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Introduccion

ADAMTSI13 es una metaloproteinasa, especifica-
mente una desintegrina, que presenta un motivo
trombospondina tipo 1 miembro 13. Es la proteasa
del factor de von Willebrand (VWF), ya que es res-
ponsable de clivar al factor en multimeros de menor
tamafio y de intervenir en la regulacion de su acti-
vidad™®.

La deficiencia de ADAMTS13 lleva al aumento de
multimeros ultra grandes del factor de von Wille-
brand, causa de la purpura trombocitopénica trom-
bética (PTT)®@, debido a que estos multimeros son
altamente trombogénicos.

La PTT es una microangiopatia trombética rara ca-
racterizada por anemia hemolitica mecanica, trom-
bocitopenia por consumo y otros sintomas genera-
dos por el daflo isquémico de 6rganos terminales
causado por trombosis microvascular, presentando
una actividad de ADAMTS13 menor al 10%), por
lo que la medicién de la actividad de esta proteasa
es de suma importancia para el diagnéstico de esta
enfermedad.
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Fundamento del inmunoensayo quimioluminis-
cente (CLIA)

El HemosIL AcuStar ADAMTSI3 Activity es un
CLIA, cuantitativo y totalmente automatizado para
medir la actividad de ADAMTSI13 en plasma citra-
tado mediante la incorporacion en el equipo de un
cartucho que contiene particulas magnéticas liofili-
zadas recubiertas de un sustrato peptidico como fase
soélida y un sistema de deteccién quimioluminiscen-
te.

El ensayo consta de 2 pasos:

1°. Se mezcla la muestra con el tampdn de ensayo
y las particulas magnéticas que se encuentran recu-
biertas, a través de un anticuerpo monoclonal anti
Glutation S Transferasa especifico, con un sustrato
peptidico GST-VWEF73 recombinante que contiene
un sitio de escisién para la ADAMTS13 en el VWE
La cantidad de sustrato escindido es proporcional a
la actividad de la proteasa. Luego de la separacion
magnética de las particulas y un posterior lavado, se
procede al paso 2°.

2°. Se agrega un anticuerpo monoclonal marcado
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con isoluminol, que reacciona especificamente con
el péptido escindido, seguido de una incubacion.
Posteriormente, se lleva a cabo una segunda separa-
cién magnética y lavado. Por ultimo, se anaden dos
reactivos desencadenantes y se procede a medir la
reaccion quimioluminiscente en unidades relativas
de luz (RLUs) con el sistema 6ptico ACL AcuStar.
Los RLUs son directamente proporcionales a la acti-
vidad de ADAMTS13 en la muestra (Figura 1).

Materiales

ADAMTSI13 Activity Cartridge: cartucho con una
capacidad de 25 determinaciones. Cada cartucho
contiene:

o 1 vial de particulas magnéticas liofilizadas recu-

biertas con un sustrato peptidico GST-VWEF73
recombinante.

o 1 vial de trazador que consiste en un anticuerpo
monoclonal marcado con isoluminol.

« Los reactivos estdn en un tampo6n MES o HEPES
que contiene albimina de suero bovino, trehalosa,
hidrolizado de gelatina, IgG de raton, estabilizado-
res y conservantes.

El kit para realizar el ensayo provee los siguientes
materiales:

o buffer de resuspension,
« calibradores 0, 1 y 2 con concentraciones que va-

rian en cada lote, presentando valores aproxima-
dos de 0%, 8% y 98%, respectivamente.

Caracteristicas preanaliticas y analiticas
La recoleccion de la muestra debe realizarse en tubo
de citrato de sodio 3.2% y centrifugar posterior-
mente a 3000 rpm para obtener plasma citratado y
proceder a su analisis. Las muestras conteniendo
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) no de-
ben ser utilizadas en los ensayos de actividad de
ADAMTS13, debido a que este importante quelan-
te de cationes divalentes inhibe la actividad de esta
metaloproteinasa Ca2+ y Mg 2+ dependiente.
En el caso de tener que almacenar la muestra y no
analizarla en el momento, se debe separar el plasma
del tubo primario y almacenar a -70°C y, cuando se
deba realizar la corrida analitica, dicho plasma con-
gelado debe ser descongelado en bafio termostati-
zado a 37°C (la muestra ya descongelada no debe
congelarse nuevamente).

o Calibracion. Antes de realizar la calibracion del
ensayo se deben seguir correctamente las instruc-
ciones para la preparacion del ADAMTS13 Activi-
ty Cartridge que aparecen en el inserto del kit de
reactivos.

El proceso de calibracion se lleva a cabo de manera
automatica en el equipo AcuStar a través de la co-
locacién de los 3 calibradores en el equipo (0, 1y

Figura 1. Fundamento de la técnica Adamts13 Activity.
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AC: Anticuerpo, RLUs: Unidades relativas de luz.
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2) que cubren un rango entre 0% y 90% de activi-
dad aproximadamente. La curva obtenida es com-
parada con una curva preestablecida para el lote a
calibrar, comprendiendo desde valores bajos hasta
150% de actividad, aproximadamente.

La calibracién debe realizarse de forma obligatoria
al poner en uso el lote del reactivo. Es importante
destacar que, ante la utilizacion de un nuevo car-
tucho que presenta el mismo numero de lote que
el previo ya calibrado, no es necesario recalibrar,
so6lo hay que procesar los controles de calidad vy, si
los mismos no arrojan resultados satisfactorios, se
debera repetir la calibracion.

Nota. Basandose en la experiencia de los autores
se recomienda que, previo a una nueva jornada,
y con el cartucho que ya esta en el equipo, se ex-
traiga dicho cartucho del equipo y se homogenice
manualmente con movimientos circulares apo-
yado sobre la mesada de trabajo (no invertir para
evitar volcar su contenido). Este procedimiento se
considera necesario, ya que las particulas suelen
precipitar ligeramente cuando el cartucho se en-
cuentra estatico durante mucho tiempo. Si bien
el equipo mueve los cartuchos cuando se realiza
el analisis de muestras, en ciertas ocasiones dicho
movimiento puede no ser suficiente.

« Control de calidad. von Willebrand Factor Con-

trols son los controles de calidad comerciales di-
sefiados para esta prueba. El kit de controles pro-
vee tres viales de control normal y tres de low o
patoldgico. Los valores asignados de los controles
varifan con cada lote, teniendo una media aproxi-
mada de 95% y 39%, respectivamente.
Nota. La performance analitica de precisién en
condiciones de repetibilidad (<5% para ambos ni-
veles de control) y de precision intermedia (9.2%
para control normal y 6.6% para control low) in-
formadas por el fabricante deben ser verificadas
por cada laboratorio.

« Estabilidad. El fabricante postula que, si no fue-

ron abiertos, los mismos son estables hasta la fe-
cha de caducidad si se mantienen a una tempera-
tura entre 2 a 8 °C. Una vez abiertos, la estabilidad
es la siguiente:
- ADAMTS13 Activity Cartridge: 56 dias on board.
- Calibradores: 5 horas on board. Se recomienda,
una vez que el instrumento permita extraerlos,
mantenerlos fuera del equipo y a una temperatura
entre 2-8°C.
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Nota. Los calibradores, asi como los controles,
podrian ser freezados a -70°C para prolongar su
estabilidad y poder reutilizarlos, sélo si el usuario
lo verifica, ya que este procedimiento no esta con-
templado en las recomendaciones del fabricante.

 Limitaciones. EL fabricante informa en el inserto
que los resultados no se ven afectados con valores
de hemoglobina hasta 500 mg/dL, bilirrubina has-
ta 18 mg/dL, triglicéridos hasta 1250 mg/dL, VWF
hasta 200 UI/dL, heparina de bajo peso molecular
y no fraccionada hasta 2 Ul/mL, entre otros. La
presencia del factor reumatoide puede producir
una subestimacion de los resultados de actividad
de ADAMTSI13, por lo que se debe tener precau-
cién en esta situacion.

Rango de referencia

En el inserto del kit se detalla que se realiz6 un es-
tudio de rango normal con 129 donantes sanos en
el equipo ACL AcuStar segun la guia de la CLSI ob-
teniéndose un rango de actividad de 60.6-130.6 %.
con un limite de deteccién de 0.1% y un rango de
linealidad de 0.2-150%.

Nota. Se recomienda verificar dichos rangos y limi-
tes en cada laboratorio.

Utilidad clinica

La medicién de la actividad de ADAMTS13 es indis-
pensable para el diagndstico de PTT, diferenciando-
se de otro tipo de microangiopatias trombdticas, asi
como el seguimiento de pacientes con esta enferme-
dad durante su tratamiento. El método presenta alta
sensibilidad y especificidad, como ha sido publicado
en un metandlisis reciente®.

No obstante, pueden presentarse de manera even-
tual valores menores a 10% en muestras en que, por
otros métodos, arrojan resultados cercanos pero su-
periores a 10%. Es por ello que los resultados siem-
pre deben ser analizados en conjunto con los hallaz-
gos clinicos. Para esto existen indices como el indice
PLASMIC, herramientas de ayuda diagnostica®.

Al tratarse de una técnica automatizada, el método
CLIA se presenta como una herramienta mas rapida
cuando se la compara con técnicas como el enzimoin-
munoensayo manual, permitiendo procesar muestras
de forma individual, siendo totalmente aplicable a la
jornada diaria del laboratorio de Hemostasia en una
institucion hospitalaria y de ayuda en la toma de deci-
siones terapéuticas apropiadas en tiempo real.
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