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RESUMEN

Las microangiopatias trombdéticas (MAT) son un conjunto de trastornos hematoldgicos que se
caracterizan por anemia hemolitica microangiopatica, trombocitopenia y dafio orgdnico de
grado variable; dentro de ellas existe una amplia variedad de entidades, destacdndose el
purpura trombocitopénico trombdtico (PTT) y el sindrome urémico hemolitico (SUH) como las
mas importantes. Si bien estas enfermedades son infrecuentes, son potencialmente mortales
para el paciente si no son diagnosticadas ni tratadas oportunamente. El objetivo de este
trabajo es realizar una actualizacién de la informacién disponible sobre el diagndstico de las
microangiopatias trombdticas. Se realizd una revisidn narrativa mediante la busqueda
bibliografica en los portales de publicaciones cientificas Pubmed, SciELO, Elsevier,
ScienceDirect, Timbd Foco, seglin la terminologia MeSH y DeCS y operadores booleanos,
incluyéndose todo estudio acerca del diagndstico de MAT, y excluyendo aquellos centrados en
poblaciones especificas y tratamientos. Se obtuvieron un total de 254 articulos, de los cuales se
seleccionaron 38 de interés.

El diagndstico de PTT se basa en la detecciéon de la actividad de ADAMTS13 < 10 IU/dL, para lo
cual existen diferentes pruebas, que se analizan y comparan en este trabajo, las cuales utilizan
como método ELISA o FRETS, y recientemente se disefid un test rdpido, completamente
automatizado, basado en quimioluminiscencia.

Se concluye que ha habido un gran avance en lo que respecta al conocimiento de los
mecanismos fisiopatoldgicos que subyacen la enfermedad, asi como a la variabilidad vy
disponibilidad de pruebas diagndsticas que se han ido desarrollando, lo cual brinda
herramientas para el manejo inicial del paciente, en vistas al diagndstico precoz y tratamiento

oportuno con disminucidn de la morbimortalidad asociada.

Palabras clave: Microangiopatias Trombodticas; Purpura Trombocitopénica Trombodtica;

Sindrome Hemolitico-Urémico; Proteina ADAMTS13; Diagndstico.



SUMMARY

Thrombotic microangiopathies (TMA) are a group of hematological disorders characterized by
microangiopathic hemolytic anemia, thrombocytopenia, and organ damage of varying degrees;
within them there is a wide variety of entities, highlighting thrombotic thrombocytopenic
purpura (TTP) and hemolytic uremic syndrome (HUS) as the most important. Although these
diseases are uncommon, they are potentially fatal for the patient if they are not diagnosed or
treated promptly. The objective of this work is to update the available information on the
diagnosis of thrombotic microangiopathies. A narrative review was carried out through a
bibliographic search on the scientific publication portals Pubmed, SciELO, Elsevier,
ScienceDirect, Timbd Foco, according to the MeSH and DeCS terminology and Boolean
operators, including all studies about the diagnosis of TMA, and excluding those focused on
specific populations and treatments. A total of 254 articles were obtained, of which 38 of
interest were selected.

The diagnosis of TTP is based on the detection of ADAMTS13 activity < 10 1U/dL, for which
there are different tests, that are analyzed and compared in this work, which use ELISA or
FRETS as a method, and a recently designed rapid, fully automated test, based on
chemiluminescence.

It is concluded that there has been great progress in terms of knowledge of the
pathophysiological mechanisms that underlie the disease, as well as the variability and
availability of diagnostic tests that have been developed, which provides tools for the initial
management of the patient. in view of an early diagnosis and timely treatment with a

reduction in associated morbidity and mortality.

Key words: Thrombotic Microangiopathies; Purpura, Thrombotic Thrombocytopenic;

Hemolytic-Uremic Syndrome; ADAMTS13 Protein; Diagnosis.



INTRODUCCION

Marco teorico

Las microangiopatias trombadticas (MAT) son un conjunto de trastornos hematoldgicos
gue se caracterizan por lesiéon del endotelio vascular (1), cuyo mecanismo se debe a la
formacion de microtrombos que obstruyen de manera parcial la luz de vasos de pequefio
calibre, y por ende dificultan la circulacidon de los eritrocitos facilitando asi su fragmentacion
mecanica (2).

En la generacidn de dafio endotelial y formacién de microtrombos consecuente a este,
se plantean como posibles mecanismos implicados la activacion del sistema del complemento y
los neutrdéfilos mediante la liberacidon de especies reactivas del oxigeno (ROS), tales como el
perdxido de hidrégeno y el acido hipocloroso, y de proteasas como son las metaloproteinasas y
elastasas (3).

Las MAT tienen una triada clasica compuesta por anemia hemolitica microangiopatica,
trombocitopenia y dafio organico de grado variable (1). Por un lado, la anemia hemolitica
microangiopatica se evidencia mediante la presencia de esquistocitos en frotis de sangre
periférica (figura 1) y la elevacién de lactato deshidrogenasa (LDH), de bilirrubina a expensas de
la fraccion indirecta, asi como de reticulocitos (1).

Los esquistocitos corresponden a la
fragmentacion mecanica de los eritrocitos, que se .
presume ocurre al pasar la sangre por sectores de

la microcirculacién parcialmente ocluidos por los ' )

€

agregados plaquetarios, y la elevacién de los ! ,
niveles séricos de lactato deshidrogenasa es

consecuente a la hemdlisis y fuga de LDH de v <

h

aquellas células provenientes del tejido isquémico k

0 necrotico (4). Por otro lado la trombocitopenia,  Fig. 1 Frotis de sangre periférica con esquistocitos
(flecha) y escasas plaquetas de paciente portador de

producto del consumo de p|aquetas (5), puede ser MAT. Laboratorio clinico, Hospital de Clinicas Dr.
Manuel Quintela, Montevideo, Uruguay.

de intensidad variable y se determina por un

recuento plaquetario < 100.000/mm? (1), aunque es frecuente que se presente con valores

menores a 30.000/mm?® (6). Por ultimo, la afectacién de dérganos, correspondiente a la

disfuncién isquémica de los mismos difiere segun la entidad en cuestién, siendo los mas

comprometidos en términos generales cerebro, rifidn, higado y pancreas (7).
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Dentro de las MAT se reconocen el Purpura Trombocitopénico Trombético (PTT) y el
Sindrome Hemolitico Urémico (SHU) como las principales entidades. Estas se encuentran
dentro de las llamadas MAT primarias, existiendo también MAT secundarias en contexto de
otras patologias o de la administracién de farmacos (figura 2) (1).

El PTT es una enfermedad rara dada por un déficit de ADAMTS13 (a disintegrin and
metalloproteinase with a thrombospondin type 1 motif, member 13), una metaloproteasa que
se encarga de escindir los multimeros ultragrandes del factor von Willebrand (FvW) (1), los
cuales son producidos por las células endoteliales y plaguetas, uniéndose posteriormente al
colageno subendotelial que ante un dafo vascular con exposicion del subendotelio maximiza la
adhesiéon de plaquetas. ADAMTS13 escinde los multimeros a medida que son secretados por
las células que los producen, y esto regula la agregacidn plaquetaria, ya que las plaquetas no se
adhieren a los fragmentos pequefos del FvW que circulan en el torrente sanguineo luego de la
escision de los multimeros, y esto puede deberse a que el sitio de unidn para las plaquetas,
localizado en los dominios Al del FYW, no estd expuesto en los fragmentos escindidos (5). Por
ende, ante la deficiencia de ADAMTS13 el FYW conserva sus multimeros, provocando la
formacion de microtrombos y posteriormente la obstruccidn parcial de vasos sanguineos con el
dafio orgdnico caracteristico (figura 3) (1).

El PTT existe de forma adquirida inmunomediada (PTTi) y congénita (PTTc). El PTTi
tiene como base fisiopatoldgica la presencia de autoanticuerpos de tipo 1gG, IgA o IgM
dirigidos contra la proteina ADAMTS13 lo que ocasiona una disminuciéon en la actividad
plasmatica de la misma, con valores por debajo del 5-10%. Su incidencia es de 4-6 casos
nuevos/millén de habitantes/afio en Estados Unidos (EE.UU), generalmente ocurre en la cuarta
década de la vida, y es mas frecuente en el sexo femenino (relacion 3:2) y en personas de raza
negra. El PTTc, que se presenta mayormente en nifios y adolescentes, estd dado por
mutaciones del gen ADAMTS13 (1). Su prevalencia estimada es de 0,5 a 2 casos por millon (8).

El SHU se subdivide en SHU asociado a infeccidon por Escherichia coli productora de
toxina Shiga (STEC-HUS) y SHU atipico (SHUa). EI STEC-HUS se caracteriza por ser una MAT
localizada frecuentemente en los rifiones, a pesar de provocar afectacién en otros érganos. A
nivel de estos, la lesidon provocada por el SHU se caracteriza por congestién, infarto y trombosis
de vasos sanguineos glomerulares de pequefio calibre. La misma estd dada por las toxinas
Shiga 1 y 2 (STx1 y STx2) producidas por la bacteria, que actian directamente sobre el
endotelio vascular generando asi una menor liberacién de prostaciclina antiagregante (PGI2)

gue junto con el aumento local de tromboxano A2 y los multimeros del FvW desencadenan una


https://www.zotero.org/google-docs/?2W9LVY
https://www.zotero.org/google-docs/?keSwaq
https://www.zotero.org/google-docs/?NLkLT9
https://www.zotero.org/google-docs/?aeqxmu
https://www.zotero.org/google-docs/?mksiGZ
https://www.zotero.org/google-docs/?H7tjgg

intensa agregacion plaquetaria (2). A su vez, dichas toxinas presentan toxicidad directa sobre
los podocitos y tubulos renales, lo cual explica que la afectacién producida sea mas localizada a
nivel renal (9). Su incidencia anual varia segun la edad de las personas, siendo de
aproximadamente 2 casos/100.000 habitantes en adultos, mientras que en la poblacién infantil
es de 6 casos/100.000 nifios. En cuanto al SHUa, su fisiopatologia se debe a defectos en la
regulacién de la via alternativa del complemento, ya sea por mutaciones genéticas o por
anticuerpos anti factor H del complemento (anti-FHC). Existe entonces una intensa activacién
de la misma, que genera, como en las demds entidades, una lesién en las celulas endoteliales;
que desencadena la activacidn plaquetaria y leucocitaria, y por ende la aparicion de trombosis
en la microcirculacién. Esta se considera una enfermedad bastante rara, ya que su incidencia es
de 1-2 casos/millon de habitantes jovenes en EE.UU, pero puede presentarse a cualquier edad,
aunque con mayor frecuencia en nifios y adultos jovenes (1).

A pesar de tratarse de enfermedades raras, la gravedad y rapida progresion de las
mismas obliga a establecer un diagndstico diferencial de forma inmediata para iniciar con las
medidas de soporte y/o tratamiento de manera temprana y oportuna. Debido a que la
signosintomatologia de los diferentes tipos de MAT no es especifica, es dificil realizar un
diagnodstico diferencial entre estas y por ende es necesario recurrir a diferentes técnicas
diagndsticas. Igualmente, existen aspectos clinicos y paraclinicos que puedan orientar a una u
otra etiologia, tales como la trombocitopenia y la afectacién renal (10).

En el PTT la trombocitopenia suele ser grave, menos de 20.000 plaquetas/mm?, pero la
afectacion renal es moderada; mientras que ocurre lo contrario en el SHUa donde la
trombocitopenia es moderada (50-100.000/mm?3) pero la afectacién renal es grave (10).
Asimismo, es raro que los pacientes se presenten con la péntada clasica del PTT, que consiste
en anemia hemolitica microangiopdtica con trombocitopenia, asociada a fiebre, disfuncién
renal y alteraciones neuroldgicas (caracterizadas por ser focales, fluctuantes y recurrentes) (1).

Cabe destacar que, el STEC-HUS es precedido por diarrea sanguinolenta que puede ser
muy dolorosa, y que generalmente aparece entre 1 y 2 semanas antes del cuadro de MAT e
insuficiencia renal (1); pero al igual que en el PTT, la sintomatologia clasica no siempre es
constante. Es por esto que, como ya se menciond anteriormente, es necesaria la realizacién de
ciertas pruebas diagndsticas para confirmar la etiologia y asi poder iniciar una terapia
apropiada, considerando dentro de dichas pruebas la determinaciéon de la actividad de
ADAMTS13, para confirmar o descartar PTT, y la prueba de la toxina Shiga para detectar un
STEC-HUS, o un SHUa (10).
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En cuanto al ADAMTS13, no solo se puede determinar su actividad, sino que también
se pueden detectar: el antigeno y la presencia de anticuerpos anti ADAMTS13 (1), pero “la
distincion entre PTT y SHU se basa en la prueba de actividad plasmatica de ADAMTS13” (7).
Para hacer diagndstico de PTT se considera una actividad plasmatica de ADAMTS13 menor a 10
Ul/dL; es decir que si la misma es superior a este valor se debe valorar la posibilidad de estar
ante un caso de SHU o de MAT secundaria (7).

Para medir la actividad plasmatica de ADAMTS13, se pueden utilizar métodos
indirectos que consisten en la medicidn de la actividad residual del FvW posterior a la accién de
ADAMTS13; o directos donde se mide la actividad de ADAMTS13 particularmente (1).

Los primeros métodos utilizados para determinar la actividad plasmatica de esta
metaloproteinasa se conocen como de primera generacién, y consisten en degradar la
molécula completa de FvW, mediante el ADAMTS13 presente en la muestra de plasma a
estudiar (11).

En la actualidad se utilizan otros métodos, conocidos como de segunda generacion,
gue implican el uso de fragmentos especificos del FYW para asi aumentar la sensibilidad,
especificidad y reproducibilidad de estas pruebas ya que eliminan la variacién dada por la
composicion multimérica del factor. Entre estos se encuentran: el ensayo por inmunoabsorcion
ligado a enzimas (ELISA), la transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRETS), y
mas recientemente el inmunoensayo de quimioluminiscencia (CLIA) (11).

Posterior a la medicidon de la actividad ADAMTS13, y habiendo determinado que la
misma se encuentra disminuida, es prudente proceder a la deteccion de anticuerpos
anti-ADAMTS13 para valorar si se trata de una PTT autoinmune (adquirida) o congénita. Los
anticuerpos son principalmente de tipo Ig G y su deteccion se lleva a cabo mezclando plasma
del paciente y plasma control (1:1), para luego medir la actividad ADAMTS13 por alguna de las
técnicas anteriormente descritas y determinar la capacidad inhibitoria que presenta el
anticuerpo, la cual es expresada en unidad Bethesda que traduce la concentracidon de
anticuerpo que logra inhibir en un 50% la actividad ADAMTS13 (11).

A su vez existen estudios genéticos, que en base a la deteccion de mutaciones en el
gen ADAMTS13, permiten confirmar el diagndstico de PTT congénita (11).

Por otra parte, si la actividad ADAMTS13 no estd disminuida en valores que se
encuentren dentro del rango diagnéstico de PTT y se plantea SHU, para definir si este esta
asociado a infeccidon por Escherichia coli o si es un SHU atipico existen determinadas pruebas

diagnodsticas. En el caso de STEC-HUS, para confirmar el diagndstico etioldgico se puede
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proceder a la deteccion de toxinas similares a Shiga (stx1 y stx2) mediante diferentes técnicas,
dentro de las cuales se encuentran el cultivo microbioldgico, pruebas seroldgicas que
identifican anticuerpos generados contra dichas toxinas, y pruebas rdpidas que detectan las
toxinas en muestras fecales. Del mismo modo, para confirmar SHU atipico existe la posibilidad
de medir el valor sérico de proteinas del sistema de complemento asociadas a la etiopatogenia
de la patologia, asi como determinar mutaciones en genes que codifican para dichas proteinas
(2).

Vale destacar que la PTT se debe considerar como una urgencia hematoldgica, y ante la
sospecha de esta patologia se debe iniciar el tratamiento inmediatamente, considerando que la
realizaciéon de recambio plasmatico terapéutico (RPT), eventualmente en concomitancia con el
uso de corticoides, rituximab y caplacizumab, ha disminuido significativamente la
morbimortalidad de la PTT adquirida, asi como el eculizumab (anticuerpo monoclonal
anti-complemento C5) que disminuye la mortalidad en el SHU que es mediado por proteinas
del complemento (7).

El efecto terapéutico del RPT radica en que permite eliminar del paciente los
anticuerpos que este presenta contra ADAMTS13, y al mismo tiempo a través de una solucién
de reposicidn se realiza aporte de la metaloproteasa deficitaria. Si bien es escasa la evidencia
de alta calidad que avala las recomendaciones acerca del manejo inicial de los pacientes con
sospecha diagndstica de PTT, esta aceptado por la comunidad cientifica y plasmado en las
diferentes guias clinicas que la plasmaféresis debe ser ofrecida a todos los pacientes en los que
se sospeche PTT e iniciarse lo antes posible, ya que este gesto puede disminuir drasticamente

la mortalidad (1).

Antecedentes

La primera descripciéon de MAT fue realizada en el afio 1925 por el patdlogo Eli
Moschcowitz, quien concluyéd que era «un potente veneno con propiedades aglutinantes y
hemoliticas» (12). En 1982 Moake y colaboradores reconocieron anormalidades en la
conformacién de los multimeros del FYW en el plasma de pacientes portadores de PTT, y 6
afos después, en 1998 Furlan y colaboradores, asi como Tsai y Lian describieron deficiencias de
ADAMTS13 como causa patogénica de PTT (13).

En cuanto al SHU, fue descrito por primera vez en 1955 por Conrad Gasser como una
patologia caracterizada por la presencia de anemia hemolitica microangiopatica, insuficiencia

renal, y trombocitopenia. El SHU fue asociado a la contaminacidon de alimentos en 1982,
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posteriormente Mohamed A. Karmali identifica a la Escherichia coli, productora de toxina
Shiga, (STEC) como el agente causal de SHU (14).

Al dia de hoy, han sido realizados multiples trabajos e investigaciones acerca de esta
tematica, y se han elaborado diferentes guias para la practica clinica, entre las cuales se
encuentran la “Guia diagndstica y terapéutica de las microangiopatias trombdticas del Grupo
Espafiol de Aféresis” y la “Guia de la International Society on Thrombosis and Haemostasis
(ISTH) para el diagnéstico y tratamiento de la purpura trombocitopénica trombdtica”, que son
utilizadas a nivel mundial y seran tenidas en cuenta en este trabajo, a la hora de recopilar la
informacion disponible para generar la actualizacion del tema.

En este trabajo se pretende resumir la evidencia que hay hasta el dia de la fecha
respecto a las MAT enfatizando en los posibles sub diagndsticos, particularmente desde el
punto de vista de las técnicas diagndsticas, ya que, como se menciond el diagndstico precoz, es
de gran importancia para disminuir la morbimortalidad que poseen estas patologias. Ademas
se espera que sirva de apoyo para los profesionales involucrados en la atencion de estos
pacientes, y asi puedan realizar una aproximacion diagndstica y terapéutica acorde a la

patologia de manera precoz y eficaz.

Justificacion del problema

La importancia de esta revision bibliografica radica en que si bien el PTT, como entidad
dentro de las MAT, es una patologia muy poco frecuente se ha comprobado que tiene un gran
impacto en la morbimortalidad y calidad de vida de los pacientes que la padecen. Si bien es un
area de la medicina que en los ultimos tiempos ha tenido importantes avances respecto a los
fundamentos fisiopatoldgicos que se encuentran en la base de la patologia, falta mucho aun
por progresar en cuanto a las medidas diagndsticas y terapéuticas necesarias para afrontar la
asistencia clinica de los pacientes afectados, por lo que puede ser de gran utilidad realizar una

actualizacién que recopile la informaciéon mas importante disponible acerca del tema.
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OBIJETIVOS

Objetivo General

- Recopilar informacion sobre el diagnéstico de las microangiopatias trombéticas.

Objetivos Especificos

- Describir las caracteristicas de las pruebas diagndsticas.

- Valorar el rendimiento diagndstico de las diferentes pruebas disponibles para
microangiopatias trombdticas.

- Evaluar el impacto en morbimortalidad asociada al diagndstico precoz en comparacion
al diagndstico tardio.

- Indagar sobre el costo-beneficio de los diferentes estudios diagndsticos disponibles.

- Justificar la importancia de disponer precozmente de pruebas confirmatorias para el
diagndstico y manejo inicial del paciente con sospecha de microangiopatia trombédtica.

- Evaluar la relevancia de la dosificacion de ADAMTS13 en el seguimiento post remision

del paciente con microangiopatias trombdticas.
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METODOLOGIA DE BUSQUEDA

Se realizd una revision bibliografica de la literatura académica disponible respecto a
MAT en los principales portales de publicaciones cientificas: PubMed, Scielo, Elsevier,
Cochrane, revistas de sociedades médicas, Timbo, Colibri, Science Direct. Se consideraran las
variables morbimortalidad, tiempo de internacién, costos y secuelas, segun el método
diagndstico utilizado y el momento de realizacidn del mismo.

Para la seleccién de los articulos se incluyd todo estudio orientado a las técnicas
diagnésticas de MAT, ya sean metanalisis, revisiones sistematicas y narrativas, ensayos clinicos
y controlados aleatorizados, libros y documentos. Se consideraron solamente los estudios
accesibles a la totalidad del texto. Se establecieron como criterios de exclusién aquellos
estudios enfocados en poblaciones especiales (nifios, embarazadas, COVID+, cancer,
trasplantados, otras comorbilidades, etc.) y tratamientos para cada una de las etiologias, ya
que exceden los objetivos planteados.

Las palabras clave utilizadas fueron escogidas segun la terminologia MeSH y DeCS:
«Microangiopatias Tromboéticas», «Purpura Trombocitopénica Trombética», «Sindrome
Hemolitico-Urémico», «Proteina ADAMTS13», «Diagndstico» en espafiol, y «Thrombotic
Microangiopathies»,  «Purpura, Thrombotic Thrombocytopenic», «Hemolytic-Uremic
Syndrome», «KADAMTS13 Protein», «Diagnosis» en inglés. Estos términos se conectaron con los

operadores Booleanos “AND”.
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RESULTADOS

De un total de 254 referencias encontradas, se recuperaron un total de 38 documentos
de interés: 4 guias, 23 articulos, 6 revisiones, 1 documento de consenso, 1 caso clinico y 2 libros
(figura 4).

Las microangiopatias trombdticas son un grupo de desdrdenes que generan la oclusién
de la microcirculacién mediante agregacion plaquetaria y formaciéon de trombos, en conjunto
con la rotura mecdnica de los eritrocitos (15).

El PTT congénito se caracteriza por la deficiencia congénita de ADAMTS13, conocida
como el sindrome de Upshaw-Schulman, en el cual se describen diferentes polimorfismos y
mutaciones en el gen que codifica para ADAMTS13, los cuales determinan una disminucién
grave de su actividad. El comportamiento del PTT congénito suele ser variable, pudiendo
manifestarse en la infancia o en la adultez, como sucede en mujeres durante el primer
embarazo, con tendencia a recaidas, pero ante la presencia de mayor actividad enddgena de
ADAMTS13 puede que nunca experimenten un episodio de PTT. Mientras que en el PTT
autoinmune la deficiencia de ADAMTS13 es adquirida, por la presencia de anticuerpos contra
esta, los cuales pueden ocasionar una inhibicion de su funcién o aumentar su eliminacién. Se
han descrito varios factores desencadenantes del proceso autoinmune, como infecciones (virus
de Epstein-Barr, citomegalovirus, VIH, entre otras), farmacos, la existencia de otras
enfermedades autoinmunes y el embarazo, aunque no siempre hay una alteracidn subyacente
(23).

La diferencia entre ambos tipos de PTT se basa en la presencia de anticuerpos
anti-ADAMTS13, mediante pruebas de inhibidores y/o de unién, cuyo hallazgo confirma la
causa inmunolégica. En el PTT inmune también puede encontrarse presente el antigeno
ADAMTS13, lo cual implica que la enzima se encuentra unida a complejos inmunes, mientras
gue en el congénito se puede secuenciar el gen en busca de mutaciones (13).

El cuanto al SHU, el asociado a toxina shiga es la forma mas frecuente, se presenta
habitualmente en nifios menores de 5 afios, y el cuadro es precedido por diarrea hemorragica
(sangrado profuso acompanando las deposiciones) que ocurre por la infeccion intestinal de
cepas de E. coli productoras de toxina Shiga, tras la ingesta de alimentos contaminados (1) (16).

Ademas de la presentacidon de sintomas digestivos, en el 10-25% de los casos se
pueden evidenciar alteraciones neurolégicas como alteracion de la conciencia, irritabilidad, o
crisis epilépticas, entre otras complicaciones severas. Estos sintomas son mas frecuentes en

adultos (16).
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El SHU atipico es un tipo muy poco comun de MAT, que es resultado de una alteracion
en la via alternativa del complemento que resulta en la activacion mantenida del complejo
C5b-9 o complejo de ataque a membrana (CAM), causando dafio endotelial. Dicha alteracion
puede deberse tanto a mutaciones en genes que regulan esta via, por ejemplo C3, factor Il,
trombomodulina, como a la presencia de anticuerpos contra proteinas del complemento (17).

Cabe mencionar que el PTT, tanto congénito como adquirido, es considerado una
emergencia médica dado que la mortalidad llega a un 90% en las primeras 24 horas si no se
inicia el tratamiento, el cual de implementarse la disminuye al 10-20% (11). Ademas, si se
puede descartar el PTT precozmente, se pueden iniciar terapias que sean adecuadas a la MAT
que tiene el paciente, como el uso de eculizumab en el SHUa, lo cual mejora los resultados ya
que disminuye la necesidad de dialisis (16) (18).

Tal es asi que en el articulo “deleterious neurological impact of diagnostic delay in
immune-mediated thrombotic thrombocytopenic purpura”, publicado en noviembre de 2021,
donde se realizé un estudio retrospectivo que evalué las repercusiones neuroldgicas generadas
por el diagndstico tardio de PTT inmune obtuvieron como resultados que el 67% de los
pacientes con diagndstico tardio desarrolldé por lo menos un evento neuroldgico en
comparacién con un 30% de los pacientes con diagndstico precoz; ocurriendo la mayoria de
dichos eventos dentro de la primera semana luego de la evaluacidn hospitalaria (19).

Dada la elevada mortalidad ya mencionada, es necesario iniciar el RPT inmediatamente
incluso si no se cuenta con la confirmacién del diagndstico mediante la actividad de
ADAMTS13, teniendo en cuenta que el resultado de las pruebas diagndsticas varia segun la
disponibilidad local de las mismas, pudiendo extenderse incluso a dias o semanas. Es por esto
que se han creado diferentes sistemas de puntuacion clinica que permiten realizar el
diagnéstico diferencial de las MAT al predecir la deficiencia de ADAMTS13, para comenzar el
tratamiento precozmente (tabla 1). El primer score disefiado fue la puntuacién de Bentley,
seguido por el score French y el Plasmic posteriormente (20), todos con el objetivo de valorar
las caracteristicas clinicas y los resultados de laboratorio que fueran utiles para descartar o
aumentar la probabilidad del diagndstico de PTT (21).

Respecto a estos, el estudio descriptivo “Utility of different scoring systems for the
diagnosis of thrombotic microangiopathies”, investigd la utilidad de los scores de Bentley y
PLASMIC, en pacientes con posible diagndstico de PTT, por reunir determinados criterios tales

como anemia hemolitica con prueba de Coombs negativo y trombocitopenia, concluyendo que
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el uso precoz, y en conjunto, de ambos scores, aumenta el predictivo para comenzar con el
tratamiento hasta obtener el resultado diagndstico (22).

Ademas, en el estudio “Comparison of Clinical Scoring Systems in the Management of
Patients with Microangiopathic Hemolytic Anemia and Thrombocytopenia”, donde fueron
comparadas las tres puntuaciones, se demostré que presentan un potencial similar para
predecir el PTT, y que existe una correlacion moderada entre estos y los niveles de ADAMTS13,

siendo entonces aplicables en la practica diaria (20).

Tabla 1. Interpretacidn de sistemas de puntuacion clinica para la deficiencia de ADAMTS13.

Score PLASMIC Score French Score Bentley
Recuento plaquetario | <30x10 °/L: 1 punto <30x10 °/L: 1 punto >35x10 %/L: -30 puntos
Nivel de creatinina <2 mg/dL: 1 punto <2.26 mg/dL: 1 punto | <2 mg/dL: -11.5 puntos
Pardmetros de Recuento de reticulocitos Recuento de reticulocitos
hemdlisis >2,5%: 1 punto >3%: +21 puntos
Haptoglobina indetectable: Bilirrubina indirecta >1,5
1 punto mg/dL: +20,5
Bilirrubina indirecta >2 puntos

mg/dL: 1 punto

Condiciones Sin cancer activo: 1 punto
asociadas Sin antecedentes de
organos solidos o de
trasplante de células madre
hematopoyéticas: 1 punto

VCM <90 fl: 1 punto

INR <1,5: 1 punto

ANA Positivo: 1 punto

D-dimeros >4 pg/mL: -10 puntos

Categoria de riesgo de interpretacion, puntuacion total

Bajo 0-4 0 <20
Intermedio 5 1 20-30
Alto 6-7 2-3 >30

VCM: volumen corpuscular medio; INR: indice internacional normalizado; ANA: anticuerpo antinuclear

Modificado de Baysal M. et al. Comparison of Clinical Scoring Systems in the Management of Patients with
Microangiopathic Hemolytic Anemia and Thrombocytopenia. Turk J Hematol 2021,;38:64-68.
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En el estudio retrospectivo “Impact of a multidisciplinary team for the management of
thrombotic microangiopathy” se analiza la importancia del accionar de un equipo
multidisciplinario (MDT) respecto a los resultados clinicos y la duracion de la internacién. La
incidencia de MAT observada en este estudio aumenté mas de 4 veces luego de la
implementacién de MDT. Este aumento puede explicarse por los criterios utilizados como
prueba de screening, los cuales han demostrado ser sensibles, incluyendo en el estudio como
casos sospechosos de MAT a los pacientes con anemia hemolitica y trombocitopenia. Ademas,
la etiologia mas prevalente estuvo relacionada con un cuadro infeccioso, siendo esta una
enfermedad frecuente en un centro de tercer nivel. En base a esto, concluyeron que la
implementacion del MDT permitio realizar un tratamiento precoz, mejores resultados clinicos y
disminuir la estadia hospitalaria (23).

En la practica, dado la similitud en la presentacién clinica y caracteristicas de
laboratorio de las MAT, hace que sea complejo diferenciarlas, por lo que se realiza la prueba de
ADAMTS13 que permite demostrar una actividad ADAMTS13 <0,1 Ul/mL (o <10 Ul/dL, 0 <10 %
de lo normal), siendo esencial para confirmar el diagndstico de PTT y diferenciarlo de otras
MAT. Es por esto que los distintos autores concuerdan que en los pacientes con sospecha de
PTT, antes del inicio del RPT, se deben extraer muestras sanguineas para el diagnédstico (figura
5) (24).

En las ultimas décadas, ha habido un gran avance en cuanto a los test utilizados para
medir la actividad de ADAMTS13. Las técnicas de primera generacidén requieren el despliegue
del FYW para que el sitio de accién de ADAMTS13 quede mas accesible, ya que estas utilizan la
molécula completa (25). Si en el plasma hay ADAMTS13, el FvW es degradado y los productos
de digestidn resultantes de esta accién son analizados mediante diferentes métodos, tales
como electroforesis (geles de SDS-agarosa o SDS-poliacrilamida) para valorar la separacién por
tamano; o midiendo la actividad residual mediante su unién al coldgeno o a través de la
agregacion plaquetaria inducida por ristocetina. Como desventajas de estas técnicas se puede
destacar que se requiere mucho tiempo para su realizacion (2-3 dias), asi como también que
son métodos dificiles de llevar a cabo; y que ademds presentan bastante variabilidad intra e
interensayo (11).

Las alternativas modernas son las llamadas de segunda generacidn, las cuales tienen
como ventaja el no requerimiento de tratamiento previo de la muestra obtenida debido a que
utilizan un fragmento de VWF, y pueden marcarse con algln tipo de etiqueta o cromdgeno

(25). Una de estas técnicas es el “enzimoinmunoanalisis comercial (ELISA) con deteccidn por
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sustratos cromogénicos”, que utiliza un péptido recombinante que contiene el sitio de accién
de ADAMTS13, al que se le afiade el plasma; y si esta enzima estd presente el péptido es
clivado. Esto se detecta mediante el agregado de un anticuerpo que sera revelado al afiadir un
sustrato cromogénico (TMB), y segun la actividad de ADAMTS13 la intensidad de color
resultante (son directamente proporcionales) (figura 6A) (11).

Segun la informacién brindada por ECAT (External quality Control of diagnostic Assays
and Tests) el test mds ampliamente usado es el ELISA “Technozym ADAMTS13 Activity”
fabricado por Technoclone el cual brinda los resultados en 3-4 horas aproximadamente (24).

Otro método es la Fluorescence Resonance Energy Transfer Assay (FRETS), donde se
modifica quimicamente el fragmento del factor, agregdndole un fluoréforo unido a una
molécula que lo inhibe. Si en la muestra hay ADAMTS13, el péptido también sera clivado, de
manera que se libera el inhibidor y se emite la fluorescencia, que es directamente proporcional
a la actividad enzimatica (11). Un ensayo que utiliza esta técnica y brinda un resultado rapido y
cuantitativo es Technofluor ADAMTS13 Activity, el cual es totalmente automatizado, pero
requiere una plataforma analitica especifica, lo cual limita su disponibilidad. Otras opciones son
Actifluor™ ADAMTS13 Activity assay de BioMedica Diagnostics y ATS-13® Activity Assay de
Immuncor, que a diferencia de Technofluor ADAMTS13 Activity no requieren plataformas
especificas y son realizados en forma manual (figura 6B) (26).

Mas recientemente, con la intencién de automatizar el proceso diagndstico y disminuir
el tiempo de respuesta del test utilizado, se ha desarrollado una prueba rdpida y automatizada
de quimioluminiscencia, que determina la actividad de ADAMTS13, conocida como HemoslIL
AcuStar (figura 7). Se trata de un inmunoensayo, realizado en 2 pasos, que emplea particulas
magnéticas y un sistema de deteccién de quimioluminiscencia. Como primer paso, se mezcla la
muestra plasmdtica del paciente con particulas magnéticas, las cuales se encuentran
recubiertas, a través de un anticuerpo monoclonal especifico, por un sustrato recombinante del
FVYW (GST-VWF73), que presenta en su interior el sitio de escision de ADAMTS13, lo cual
permite que el ADAMTS13 que se encuentra en la muestra de plasma escinda dicho sustrato
del FVW proporcionalmente a su actividad. Luego, se procede al lavado y separacion
magnética, y se adiciona un anticuerpo monoclonal anti-FvW que estd marcado con isoluminol,
el cual se une con el FYW escindido en las particulas magnéticas, para luego incubar esta
mezcla en el segundo paso. Tras realizar un segundo lavado y separacidn magnética, se procede
a la adicién de reactivos desencadenantes de la reaccidon quimioluminiscente, la cual es medida

por el sistema éptico AcuStar como URL, es decir unidades relativas de luz, considerando dicha
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medida directamente proporcional a la actividad de la enzima ADAMTS13 presente en la

muestra plasmatica (figura 8) (27).

Antigeno
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Fig. 7 En los ensayos de quimioluminiscencia, el trazador se une especificamente al analito del ensayo, emitiendo
luz cuando se afiade un agente oxidante y un catalizador. Extraido de: ACL AcuStar®. (s/f). Werfen.com.
Recuperado el 5 de noviembre de 2023, de https://www.werfen.com/es/es/hemostasia/acl-acustar

Respecto a las ventajas y desventajas que presentan las pruebas diagndsticas
previamente descritas, tanto HemoslL como los ensayos FRET, pueden brindar los primeros
resultados en 30 minutos aproximadamente, lo cual reduce el riesgo de emplear el tratamiento
preventivo en casos innecesarios, a diferencia del ELISA, cuyos resultados tardan
aproximadamente 4 horas. Sin embargo, el ELISA tiene una mayor adaptacion a equipos
genéricos de uso comun, mientras que los ensayos FRET y los de quimioluminiscencia
requieren plataformas analiticas especificas. Asi mismo, en el caso del Hemosil, al ser
automatizado no necesita procesos manuales ni laboriosos, a diferencia del ELISA que es mas
demandante (24) por lo cual estd sujeto a la habilidad técnica, y ademas por motivos de
rentabilidad, su realizacion en general es por lote y no para pacientes individuales (28).

El estudio “Multicentric evaluation of the new HemoslIL Acustar® chemiluminescence
ADAMTS13 activity assay”, publicado en el 2020, compard el rendimiento del HemoslL Acustar®
en la medicidn de la actividad de ADAMTS13 con tres ensayos comerciales, uno de ellos basado
en la técnica FRETS y los demds en ELISA (TECHNOZYM® ADAMTS13 Activity y DG-EIA
ADAMTS-13 Activity); para ello se utilizaron 241 muestras, siendo dicha cantidad mayor a la
utilizada por los estudios realizados hasta la fecha. En dicho ensayo, se concluydé que HemoslIL
Acustar brindd resultados altamente compatibles con los demas test evaluados, tanto para
valores de actividad de ADAMTS13 menores a 10% como para valores inferiores al 5%,

detectando que el mayor nivel de concordancia se obtuvo con TECHNOZYM y el menor con la
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técnica FRETS. Pero por otra parte, se detectd que HemoslL tendié a subestimar los valores de
ADAMTS13, principalmente en el rango de valores altos del estudio (> 40%), respecto a las
demas pruebas, y se observd ademads, que para valores de ADAMTS13 < 10% tuvo una
especificidad de 95% y una sensibilidad del 100%, lo cual implica que detecté a todos los
pacientes con PTT, pero a su vez tuvo falsos positivos, y asi pacientes que no presentaban PTT
fueron diagnosticados erroneamente, lo cual, tal como plantearon los autores, impactaria a la
hora de tomar decisiones terapéuticas (29).

Asi mismo, el estudio “A multicenter laboratory assessment of a new automated
chemiluminescent assay for ADAMTS13 activity” llevado a cabo por Emmanuel J. Favaloro
entre otros, en colaboracién con ocho centros de distintas ciudades de Australia, también tuvo
como objetivo comparar el HemosIL AcuStar ADAMTS13 con el ELISA de actividad ADAMTS13
de Technozym para determinar su utilidad en el diagndstico de PTT. El mismo se realizé durante
un afo e incluyé 733 muestras (348 prospectivas y 385 retrospectivas), cuyos resultados
también demostraron una buena correlacién entre ambos ensayos, y aclararon que hubo un
sesgo negativo con el HemoslL, ya que identificaron valores bajos de ADAMTS13 en algunas
muestras que dieron normales mediante el ELISA. De todas maneras, en algunos casos, al
repetir el HemoslL los resultados fueron normales, concluyendo que esto se debia a problemas
de muestreo, dado por burbujas de aire, particulas, coagulos, que impidieron que la muestra
fuese absorbida completamente, por ende, demostrarén que el HemosIL proporciond
resultados rapidos y muy similares al ELISA. También encontraron que los pacientes que fueron
positivos con el HemosIL (ADAMTS13 <10%) pero negativos con el ELISA (ADAMTS13 >10%)
realmente tenian PTT (en remision, seguimiento, o control), de manera que el ensayo
Technozym pudo haber dejado pasar por alto estos pacientes, y por ende el HemoslL fue
preciso para identificar PTT (28).

Tal como los anteriores, existen multiples estudios que evaltan el impacto del HemosIL
en el diagnéstico del PTT, y todos concluyen que dicha prueba tiene buena correlacién con el
ELISA Technozym, y que por ende seria de gran utilidad en el mismo, asi como en el
tratamiento. En el articulo, “Evaluation of a New, Rapid, Fully Automated Assay for the
Measurement of ADAMTS13 Activity”, por Valsecchi, se concluye que dado el corto tiempo de
respuesta que tiene el HemoslL, y su automatizaciéon completa, podria ser el ensayo de
eleccién para detectar la actividad de ADAMTS13 en plasma en situaciones de emergencia (30).

Actualmente, ademas del HemoslL AcuStar como prueba rapida para el diagndstico de

PTT, se cuenta con el Technoscreen ADAMTS13 Activity, que es un test semicuantitativo que
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utiliza un ensayo de actividad ELISA y tecnologia de flujo continuo, cuyo objetivo es determinar
los niveles de actividad de dicha enzima, y que se caracteriza por ser una herramienta de
screening de facil aplicacion, ya que a diferencia del HemoslL, no necesita un equipo
especializado, ni personal capacitado, que si lo requiere el Technozym. Por ende, puede ser
utilizado en laboratorios remotos y no especializados, o en los que no tengan accesibilidad a
test cuantitativos. lgualmente, si detecta niveles bajos de ADAMTS13, estos deben ser
confirmados por un ensayo cuantitativo (26).

Technoscreen ADAMTS13 Activity consiste en primeramente incubar el plasma a
testear con fragmentos de FvW para que sea clivado por el ADAMTS13, para que
posteriormente se lo coloque en el dispositivo de esta prueba que estd dotado de una
membrana con anticuerpos IgG que reaccionan con el FvW escindido, lo cual es detectado por
otro anticuerpo, biotinilado, que reacciona a su vez con estreptavidina-oro generando una
coloracién roja, que varia de intensidad segun la cantidad de FvW escindido, y por ende, se
correlaciona directamente con la actividad de ADAMTS13 del plasma utilizado (figura 9) (26).

Luego de diagnosticar el PTT, tras el hallazgo de una deficiencia grave de ADAMTS13, es
necesario realizar pruebas de deteccién de anticuerpos que inhiben la funcién o aumentan la
eliminacion (no inhibidores) de dicha enzima, para distinguir entre PTT congénita y adquirida,
la que comprende la mayoria de los casos, ya que la existencia de estos modifica el tratamiento
y manejo de la patologia (31) (32).

Se han descrito ensayos de autoanticuerpos anti-ADAMTS13 que emplean Western
Blot o ELISA, siendo esta ultima técnica la mas ampliamente utilizada porque el equipo vy las
técnicas son accesibles y mas familiares, ademas de que son cuantitativas, mientras que el
Western Blot es semicuantitativo (32).

Los ensayos de autoanticuerpos mediante ELISA detectan tanto los anticuerpos
inhibidores como no-inhibidores, pero no pueden distinguir entre ellos; siendo el mas utilizado
el “Technozym® ADAMTS13 Inhibitor” fabricado por Technoclone (figura 10). Debido a esto se
desarrollaron pruebas de mezcla, que sirven para detectar los anticuerpos inhibidores y se
pueden cuantificar con ensayos tipos Bethesda (figura 11). Sin embargo, no todos los pacientes
con PTTi poseen ambos tipos de anticuerpos y es posible que sdlo tengan los no-inhibidores;
por ende, si estdn disponibles, los ensayos de autoanticuerpos son los preferidos para
confirmar esta patologia (32).

En cuanto al costo-beneficio de disponer de pruebas que confirmen tempranamente el

diagnodstico de PTT mediante la actividad de ADAMTS13, claro estd que si el mismo se realiza
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tempranamente el beneficio serd mayor, dado que evita la elevada mortalidad que asociay la
posibilidad de secuelas y afectacidn irreversible de la funcionalidad de los érganos afectados,
disminuyendo asi el impacto econémico de esta enfermedad (23). En adiciéon a esto, segun el
estudio, “Potential impact of a delayed ADAMTS13 result in the treatment of thrombotic
microangiopathy: an economic analysis”, elaborado por Chong H. Kim, entre otros; es necesario
diagnosticar tempranamente el PTT para asi evitar el uso de tratamientos costosos de forma
innecesaria, por ende, los autores se plantearon como objetivo investigar cual es el impacto
econdémico del retraso en obtener los resultados de la dosificacién de ADAMTS13, teniendo en
cuenta que ésta por lo general no se realiza en el hospital donde ingresa el paciente con PTT,
sino en laboratorios de referencia, lo que retrasa los resultados desde 24 horas hasta varios
dias. Considerando que el estudio se llevd a cabo en base a la inflacién médica en délares
estadounidenses (USD) que habia en el afio 2018, se determind que el costo de la dosificacion
del ADAMTS13 previa a la RPT fue de USD 407,75; mientras que el costo del primer RPT
(incluyendo el procedimiento en si, el catéter, los productos plasmaticos, y la tarifa de consulta
médica) fue de USD 6.427,61; en un paciente de 70 kg. En los RPT posteriores, el costo fue de
USD 4.756,39 si no se requirido cambio de catéter, ya que, de asi requerirse, el costo pasaria a
ser similar al del primer RPT (33). También se tuvo en cuenta el costo de la estadia hospitalaria,
el cual fue de USD 2.264,36 por dia; y si el paciente ingresa a cuidados intensivos, este costo
pasa a ser de USD 4.588,34. Por ende, los investigadores concluyeron que los costos totales
oscilaron entre USD 27.524 (resultado de ADAMTS13 a las 24 horas del dia del ingreso del
paciente) y USD 46.470 (resultado al quinto dia del ingreso). En base a esto, el costo adicional
obtenido por cada dia de retraso se estimé entre USD 4.155 y 5.123; lo cual permite inferir que
la obtencién temprana de la dosificacidn del ADAMTS13 es rentable en comparacién a la
dosificacidn tardia, ya que el sistema sanitario puede perder hasta USD 5.123 por dia de retraso
en la dosificacidn en un solo paciente (33).

Otro estudio, “Economic impact of a rapid, on-demand ADAMTS-13 activity assay for
the diagnosis of thrombotic thrombocytopenic purpura”, realizado por Alicia White, entre
otros, en base a datos de Estados Unidos, Reino Unido, y Francia; coincidié con el hecho de que
los ensayos de actividad de ADAMTS13 son llevados a cabo en laboratorios de referencia, lo
cual determina un retraso de varios dias en los resultados. Por esto, se plantearon como
objetivo analizar el rendimiento del ensayo HemoslL AcuStar, ya que los resultados se obtienen
en menos de una hora, lo cual reduciria el uso innecesario de RPT, sus eventos adversos, el

traslado a hospitales especializados, y por ende los costos resultantes. Los investigadores
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concluyeron que mediante el uso del Hemosil, los ahorros en cuanto a costos de ensayos de
actividad ADAMTS13 y RPT durante 3 dias podrian ser, por paciente con MAT, de 10.788 ddlares
en EE.UU., de 3.497 libras esterlinas en Reino Unido, y 4.700 euros en Francia; siendo al afo, de
18 millones de délares en EE.UU.; de 1,2 millones de libras esterlinas en Reino Unido; y de 1,6
millones de euros en Francia, es decir que determina un ahorro potencial de costos para los
hospitales de dichos paises. También concluyeron que, si se excluye el PTT y no se inicia la RPT,
el ahorro seria de 19,3 millones de ddlares; 1,3 millones de libras esterlinas; y 2,3 millones de
euros en EE.UU., Reino Unido y Francia respectivamente (18).

Dado que el PTT es una enfermedad crdnica, es necesario realizar un seguimiento de
los pacientes, ya que luego de un episodio agudo existe riesgo de sufrir una recaida del 30-50%,
que puede triplicarse si persisten los anticuerpos anti-ADAMTS13 o niveles de actividad < 10
Ul/dl. Para evitar dicha recaida se puede realizar una monitorizacion de los niveles de actividad
de la enzima, vy si estos descienden a 15 o 20 Ul/dL se podra iniciar un tratamiento electivo con
Rituximab con el objetivo de normalizar dichos niveles y evitar las potenciales secuelas que
pueden surgir. Ademas del riesgo de recaida, una actividad disminuida por debajo del valor
normal de ADAMTS13 aumenta el riesgo de accidente cerebrovascular comparado con
pacientes sin PTT, por esto la guia de la Sociedad Britdnica de Hematologia recomienda
considerar en estos pacientes una terapia a largo plazo con antiagregantes plaquetarios, y si se
requiere, antiepilépticos (34).

Ademas, dicha guia plantea que es conveniente realizar estudios que permitan valorar
las repercusiones en la funcionalidad renal, cerebral y cardiaca, tales como ecocardiograma,
funcidn renal, resonancia magnética de craneo, entre otros. Asimismo, se debe a través del
examen fisico buscar alteraciones que puedan indicar disfuncidon orgdnica, tales como el
aumento de la presion arterial, y alteraciones de la memoria, ansiedad o depresién mediante
una evaluacién neurocognitiva (34).

Ademas del papel indiscutible que cumplen las pruebas de ADAMTS13 en el
diagnodstico diferencial de las MAT, se plantea también su utilidad en el seguimiento del
paciente durante el tratamiento y en los periodos de remisiéon de la enfermedad, ya que
pueden predecir recaidas (11). Sin embargo, vale mencionar que aun es incierta la frecuencia
con la cual deberia monitorizarse, asi como el valor de actividad de ADAMTS13 a utilizar como
punto de corte para iniciar un tratamiento preventivo y la asociacién entre la variabilidad

existente durante la remisién de la actividad de ADAMTS13 y el riesgo de recaida (35).
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Se han realizado diversos estudios, como por ejemplo el de Jin et al y el de Flora
Peyvandi et al, para demostrar la asociacion existente entre el rol del ADAMTS13 y el riesgo de
recaida. En todos ellos, los autores encontraron niveles de actividad de ADAMTS13 y de
antigeno reducidos y de anticuerpos anti-ADAMTS13 aumentados en aquellos pacientes
supervivientes de un episodio agudo de PTT que posteriormente presentaron una recaida (35)
(36). Respecto a ello, es la actividad de ADAMTS13 gravemente deficiente la que asocia mayor
probabilidad de presentar recaidas, que, sumado a la presencia de anticuerpos durante la
remisidn, esta probabilidad aumenta aproximadamente 3 veces (36). A pesar de esto, se
plantea que hay casos en los cuales los niveles de ADAMTS13 no tienen correlacién con la
evolucion clinica de la patologia, presentando periodos de remisidn prolongados pese a
presentar niveles de actividad de la enzima indetectables, tal como mencionan los autores J.
Evan Sandler et al (5).

En resumen, aunque la deficiencia severa de la actividad de ADAMTS13 en pacientes
gue se encuentran en remision es un potencial factor de riesgo de recaida, no significa que ésta
se produzca. Por ello es necesario el desarrollo de nuevos biomarcadores mas precisos para
predecir eventuales recaidas, ya que no existen marcadores de laboratorio estandarizados, y si
bien se han descrito algunos que podrian predecir la mortalidad, aun falta evidencia para
poder promover su uso generalizado (35) (37).

Sin embargo, con fines practicos, segun la Conferencia de consenso “Recomendaciones
para el abordaje clinico de pacientes con purpura trombocitopénica trombdtica” del Grupo
Espafiol de Aféresis, se recomienda la realizaciéon de controles para el seguimiento en forma
mensual los 3 primeros meses, trimestralmente los siguientes 9 meses, y luego
semestralmente, durante por lo menos 2 ainos. También recomiendan detectar semanalmente
los niveles de ADAMTS13 hasta su normalizacion, que, de no ser asi, se podra modificar la

frecuencia de la dosificacion de la enzima (38).
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DISCUSION

En este trabajo se realizd una busqueda bibliografica narrativa de la evidencia
disponible acerca del diagndstico de microangiopatias trombdticas, especialmente el de PTT,
dada la elevada morbimortalidad que implica un diagndstico tardio de la misma. Respecto a
ello, actualmente se cuenta con distintas técnicas diagndsticas que se basan en la dosificacién
de la actividad de ADAMTS13, incluyendo ELISA, quimioluminiscencia y FRETS.

En base a los resultados obtenidos, el test mas difundido seria el ELISA Technozym
ADAMTS13 Activity, el cual si bien no brinda resultados en menos de 4 horas y necesita equipo
especializado y personal capacitado, tiene una mayor adaptacidon a equipos genéricos de uso
comun. Mas recientemente, se han desarrollado pruebas rapidas con el objetivo de obtener un
diagndstico precoz tales como Hemosil Acustar, que se basa en quimioluminiscencia y es
totalmente automatizada, y Technoscreen ADAMTS13 Activity que es un ensayo
semicuantitativo de actividad ELISA, teniendo estos la desventaja de que sus resultados
presentan variaciones segun la plataforma utilizada, por ende si se detecta una actividad de
ADAMTS13 deficiente puede necesitarse la confirmacion del resultado a través de un ensayo
basado en FRETS, principalmente cuando la sospecha clinica de PTT es baja.

En la practica diaria existe una demora adicional, incluso de varios dias, dada por la
obtencidn y el transporte de la muestra hacia el laboratorio donde se llevara a cabo la técnica
diagndstica, teniendo en cuenta la limitada accesibilidad a las distintas pruebas que tienen los
diferentes centros asistenciales. Esta situacidn no escapa a nuestro pais, tal es asi que hasta el
ano 2022 solo se accedia a la determinacién plasmatica de ADAMTS13 mediante el envio de la
muestra al exterior, con altos costos y demoras inapropiadas, teniendo en cuenta la urgencia
diagndstica que asocia la patologia. Recientemente es posible realizarlo en nuestro pais de
forma centralizada en el Hospital Universitario (Hospital de Clinicas "Dr. Manuel Quintela"), en
el que se incorporé la técnica Hemosil Acustar quimioluminiscente.

Si bien en las ultimas décadas ha aumentado la informacién disponible sobre esta
enfermedad, faltan datos sobre los resultados a largo plazo, ya que la mayoria de la evidencia
se ha obtenido a partir de datos retrospectivos, de series e informes de casos. Asi mismo, es
importante destacar que multiples estudios recopilados para este trabajo incluian una cantidad
limitada de pacientes, consecuencia de la poca prevalencia de la enfermedad y de que los
criterios de inclusién de los mismos generan una reduccién importante de la cantidad de

participantes.
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En este andlisis no se incluyen poblaciones especificas que requieren consideraciones
particulares, siendo el caso de pacientes embarazadas, trasplantados y poblacién pediatrica,

dada la limitacidn temporal, la extensién del trabajo y su compleja fisiopatologia.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

A lo largo de los afios el conocimiento de los mecanismos de la enfermedad ha ido
avanzando, asi como también las pruebas diagndsticas disponibles y su variabilidad, lo cual
permitié combinar el diagnéstico sindromico con el diagndstico fisiopatoldgico y asi buscar
estrategias especificas para diferenciar las entidades causantes de la enfermedad en cuestion.
Todo esto resulta en una menor morbimortalidad de los pacientes con esta enfermedad. Si
bien el costo de las pruebas es elevado e implica una barrera, reduce significativamente los
costos sanitarios de los tratamientos innecesarios, por lo que disponerlos para poder realizar
un diagnéstico precoz y orientado es una gran inversidon a largo plazo. Sin embargo, aun son
necesarias evidencias de alta calidad para poder respaldar con mayor certeza las
recomendaciones sobre un mejor y mas eficaz diagndstico y manejo inicial en un paciente con
sospecha de MAT.

Como perspectiva de este trabajo, seria interesante darle continuidad indagando cémo
influye la enfermedad en las poblaciones especiales, asi como también los tratamientos
empleados en las diferentes etiologias, los cuales fueron excluidos de esta revisién ya que

excedian los objetivos y limites establecidos.
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Fig. 2 Clasificacidon de las MAT primarias y secundarias. Extraido de: Lencinas G, Peres S, Aranda F, Larrafiaga G
de. ADAMTS-13: diagndstico de laboratorio. Rev Hematol. 30 de abril de 2020,;24(1):95-100.
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Fig. 3 En el Panel A, en pacientes normales, las moléculas ADAMTS13 se unen a los sitios especificos en la
superficie de las células endoteliales y clivan los multimeros de mayor tamafio del factor von Willebrand a
medida que las células endoteliales los secretan. Las moléculas del factor von Willebrand que circulan luego de
ser clivadas no inducen la adhesién y agregacion plaquetaria. En el Panel B, si la actividad de ADAMTS13 es
ausente o muy reducida no hay escisién de los multimeros inusualmente grandes del factor von Willebrand, por
lo que hay adhesidn y agregacion plaquetaria. Modificado de: Moake JL. Thrombotic microangiopathies. N Engl J

Med. 22 de agosto de 2002;347(8):589-600.
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Fig. 5 Algoritmo diagndstico de MAT: consiste en realizar primero un diagndstico sindrémico y posteriormente un
diagnostico etioldgico. Extraido de: Guerra-Torres XE, Bouarich H. Protocolo diagndstico y tratamiento del
sindrome hemolitico urémico y la purpura trombética trombocitopénica. Med - Programa Form Médica Contin

Acreditado. junio de 2019;12(82):4860-3.
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Fig. 6 Principios de las pruebas de medicion de la actividad de ADAMTS13 (A) ELISA, los pocillos de la microplaca
vienen recubiertos con un anticuerpo monoclonal dirigido contra glutatién-S-transferasa (GST). Se inicia con la
incorporacion del sustrato FVW?73, el cual esta marcado con GST para que quede inamovible en la microplaca.
Luego de incubar, el reactivo residual es lavado y se agregan las diluciones plasmaticas de calibrador, control y
prueba. ADAMTS13 escindird el FYW73 en el plasma y de esa forma expondra el sitio de escision. Posterior a la
incubacion, tanto el plasma residual como el sector del FVW73 posterior al sitio de escision, son lavados y se
adiciona un anticuerpo monoclonal dirigido hacia el sector de escisién de ADAMTS13 unido con la proteina HRP.
El nUmero de uniones generadas condice proporcionalmente con la cantidad de sitios de escisidon expuestos y, de
ahi que representa la actividad de ADAMTS13. El excedente de conjugado se eliminard mediante lavado, para
luego afiadir un sustrato incoloro de HRP, 3,3',5,5"- tetrametilbencidina (TMB), el cual reaccionard con HRP
generando TMB oxidado, que es de color azul. Posterior a este procedimiento, la reacciéon se detiene con acido
sulfurico, generando asi un color amarrillo claro por la oxidacion completa de TMB, absorbido a 450 nm. La
actividad de ADAMTS13 se mide a través de la intensidad del color generado, ya que este es proporcional al
conjugado unido. (B) FRET, el FVW73 es marcado con un fluoréforo donante, asi como con un aceptor extintor de
oscuridad, que estdan muy cerca pero estan separados por el sitio de escision de ADAMTS13. La fluorescencia
generada mediante la excitacion del fluoréforo donante, producida a 340 nm, es transferida al aceptor y se
apaga. La escision de ADAMTS13 en el FVW, desvincula al donante del aceptor, y de esta manera evita la
extincion de transferencia de energia, permitiendo asi la emision de fluorescencia. La cantidad de fluorescencia
generada tiene una relacion directamente proporcional con la actividad de ADAMTS13. Modificado de: Moore
GW, Llusa M, Griffiths M, Binder NB. ADAMTS13 Activity Measurement by ELISA and Fluorescence Resonance
Energy Transfer Assay. Hemostasis and Thrombosis: Methods and Protocols. New York, NY: Springer US; 2023. p.
533-47.
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Fig. 8 Protocolo para evaluar la actividad de ADAMTS13 a través de un inmunoensayo de quimioluminiscencia
(CLIA), en AcuStar. Modificado de: Favaloro EJ, Chapman K, Mohammed S, Vong R, Pasalic L. Automated and
Rapid ADAMTS13 Testing Using Chemiluminescence: Utility for Identification or Exclusion of TTP and Beyond.
Hemostasis and Thrombosis: Methods and Protocols. New York, NY: Springer US; 2023. p. 487-504.
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Fig. 9 Principio del ensayo Technoscreen ADAMTS13. La mezcla de preincubacion (Pl) estd conformada por
plasma de prueba y un fragmento especifico del factor von Willebrand (VWF73), dado que contiene el sitio de
accion del ADAMTS13 marcado con glutation S-transferasa (GST). Tras la incubacién, la muestra se coloca en el
pocillo de prueba que contiene a su vez una membrana donde se inmoviliza un anticuerpo IgG que se une a los
VWEF escindidos por ADAMTS13. En un segundo pocillo, se coloca otra membrana que también contiene
anticuerpos, en este caso, policlonales anti-GST para unirse a VWF73 escindido e intacto, actuando como control.
De esta manera, a medida que fluye la muestra a través del pocillo de prueba, el anticuerpo especifico se une al
VWEF73 escindido, mientras que el VWF73 escindido e intacto es capturado por la membrana de control. Posterior
a esto, se afiade en cada pocillo el reactivo 2 (R2) que esta formado por un anticuerpo anti-GST biotinilado, que
reacciona con todo el VWF73 capturado.

Se procede con el lavado con el Reactivo 1 (R1), y se le agrega el Reactivo 3 (R3) formado por conjugados de
nanoparticulas de estreptavidina y oro, disefiados para unirse a la biotina del VWF73 capturado. Posteriormente
se vuelve a lavar con el Reactivo 1 con el objetivo de eliminar las nanoparticulas que no se unieron. El grado de
unién, entre las nanoparticulas y la biotina, produce una intensidad de color que es directamente proporcional a
la cantidad de VWF73 capturado, lo que es proporcional a la actividad de ADAMTS13 en el pocillo de prueba.
Modificado de: Moore GW, Griffiths M, Binder NB. ADAMTS13 Activity: Screening Test Protocol. Hemostasis and
Thrombosis: Methods and Protocols. New York, NY: Springer US; 2023. p. 523-31.
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Fig. 10 Principio ELISA del anticuerpo inhibidor de ADAMTS13. Los pocillos de la microplaca se administran
recubiertos con ADAMTS13 recombinante (rADAMTS13) para captar anticuerpos contra ADAMTS13
independientemente de que sean neutralizantes o no. Como primer paso se afiaden plasmas de calibracién y
control los cuales contienen anticuerpos anti-ADAMTS13 asi como plasmas de prueba diluidos que podrian
contener anticuerpos anti-ADAMTS13. Tras la incubacion, el plasma residual es eliminado por lavado y se
adiciona un anticuerpo anti-IlgG conjugado a su vez con la enzima denominada peroxidasa de rabano picante
(HRP). La cantidad unida es proporcional a la cantidad capturada de anticuerpo anti-ADAMTS13 por rADAMTS13.
Después de la incubacién se elimina por lavado el exceso de conjugado, afiadiendo un sustrato de HRP que es
incoloro, 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB), el cual reacciona con HRP generando un producto color azul, que es
TMB oxidado. Luego de la incubacidn, se detiene la reaccion con acido sulfurico para asi estabilizar la generacion
de color, produciendo un color amarillo claro que se debe a la oxidacion completa del TMB. La intensidad del
color es directamente proporcional al conjugado unido y, por ende, proporcional al nivel de anticuerpo
anti-ADAMTS13. Modificado de: Moore GW, Vetr H, Binder NB. ADAMTS13 Antibody and Inhibitor Assays.
Hemostasis and Thrombosis: Methods and Protocols. New York, NY: Springer US; 2023. p. 549-65.
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Fig. 11 Ensayo Bethesda para deteccion de anticuerpos inhibidores de ADAMTS13. El plasma es tratado
térmicamente con el objetivo de inactivar cualquier ADAMTS13 aun presente, dejando asi intactos los
anticuerpos plasmaticos. Luego parte de este se mezcla con un volumen de plasma normal combinado, siendo
esta la unica fuente de ADAMTS13 del ensayo. Por otro lado, se prepara una mezcla de control la cual comprende
iguales volimenes de plasma normal y buffer para que asi ambos tubos comiencen el ensayo con niveles
idénticos de ADAMTS13. Dichos tubos son incubados durante 1 h permitiendo asi la formacidon de complejos
anticuerpo/antigeno del tubo de muestra del paciente. En cuanto a la actividad residual de la enzima en el tubo
de muestra se analiza empleando como calibrador la muestra de control, determinando la actividad residual
como porcentaje de la muestra control.

1 unidad Bethesda es la cantidad de inhibidor que logra neutralizar el 50 % de la actividad ADAMTS13 en un
volumen de plasma normal. Modificado de: Moore GW, Vetr H, Binder NB. ADAMTS13 Antibody and Inhibitor
Assays. Hemostasis and Thrombosis: Methods and Protocols. New York, NY: Springer US; 2023. p. 549-65.
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