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DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA PURPURA TROMBOCITOPENICA
TROMBOTICA: UMA REVISAO

Angélica de Paula Rosa’, Michelli Aparecida Bertolazo da Silva?
Resumo

Este artigo de revisao traz informagbes a respeito da Puarpura Trombocitopénica Trombotica (PTT), uma
doenga hematoldgica considerada grave, destacando principalmente o diagndstico laboratorial da PTT,
assim como sua importancia e as dificuldades em padroniza-lo. Na PTT ocorre a formag¢ao de microtrombos
que levam a uma oclus&o da microcirculagao, resultando em isquemia de tecidos. Tais microtrombos sao
constituidos por multimeros de fator von Willebrand (FvW) e plaquetas. Normalmente os multimetros de FvW
(gmFvW) nédo sao encontrados no plasma, mas na PTT ocorre o acumulo destes. Isto ocorre principalmente

pela deficiéncia da enzima ADAMTS13 (A Desintegrin and Metalloprotease with eight Thrombo

Spondin-1-like), responséavel por clivar os multimeros de fator von Willebrand do plasma em unidades
menores. A deficiéncia da ADAMTS13 é apontada como a principal causa de PTT. A forma congénita da
PTT é causada por uma mutagdo no gene ADAMTS13, enquanto na forma adquirida os autoanticorpos
diminuem a atividade da ADAMTS13. Devido a urgéncia médica os niveis de ADAMTS13 nao séo avaliados
no diagndstico inicial, pois resultados confiaveis ndo estao disponiveis em situagdes de emergéncia. Desse
modo, um diagndstico presuntivo é realizado baseado na apresentagéo clinica e achados laboratoriais.
A presenca de anemia hemolitica, esquistocitos e trombocitopenia determinam um diagndéstico prévio de
PTT e o inicio do tratamento com plasmaferése. Como estes no hemograma s&o parametros inespecificos,
devem ser complementados posteriormente pela analise da ADAMTS13. Entretanto, ensaios ADAMTS13
podem apresentar limitagdes associadas ao tempo de realizacdo e interferentes. Diante disso, ha grande
necessidade de se desenvolver métodos que apresentem boa reprodutibilidade e que possam ser realizados
em atendimentos de urgéncia nos casos de PTT. Ensaios rapidos de ELISA de atividade de ADAMTS13
foram desenvolvidos, mas nao tém grande precisao e sensibilidade.

Palavras-chave: Purpura Trombocitopénica Trombotica. Fator Von Willebrand. ADAMTS13. Thrombotic
thrombocytopenic purpura. Microangiopatias trombaticas.

Abstract

This review article provides information about Thrombotic Thrombocytopenic purpura (TTP), a hematological
disease considered to be serious, highlighting mainly the laboratory diagnosis of TTP, as well as its
importance and the difficulties in standardizing it. In TTP occurs the formation of microthrombi that lead to an
occlusion of the microcirculation, resulting in tissue ischemia. Such microthrombos consist of von Willebrand
factor (VWF) multimers and platelets. Normally the VWF (gmVWF) multimeters are not found in plasma, but
in TPP accumulation occurs. This is mainly due to the deficiency of the enzyme ADAMTS13 (A Disintegrin
and Metalloprotease with eight Thrombo Spondin-1-like), responsible for cleaving von Willebrand factor
multimers from the plasma in smaller units. The deficiency of ADAMTS13 is pointed out as the main cause of
TTP. The congenital form of TTP is caused by a mutation in the ADAMTS13 gene, whereas in the acquired
form the autoantibodies decrease ADAMTS13 activity. Due to medical urgency the levels of ADAMTS13
are not evaluated at the initial diagnosis because reliable results are not available in emergency situations.
Thus, a presumptive diagnosis is made based on clinical presentation and laboratory findings. The presence
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of hemolytic anemia, schistocytosis and thrombocytopenia determine the prior diagnosis of TTP and the
initiation of plasmapheresis treatment. As these in the hemogram are unspecific parameters, they should be
complemented later by the analysis of ADAMTS13. However, ADAMTS13 trials may have time-related and
interfering limitations. Given this, there is a great need to develop methods that have good reproducibility
and that can be performed in urgent cases in TTP cases. ADAMTS13 activity ELISA rapid assays have been
developed but do not have high accuracy and sensitivity.

Keywords: Thrombotic Thrombocytopenic Purpura. Von Willebrand Factor. ADAMTS13. Thrombotic
thrombocytopenic purpura. Thrombotic microangiopathies.

1. Introdugao

A Purpura Trombocitopénica Trombotica (PTT) é uma doenca hematoldgica classica, na
qual ocorre a formacao de microtrombos que frequentemente levam a uma oclusao de arteriolas
e capilares da microcirculagdo, resultando em isquemia dos tecidos. Esses microtrombos sao
constituidos basicamente por multimeros de fator von Willebrand e plaquetas (PINTO, 2010; KISS,
2010; RETI et al., 2012). Fator von Willebrand (FvW) é uma glicoproteina produzida e armazenada
pelas células endoteliais e megacariécitos e tem como fungdo promover a adesao das plaquetas
ao endotélio lesado. Além disso, participa no processo de agregacao plaquetaria para formagao
de trombos (TONACO et al., 2010; LIMA SILVA & RODRIGUES, 2015). A PTT é considerada uma
doenca rara, no mundo sua prevaléncia é de aproximadamente 10 casos / milhdo de pessoas e tem
uma incidéncia anual de 3,7-11 novos casos / milhdo de pessoas e é duas vezes mais frequente em
mulheres (SAID et al., 2014; JOLY, COPPO & VEYRADIER, 2016).

Normalmente os multimetros de Fator von Willebrand (gmFvW) nédo sédo encontrados no
plasma, mas na PTT ocorre o acumulo de gmFvW de alto peso molecular na circulagado. Tal situagao
se deve principalmente a deficiéncia da enzima ADAMTS13 (A Desintegrin and Metalloprotease
with eight Thrombo Spondin-1-like), responsavel por clivar os multimeros de Fator von Willebrand
do plasma em unidades menores. O acumulo destes multimeros que ndo sdo removidos pela
ADAMTS13 provoca uma agregacao plaquetaria levando a formagao de trombos que ocluem
capilares da microcirculagéo (LOTTA et al., 2010; TONACO et al., 2010; TSAI, 2010; KOYFMAN,
BREM & CHIANG, 2011; HOVINGA et al., 2017).

A deficiéncia da ADAMTS13 é apontada como a principal causa de PTT (TONACO et al.,
2010; PINTO, SOUZA & ANDRADE, 2013). Com base nessa deficiéncia, a PTT pode ser classificada
como congénita ou adquirida. Na PTT congénita ocorre auséncia ou reducdo da atividade de
ADAMTS13, causada pela mutagdo no gene desta protease (KILERCIK et al., 2014). Na maioria
de casos congénitos, o primeiro ataque de PTT aguda pode ocorrer nos primeiros anos de vida ou
permanecer assintomatica até os 20-40 anos de idade. A partir da primeira crise de PTT aguda,
os pacientes apresentam um quadro recidivante crénico. Os episédios recorrentes sdo geralmente
desencadeados por processos secundarios, como gravidez e ingestao de alcool (HOVINGA &
LAMMLE, 2012; SCULLY et al., 2012). A PTT Adquirida é subdividida em formas imunomediadas a
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qual se observa a presenca de autoanticorpos anti ADAMTS 13 e formas secundarias a qual ocorre
liberagdo exacerbada de multimeros de fator von Willebrand pelas células endoteliais e baixos
niveis da enzima ADAMTS13 (TONACO et al., 2010; KISS, 2010; KILERCIK et al., 2014). Além
disso, a ADAMTS13 é sintetizada pelas células estreladas (também denominadas de células de
Ito) no figado, uma diminui¢cao da sua sintese pode ocorrer em um quadro de insuficiéncia hepatica
(TSAI, 2010; JOLY, COPPO & VEYRADIER, 2016). Episédios agudos de PTT se desenvolvem
quando ha alto estresse de cisalhamento na microcirculagcédo, desta forma o fator Von Willebrand
(fvW) e plaquetas sao propensos a formar trombos (LANSIGAN, ISUFI & TAGOE, 2011).

O presente trabalho tem como objetivo apresentar uma revisdo de literatura sobre o
diagnéstico laboratorial da Purpura trombocitopénica trombdtica, principalmente as dificuldades
encontradas para estabelecé-lo e a importancia dos ensaios de ADAMTS13 para o diagnéstico.

2. Metodologia

Este trabalho é uma revisao de literatura pesquisada nas seguintes bases de dados: Scielo,
Google Scholar, Pubmed, Medline e Science Direct. Utilizando os seguintes descritores: Purpura
Trombocitopénica Trombotica, ADAMTS13, Thrombotic thrombocytopenic purpura, fator Von
Willebrand, microangiopatias trombadticas. Foram pesquisados trabalhos dos ultimos oito anos. As
pesquisas foram realizadas de julho a novembro de 2018.

3. Discusséao

A Purpura Trombocitopénica Trombotica (PTT) foi descrita pela primeira vez em 1924 por
Eli Moschowitz. Durante uma utépsia de uma menina de 16 anos foram observados diversos
trombos hialinos ocluindo artérias (SAID et al., 2014; HINOJOSA, MELLADO & ALMAGUER, 2016;
HOVINGA et al., 2017).

Em 1982 a fisiopatologia da PTT foi esclarecida, ao ser observado no plasma de um paciente
com PTT recorrente multimeros de fator von Willebrand (gmFvW) de alto peso molecular. Foi
proposto que na PTT as células endoteliais liberavam gmFvW de forma irregular e havia deficiéncia
de uma protease responsavel por clivar esses multimeros. Os gmFvW no plasma formavam
agregacao plaquetaria intravascular promovendo trombose microvascular e hemdlise mecanica.
Em 2001, através de uma clonagem de genes e uma analise de sequenciamento de proteinas,
foi identificada a protease que cliva os multimeros de fator von Willebrandcomo ADAMTS13 (A
Desintegrin and Metalloprotease with eight ThromboSpondin-1-like)(TONACO et al., 2010; TSAl,
2010; JOLY, COPPO & VEYRADIER, 2016; HOVINGA et al., 2017).

No ano de 1966, um estudo definiu uma péntade de sinais clinicos para a enfermidade:
Anemia Hemolitica Microangiopatia, Trombocitopenia, febre, disturbios neurolégicos e renais.
Porém, esta péntade esta presente em apenas 5% dos pacientes (PINTO, SOUZA & ANDRADE,
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2013; ARNOLD, PATRIQUIN & NAZI, 2017; HOVINGA et al., 2017). Por anos a PTT nao possuia
um tratamento efetivo e apresentava uma taxa de mortalidade de 90%, a plasmaferése tornou a
doenca curavel e diminuiu a taxa de mortalidade para 20%, ela promove a corregéo da deficiéncia
da ADAMTS13 e remocgado de autoanticorpos patogénicos e citocinas endotélio-estimulantes
(PINTO, SOUZA & ANDRADE, 2013; SAID et al., 2014; BENDAPUDI et al., 2015; COPPO, 2017).
Atualmente, a plasmaferése constitui a base do tratamento da PTT que deve ser realizado o mais
rapido possivel, por este motivo gerou-se uma urgéncia para o diagnostico da PTT. Assim, a péntade
de sinais clinicos foi revisada e os critérios diagndsticos sofreram um corte, apenas a presenca de
Anemia Hemolitica Microangiopatica e Trombocitopenia determinam um diagndstico inicial para
PTT (GEORGE & NOURI, 2012; ANJOS, ARAUJO & REGO, 2013; BOMBLERY & SCULLY, 2014;
SAID et al., 2014).

3.1 Achados clinicos

A apresentacdo clinica geralmente é inespecifica e variavel, pois esta relacionada a
localizagdo de trombos microvasculares (KOYFMAN, BREM & CHIANG, 2011). A presenca de
isquemia microvascular no sistema nervoso pode causar sintomas como: cefaléia, paresia, afasia,
deterioracao cognitiva e acidentes isquémicos transitorios. Pode ocorrer proteinuria e hematuria,
porém, raramente insuficiéncia renal aguda. A disfuncao renal ndo é tdo marcada como a Sindrome
Hemolitica Urémica (SHU), um fator essencial para estabelecer um diagnéstico diferencial entre
essas duas patologias (TSAI, 2010; HINOJOSA, MELLADO & ALMAGUER, 2016; TODOROVIC
et al., 2017,). Embora o inicio da doenca seja tipicamente subito, manifestagdes incluindo fadiga,
artralgia, mialgia e dor abdominal ou lombar sdo frequentemente relatados no momento do
diagnéstico. Estudos de necropsia revelaram que os trombos microvasculares comuns na PTT estédo
presentes em quase todos os 6rgaos: particularmente no cérebro, coragao, rins e trato digestivo.
Esses quadros podem levar a faléncia multipla de 6rgaos (HOVINGA et al., 2017). Apesar da
trombocitopenia presente em pacientes com PTT, s&o raras as complicagdes hemorragicas como
petéquias na pele, epistaxe, ou hemorragia gastrointestinal (TODOROVIC et al., 2017).

A avaliacao clinica inicial também deve ter como objetivo identificar a presenca de causas
secundarias (por exemplo, gravidez, doenga autoimune, infecgao pelo HIV), excluir outros processos
microangiopaticos (por exemplo, coagulacio intravascular disseminada) e identificar potenciais
casos congénitos por meio de um histérico familiar completo (BOMBLERY & SCULLY, 2014).

3.2 Achados Laboratoriais

Os sintomas apresentados geralmente sao inespecificos, mas os testes laboratoriais revelam
um conjunto especifico de trombocitopenia e anemia com fragmentagao dos glébulos vermelhos na
extensdo sanguinea e evidéncia de hemolise (ARNOLD, PATRIQUIN & NAZI, 2017).
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A PTT é uma urgéncia médica, por isso, um diagndstico presuntivo deve ser realizado com
base na apresentacdo clinica e achados laboratoriais. (HOVINGA et al.,, 2017). Nesse sentido,
0 hemograma realiza um importante papel, devido a sua disponibilidade em ser efetuado e a
apresentacao de alteragdes classicas de PTT encontradas. O hemograma apresenta classicamente:
trombocitopenia que ocorre devido o consumo de plaquetas para formar microtrombos (principais
achados histolégicos), com uma contagem de plaquetas de 10 a 30 x 10 °/ L. A Anemia hemolitica é
associada a fragmentacado mecéanica dos eritrécitos durante o fluxo através de pequenos vasos com
alto cisalhamento e parcialmente ocluidos pelos microtrombos (TSAI, 2010; KOYFMAN, BREM &
CHIANG, 2011; HINOJOSA, MELLADO & ALMAGUER, 2016; TODOROVIC et al., 2017). Os niveis
de hemoglobina estédo geralmente abaixo de 12g/dl e a extensdo sanguinea apresenta hemacias
policromatéfilas, microesferdécitos, esquistécitos e contagem elevada de reticulécitos, que representam
tanto eritropoiese compensatéria devido a hemolise intensa, como lesao da barreira vascular medular.
(RUBIA, CONTRERAS & GARMA, 2011; ANJOS, ARAUJO & REGO, 2013; SAID et al., 2014; LIMA,
SILVA & RODRIGUES, 2015).

Nos exames laboratoriais observa-se aumento dos niveis da lactato desidrogenase (LDH)
como marcador da isquemia tecidual e hemdlise (RUBIA, CONTRERAS & GARMA, 2011; SAID et
al., 2014). Sao encontrados niveis baixos de haptoglobina. A haptoglobina liga-se a hemoglobina
livre de eritrocitos lisados, prevenindo seus efeitos toxicos. Como na PTT ha grandes quantidades
de hemoglobina livre devido a anemia hemolitica instalada, os niveis de haptoglobina se esgotam.
A diminuicdo da haptoglobina € um marcador significativo de hemdlise (SHIH, MCFARLANE &
VERHOVSEK, 2014). O teste direto de Coombs é negativo. Testes de coagulagdo como: Tempo de
protrombina e tempo de tromboplastina parcial ativada e fibrinogénio apresentam-se normais, séo
testes importantes para diferenciar a PTT da Doenga Intravascular Disseminada (CID), na CID esses
valores estao alterados. (POLITO & KIRSZTAJN, 2010; SCULLY et al.,2012).

Os testes laboratoriais e sinais clinicos citados ndo sao especificos para PTT e podem estar
presentes em varias outras microangiopatias trombéticas, portanto, eles devem ser complementados
pela analise da ADAMTS13, o Unico marcador sensivel e especifico para a doenca. Entretanto, vale
ressaltar que o teste ADAMTS13 nao é necessario para o diagnéstico inicial e a tomada de deciséo
para o tratamento com plasmaferése, no entanto, pode ajudar a confirmar o diagnéstico e o risco
do paciente de desenvolver PTT novamente (ZHENG, 2010; SAID et al., 2014; JOLY, COPPO &
VEYRADIER, 2016). O sangue deve ser retirado antes do tratamento para avaliar a atividade da
ADAMTS 13, mas essa nao deve atrasar o inicio da terapia (SCULLY et al., 2012).

3.3 A importancia da ADAMTS 13 no diagnéstico da PTT

Atualmente, a compreensao referente a fisiopatologia e métodos diagnésticos das
microangiopatias em geral teve avancos consideraveis. A descoberta da ADAMTS13 e a definicdo do
tratamento mais eficiente foram os dois maiores progressos relacionados a PTT (BREM & CHIANG,
2011; SCULLY et al.,2012; ARNOLD, PATRIQUIN & NAZI, 2017; KOYFMAN).
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Inicialmente a PTT foi caracterizada por uma péntade de sinais clinicos, ja descritos neste
trabalho. Para que se estabeleca rapidamente o tratamento os critérios diagndsticos que vém sendo
usados comumente sdo apenas trombocitopenia e anemia hemolitica microangiopatica. (HOVINGA
etal., 2010; POLITO & KIRSZTAJN, 2010). Além da trombocitopenia e da anemia hemolitica, a PTT
ocorre no contexto de deficiéncia grave de ADAMTS 13 apresentando <10% da atividade da enzima
(ARNOLD, PATRIQUIN & NAZI, 2017; KOYFMAN, BREM & CHIANG, 2011).

O papel in vivo de ADAMTS13 é clivar multimeros de fator de von Willebrand ativos em
pequenos fragmentos de proteinas, o dominio A2 do FvW foi identificado como o local de clivagem
pela ADAMTS13. Produzida no figado pelas células estreladas, a ADAMTS13 é uma proteina
de 1427 aminoacidos com uma massa molecular calculada de 145 kDa, esta localizada no
cromossomo 9q34, ao ser clonada foi identificada como o 13° membro da ADAMTS(Desintegrin
and Metalloproteinase with Thrombospondin motifs), pertencente da familia de metaloproteases
(CLAUS et al., 2010; BOMBLERY & SCULLY,2014).

A ADAMTS13 é considerada o unico marcador biolégico especifico para a PTT (JOLY,
COPPO & VEYRADIER, 2016). Em fase aguda da PTT adquirida sdo encontrados no plasma
de quase todos os pacientes (94-97%) anticorpos anti ADAMTS13, que inibem a atividade desta
protease. Esses anticorpos sao principalmente do isotipo 1gG e da subclasse IgG. Niveis elevados
destes sdo associados a um risco elevado de recidiva da doenca. A PTT hereditaria € menos
comum, observa-se uma deficiéncia congénita de ADAMTS13, provocada por mutagcdes no seu
gene. Mais de 140 mutagcbes em ADAMTS13 ja foram descritas, aproximadamente 60% dos
pacientes apresentam mutagdes missense e 20% pequenas delegdes e insergdes (LOTTA et al.,
2010; HOVNGA & LAMMLER, 2012 TODOROVIC et al., 2017).

Na ultima década, muita atencéo tem sido dada aos mecanismos moleculares subjacentes
ao controle da fungao do Fator von Willebrand (FvW) pela ADAMTS13. Uma diminui¢ao na atividade
da enzima (geralmente <10%) no plasma de um paciente com caracteristicas clinicas de PTT,
com ou sem a presencga de um inibidor ou anticorpos IgG e associada com anemia hemolitica
microangiopatica e trombocitopenia confirma o diagnéstico de PTT (BOMBLERY & SCULLY, 2014;
CRAWLEY et al., 2011; SCULLY et al., 2012).

3.4 Investigacdo da ADAMTS13

Foram desenvolvidos ensaios capazes de detectar a presenga de inibidores enzimaticos e
deficiéncias quantitativas e funcionais da enzima ADAMTS13 associada a PTT (LANSIGAN, ISUFI
& TAGOE, 2011). Os ensaios do diagnostico devem abranger: atividade de ADAMTS13, inibidor
funcional baseado em estudos de mistura e/ ou anti-ADAMTS13 IgG. Este painel deve identificar
corretamente os pacientes com PTT na maioria dos casos (SCULLY et al., 2016).

Primeiramente deve ser avaliada a atividade da enzima ADAMTS13. Para isso ha varios
ensaios disponiveis, cujo principio geral do método consiste em adicionar ao plasma citratado uma
solugao contendo o FvW (um substrato ou peptideo pequeno de FvW) e subsequentemente cliva-
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lo com ADAMTS13. A clivagem do substrato aumenta sua fluorescéncia e a taxa de aumento &
proporcional a concentracdo de ADAMTS13 ativa. Os produtos de clivagem podem ser detectados
utilizando uma variedade de técnicas incluindo: de imunoensaio, eletroforese e transferéncia de
energia de ressonancia de fluorescéncia (ensaio FRET). (ZHENG, 2010; BOMBLERY & SCULLY,
2014; SLADER, 2016). Os valores sao geralmente expressos como porcentagem da atividade
ADAMTS13 em plasma normal agrupado definido como 100% e calibrado de acordo com o novo
padrao internacional da Organiza¢ao Mundial da Saude. Alguns testes visam evidenciar o mecanismo
que causa a deficiéncia grave da ADAMTS13: ensaios para autoanticorpos ADAMTS13, ou para a
busca de um inibidor da ADAMTS13 (JOLY, COPPO & VEYRADIER, 2016).

O ensaio FREST-vWF73, que utiliza um peptideo de 73 aminoacidos derivado do dominio
A2 central do FvW é considerado um teste referéncia e utiliza uma técnica de transferéncia de
energia de ressonancia de fluorescéncia para detectar a clivagem do peptideo utilizado. E um
teste comercial considerado simples, rapido e quantitativo, apresentando boa reprodutibilidade
(HOVINGA et al.,, 2017). No entanto, os resultados nem sempre consentem com aqueles obtidos
por outros ensaios usando um multimeros de FvW como substrato (BOMBLERY & SCULLY, 2014;
TODOROVIC et al., 2017).

A atividade de ligagao do colageno (CBA) também é um método considerado de referéncia
para medir a atividade da ADAMTS13, porém, o FREST-vWF73 é ainda superior. O coeficiente de
correlacao relatado entre o FRETS-vWF73 e o ensaio de imunoblotting ou ligagdo de colageno é
de aproximadamente 0,80 ou 0,83 para avaliar amostras clinicas. Portanto, a interpretacdo dos
resultados do teste requer conhecimento do método que esta sendo utilizado e da informacgéao
clinica do paciente (ZHENG, 2010; JOLY, COPPO & VEYRADIER, 2016).

Apos ser identificada uma diminuigdo severa (<10%) na atividade de ADAMTS13, a proxima
etapa na investigagdo € a detecgado de autoanticorpos contra ADAMTS13, confirmando assim o
diagnéstico de TTP adquirida (BOMBLERY & SCULLY, 2014). Os autoanticorpos anti ADAMTS13
sdo detectados com ensaio imunoenzimatico (ELISA) ou método de Western blotting. Esses
anticorpos sdo encontrados em quase todos os pacientes com PTT adquirida. A deficiéncia grave
de ADAMTS13 sem anticorpos anti ADAMTS13 é fortemente associado a diagnéstico de PTT
congénita, o que pode ser confirmado por testes de sequenciamento do gene ADAMTS13 (JOLY,
COPPO & VEYRADIER, 2016; SADLER, 2016).

As medicdes da ADAMTS-13 em intervalos regulares durante o tratamento e durante a
remissdo da PTT podem fornecer dados em relagao ao risco de recidiva e persisténcia da atividade
da doenca subclinica (SCULLY et al., 2016).

3.5 Limitagbes nos ensaios de ADAMTS13

A compreensdo da fisiopatologia molecular da microangiopatia tromboética permite que o
diagnéstico ndo dependa das variagdes nas caracteristicas clinicas desses disturbios. A PTT é
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relativamente facil de diagnosticar, pois a presenca de deficiéncia grave da ADAMTS13 é sensivel
e especifica para a PTT congénita ou adquirida (SADLER, 2016). Embora a deficiéncia grave de
ADAMTS13 seja um achado especifico de PTT, nem todos os pacientes apresentam deficiéncia
grave de ADAMTS13 na apresentacao da doenga. A fisiopatologia da PTT sem deficiéncia severa
da ADAMTS 13 permanece desconhecida (ZAHND et al., 2011).

Ensaios com a ADAMTS13 sdo complexos e podem apresentar limitagdes. Uma restricao
esta associada ao tempo de realizagdo, apesar da variedade de métodos para medir atividade
enzimatica, nenhum fornece tempo real resultados para a tomada de decisao clinica (SARODE et
al., 2013). Estes métodos de referéncia estao limitados a laboratérios especializados (geralmente
um ou dois laboratérios por pais), em muitos hospitais os ensaios ADAMTS 13 sdo enviados para um
laboratorio e os resultados retornam dias depois. Por essa razdo também, o diagnéstico inicial de
PTT deve ser baseado principalmente na presenga de hemdlise microangiopatica e trombocitopenia,
entretanto, tal situagdo pode gerar erros de diagndstico, pois essas caracteristicas podem ser
encontradas em outras microangiopatias trombéticas, como resultado alguns pacientes podem néo
receber o tratamento adequado (SARODE et al.,2013; SADLER, 2016).

Métodos de Western blotting sao limitados a exames especializados ou laboratérios de
pesquisa. Por tais motivos, € necessaria a realizacdo de um ensaio para a atividade de ADAMTS13
que resulte em um diagndstico preciso em um tempo curto, para evitar o tratamento em pacientes
que ndo tem PTT, ou promover o tratamento para pacientes que tem PTT o mais rapido possivel
(SARODE et al., 2013). Ensaios rapidos de ELISA comerciais para a atividade de ADAMTS 13 foram
recentemente desenvolvidos, mas nao tém a precisao e sensibilidade dos métodos de referéncia.
Ensaios para autoanticorpos, principalmente titulacao de anti ADAMTS13 IgG com kits comerciais
sao facilmente realizados em laboratério. Estes ensaios sdo secundarios, mas ao positivarem em
um quadro de PTT aguda, reforcam o diagnéstico de PTT adquirida (HOVINGA & LAMMLE, 2012;
JOLY, COPPO & VEYRADIER, 2016).

Os resultados confiaveis da investigacdo da ADAMTS 13 geralmente ndo estao disponiveis
em situagdes de emergéncia, esta circunstancia ndo é uma limitagado para o diagndstico inicial,
pois os médicos usam outros critérios clinicos e laboratoriais para iniciar a plasmaferése (JOLY,
COPPO & VEYRADIER, 2016). Uma amostra de sangue deve ser coletada antes do inicio do
tratamento para seguinte investigagcdo de ADAMTS13, esta estratégia evita qualquer interferéncia
com ADAMTS 13 fornecida na plasmaferése durante o tratamento, pois o nivel de ADAMTS13 do
paciente é essencial para confirmar definitivamente o diagndstico da PTT (HOVINGA & LAMMLE,
2012).

O método FRETS-VWIF73 é afetado por hiperbilirrubinemia e hemoglobina livre, essas podem
causar falsa deficiéncia de ADAMTS 13, como a hiperbilirrubinemia e hemoglobina plasmatica livre
sdo achados comuns em pacientes com hemolise, este € um erro frequente nos testes (SARODE et
al., 2013; BENDAPUDI et al., 2015; HOVINGA et al., 2017). Por esta razao, o plasma do paciente é
diluido 15 vezes a 30 vezes para minimizar a interferéncia de compostos coloridos, como bilirrubina
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e hemoglobina livre. Além disso, a maioria dos ensaios ¢é feita em pH 6 e baixa forga ibnica, assim
a ADAMTS13 tem atividade maxima e apresenta a sensibilidade necessaria para diagnosticar PTT.
O pH nao fisioldgico, baixa forga idnica e alta diluigdo podem promover a dissociagdo de anticorpos
inibitérios da ADAMTS 13, aumentando artificialmente a atividade dessa protease (SADLER, 2016).
Além disso, niveis elevados de Fator von Willebrand no plasma produzem niveis falsamente baixos
de ADAMTS 13 em ensaios que nao corrigem as concentracdes de FVW no plasma. A interpretacéo
dos resultados do ensaio ADAMTS13 deve ser correlacionada com a apresentagao clinica do
paciente (TSAI, 2010).

Conclusao

Embora seja uma doencgarara, a PTT é o foco de muitas pesquisas devido a sua fisiopatologia
complexa, taxa de mortalidade significativa e o alto risco de recidivas. De fato a descoberta da
ADAMTS 13 modificou o cenario da PTT e proporcionou uma melhor compreensao da fisiopatologia
da doenca. Embora a ADAMTS13 apresente deficiéncia na maioria dos casos de PTT, ha uma
variabilidade desse biomarcador principalmente em relacéo a recidivas. Um novo desafio é poder
determinar riscos de recaidas e outros fatores de risco potenciais além da avaliagdo de ADAMTS13.
Além disso, os métodos para a atividade da ADAMTS13 por vezes nao estdo disponiveis em
condicbes de emergéncia e o diagnéstico é feito através do hemograma e sinais clinicos, se faz
necessaria a inser¢ao de métodos sensiveis e especificos que sejam realizados mais rapidamente
para que nao haja erros na escolha do tratamento. O campo de pesquisas para o desenvolvimento
de novos métodos para medir atividade da ADAMTS13 e até mesmo de novas terapias para PTT
pode ser reconhecido pela biomedicina.

Em casos de PTT o inicio precoce do tratamento é crucial para a sobrevivéncia do paciente.
Para isso, o diagndstico da PTT é determinante para o inicio da terapia, porém este € complexo.
Cabe ao profissional biomédico realizar o diagndstico laboratorial da PTT, pois o laboratério tem um
papel importante na identificagao e descricao de alteracdes, especialmente as alteracdes classicas
da doenca observadas no hemograma, dentre outros exames. Tais achados fornecem dados
importantes para o entendimento do diagndstico. Se a avaliacdo da ADAMTS13 estiver disponivel
é fundamental que o profissional tenha dominio do método, pois ha inumeros interferentes e
variagoes que afetam a atividade da ADAMST13. O biomédico pode atuar realizando todos os
testes descritos neste trabalho, inclusive o teste da ADAMTS13. Além disso, pode desenvolver
pesquisas relacionadas a novos métodos diagnédsticos da PTT que tenham maior reprodutibilidade,
por exemplo.
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