of the lower value of 
the HTR with an alternative protocol in vitro.

Introducción
La heparina no fraccionada (HNF) es la forma me-
nos procesada del glicosaminoglicano (GAG) natu-
ral, la cual se aísla como una mezcla de GAG sulfa-
tados principalmente de la mucosa intestinal porcina 
o pulmonar bovina. Posee una fuerte carga negativa 
y su peso molecular varía entre 5.000 y 30.000 Da(1). 
La heparina se une a la antitrombina a través de un 
pentasacárido de alta afinidad. Su actividad anticoa-
gulante es heterogénea por diversos factores: por un 
lado, sólo un tercio de las moléculas administradas 
tienen la secuencia pentasacárida específica, siendo 
responsables del 90% de su actividad inhibitoria(2,3). 
Por otra parte, el largo de la molécula influye en el 
perfil anticoagulante y también en su depuración, ya 
que las especies de mayor peso molecular son depu-
radas de circulación dos veces más rápido que las de 
menor peso molecular. Esto se debe a que la depura-
ción es renal y, fundamentalmente, a la capacidad de 
la molécula de unirse a proteínas (factor plaquetario 
4, glicoproteína rica en histidina, vitronectina, fibro-
nectina, lipoproteínas, fibrinógeno) y a ciertas célu-
las (endoteliales y macrófagos)(4,5). En el organismo 
se encuentran las proteínas unidoras de heparina que 

neutralizan su efecto anticoagulante y para compen-
sar esta acción, se requiere el uso de dosis mayores 
de heparina(6). Estos efectos son variables entre los 
distintos pacientes y, sumado a la estrecha ventana 
terapéutica, hace que sea importante que la terapia 
con HNF sea monitoreada por el laboratorio.
El tiempo de tromboplastina parcial activado 
(APTT) es actualmente la prueba de laboratorio más 
frecuentemente utilizada para el monitoreo de la te-
rapia con HNF. El objetivo del monitoreo de labo-
ratorio es seleccionar la dosis que logre un efecto 
anticoagulante óptimo, previniendo la formación de 
trombos o su progresión, mientras se minimiza el 
riesgo de sangrado. En el monitoreo de la terapia con 
HNF hay numerosas variables pre-analíticas, analí-
ticas y biológicas asociadas al uso del APTT, por 
lo que el tradicional rango de 1,5-2,5 veces el valor 
basal puede conducir a una heparinización inade-
cuada, resultando en trombosis(7). Kitchen y Preston 
demostraron que con niveles de heparinemia tera-
péutica entre 0,3-0,7 UI/ml determinada por medio 
de la actividad antifactor Xa (anti-Xa), los reacti-
vos y coagulómetros modernos producen razones de 
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APTT que van entre 1,6-2,7 y 3,7-6,2 veces el valor 
basal, dependiendo de la combinación reactivo-coa-
gulómetro(8). Actualmente en la práctica clínica 
existen más de 300 combinaciones reactivo-instru-
mento. El CAP (College of American Pathologists) 
y el ACCP (American College of Chest Physicians) 
recomiendan que cada institución establezca su pro-
pio rango terapéutico de APTT(9,10). Cada laboratorio 
debe determinar con su equipamiento el rango de 
APTT, reactivo específico y lote específico, que co-
rresponda a concentraciones de heparina entre 0,3 
y 0,7 UI/ml de actividad anti-Xa(11-13). El ensayo de 
anti-Xa es una forma directa y más específica de 
medir heparinemia. Esta metodología está menos 
influenciada por variables biológicas, aunque se ve 
afectada de igual forma por las variables pre-analíti-
cas y analíticas(7,14,15). Las guías recomiendan que el 
rango terapéutico sea validado con muestras ex vivo 
de pacientes bajo tratamiento con infusión continua 
de heparina, midiendo heparinemia por anti-Xa, 
ya que cuando se utilizan plasmas adicionados con 
HNF in vitro no se tienen en cuenta los efectos que 
ejercen in vivo las proteínas unidoras de heparina, 
así como tampoco los efectos de su depuración y 
puede conducir a una sobrestimación del rango tera-
péutico. Esta calibración del APTT debe realizarse 
cuando se comienza a trabajar con un nuevo par re-
activo-coagulómetro. Cuando hay un cambio de lote 
de reactivo puede utilizarse un método denominado 
suma acumulada de diferencias, donde se comparan 
los resultados de pacientes obtenidos con el lote de 
reactivo viejo y el nuevo para validar el rango que 
ya se venía utilizando(9). Sin embargo Marlar y col, 
en un artículo de reciente publicación, ha desacon-
sejado la utilización de este método(12). De lo con-
trario, se debe realizar todo el estudio de calibración 
del APTT de nuevo con muestras ex vivo.
El primer objetivo de este trabajo fue obtener el ran-
go terapéutico de APTT correspondiente a un nivel 
de heparinemia de 0,3 y 0,7 UI/ml determinada por 
un ensayo de anti-Xa, utilizando muestras ex vivo de 
pacientes bajo infusión continua con heparina sódi-
ca. Un segundo objetivo fue comparar los resultados 
obtenidos de las muestras ex vivo con un protocolo 
de calibración del APTT con anti-Xa in vitro, rea-
lizado con muestras de pool de plasmas normales 
adicionadas con cantidades crecientes de HNF.
Teniendo en cuenta que no todos los laboratorios 
cuentan con el ensayo de actividad anti-Xa para la 

heparinemia, el último objetivo que nos propusimos 
fue comparar los resultados obtenidos con el proto-
colo alternativo in vitro utilizando muestras de pool 
de plasma normales adicionadas con heparina para 
el ajuste del APTT con concentraciones de HNF en-
tre 0,2 y 0,4 UI/ml.

Materiales y métodos
Para la obtención del rango terapéutico de heparina 
(RTH) con muestras ex vivo:
Se procesaron 56 muestras de 25 pacientes entre fe-
brero y julio de 2017, que se encontraban bajo infu-
sión intravenosa continua de heparina sódica para 
profilaxis o tratamiento de diferentes enfermedades 
tromboembólicas. Estos pacientes se encontraban 
hospitalizados en las áreas de Unidad Coronaria, 
Unidad de Cuidados Intensivos, Unidad de Tras-
plante de Médula Ósea o Clínica Médica del Hos-
pital Universitario Austral. Las edades de los pa-
cientes estuvieron entre los 20 y los 86 años, con 
una mediana de 57. Las muestras de sangre fueron 
recolectadas en tubos con citrato de sodio 3,2% (BD 
Vacutainer®) en una relación de 9 partes de sangre 
a 1 parte de anticoagulante. En todos los casos las 
muestras fueron centrifugadas dentro de la hora de 
la extracción y procesadas dentro de las 4 horas para 
las pruebas TP, APTT y anti-Xa. Se verificó que las 
muestras no hayan sido tomadas del brazo donde se 
encontraba la vía de infusión y que la misma haya 
sido extraída luego de más de 4 horas de su inicio o 
cambio de dosis. Ninguno de los pacientes incluidos 
recibió antagonistas de la vitamina K, inhibidores 
directos de trombina ni inhibidores directos de fac-
tor Xa. Se incluyeron hasta dos resultados del mismo 
paciente. Se excluyeron tres pacientes por presentar 
un RIN>1,4 y un paciente por presentar una marca-
da hipofibrinogenemia. Los resultados se procesa-
ron con el programa Excel (Microsoft Corporation) 
mediante un análisis de regresión lineal. El rango 
terapéutico se obtuvo de los valores de APTT que 
correspondieron a 0,3 y 0,7 UI/ml de heparinemia 
medidos por el ensayo de actividad anti-Xa.
Para la obtención del RTH con muestras preparadas 
in vitro:
Pool de plasma normal: se prepararon a partir de 30 
plasmas frescos de pacientes normales selecciona-
dos del día. Se centrifugó el pool para lograr un re-
cuento de plaquetas menor a 10 x 109 plaquetas/ul. 
Se midió el TP, APTT, fibrinógeno y anti-Xa.
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Preparación de las muestras de pool de plasma adi-
cionados con HNF in vitro: se adicionó heparina 
sódica al pool de plasmas normales para obtener 
muestras en concentraciones crecientes entre 0 y 1,0 
UI/ml de HNF. Las mismas se procesaron en tres 
corridas realizadas en tres días diferentes por dupli-
cado y se midió APTT y anti-Xa. Se utilizó el pro-
grama Excel (Microsoft Corporation) para analizar 
los resultados, se realizaron las gráficas y se trazó 
la curva que mejor ajusta a los datos utilizando un 
análisis de regresión lineal. El rango terapéutico se 
obtuvo de los valores de APTT que correspondieron 
a 0,3 y 0,7 UI/ml de HNF por anti-Xa, calculados de 
la ecuación de la curva.
En el protocolo alternativo in vitro se utilizaron 
muestras de pool de plasmas adicionadas con HNF 
para obtener la correlación entre el APTT y la con-
centración de HNF. Las mismas se procesaron en 
tres corridas realizadas en tres días diferentes por 
duplicado y se midió el APTT. Con el programa Ex-
cel se graficaron en el eje x las concentraciones de 
HNF en UI/ml y en el eje y los resultados de APTT 
en segundos. Se trazó la curva que mejor ajusta a los 
datos utilizando un análisis de regresión lineal. El 
rango terapéutico se obtuvo de los valores de APTT 
que correspondieron a 0,2 y 0,4 UI/ml de HNF, cal-
culados de la ecuación de la curva.
Reactivos: APTT-SP liquid (HemosIL, Instrumenta-
tion Laboratory). Este reactivo contiene fosfolípidos 
sintéticos y sílica coloidal. Liquid Anti-Xa (Hemo-
sIL, Instrumentation Laboratory), ensayo cromogé-
nico automatizado. Heparin Calibrators (HemosIL, 
Instrumentation Laboratory), tres niveles de cali-
bradores liofilizados preparados a partir de plasma 
citratado humano con concentraciones de 0, 0,8 y 
2 UI/ml, que son trazables a los estándares inter-
nacionales de la OMS para HBPM y HNF. LMW 
Heparin Controls (HemosIL, Instrumentation Labo-
ratory), dos niveles de controles preparados a partir 
de plasma humano citratado para evaluar precisión 
a niveles bajos y altos de HBPM. UF Heparin Con-
trols (HemosIL, Instrumentation Laboratory), dos 
niveles de controles preparados a partir de plasma 
humano citratado para evaluar precisión a niveles 
bajos y altos de HNF. Heparina sódica (Sobrius, 
Fada Pharma).
Todos los ensayos fueron realizados en un coaguló-
metro automatizado ACL TOP 300 CTS. Instrumen-
tation Laboratory.

Resultados
Entre febrero y junio de 2017 se procesaron 56 
muestras correspondientes a 25 pacientes internados 
en el Hospital Universitario Austral que se encontra-
ban bajo tratamiento con infusión continua de HNF. 
Con los criterios aplicados se incluyeron 35 mues-
tras de 21 pacientes para el cálculo del RTH.
Se realizó un diagrama de dispersión entre los va-
lores de APTT y anti-Xa obtenidos. El RTH corres-
pondiente a los valores de anti-Xa de 0,3 y 0,7 UI/
ml fue de 56 a 87 seg, calculado a partir de la ecua-
ción de regresión lineal. De este análisis se observó 
un R2: 0,786 (Figura 1).
En el estudio de correlación entre la actividad an-
ti-Xa y el APTT realizado con las muestras prepara-
das in vitro por la adición de cantidades crecientes 
de heparina sódica a un pool de plasma normal, el 
RTH fue de 55 a 127 seg para una actividad anti-Xa 
entre 0,3 y 0,7 UI/ml. En el análisis por regresión 
lineal se observó un R2: 0,959 (Figura 2).
Con respecto al protocolo alternativo donde se mi-
dió el rango de APTT en correlación con las distin-
tas concentraciones de HNF realizado sobre mues-
tras preparadas in vitro por la adición de cantidades 
crecientes de heparina sódica a un pool de plasma 
normal, el RTH resultó de 55 a 85 seg para una con-
centración de HNF entre 0,2 y 0,4 UI/ml. En el aná-
lisis por regresión lineal se observó un R2: 0,9157 
(Figura 3).

Discusión
Se ha demostrado en distintos trabajos que el mé-
todo recomendado para obtener el RTH en el moni-
toreo del tratamiento con HNF es la calibración del 
APTT con la heparinemia por anti-Xa, utilizando 
muestras ex vivo de pacientes bajo infusión continua 
con HNF(11,12,16-22). Dado que este rango debe ser cal-
culado en cada laboratorio con su par reactivo-coa-
gulómetro, en este estudio quisimos obtener el RTH 
para nuestra institución. Pudimos establecer nuestro 
RTH en 56-87 seg para una heparinemia de 0,3-0,7 
UI/ml (Figura 1). En un estudio previo, Mariné y 
col(19) utilizaron el mismo coagulómetro y reactivo 
de APTT que en nuestro caso, aunque diferente re-
activo de anti-Xa, y obtuvieron un RTH de 50-80 
seg. Si bien estos valores pueden ser comparables 
con nuestros resultados, esto demuestra que no de-
bemos utilizar el RTH realizado en otro laboratorio, 
ya que los pacientes con resultados entre 50 y 56 
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seg de APTT estarían subterapéuticos. Si lo com-
paramos con el RTH de 87-129 seg publicado por 
Byun y col(20) con un par reactivo-coagulómetro de 
otra marca y diferente principio de detección, con-
cluimos que no son comparables. Al igual que lo ob-
servado por otros autores(12), confirmamos que en la 
correlación del APTT con anti-Xa in vitro hay una 
sobrestimación de los valores con respecto al estu-

Figura 1. Rango terapéutico de heparina ex vivo. El RTH obtenido con muestras ex vivo fue de 56-87 seg, para una 
heparinemia por anti-Xa entre 0,3 y 0,7 UI/ml, con la heparina sódica Sobrius (Fada Pharma), el reactivo HemosIL 
APTT-SP (IL) y el reactivo HemosIL Liquid Anti-Xa, en un coagulómetro ACL TOP 300 CTS.

Figura 2. Rango terapéutico de heparina in vitro. El RTH obtenido con muestras preparadas in vitro a partir de pool 
de plasmas normales adicionado con heparina sódica fue de 55-127 seg, para una heparinemia por anti-Xa entre 0,3 
y 0,7 UI/ml, con la heparina sódica Sobrius (Fada Pharma), el reactivo HemosIL APTT-SP (IL) y el reactivo HemosIL 
Liquid Anti-Xa, en un coagulómetro ACL TOP 300 CTS.

dio con muestras ex vivo (Figura 4), ya que no se 
tienen en cuenta los efectos que ejercen in vivo las 
proteínas unidoras de heparina, así como tampoco 
los efectos de su depuración. Esta sobrestimación se 
ve acentuada en los valores más altos de la curva, 
mientras que los valores obtenidos para el límite in-
ferior del RTH no fueron significativamente diferen-
tes (Figura 4). 
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También pudimos comprobar que el rango fijo tradi-
cional de 1,5 a 2,5 veces el valor basal del APTT no 
es válido en nuestro laboratorio. Este rango debería 
ser de 44-74 seg, si utilizamos el valor medio del in-
tervalo de referencia para nuestro reactivo de APTT 
(22-37 seg). De acuerdo al RTH que obtuvimos para 
nuestro par reactivo-coagulómetro tendríamos un 
rango de razones de APTT de 1,9 a 2,9 veces el va-

Figura 3. Rango terapéutico HNF con el protocolo alternativo in vitro. El RTH obtenido con muestras preparadas in 
vitro a partir de pool de plasmas normales adicionado con heparina sódica fue de 55-85 seg, para una concentración 
de HNF entre 0,2 y 0,4 UI/ml, con la heparina sódica Sobrius (Fada Pharma), el reactivo HemosIL APTT-SP (IL) y el 
reactivo HemosIL Liquid Anti-Xa, en un coagulómetro ACL TOP 300 CTS.

Figura 4. Comparación del RTH ex vivo vs in vitro. Comparación de las rectas de regresión lineal obtenidas utilizan-
do el protocolo con muestras ex vivo versus el protocolo con muestras de plasma normal adicionadas con heparina in 
vitro, midiendo heparinemia por anti-Xa. Protocolo ex vivo (línea sólida), protocolo in vitro (línea punteada).

lor basal. Esto demuestra que si utilizáramos el ran-
go tradicional, los pacientes con valores de APTT 
entre 44 y 56 seg estarían subterapéuticos y por lo 
tanto en riesgo aumentado de trombosis.
Cuando comenzamos a utilizar en la práctica diaria 
el RTH calculado para nuestra institución, encontra-
mos casos de pacientes con resultados discordantes 
entre el APTT y el anti-Xa. Price y col. han obser-
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vado que ciertos pacientes presentan un APTT rela-
tivamente elevado para su actividad anti-Xa, como 
así también resultados relativamente bajos para su 
anti-Xa(23). Existen situaciones donde está reco-
mendado utilizar la heparinemia por anti-Xa para 
el monitoreo y no el APTT, como por ejemplo en 
pacientes con resistencia a la heparina y también en 
pacientes con anticoagulante lúpico positivo o de-
ficiencia de factores de la fase de contacto, en los 
cuales el valor basal de APTT está elevado. Lo mis-
mo ocurre en pacientes con una respuesta alterada a 
la heparina por niveles marcadamente elevados de 
factor VIII y/o FBG(11,12).
El objetivo final de obtener un RTH correcto es pre-
venir dosificaciones inadecuadas, especialmente 
subterapéuticas. El método ex vivo para determinar 
el RTH es el mejor protocolo actualmente disponi-
ble, pero no nos resultó fácil reclutar la cantidad de 
muestras ex vivo de pacientes bajo tratamiento ne-
cesarias para realizarlo. A pesar de que hay estudios 
publicados en los que no se recomienda el ensayo 
in vitro para establecer el RTH(12), observamos que 
el valor inferior del rango obtenido por el protocolo 
in vitro puede ser útil para aquellas instituciones en 
donde no tienen un número de pacientes adecuado 
que les permita realizar la calibración del APTT con 
muestras ex vivo. Como ha sido demostrado previa-
mente por Cheluja y col(24), nosotros también hemos 
observado que, para el caso de los laboratorios que 
no cuentan con el método de dosaje de heparinemia 
por anti-Xa, sería recomendable al menos estudiar 
localmente la correlación del reactivo de APTT con 
el protocolo alternativo in vitro, para tener una apro-
ximación del valor inferior del RTH.
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