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La invencién se refiere a un procedimiento para
la determinacién cuantitativa de la actividad de antitrom
bina III de soluciones acuosas, en especial en liquidos -
corporales tales como plasma o0 suero, a través de la for-
macién de complejos con heparina, por determinacién del -
tiempo de coagulacién.

En la serie de las antitrombinas, que fueron —
designadas con los numeros I a VI, la antitrombina IIT --
(AT III) ocupa una posicién importante. Se preparé en for

ma pura y se caracterizd por la quimica de proteinas como

una0<

2—globu1ina con el peso molecular 65.000.

Su efecto bioldégico como inhibidor no estd limi
tado a la trombina, sino que inhibe de modo especial tam-
bién el factor X y las otras serinproteasas de lz serie -
de los factores de coagulacién, pero también la plasmina.

Ia interaccidén del inhibidor con enzimas trans-
curre lentamente en una reaccibn que es funcién del tiem-
po, ¥y por consiguiente la AT III es designada como un in-
hibidor progresivo. Ia velocidad de la interaccién entre
enzima e inhibidor es acelerada por medio de heparina, —-
por 1o que a partir del imhibidor progresivo AT III, se -
forma un inhibidor instantdneo.

Por su posicién central en el sistema de coagu~
lacién y de fibrinélisis, y & causa de la posibilidad de

aunentar su velocidad de reaccién por medio de heparina,
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corresponde’ g la AT IIT una gran imporitencia en la regu-
lacién de la coagulacidén sangulnea. Disminuciones relati
vemente pequefias del contenido de AT III deben conducir

ya a una elevacidn considerable del riesgo de trombosis,
A causa de la interdependencia entre el riesgo de trombo
8ls y el contenido de AT III de la sangre, se prestd a -
la determinacién de la AT III una atencién creciente en

los Ultimos afios, y junto a los métodos de determinacién
inmumolégicos, se desarrollaron uns serie de ensayos fun
cionales, La mayoria de los ensayos biolégicos transcu——
rren de modo que la trombina se incuba durante un tiempo
determinado con el plasma de muestra, y la actividad de

la trombina se determina después de la incubacién, con -
ayuda de una curva de contrastado. A causa del efecto de
antitrombina I de la fibrins, este método requiere en mu
chas recetas de determinacién una desfibrinizacién del -
Plasma, lo que en muchog casos se logra por calentamien-
to a 562C o por medio de wuna enzima formadora de fibri--
ne, obtenida de veneno de serpientes, que no es inhibida
por la AT IIL (por ejemplo reptilasa). Segin la experien
cie, la etapa de desfibrinizacidén conduce a grandes inge
guridades en la determinacidﬁ, y es una medida que re- -
quiere mucho tiempo. Ademéds de ello, la determinacién no
permite ningune diferenciacidén entre AT III y los otros

inhibidores progresivos de trombine conocidos de la bi--
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bliografia.
Se ha encontrado ahora que existen condiciones

en las que se puede determinar la actividad de AT III en

diferentes muestras, tales como plasma, suero, otros 1i-

' quidos corporales u otros liquidos, sin que el fibrinége

no, la oX,-macroglobulina o 1a.o<l—antitripsina pertur-—
ben la determinacidn.
Objeto de la invencidén es un procedimiento pa~

ra la determinacién de AT III en sus soluciones acuosas,

caracterizado porque se mezclan soluciones diluidas de
AT IITI, wn polimero sulfatado y trombina, y despuds de

adicién a wna solucién de fibrinégeno, se determina el
tiempo de coagulacién. ’

Se puede evitar una perturbacién de la determi
nacidén por las sustancias antes mencionadas si, por ejem
plo, en el caso de plasma o de suero, la muesira a deter
ningr se diluye previamente al menos a 1 : 50. Tal dilu-
cién es posible porque la AT III de la muestra, por me--
dio de polimeros orgdnicos sulfatados con accién de hepa
rina, tales como por ejemplo polietilensulfonato de sodio
con pesos moleculares de varios miles, preferiblemente -
hegarina, se transforma de un inhibidor progresivo en un
inhibidor inmediatbo.

La transformacién de AT III en el inhibidor in

mediato puede realizarse en un amplio intervalo de cone—-
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centraciones con los polimeros sulfatados. A una unidad
de AT III (actividad de 1 ml de plasms normal) se pueden
afiadir 10500 unidades internacionales, de preferencia -~
25 unidades internacionales de heparina o ds un hepari--
noide. Un mayor exceso de heparina o de las cantidades -
correspondientes de los polimeros sulfatados influye des
favorablemente sobre el resultado de la determinacién.

El procedimiento se lleva a cabo como sigue: A
la mezcla de, por ejemplo, 2 partes en volumen de nues—-—
tra diluida y 1 parte en volumen de solucién del polime-
ro sulfatado o de heparina, con aproximadamente 0,4 -~ 20
unidades internacionales, de preferencia 1 unidad inter-
nacional, se afiade 1 pafte en volumen de una solucién de
trombina con la actividad de 1-40 unidades NIH, de prefe
rencia 5-10 unidades NIH, Después de wna incubacién de -~
esta mezecla a una temperatura definida de desde aproxima
damente 42C hasta 45¢C, de preferencia 37¢C, durante un
periodo de 2-20 minutos, de preferencia 4 minutos, se —-
afiade con una pipeta una parte alicuota de la masa de in
cubacién a una solucidén normalizads de fibrindgeno de —=
aproximadamente 0,05 a 1% (peso/volumen), de preferen—-
cia 0,4%, y se mide el tiempo de coagulacién,

Segin la invencién, la determinacién se puede
gimplificar reuniendo trombina y el polimero que reaccio
na con AT III, (por ejemplo polietilensulfonato de sodio

24021
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0 heparina) para formar un reactivo de AT III, y liofili
zéndolos eventualmente.

Por consiguiente, son objeto de la invencién -
ademds agentes para la determinacién de antitrombina IIT
en sus soluciones acuosas que contienen un polimero orgd -
nico sulfatado con efecto de heparina, y trombina, en un
preparado adecuado.

En una forma de realizacibn preferida y mencig'
nada como ejemplo, la determinacién se lleva a cabo dilu
yendo previamente primero, por ejemplo, plasma, en la --
proporecidn 1 : 25 - 1 : 400, de preferencia 1 : 100, con
una solucidn de un btampén alcalino con un valor de pH —
aproximadamente 7,5 - 10, de preferencia con tampdén de -~
trishidroximetilaminometano 0,1 M de pH 8,0, que contie-
ne 0,025 M de NaCl. Después de ello se mezcle 1 parte de
la muestra diluida con una parte de reactivo de AT III.
El reactivo de AT III consiste en una mezcla de 0,2 - 10
unidades internacionales de polimero orginico sulfatado,
de preferencia 1 unidad internacional de heparina, y 0,5
- 20 unidades de NIH, de preferencia 10 unidades NIH, de
trombina, en una solucidén de un derivado de gelatina re-
ticulado con diisocianato, asequible bajo la marca comer
cial Haemsccel, que habia sido diluido en la proporciébn
1 : 2 con una solucidn salina fisiolégica, que no influ-

ye en la coagulacidén. La cargz se incuba durante 4 minu-
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tos a 3792C, y con una parte alicuota de la mezela de in-
cubacién se determina el tiempo de coagulacién en una so
lucién normalizads de fibrinégeno.

Con wna curva de referencia de trombina se pue
de calcular cuénta trombina habla sido inhibida por la -
muestra. En comparacién con un patrdén, por ejemplo plas—
ma humano normalizado, se detefmina cudntas unidades o %
de la norma AT III estaban contenidas en la muestra, co-
rrespondiendo el 100% de 1ls norma a la actividad de 1 -
nl de una mezcla de muestras del plasma de citrato de al
menos 10 personas normales sanas.

La actividad puede ser determinada también con
ayuda de una curvae de regresidén normalizade para AT III.

La determinacién de AT III descrita permite un
cdlculo reproducible, sencillo y rdpido del contenido de
AT III de una muestra. Esta no es perturbada por otras -
antitrombinas, tales como o(2~macroglobulina Yy 0(1-an1;i~ -
tripsina, da una curva de regresidén recta y coincide - -
bien con la determinacién inmunolégica de la AT III.

Construceién de la curva de contrastado de trombing:
Una solucidén de trombina se diluye previamente
a 6 unidades NIH. Partiendo de esta dilucién, por adicio

nes de tampdén, se preparan soluciones con las activida~—
des de trombina 5, 4, 3, 2 y 1 unidades NIH. Se determi-

24027,
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nan los tiempos de coagulacién de estas soluciones en la

de fibrinbégeno en tampdén de trishidroximetilaminometano
de pH 8,0) - 0,2 ml de solucién de fibrinégeno y 0,1 ml
de solucién de trombina-. Sobre un papel doble logeritmi
co se registran los tiempos de coagulacién (en ordenadas)
en funcién de las unidades de trombina (en abscisas), --
Con una curva de contrastado de trombina se pueden leer
las actividades residuales de trombina en las cargas de
incubacién, después de cédleulo de los tiempos de coagula

cién.

Curva de countrastado de trombina

Unidades de trombina Tiempos de coagulacién
6 unidades NIH 31,1 segundos
5 unidades NIH 35,5 segundos
4 unidades NIH ' 41,3 segundos
3 unidades NIH 51,6 segundos
2 unidades NIH 70,7 segundos
1-unidad NIH 105,4 segundos
Ejemplo:

U wEE G GRS G G GRS GWRE MmN W GRS G G weN WU ekt e O b S e Gp e W e | A

La determinacién se realiza en tres etapas de trabajo:
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12) Dilueién previa

Una muestra se diluye en la proporcién 1 : 100 con tam—
pén de trishidroximetilaminometano 0,1 M de pH 8,0, que
contiene 0,025 M de NaCl, en 2 fases (por ejemplo, prime
roa fases 0,1 ml de muestra + 0,9 ml de tampén; segunda -
fage: 0,1 ml de la muestra dilwida en 1 : 10 4+ 0,9 ml de
tampén) .,

2¢) Incubacién

Se mezclan 0,2 ml de la muestra diluida en 1 : 100 proce
dente de la etapa de trabajo 1, y 0,2 ml del reactivo de
AT III, y se incuban durante 4 minutos a 372C.

32) Coagulacidn

Se mezelan 0,2 ml de solucidn de fibrindgeno normalizada
a 0,4% en peso, ¥y 0,1 ml de la mezcla de incubacién pro
cedente de la etapa de trabajo 2, y se determina el tiem
po de coagulacién a 37T9eC.

Con la curva de contrastado de trombina se lee la activi
dad residual de trombina en la carga de incubacién, co-—-
rrespondiente al tiempo de coagulacién, y con ello, por
medio de la férmula siguiente

T = I, = Ta’
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1 |en la que T significa el nimero de las unidades de trombinal
inhibidas en la m.u.estra,Tv significa el nidmero de las uni-
dades de trombing previamente dispuestas en la carga de in-
cubacién, y Ta significa el mimero de las unidades de trom-
5 |bina encontradas de nuevo desvués de la incubacién, se cal
culan cuantas unidades de trombina se inhiben por la muestIi.

En comparacién con un patrdn, se puede calcular la

cantidad de AT III en la muestra por la férmula sencilla:

S

en la que G significa el contenido de AT III de la muestra,
Tv significa el nimero de unidades de trombina inhibidas
de una solucidén normalizada y G significa el contenido de

12 AT III de la solucién normalizada.
~ REIVINDICACIONES -

Los puntos de invencidn propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente
de Invencién en Espafla, por VEINTE afios, son los que se re-
cogen en las reivindicaciones siguientes:

18,~ Procedimiento para la determinacidén cuanti-
tativa de antitrombina III en plasma o suero, caracterizado

25 |porque se mezclan 2 partes en volumen del plasma o suero

25018
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diluido con 1 parte en volumen de una solucién de un polime
ro orginico sulfatado con efecto de heparina con aproxima-
damente 0,4 a 20 unidades internacionales y 1 parte en volg
men de una solucién de trombina con 1 a 40 unidades NIH, se
incuba la mezcla a una temperatura de 4 a 452C durante 2 a
20 minutos, y a continuacidén se afiade una parte de la mez-
cla de incubacidén a uns solucidn de fibrindgeno y se deter-
mina el tiempo de coagulacidn de la mezcla.

22,~ Procedimiento segin la reivindicacidn 12,
caracterizado porgue se utiliza para ello ung mezcla liofi-
lizada de un polfmero orgdnico sulfatado con efecto de hepg
rina y trombina.

32,- Procedimiento segin las reivindicaciones 18
y 28, caracterizado porgue el polimero orgdnico sulfatado
eg heparina.

48,~ Procedimiento para la determinacidén cuanti-
tativa de antitrombina III en plasma o suero.

Tal y como ge ha desecrito en la Memoria que ante-—
cede y para los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de once hojas escritas a md-

quina por una sola cara.

Maariq, J0EBNE1978
P.A.

Oscar de Elzabury
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