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ESTADO ACTUAL DEL TEMA

La Purpura Trombética Trombocitopénica (PTT) es una enfermedad
caracterizada por el déficit de la enzima ADAMTS13, que es la encargada de escindir
los multimeros circulantes de factor von Willebrand (FvW). Su ausencia determina el
desarrollo de una microangiopatia trombdtica, ya que estos multimeros persisten en la
circulacion y trombosan los pequefios vasos de manera diseminada en el organismo."
Pese al avance que ha supuesto la utilizacion precoz de los recambios plasmaticos y
la infusion plasma en estos pacientes, la mortalidad precoz y la morbilidad siguen
siendo importantes.2

La mayoria de casos de PTT se deben a la aparicion de autoanticuerpos que
inhiben la actividad de ADAMTS13.2 Sin embargo, existe también una forma
hereditaria de esta enfermedad ocasionada por la presencia de mutaciones del gen
ADAMTS13 que provocan una disminucion drastica de su actividad enzimatica.* La
PTT congénita es también conocida como sindrome de Upshaw—Schulman en honor a
sus descubridores.> Es una enfermedad muy poco frecuente, con una prevalencia
desconocida, pero se estima que puede suponer entre el 5y el 10% de las PTT.6 Es
por ello que la mayoria de publicaciones son casos uUnicos o series cortas de
pacientes, haciendo dificil un conocimiento profundo de la enfermedad.

Los pacientes con PTT congénita suelen debutar en la etapa neonatal o en la
primera infancia, pero también pueden hacerlo en la edad adulta. 2 La agresividad
clinica de la enfermedad es variable, de modo que algunos pacientes precisan
infusiones peridédicas de plasma para mantenerse asintomaticos y otros solo
manifiestan sintomas en momentos puntuales, muchas veces en relaciéon a algun
agente desencadenante como las infecciones, algunos farmacos o, mas tipicamente,
el embarazo. °

Genéticamente, la PTT congénita es muy heterogénea, habiéndose descrito
mas de 130 mutaciones diferentes. Practicamente cada familia presenta una mutacién
distinta y éstas se localizan de manera bastante homogénea a lo largo de todo el gen
y sus dominios.'0 Estas mutaciones afectan tanto a los procesos de sintesis de la
proteina, como a su actividad, o mas frecuentemente, a su secrecién. Algunos datos
de la literatura sugieren que podria existir una correlacioén entre el tipo de mutacion, la
actividad residual de la enzima y la agresividad clinica.® Sin embargo, también es
verdad que hermanos con la misma mutacién muestran una gran variabilidad clinica,
por lo que el déficit de ADAMTS13 provocado por dicha mutacion no explicaria todo el
fenotipo de la enfermedad. De hecho, se ha postulado que los SNPs presentes en
esta enzima podrian justificar en parte esta variabilidad.'?> Ademas, se sabe que
muchas veces se requieren desencadenantes como el embarazo, infecciones o
farmacos para desencadenar la enfermedad. Algunas publicaciones han comunicado
que también podria haber modificadores genéticos como polimorfismos en genes



relacionados con la regulacion de la cascada de la coagulacién, el FvW, la funciéon
plaquetar o el endotelio vascular.'>'® Esta necesidad de cooperacion de diferentes
factores en la PTT también se ha demostrado en el modelo murino.'” Por ultimo, las
mutaciones de ADAMTS 13 podrian tener una penetrancia incompleta.

El Grupo Espafol de Aféresis (GEA) posee una gran experiencia en el
diagnostico y manejo de la PTT.'"®2" El grupo posee gran interés en continuar
profundizando en el conocimiento de la PTT y mejorar su tratamiento a nivel nacional,
tal y como lo demuestra la creacion de guias de tratamiento y de un registro nacional
de PTT. En el momento actual existen 14 casos de PTT congénita registrados, algunos
de ellos con estudio biologico y genético realizado. Sin embargo, las técnicas
empleadas para su estudio han sido heterogéneas o incompletas en muchos casos.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La PTT congénita es una enfermedad hereditaria poco frecuente y heterogénea
clinica y genéticamente. Conocer la correlacién genotipo-fenotipo, asi como los
diferentes factores que podrian condicionar la aparicién de episodios de PTT servirian
para predecir el comportamiento clinico de cada caso y poder realizar intervenciones
terapéuticas precoces.

Por ello, se plantean los siguientes objetivos:

1. Creacién de una coleccion nacional de muestras biolégicas de
pacientes con PTT congénita y sus familiares de primer grado.

2. Caracterizacion detallada del curso clinico de estos pacientes.

3. Medicion homogénea de la actividad enzimatica de ADAMTS13
y presencia de auto-anticuerpos.

4. Estudio de mutaciones del gen ADAMTS13 completo mediante

secuenciacion masiva.

5. Planificar, en base a los resultados clinicos y moleculares,
nuevos estudios biolégicos para dilucidar los mecanismos responsables de la
variabilidad fenotipica de esta enfermedad.

MATERIAL Y METODOS

Creacion de la coleccion de PTT congénita en el Biobanco La Fe



Se solicitara colaboracion a todos aquellos pacientes registrados en la base de
datos de PTT del GEA (n=14) y a todos aquellos casos no registrados que deseen
participar en este estudio. Ademas de recoger muestras de los casos de PTT
congénita, se recogeran muestras de todos aquellos familiares de primer grado
(padres, hijos, hermanos) que consientan participar. Para ello, se precisara explicacion
y firma del consentimiento informado de cada paciente/familiar antes de la extraccion
de muestras (Anexo 1). Las muestras necesarias para la creacion de la coleccion son

muestras de sangre venosa en los siguientes tubos:
- 2 tubos de EDTA de 5 mL (tapén morado)
- 2 tubos de citrato de 5 mL (tapon azul)

En el caso de que sean pacientes recibiendo transfusion de plasma, realizar la

extraccion justo antes de la infusion del mismo.

Las muestras deberan llegar correctamente identificadas (rotular los tubos con
identificacion y fecha de extraccion) y acompafnadas del consentimiento informado y
los datos clinicos asociados. Se debera coordinar el envio de muestras para que éstas
lleguen al Biobanco La Fe antes de las 17h del mismo dia de la extraccion, si bien lo
preferible sera contactar con el Biobanco para informar del envio
(biobanco_lafe@iislafe.es; raquel_amigo@iislafe.es; telf. 626494032)

En caso de dificultad para conseguir estas condiciones, también se puede
contactar con Inés Gémez (gomez_ine@gva.es; telf. 961 24 46 28).

Direccion de envio:

A/A Raquel Amigo
Biobanco La Fe
Instituto de Investigacién Sanitaria La Fe
Avenida Fernando Abril Martorell, 106, Torre A - S6tano
46026 - Valencia

Caracterizacion clinica

Previamente los casos se habran introducido en el registro de PTT y deben
tener el Consentimiento informado incluido. Ademas deberan de recoger un formulario
les desencadenantes y necesidad de soporte transfusional (anexo 2).
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Estudios bioquimicos

En todas las muestras se medira la actividad de ADAMTS13 mediante la
técnica ELISA y el kit TECHNOZYM® ADAMTS-13 Activity ELISA de Technoclone.
También se descartara la presencia de inhibidores con el kit TECHNOZYM®
ADAMTS-13 INH de Technoclone.

Secuenciacion del gen ADAMTS13

El estudio de secuenciacién génica se llevara a cabo mediante la tecnologia de
secuenciacién masiva en el equipo lon PGM® System de lon Torrent® utilizando un
panel especifico que escrutara la regién exdnica y también intronica del gen
ADAMTS13. El anadlisis de las lecturas se realizara mediante el programa /lon
Reporter® con unos scripts informaticos desarrollados en nuestro propio centro.

Analisis de resultados y planteamiento de nuevos proyectos

Se analizara la presencia de mutaciones exodnicas, intronicas y variantes
polimorficas en el gen ADAMTS13. Con cada una de ellas se pretende:

- Localizar la alteracion en los diferentes dominios protéicos
- Predecir in silico la alteracién funcional en la proteina

- Establecer la penetrancia de la alteracion segun su expresién
fenotipica en el resto de familiares

- Valorar la presencia de otros polimorfismos que favorezcan la
aparicion de microangiopatia.
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RELEVANCIA CIENTIFICA Y PERTINENCIA DE LA INVESTIGACION

La PTT congénita es una enfermedad rara, y por tanto precisa ser estudiada en
el seno de grupos cooperativos que adquieran la experiencia y conocimiento
necesarios para poder mejorar el manejo de estos pacientes. Actualmente el GEA se
encuentra en disposicion de llevar a cabo esta labor, impulsando el enriquecimiento
del registro de PTT en todo el ambito nacional y acompanandolo de una coleccion de
muestras bioldgicas que sirva de base para futuros proyectos.

El diagnéstico biolégico y molecular de la PTT congénita no ha estado ni esta
aun hoy al alcance de todos los centros en Espania, por lo que las determinaciones de
actividad enzimatica, presencia de inhibidores y secuenciacion del gen se han
realizado en diversos laboratorios, incluso extranjeros, y con metodologias diferentes.
En este sentido, el presente proyecto permitird homogeneizar dichas determinaciones
y hara posible la comparacion entre pacientes. Por otro lado, la posibilidad de
secuenciar al completo el gen ADAMTS13 proporcionara informacién, no soélo de las
mutaciones en los diferentes dominios funcionales, sino también de la existencia de

variantes polimorficas a lo largo de todo el gen, incluyendo los intrones.

Por ultimo, la labor iniciada en este trabajo y los resultados esperables de él
permitiran labrar las bases para planificar futuros estudios en torno a la PTT congénita.
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