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Resumen

Introduccién: La purpura trombocitopénica trombdtica esta relacionada con la deficiencia de la meta-
loproteasa ADAMTS13. Si bien su incidencia en pediatria es baja, constituye una urgencia hematolégi-
ca. Se encuentra incluida dentro de las microangiopatias trombéticas, sindromes caracterizados por la
presencia de anemia hemolitica microangiopatica con presencia de esquistocitos, trombocitopenia por
consumo y dafio organico. La deficiencia funcional severa de ADAMTS13 resulta en la acumulacién de
multimeros ultralargos del factor von Willebrand, de caracteristicas protrombéticas. Paciente y métodos:
Se presenta el caso de una paciente de 15 afios de edad, previamente sana, que consulta por sintomas
neurolégicos, vémitos y cansancio. Sus antecedentes clinicos no incluian desérdenes hematoldgicos.
Se detectd una marcada anemia con presencia de esquistocitos, compatible con una anemia hemolitica
microangiopatica. Las pruebas de coagulacién fueron normales. Los estudios serolégicos virales y cul-
tivos bacteriolégicos fueron negativos. Debido a la presencia de sintomas neurolégicos, funcién renal
conservada, plaquetopenia y presencia de esquistocitos, se sospeché una purpura trombocitopénica
trombdtica. Se solicité dosaje de ADAMTS13 y luego, comenz6 el tratamiento. La actividad de ADAMTS13
resulté menor de 10 Ul/dl, y el estudio de la presencia de inhibidor, positivo para anticuerpos de isotipo
IgG. Esto permitié confirmar el diagnéstico de purpura trombocitopénica trombética inmune. Conclusién:
La sospecha clinica de una purpura trombocitopénica trombdtica en pacientes pediatricos y la medida de
actividad de ADAMTS13 son fundamentales para intentar establecer la eticlogia de las microangiopatias
trombdticas e instaurar un tratamiento eficaz y oportuno. El retraso en el tratamiento podria resultar en
un mayor dafio organico y aumento de la mortalidad.

Palabras clave: ADAMTS13, purpura trombocitopénica trombética, microangiopatia trombdtica, multime-
ros ultralargos de factor von Willebrand.
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Introduction: Thrombotic thrombocytopenic purpura is related to ADAMTS13 metalloprotease deficiency.
Although its incidence in pediatric patients is low, it constitutes a hematological emergency. Thrombotic
microangiopathiesinclude syndromes characterized by the presence of microangiopathic hemolytic ane-
mia with the presence of schistocytes, thrombocytopenia from consumption, and organ damage. Severe
functional deficiency of ADAMTS13 results in the accumulation of ultra-large multimers of von Willebrand
factor with prothrombotic features. Patient and methods: The case of a previously healthy 15-year-old
patient who consulted for neurological symptoms, vomiting, and fatigue is presented. Her clinical history
did not show hematological abnormalities. Marked anemia with the presence of schistocytes compatible
with microangiopathic hemolytic anemia was detected. Coagulation tests were normal. Viral serological
studies and bacteriological cultures were negative. Due to the presence of neurological symptoms, pre-
served renal function, thrombocytopenia, and the presence of schistocytes, thrombotic thrombocyto-
penic purpura was suspected. ADAMTS13 dosage was requested and treatment was started. ADAMTS13
activity was less than 10% and the study of the presence of inhibitor was positive for IgG antibodies. This
allowed confirming the diagnosis of immune thrombotic thrombocytopenic purpura. Conclusion: Clinical
suspicion of thrombotic thrombocytopenic purpura in pediatric patients and measurement of ADAMTS13
activity are essential to establish the etiology of thrombotic microangiopathies and an effective and
timely treatment. A delay in the treatment could result in further organ damage and increased mortality.
Keywords: ADAMTS13, thrombotic thrombocytopenic purpura, thrombotic microangiopathy, ultralarge
multimers of von Willebrand factor.
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Introduccién

La metaloproteasa ADAMTS13 esta directamente rela-
cionada con la fisiopatogenia de la pdrpura trombocitopé-
nica trombdtica (PTT), enfermedad rara y potencialmente
fatal, con una incidencia que varia de 2 a 6 casos por mi-
ll6n de individuos, segun la regién'. Si bien su incidencia
en la poblacién pediatrica es muy baja -menos de 1 caso
por millén de nifios por afio®- constituye una urgencia
hematolégica. Por este motivo, la sospecha clinica en pa-
cientes pediatricos resulta fundamental para el correcto
abordaje diagndstico.

La PTT es una de las microangiopatias trombdticas
(MAT], que se definen como sindromes que incluyen la
presencia de anemia hemolitica microangiopatica no in-
mune, generalmente con presencia de esquistocitos en el
frotis de sangre periférica, trombocitopenia por consumo
y dafo orgénico de afectacion e intensidad variable rela-
cionado con la presencia de trombos en la microcircula-
cion.? Las entidades que cursan con MAT son diversas: en
la poblacién pediatrica, se incluyen el sindrome urémico
hemolitico (SUH) asociado a infeccion por Escherichia coli
productora de toxina Shiga, con afeccién predominante-
mente renal; el SUH asociado a alteraciones genéticas o
adquiridas en la via alterna del sistema de complemento
(SUH atipico) y la PTT como causas primarias.* La PTT en
la poblacién pediatrica representa menos del 10 % de to-
dos los casos de PTT reportados.® La fisiopatologia de esta
enfermedad se basa en la deficiencia funcional severa de
la metaloproteasa ADAMTS13 [a disintegrin -like and me-
talloprotease with thrombospondin type 1 motif, member
13). Esta desintegrina y metaloproteasa plasmatica parti-
cipaenlaregulacion del factor de von Willebrand (FVW), su
sustrato principal. Su sintesis es principalmente hepatica
y su vida media, de 2a 3 dias.® Un 3-5 % de esta meta-
loproteasa circula unida al FVWW.” La actividad enzimética
de ADAMTS13 implica su interaccién con los multimeros
ultralargos del FVW (ULFVW, ultra large von Willebrand fac-
tor]) del endotelio vascular, que produce un clivaje entre
Tyr1605-Met1606.8° En condiciones de alto flujo o luego
de la formacién de un trombo, los ULFVW exponen este
sitio de clivaje, denominado A2, que se vuelve accesible
al ataque de ADAMTS13. Como resultado, se obtienen frag-
mentos cada vez mas pequefos del FVYW, y se modula la
longitud de los multimeros de FVW en la circulacion.?

La deficiencia de ADAMTS13 resulta en la acumulacién
de multimeros ULFVW de caracteristicas protrombéticas.
En ausencia de la enzima, la sola presencia de ULFVW, en
condiciones de flujo normal, no deberia causar trombosis
microvascular, sin embargo, en condiciones de alto flujo,
aumenta la adhesividad plaquetaria sobre los multimeros,
lo que resulta en la formacién de microtrombos que cau-
san patologia micro/macrovascular oclusiva e isquemia
tisular con fragmentacién de glébulos rojos, aumento de
LDH y consumo de plaquetas.>'112 Esto es especialmente
importante en neonatos con PTT congénita, en los cuales

elinicio bidireccional de la circulacién a través del conduc-
to arterioso causa condiciones de turbulencia extrema y
puede originar hemdlisis severa.t>14

La deficiencia de la metaloproteasa puede ser de ori-
gen genético (sindrome de Upshaw - Schulman, cPTT) o
inmunomediada (adquirida, iPTT], en la que tipicamente
se encuentran presentes anticuerpos dirigidos contra
ADAMTS13.1> La cPTT, de penetrancia variable y con mas
de 200 mutaciones descriptasls, se manifiesta mas fre-
cuentemente en bebés y nifios pequefios, mientras que la
iPTT prevalece en nifios mayores (preadolescentes y ado-
lescentes).} Para el diagndstico de cPTT, se requiere con-
firmacion con estudios genéticos (mutaciones bialélicas,
en su mayoria).®En cuanto a la iPTT en nifios, existen ca-
racteristicas compartidas con la poblacién adulta como la
coexistencia de otros desérdenes autoinmunes y la mayor
prevalencia en el sexo femenino. De acuerdo con lo repor-
tado, el 75 % de las iPTT se da en mujeres; el 21 % de todos
los pacientes con iPTT tiene uno o mas desdérdenes autoin-
munes y el 11 % presenta lupus eritematoso sistémico.!®

La medida de actividad de ADAMTS13 es el primer test
que deberia realizarse en pacientes con sospecha o diag-
néstico de MAT.*? La deficiencia severa de la actividad de
la metaloproteasa, definida generalmente como una acti-
vidad menor del 10 % con respecto a un pool de plasma
normal, confirma el diagnéstico de PTT.2? Sin embargo, una
actividad de ADAMTS13 mayor del 10 % no deberia excluir
el diagndstico de PTT, sobre todo con valores de actividad
enzimatica entre 10 y 20 %. El diagnéstico de PTT requie-
re tanto de la medida de actividad de ADAMTS13 como de
su interpretacion en el contexto clinico del paciente rea-
lizadas por equipo multidisciplinario.?! Por otra parte, |a
medida de actividad de la metaloproteasa juega un rol im-
portante en el seguimiento de esta patologia.

El tratamiento de la iPTT suele incluir recambio plasma-
tico intensivo combinado con inmunosupresores, corticoi-
des y rituximab o caplacizumab.2223

Estructura de la ADAMTS13

Al igual que otros miembros de la familia ADAMTS, ADA-
MTS13 estd compuesta por 14 dominios: metaloproteasa,
desintegrina, primera repeticion de trombospondina (TSP1),
dominio rico en cisteina y dominios espaciadores. La porcién
distal de la proteasa contiene 7 repeticiones de TSP1 adicio-
nales y 2 dominios CUB (complement subcomponents C1t/
C1s, embryonic sea urchin protein EGF, bone morphogenic
protein-1). Cada dominio tiene un rol especifico en relacién
con laactividad enzimatica®®. Si bien ADAMTS 13 es secretada
como enzima activa, circula en una conformacién cerrada de-
bido a la interaccién entre los dominios CUB y espaciadores.?
Cuando el ULFVW se une a ADAMTS13, la enzima experimenta
un cambio conformacional y se vuelve activa. Estos cambios
en la conformacién resultan fundamentales para sostener el
FVW en estricto control de sus diferentes formas moleculares
afin de mantener la homeostasis microvascular.?6:2
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Métodos de medicidn de la actividad de ADAMTS13

Se encuentran disponibles en el mercado una variedad de
ensayos para la medida de actividad enzimatica, la deteccion
antigénica y la determinacién del inhibidor o de los anticuer-
pos anti-ADAMTS13. Estos ensayos pueden ser del tipo in
house, comerciales y, mas recientemente, automatizados.

La muestra de eleccién es el plasma citratado. Luego del
proceso de doble centrifugacién, las muestras de plasma
que no sean procesadas en el dia deben congelarse a -40°C
y mantenerse congeladas hasta el momento de la determi-
nacion. Ante la sospecha de PTT, se recomienda tomar una
muestra previa al inicio del tratamiento.%8:29

Los ensayos mas utilizados son del tipo de transferen-
cia de energia fluorescente por resonancia (TEFR] y ELISA
(enzyme linked immunosorbent assay) cromogénico con
deteccién de punto final. Se basan en la determinacién
de la actividad enzimatica a través del uso de fragmentos
peptidicos recombinantes de 73 aminoacidos del FVYW que
contienen el sitio de clivaje A2 (FYW?3).3%-33 Sj los contro-
les y calibradores poseen valores establecidos utilizando el
calibrador aprobado por la Organizacién Mundial de |a Salud
(OMS) (estandar internacional ADAMTS 13 PLASMA 12/252),

los resultados pueden informarse en Ul/dl, unidades que
son equivalentes al porcentaje de actividad de ADAMTS 1334,
Pese a las discrepancias observadas entre los métodos ba-
sados en TEFRylos ELISA cromogénicos, existe buena corre-
lacién entre ensayos y alta concordancia en la clasificacién
de muestras con actividad menor de 10 Ul/dI.}> Reciente-
mente, se han desarrollado métodos totalmente automa-
tizados que permiten obtener resultados en 30 minutos.
Uno de ellos, el HemosIL® AcuStar ADAMTS13 Activity®®, ya
disponible en Argentina, utiliza |a tecnologfa de quimiolumi-
niscencia para la determinacién de la actividad enzimatica.
Por otra parte, el Technofluor ADAMTS13 Act. Technoclone
Herstellungvon Diagnostika und Arzneimitteln GmbH, ain
no disponible en el pais, utiliza la tecnologia TEFR.3%:37

Cada método posee intervalos de referencia estableci-
dos, que generalmente son obtenidos en poblacién adulta,
por lo que su uso en pediatria es limitado.® En estos casos,
se recomienda establecer intervalos de referencia propios,
ajustados por edad. Sin embargo, las recomendaciones
internacionales en cuanto al valor critico de actividad por
debajo del 10 % no establecen diferencias entre poblacién
adulta y pediatrica para realizar el diagndstico de PTT.

Figura 1. Algoritmo diagndstico propuesto para el diagndstico de las microangiopatias trombéticas (MAT).
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» MAT, microangiopatias trombéticas; PTT, pdrpura trombocitopénica trombética; SUH, sindrome urémico hemolitico; Shtx, shigatoxina; iPTT, PTTinmune;

cPTT, PTT congénita, STEC, Escherichia coli productora de toxina Shiga.
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Se encuentran desarrollados dispositivos del tipo point
of care que permiten la obtencién de la medida de actividad
enzimatica en un corto plazo (30 minutos), aunque su uti-
lidad es limitada debido a que, si bien muestran buen des-
empefio general, una disminucién en la actividad requiere
confirmacién por el método tradicional utilizado en el labo-
ratorio de referencia.®

Determinacion antigénica de ADAMTS13

Este tipo de ensayo cuantifica la cantidad de proteina pre-
sente en plasma y utiliza la metodologia de tipo ELISA sand-
wich, en la que se emplea un anticuerpo de captura para la
metaloproteasa y luego, un segundo anticuerpo marcado
que participa en una reaccién colorimétrica. El determinante
de las diferencias entre los distintos métodos es el uso de
anticuerpos monoclonales versus policlonales tanto en los
anticuerpos de captura como en los de deteccién.*

En la cPTT, tanto la actividad como los niveles antigénicos
de ADAMTS13 suelen encontrarse disminuidos, mientras que
en la iPTT puede no haber concordancia entre ambos ensa-
yos debido a la naturaleza de los anticuerpos presentes: neu-
tralizantes (mayoritarios: inhiben la actividad enzimatica) y
no neutralizantes (minoritarios: aceleran la eliminacién de
ADAMTS 13, pero no inhiben su actividad).*#! Por este motivo,
se considera que la determinacién antigénica brinda menor
sensibilidad que la medida de actividad enzimatica para el
diagnéstico de iPTT y no debe ser usada como dnica prueba.*

Determinacion de inhibidor y anticuerpos anti-ADAMTS13
En la mayoria de las iPTT pediatricas se encuentran pre-
sentes autoanticuerpos, de los cuales los de isotipo IgG son
los predominantes. El principal blanco de estos anticuerpos
es el dominio espaciador de la metaloproteasa. Ante un re-
sultado de actividad enziméatica menor de 10 UI/dL (o me-
nor del 10 %), se deberia proceder a la bisqueda de autoan-
ticuerpos. Si estos se encuentran presentes, se confirma el
diagnéstico de iPTT, mientras que, si no se detectan, no se

podria descartar el diagnéstico y deberfan realizarse otras
determinaciones como el ensayo tipo Bethesda, ensayo
de mezclas para busqueda de inhibidores (ambas técnicas
detectan anticuerpos neutralizantes), bisqueda de otros
isotipos como IgM e IgA y/o evaluar respuesta al tratamien-
to mediante la determinacién de actividad de ADAMTS13
durante el seguimiento®. Se recomienda la determinacién
de autoanticuerpos frente a los ensayos tipo Bethesda y
mezclas. El ensayo mas utilizado es ELISA 1gG. El calibrador,
las unidades en las que se reporta el resultado y los puntos
de corte varian entre los diferentes ensayos disponibles. No
se dispone de un estandar internacional de referencia para
los ensayos de autoanticuerpos ni ensayos de inhibidor, lo
que dificulta la comparacién de resultados entre los distin-
tos métodos.?

Es mandatorio establecer algoritmos diagndsticos apro-
piados que permitan establecer las causas de las MAT, en
los cuales la medida de ADAMTS13 tiene un rol fundamental
ala hora de intentar establecer la patologia de origen. En el
Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez, se propone el abordaje
diagnéstico que se muestra en la Figura 1.

Caso clinico

En diciembre del 2021, se presenta a la guardia una pa-
ciente de 15 afos de edad, previamente sana, derivada de
otra institucion, con sintomas neuroldgicos (episodio de
parestesias en hemicuerpo derecho}, vémitos y cansancio.
En dias previos a la consulta inicial, presenté una metro-
rragia de 10 dias de evolucién. Sus antecedentes clinicos
no inclufan desérdenes hematolégicos personales ni fami-
liares. La paciente es internada en la Unidad de Cuidados
Intensivos Pediatricos debido a la gravedad del cuadro y
para la realizacién de estudios de imagen y de laboratorio.
La angioresonancia magnética de sistema nervioso central
no mostré particularidades. Los resultados de laboratorio al
ingreso se muestran en la Tabla I. Se observa una marca-
da anemia de caracteristicas regenerativas, con elevacién

Tabla I. Pardmetros de laboratorio de la paciente al ingreso

Pardmetro Valor Rango de referencia
Leucocitos 9,0x103/ul 4,5-13,0/ul
Hemoglobina 8,2 g/dL 12,0- 16,0 g/dl
Hematocrito 23,7 % 31,0-47,0%
Plaquetas 10 x103/ul 150 - 450 x103ul
Reticulocitos 24.2% 0,5-2,5%
Lactato deshidrogenasa 1615 UI/L <250UlI’L
Urea 38 mg/dL 8-41 mg/dl
Creatinina 0,85 mg/dL 0,51-0,95 mg/dI
Bilirrubina total 5,44 mg/dL <1,20 mg/dl
Bilirrubina directa 1,36 mg/dL <0,30 mg/dl
Prueba de Coombs directa Negativa Negativa
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del recuento de reticulocitos. En la revision del extendido
de sangre periférica, se observaron eritroblastos, policro-
matofilia y presencia de esquistocitos (>1 %) compatibles
con una anemia hemolitica microangiopatica. Las pruebas
de coagulacién fueron normales. Los estudios serolégicos
virales y cultivos bacteriolégicos fueron negativos.

Debido a la presencia de sintomas neurolégicos, la fun-
cién renal conservada y la plaquetopenia severa, la sospe-
cha diagnéstica fue PTT. Se solicité el dosaje de ADAMTS13 y
comenzo el tratamiento con corticoides y recambio plasma-
tico intensivo incorporando rituximab luego de la confirma-
cién diagndstica.

La actividad de ADAMTS13 medida por ELISA resulté me-
nor de 10 Ul/dl (VR: 40-130 UI/dl], por lo que se procedié a
estudiar la presencia de su inhibidor y se obtuvo un resul-
tado positivo de anticuerpos de isotipo IgG. Esto permitié

confirmar el diagnéstico de iPTT y, no pudiéndose estable-
cer la causa desencadenante, se realizé el diagndstico de
iPTT idiopatica.

La paciente tuvo una evolucién favorable y se obser-
v6 un aumento en la actividad de ADAMTS13 con negativi-
zacién de su inhibidor y una mejoria de los sintomas y de
los parametros de laboratorio (Figura 2). En la figura 2, se
muestran, ademas, los valores del recuento de plaquetas
durante el seguimiento, se puede observar la respuesta al
tratamiento y se evidencia cémo, a pesar del curso ines-
table y de las infecciones que presentd a lo largo del trata-
miento, luego de comenzada la terapia con rituximab, las
plaquetas comienzan a aumentar, a la vez que se ve una
notable disminucidn del recuento de reticulocitos, con nor-
malizacion de la hemoglobina y disminucién de la LDH.

A'los 6 meses del diagndstico, se encontraba bajo trata-

Figura 2. Evolucién de los valores de plaquetas (x10%/ul}, reticulocitos (%), hemoglobina (g/dl), LDH (Ul/1), actividad de
ADAMTS13 (UI/ml] e inhibidor de ADAMTS13 tipo IgG (Ul/ml) durante la internacidn y el seguimiento.
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miento ambulatorio con corticoides en descenso y monito-
reo de sus parametros clinicos y de laboratorio, incluida la
medida mensual de actividad de ADAMTS13.

En iPTT, las recidivas son frecuentes, por lo que el segui-
miento deberia ser de por vida. Es un desafio para el equipo
de salud consensuar la frecuencia del monitoreo, asi como
también establecer el rol de la medicién de ADAMTS13 como
predictor de recaidas.

Con base en la sospecha clinica al ingreso y el uso del
algoritmo diagndstico, se logré diagnosticar iPTT en una pa-
ciente de 15 afios de edad. Contar con la medida de activi-
dad de ADAMTS13 y el estudio de su inhibidor (IgG] dentro
de los tiempos requeridos (menos de 72 horas] resulta de
suma importancia para mantener o cambiar el tratamiento
iniciado al confirmarse la MAT.

Discusién

La medida de actividad de ADAMTS13 estd directamente
relacionada con el diagnéstico de PTT, que constituye una
urgencia hematolégica. Existen diferentes métodos comer-
ciales pararealizarla medicién de actividad enzimatica, con
diferente sensibilidad, Iimite de cuantificacién e intervalos
de referencia reportados. Se debe conocer el desempefio
del método empleado, teniendo en cuenta que, si se utiliza
un kit comercial, se requiere la verificacién del desempefio
mediante la comparacién con otro laboratorio y el uso de un
programa de control de calidad externo.?®

El punto de corte para establecer una deficiencia se-
vera de la metaloproteasa es por debajo de 10 Ul/dL en la
poblacién adulta y en pediatria. Si el método se encuentra
contrastado contra el calibrador aprobado por la OMS, el in-
forme de la actividad enzimatica puede realizarse en Ul/dL.
El resultado de la medida de actividad de ADAMTS13 debe-
rfa estar disponible, idealmente, en un lapso de 72 horas,
mientras que se considera aceptable si el informe se realiza
dentro de los 7 dias de ingresada la muestra al laboratorio.!

Si bien existen modelos como el PLASMIC* o el score
francés*® que evaltan el riesgo de PTT utilizando puntajes
en los que intervienen pardmetros como el recuento de pla-
quetas, los niveles de creatinina, la RIN (razén internacio-
nal normatizada), el VCM y otros, estos modelos requieren
su validacién en la poblacién pediatrica.t#4

Los ensayos recomendados para el diagnéstico de PTT
deberfan incluir la actividad de ADAMTS13 y la bisqueda de
autoanticuerpos o, en su defecto, ensayo de mezclas para
basqueda de inhibidor.3 Actualmente, existen definiciones
relacionadas con la PTT en las que la medida de actividad
de ADAMTS13 cobra un rol fundamental, donde se define
como recaida de laboratorio una actividad de ADAMTS13 por
debajo de 20 Ul/dl, sin trombocitopenia, que precede por lo
general a la recaida clinica (trombocitopenia). También se
definen respuesta al tratamiento cuando la actividad de la
metaloproteasa es mayor de 30 Ul/dL y respuesta comple-
ta al tratamiento, si la actividad es mayor de 60 Ul/dL.°

La medida de ADAMTS13 en |a iPTT, en forma regular, du-

rante el tratamiento (por ejemplo, semanalmente] y en la
fase de remision (cada mes yluego cada 3 meses, pudiendo
extenderse a 6-12 meses luego de 3 afios) podria proveer
datosimportantes con respecto al riesgo de recaida y la per-
sistencia de enfermedad activa subclinica.*®

La sospecha clinica de una purpura trombocitopénica
trombética en pacientes pediatricos y la medida de activi-
dad de ADAMTS13 son fundamentales paraintentar estable-
cer la etiologia de las microangiopatias trombéticas? e ins-
taurar un tratamiento eficaz y oportuno. Por el contrario, un
retraso en el tratamiento podria resultar en un mayor dafio
organico con el consiguiente aumento de la mortalidad.
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