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Introduccion

ADAMTS-13 (A disintegrin and metalloproteinase
with thrombospondin type 1 repeats, member 13)
es una desintegrina y metaloproteasa, zinc y calcio
dependiente, codificada en el cromosoma humano
9q34 (Figura 1). Es sintetizada principalmente en
las células estrelladas del higado (90%) y, en menor
medida, en endotelio, rifion (células tubulares y po-
docitos), placenta y plaquetas. Tiene una vida media
de 2 a 3 dias, se libera como enzima activa a la cir-
culacion y, hasta el momento, no se han descripto
inhibidores fisiologicosV.

Las células endoteliales sintetizan el factor de von
Willebrand (VWF) y lo liberan a la circulacion prin-
cipalmente como multimeros ultra grandes (UL-
VWEF). El rol primario de ADAMTS-13 es clivar
estos ULVWE, originando las diferentes formas mo-
leculares del VWF que van desde dimeros simples
a multimeros mas complejos de hasta 20 unidades.
El sitio especifico de clivaje de ADAMTS-13 se en-
cuentra ubicado en la posicion Tyr1605-Met1606

del dominio A2 del monémero de VWF. Este sitio
se despliega, volviéndose accesible a ADAMTS-13
cuando la molécula es sometida a altas fuerzas de
cizallamiento (shear stress) (Figura 2). Esta degra-
dacion proteolitica de los ULVWF es un evento fi-
sioldgico necesario, ya que €stos tienen un potencial
trombogénico elevado.

Cuando la actividad de ADAMTS-13 estd dismi-
nuida, como ocurre en la purpura trombocitopénica
trombdtica (PTT), los ULVWF persisten en circula-
cion, se unen a las plaquetas a través del complejo
glucoproteico GPIb-V-IX, promoviendo su agrega-
cion y la consecuente formacion de microtrombos
ricos en plaquetas y VWF que, al desprenderse, pro-
vocan patologia micro/macrovascular oclusiva con
isquemia tisular®.

Como las caracteristicas clinicas de PTT son simila-
res a otras entidades clinicas que se agrupan dentro
de las microangiopatias trombéticas (MAT), la de-
terminacion de la actividad de ADAMTS-13 resulta
una herramienta muy til para ayudar al diagndstico
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Dominios que contribuyen con la uniéon al VWF

Figura 1. Representacion esquematica de la molécula de ADAMTS-13
La molécula esta formado por: 1 dominio de metaloproteasa (M), 1 dominio simil-desintegrina (D), 8
repeticiones de motivos de trombospondina (T1 - T8), 1 dominio rico en cisteina (C), 1 dominio espacia-
dor (SPACER), 2 dominios CBU (CBU1 y CBU2).

Por la presencia del shear stress

Figura 2. Representacion esquematica de la molécula de VWF
a. La molécula de VWF presenta 1 region péptido senal (SP), 5 dominios D (D1, D2, D3, D4, D’), 3
dominios A (A1, A2, A3), 6 dominios C (C1-C6) y 1 dominio CK.
Durante la maduracion se elimina el péptido sefal y el propéptido.
b. Esquema que representa a la molécula de VWF liberada desde la célula endotelial o plaqueta.
En presencia de shear stress, el dominio A2 del VWF se despliega y expone los sitios de union a la
ADAMTS-13, lo que provoca finalmente el clivaje del enlace Tyr1605-Met1606 del VWF.
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diferencial, al seguimiento de la enfermedad y a la
evaluacion o modificacion del tratamiento.
Fundamento del ensayo

Los laboratorios especializados pueden determinar
tres caracteristicas relacionadas con ADAMTS13:
la actividad, el antigeno y la presencia de anticuer-
pos. Debido a su valor informativo acerca de la fun-
cionalidad de la molécula, la actividad es el princi-
pal parametro a evaluar.

Determinacion de la actividad de ADAMTS-13
Los primeros métodos descriptos para determinar la
actividad de ADAMTS-13, conocidos como de pri-
mera generacion, consisten en técnicas funcionales
basadas en la degradacion de la molécula completa
de VWEF, plasmatico o recombinante, por la enzima
presente en la muestra de plasma a analizar. Estos
ensayos requieren someter al VWF a condiciones
que permitan su desplegamiento, facilitando el ac-
ceso de la metaloproteasa a su lugar de accion. En
presencia de ADAMTS-13, las moléculas de VWF
son degradadas y, luego, los productos de digestion
son analizados por diferentes métodos: 1- separa-
dos por tamafio mediante electroforesis en geles de
SDS-agarosa o SDS-poliacrilamida, o 2- por su ac-
tividad residual medida a través de su union al co-
lageno o mediante el ensayo de agregacion plaque-
taria inducida por ristocetina. Algunas desventajas
que presentan estas metodologias es que requieren
mucho tiempo (2-3 dias), son dificultosos y presen-
tan mucha variabilidad intra e interensayo.
Actualmente, se utilizan los métodos llamados de
segunda generacién, que utilizan fragmentos espe-
cificos de la molécula de VWF (péptidos sintéticos)
aumentado la sensibilidad, especificidad y repro-
ducibilidad de los ensayos al eliminar la variacion
debido a la composicion multimérica del VWF. Al
mismo tiempo, no requieren un tratamiento previo
de la muestra para facilitar la accion enzimatica de
ADAMTS-13. De ellos los méas difundidos son los
enzimoinmunoanalisis comerciales (ELISA) con
deteccion por sustratos cromogénicos, como por
ejemplo TECHNOZYM® ADAMTS-13 Activity
(Technoclone GmbH, Vienna, Austria). Este méto-
do utiliza como sustrato un péptido recombinante
de fusion GST-VWF73, que contiene el sitio de
corte especifico de la ADAMTS-13, inmovilizado
en una placa sobre las que se afiade la muestra de
plasma en la que se quiere determinar la actividad
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de la enzima. En presencia de ADAMTS-13, este
sustrato es clivado, exponiendo una secuencia de
aminoacidos especifica que se detecta posterior-
mente con el agregado de un anticuerpo conjugado
con enzima peroxidasa y posterior revelado con un
sustrato cromogénico (TMB). La intensidad de co-
lor resulta directamente proporcional a la actividad
de ADAMTS-13.

Otro de los métodos actualmente disponibles son
los denominados FRETS (Fluorescence Resonance
Energy Transfer Assay). En estos ensayos, el frag-
mento VWF73 es modificado quimicamente de ma-
nera que contiene un fluor6foro y una molécula que
acta inhibiéndolo. En presencia de ADAMTS-13,
ésta clivara el péptido, liberando el inhibidor y per-
mitiendo la emisién de fluorescencia al exponerlo
a una cierta longitud de onda. La intensidad de la
fluorescencia sera directamente proporcional a la
actividad de la enzima.

Recientemente ha sido descripto un ensayo llama-
do HemosIL AcuStar ADAMTSI13 activity assay
(Instrumentation Laboratory, Bedford, Massachu-
setts, United States), que utiliza el péptido VWF73
unido a particulas magnéticas y tecnologia de qui-
mioluminiscencia como método de deteccion.

Determinacion de ADAMTS-13 antigénica
También existe la posibilidad de medir la concentra-
cion antigénica de ADAMTS-13, mediante la téc-
nica de ELISA. Esto resulta 1til para comprobar si
las alteraciones congénitas afectan la expresion de
la proteina o su actividad funcional.

Estudios complementarios

Para complementar los estudios se pueden determinar:

1. Anticuerpos anti-ADAMTS-13 totales: pueden
medirse por ELISA, western blotting o inmu-
noprecipitacion. Estos anticuerpos son principal-
mente de isotipo IgG, pero también se han des-
criptos de isotipo IgM e IgA.

2. Anticuerpos con accion inhibitoria de la ac-
tividad de ADAMTS-13: estos cobran impor-
tancia en el diagnostico de la PTT autoinmune o
adquirida. Para detectarlos se realiza una mezcla
de plasma de paciente con plasma control (1:1)
y posteriormente se determina la actividad de
ADAMTS-13 por alguno de los métodos previa-
mente descriptos. La capacidad inhibitoria del
anticuerpo se expresa en unidades Bethesda (1
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unidad Bethesda es la concentracion de anticuer-
po capaz de inhibir la actividad ADAMTS-13 en
un 50%).

3. Estudios genéticos de ADAMTS-13: ttiles para
la confirmacion del diagndstico de PTT heredita-
ria. Existen mas de 100 mutaciones descriptas en
el gen de ADAMTS-13, algunas en estado homo-
cigota y otras en estado heterocigota, que estan
involucradas en la fisiopatologia de la PTT®.

Condiciones preanaliticas para medir la activi-
dad de ADAMTS-13

- Toma de muestra: es aconsejable extraer una
muestra antes del inicio del tratamiento de plasma-
féresis, atn sin tener un diagnostico certero, para co-
nocer el valor basal de la actividad de ADAMTS-13.
En el seguimiento del paciente, la toma de muestra
debera realizarse lo mas alejada posible de la plas-
maféresis ya que ésta puede provocar que se sobres-
timen los niveles de actividad de la enzima.

- Muestra: se utiliza muestra de plasma pobre en
plaquetas obtenido con citrato de sodio 3.2% (1:9).
No puede utilizarse EDTA como anticoagulante, ya
que es un inhibidor irreversible de la actividad de
ADAMTS-13. Las muestras pueden ser conserva-
das 2-4 horas a temperatura ambiente o bien guarda-
das congeladas, preferentemente a una temperatura
< =70 °C. Deben descongelarse a 37 °C en el mo-
mento de realizar las determinaciones.

- Interferencias: hemolisis o lipemia severa o una
marcada hiperbilirrubinemia interfieren en las de-
terminaciones pudiendo arrojar falsos valores dis-
minuidos de actividad de ADAMTS-13, particular-
mente en los ensayos FRETS. La hemoglobina libre
en el plasma de pacientes con hemolisis intravas-
cular puede también inhibir a ADAMTS-13?. La
presencia de proteasas, como por ejemplo catepsina
G o elastasa, puede hacer que se sobrevaloren los
niveles de ADAMTS-13 por protedlisis inespecifica
del péptido VWF73.

Condiciones analiticas

Con el objetivo de armonizar los resultados de labo-
ratorio, la Organizacion Mundial de la Salud en el
afio 2014 desarroll6 el primer estandar internacional
(Codigo 12/252) que es utilizado como patrén pri-
mario para validar los calibradores provistos por los
kits. Este es un punto muy importante a evaluar en
el momento de la eleccion del método.
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Como control de calidad interno se utiliza el set de
controles provistos por el fabricante (alto y bajo).
Se dispone ademads de controles de calidad externos
como el External Quality Assessment Programme
(EQAP) de la fundacion ECAP (Paises Bajos).

En los casos del ELISA cromogénico y de FRETS,
se realiza una curva de calibracion en cada corri-
da. Son técnicas manuales que requieren personal
entrenado y demandan aproximadamente 3,5 horas
en el caso del ELISA cromogénico y 1 hora en el
caso de FRETS. Los limites de deteccion son de
0,2-0,5 % y 3-6 % de actividad de ADAMTS-13,
respectivamente. FRETS tiene como desventaja que
requiere de un espectrofluorémetro y un programa
informatico especifico.

Con respecto al HemosIL AcuStar ADAMTS13
activity assay, es una técnica muy prometedora, ya
que es altamente sensible y especifica, totalmente
automatizada, que requiere s6lo 33 minutos para un
resultado pero necesita de un autoanalizador espe-
cifico: ACL AcuStarTM (Instrumentation Labora-
tory) que no estd actualmente disponible en todos
los paises. Ademas necesita mas estudios de valida-
ci6n contra los métodos de referencia. En este caso,
el limite de deteccion es de 0,2-0,5 % de actividad
de ADAMTS-13.

Tanto el ensayo cromogénico, como el FRETS y el
HemosIL AcuStar presentan una alta concordancia
para detectar valores menores al 10 % de actividad
de ADAMTS-13, que es el valor de corte definido
internacionalmente para diagnosticar deficiencia
severa de ADAMTS-13. Sin embargo para valores
superiores se observan algunas discrepancias .

En todos los ensayos, los resultados pueden ser
expresados como porcentaje o como actividad de
ADAMTS-13 (IU/ml).

Valores de referencia

Los valores de referencia para la actividad de
ADAMTS-13 son muy variables y dependen del
método utilizado y de la poblacién en estudio, por lo
cual se recomienda que cada laboratorio determine
su propio rango de referencia.

Se considera normal un valor de actividad de
ADAMTS-13 mayor a 40-50 % y se ha observado
en general que los valores poblacionales oscilan en
el rango de 90-110 %“.

Utilidad clinica
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La principal utilidad de la medicion de la actividad
de ADAMTS-13 es para el diagnéstico diferencial
de las MAT.

Las MAT son un conjunto de entidades que se ca-
racterizan por la presentacion de anemia hemolitica
microangiopatica, con presencia de esquistocitos en
el frotis de sangre periférica, presencia de marcado-
res caracteristicos de hemolisis (elevacion de reticu-
locitos, lactato deshidrogenasa [LDH] y bilirrubina
indirecta y disminucion o ausencia de haptoglobina,
entre otros) y trombocitopenia de intensidad varia-
ble. Para el diagndstico diferencial, la historia cli-
nica del paciente juega un rol importante. Pueden
diferenciarse en primarias y secundarias (Cuadro 1).
Tanto las PTT adquiridas como congénitas se pre-
sentan con deficiencias severas en la actividad de
ADAMTS-13, por lo general menor al 10%, y se
consideran una emergencia médica, ya que la mor-
talidad a las 24 horas alcanza un 90% si el paciente
no es tratado, mientras que con el tratamiento ésta
disminuye al 10-20%. Es por esta razon que, ante la
sospecha de esta patologia basandose en la historia
clinica, el examen del paciente y el frotis de sangre
periférica, se comienza con tratamiento empirico de
plasmaféresis inmediatamente, aun sin contar con el
valor de actividad de ADAMTS-13. Consecuente-
mente, la utilidad clinica de la determinacion de
la actividad de ADAMTS-13 para diagnéstico de
la enfermedad en la urgencia médica es limitada,
y esto es debido a que no se disponen de métodos
de laboratorio que sean los suficientemente rapidos

para ayudar en ese momento. Aun asi, la toma de
muestra, previo a la plasmaféresis en el tratamiento
empirico, es de utilidad, porque ayuda al diagnostico
diferencial de las MAT y esto es beneficioso porque
permite optar por el tratamiento mas adecuado en
cada caso.

A su vez, la determinacion de la actividad de la me-
taloproteasa resulta util durante el seguimiento
del paciente en el tratamiento y en los periodos
de remision de la enfermedad, ya que es un buen
indicador de riesgo de recaidas y recurrencias, ade-
lantandose a la clinica del paciente.

En otras MAT, como en el caso del sindrome urémi-
co hemolitico (SUH), tanto tipico como atipico, si
bien se observa una disminuciéon de ADAMTS-13,
estos valores se encuentran por encima del 10%.
De igual manera, las MAT secundarias asociadas
a distintas condiciones clinicas como enfermedad
hepatica, estados inflamatorios agudos, coagulacion
intravascular diseminada, sindrome antifosfolipidi-
co catastrofico, consumo de determinados farmacos,
enfermedades del tejido conectivo, preeclampsia,
infeccion por VIH, neoplasias y embarazo, entre
otras, se presentan con niveles normales o dismi-
nuidos de actividad de la metaloproteasa, variables
segun la patologia asociada, pero mayores al 10%.
Por todo lo mencionado, la busqueda de nuevos mé-
todos rapidos y sensibles que ayuden en el diagnos-
tico temprano de estas patologias es uno de los obje-
tivos primordiales para poder aplicar el tratamiento
mas adecuado para cada una de ellas.

Cuadro 1. Clasificacion de las microangiopatias tromboticas

PTT Congénita
Alteraciones en el gen de la
ADAMTS-13

PURPURA TROMBOCITOPENICA
TROMBOTICA (PTT)
Actividad ADAMTS-13 menor al 10%

PTT Autoinmune
Presencia de anticuerpos inhibitorios

de ADAMTS-13

SUH tipico

SINDROME UREMICO HEMOLITICO

Actividad ADAMTS-13 mayor al 10%

asociado a infecciones productoras

(SUH) de Shigatoxina

SUH atipico
alteraciones del sistema
complemento

1 PRIMARIAS
MICROANGIOPATIAS
TROMBOTICAS |
(MAT)
— SECUNDARIAS

Asociadas a: farmacos, CID, LES,
embarazo, entre otras.
Actividad ADAMTS-13 mayor al 10%
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