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 “Consecuencias de mutaciones y polimorfismos 
sobre la actividad de ADAMTS13” 

 

Resumen 
Los objetivos de esta tesis fueron: 1- Optimizar la amplificación de los 29 exones 

correspondientes al gen de ADAMTS13 y realizar la secuenciación completa del gen en 

pacientes con PTT congénita y 2- Realizar la expresión “in vitro" de la primera nueva mutación 

descripta en Argentina A4085T (sustitución de un  ácido aspártico (D) por una valina (V)  en la 

posición 1362). Evaluar la actividad proteolítica intra y extracelular de la ADAMTS13 resultante 

para analizar cómo impacta sobre los mecanismos de biosíntesis y secreción de la ADAMTS13.  

Los experimentos se realizaron en cultivos de células HEK 293 transfectadas con las 

construcciones plasmídicas de la secuencia WT y del mutante A4085T sintetizado a partir del 

plásmido WT por mutagénesis sitio-dirigida para evaluar cuál es el dominio afectado y cómo 

impacta sobre los mecanismos de biosíntesis y secreción de la ADAMTS13. Estos estudios 

ayudaron a una mejor evaluación del exón 29 del dominio CUB-2. 

Para medir el antígeno y la actividad de ADAMTS13 en células, sobrenadantes y células 

transfectadas con vector de expresión de ADAMTS13 WT y de A4085T, se utilizaron técnicas de 

ELISA con sustratos cromogénicos, técnicas de SDS-PAGE, inmuno-transferencia y microscopia 

de inmunofluorescencia.  

Se  observó que la mutación produce acumulación intracelular de ADAMTS13. La nueva 

mutación D1362V identificada en el dominio CUB-2 codificada por el exón 29, donde aún no se 

han reportado mutaciones de sentido erróneo, produce una deficiencia plasmática de 

ADAMTS13 que estaría inducida por una secreción reducida de la proteasa a la circulación. 

 

 

Palabras claves: ADAMTS13, dominio CUB-2, A4085T, mutagénesis sitio-dirigida, 

mutación de sentido erróneo D1362V. 
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Consequences of mutations and polymorphisms 

of ADAMTS13 activity 

Summary: 
The aims of this thesis were: 1- To optimize the amplification of the ADAMTS13 gene 29 exons, 

and to perform the complete sequencing of this gene in patients with hereditary TTP, and 2- To 

perform the in vitro expression of the first new mutation described in Argentina, A4085T 

(substitution of an aspartic acid [D] for valine [V] at position 1362). The resulting ADAMTS13 intra 

and extracellular proteolytic activity will be evaluated to analyze its impact on ADAMTS13 

biosynthesis and secretion mechanisms. 

The experiments were performed in cultures of HEK 293 cells transfected with plasmid 

constructions of the WT sequence, and of the A4085T mutant synthesized from the WT plasmid 

through site-directed mutagenesis, in order to evaluate which the affected domain is and how it 

impacts on ADAMTS13 biosynthesis and secretion mechanisms. 

These studies have helped to improve the evaluation of exon 29 at CUB-2 domain. 

ADAMTS13 antigen and activity on cells, supernatants and cells transfected with expression 

vector of ADAMTS13 WT and of A4085T, were measured by ELISA with chromogenic substrates, 

SDS-PAGE, immune transference technics applied and immunofluorescence microscopy.  

It was observed that the mutation produces intracellular accumulation of ADAMTS13. The new 

D1362V mutation identified in CUB-2 domain and encoded by exon 29, where no missense 

mutations have been reported yet, produces a plasmatic deficiency of ADAMTS13 that could be 

induced by a reduced secretion of circulating protease. 

 

Keywords: ADAMTS13, CUB-2 domain, A4085T, site-directed mutagenesis, D1362V 

missense mutation. 
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Abreviaturas: 
aa: aminoácidos 

ADAMTS13: (a disintegrin-like and metalloprotease with thrombospondin type 1 motif 13), 

miembro de la familia  ADAMTS. 

ADN: ácido desoxirribonucleico 

ADNc: ácido desoxirribonucleico complementario 

ADNp: ácido desoxirribonucleico plasmídico 

ARNm: ácido ribonucleico mensajero 

CBA: ensayo de unión del VWF al colágeno  

CE: células endoteliales 

Cf: concentración final 

Chr-VWF73: actividad de ADAMTS13 utilizando péptidos de VWF y sustratos cromogénicos 

CPD: buffer citrato fosfato dextrosa 

EDTA: ácido etilén diamino tetra acético 

DMEM: medio MEM modificado por Dulbeco 

DMSO: dimetilsulfóxido 

DS: desviación estándar 

GP: glucoproteínas 

HUVEC: células endoteliales de vena umbilical humana 

kDa: kiloDalton 

MAT: microangiopatía trombótica 

Min: minutos 

NCBI: National Center Biotechnology Information 

LB: Luria-Bertani 

PAGE: electroforesis en Geles de Poliacrilamida 

Pb: pares de bases 

PBS: Buffer fosfato salino 

PCR: reacción en cadena de la polimerasa 

PNP: pool normal de plasma 

PPP: plasma pobre en plaquetas 

PTT: púrpura trombocitopénica trombótica 

r: recombinante 

RE: retículo endoplásmico 
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Seg: segundos 

SDS: dodecilsulfato sódico 

SFB: suero fetal bovino 

SNP: polimorfismo de un nucleótido  

TA: temperatura ambiente 

ULVWF: multímeros extragrandes del VWF 

Vf: volumen final 

WPB: cuerpos de Weibel Palade 

WT: wild type (silvestre) 

VWF: factor von Willebrand 

VWF: Ag: antígeno del VWF 

VWF:Rco: actividad de cofactor de ristocetina 

VWD: enfermedad de von Willebrand  

VWD 2A1: enfermedad de von Willebrand variante 2A1 

VWD 2A2: enfermedad de von Willebrand variante 2A2 

VWD 2B : enfermedad de von Willebrand variante 2B 

VWFpp: propéptido VWF  
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Introducción: 
 

VWF 

Síntesis y estructura: 

El VWF es una glicoproteína adhesiva, multimérica, que resulta del ensamble de una subunidad 

monomérica de 250-270 KDa que posteriormente se multimeriza (multímeros pequeños, 

intermedios, grandes y extragrandes) conteniendo más de 100 subunidades. El VWF es la más 

grande de las proteínas circulantes con un peso molecular que excede los 10000 kDa. Se 

sintetiza (1) y está depositado en los megacariocitos (2) y en las CE (3) y está presente en el 

subendotelio y en el plasma. Todo el VWF circulante proviene del endotelio (4). 

El gen que codifica para la síntesis del VWF se ha localizado en el brazo corto del cromosoma 

12, aunque se ha identificado un pseudogen en el cromosoma 22. Dicho gen de 178 kb, contiene 

52 exones (5-7). El VWF se forma dentro del RE (Figura 1) como un dímero, llamado pre-pro-

VWF (2813 aa), comprende un péptido señal (22 aa), el VWFpp (741 aa) y la subunidad madura 

(2050 aa) (8). El dímero se forma por un puente disulfuro en la región C-terminal de dos 

monómeros que se glicosilan (azúcares simples) durante el transporte al aparato de Golgi 

(Figura 2).  

 

                           Figura 1. Núcleo(N). Retículo endoplásmico (flechas rojas) 
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El péptido señal es clivado y los hidratos de carbono se procesan a azúcares más complejos 

dentro del aparato de Golgi. La multimerización de la región N-terminal ocurre en el 

compartimento ácido del post-Golgi (Figura 3). También se ha demostrado que existe sulfatación 

de la molécula del VWF (9-11). El VWFpp es clivado de su unión con la subunidad madura por 

furina (12-13). La función extracelular del VWFpp no está definida. Aproximadamente el 1% del 

VWF circulante en el plasma contiene el VWFpp, y es indispensable su presencia para la 

multimerización (14). Los ULVWF se encuentran en el endotelio, subendotelio y en los gránulos α 

de las plaquetas y megacariocitos (15-16), hasta su liberación definitiva, mientras que en la sangre 

el clivaje proteolítico por ADAMTS13 reduce el tamaño de los multímeros después de la secreción 

(17). La glicosilación del VWF tiene diferentes roles, muy importantes, como soporte estructural en 

la pared de las células y en la matriz extracelular, solubilidad, estabilidad y susceptibilidad a la 

proteólisis, tráfico intra y extracelular, adhesión célula a célula y célula a la matriz y 

mediador/modulador de la señalización. Los glicanos constituyen el 20% del peso y el 13% de los 

N-glicanos está relacionado al transporte de los azúcares de los grupos sanguíneos ABO (18) 

Efectos funcionales de los glicanos incluyen la proteólisis por ADAMTS13. En un estudio acerca de 

la influencia del grupo sanguíneo ABO sobre la velocidad de la proteólisis del VWF por la 

ADAMTS13 se encontró que la pérdida de la actividad de unión al colágeno fue mayor en el grupo 

O que en el grupo no-O en el orden de que O es ≥B>A≥AB. Glicanos unidos a N específicos, 

N1515 y N1574, están involucrados en el clivaje del dominio A2 del VWF. De los 2 el VWF-

N1574Q, es el más susceptible a la ADAMTS13 (19), mostró que removiendo el ácido siálico se 

Figura 2. Aparato de Golgi. Las flechas rojas señalan un sistema 
mixto de cisternas apiladas, compartimentos rodeados de 
membrana y flechas azules marcan las vesículas que se localiza en 
el citoplasma de la célula. 
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dificulta la actividad de la ADAMTS13 y desaparece el efecto de ABO. Inversamente la pérdida de 

los azúcares de los N-glicanos aumenta la velocidad del clivaje. Probablemente haya un efecto 

sobre la depuración, como se mostró en un estudio de ratones RIIIS/J (20). Los O-glicanos se 

pegan a residuos de serina y de treonina después del cambio de configuración del VWF por 

activación. Los largos se encuentran en la mucina y los cortos en las regiones bisagra. Proveen 

rigidez y protegen de la proteólisis. Regulan así el clivaje de la ADAMTS13, el clearance y otras 

interacciones funcionales. 

Se ha descrito que existen 2 vías de secreción del VWF, la constitutiva, y la regulada (Figura 3) 

(21).  

 

 

 

 

Figura 3. Secreción constitutiva y regulada de VWF. Dimerización y 

multimerización de VWF en el retículo endoplasmático y el aparato de Golgi. 

 ER: retículo endoplásmico (21) 
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En cultivos de HUVEC, se observó que la mayoría del VWF sintetizado es secretado en forma 

basal  no constitutiva, desde una organela de almacenaje post-Golgi, presumiblemente los WPB 

(22). La vía regulada, se origina en los WPB (23) y su liberación, in vitro, ocurre rápidamente 

después de la estimulación con trombina, A23187 (ionóforo del calcio), histamina, etc. (1,  24). La 

concentración plasmática del VWF es de 7 μg/mL. 

Los multímeros de gran tamaño se agregan dentro de estructuras tubulares que están 

empaquetadas y depositadas en los gránulos α y en los WPB. Bajo estimulación, el VWF se 

libera y forma cadenas sobre la superficie endotelial bajo condiciones de flujo. El mecanismo de 

la formación, anclaje y clivaje de cadenas está actualmente en estudio (25) y sobre todo su 

respuesta ante la presencia de ADAMTS13. 

La proteína del VWF está compuesta por una serie de segmentos homólogos (dominios), cada 

uno de los cuales está repetido de dos a cuatro veces (26-28).  Hay 3 repeticiones de A, 3 de B, 

2 de C y 4 de D. Las diversas funciones de enlace del VWF parecen estar localizadas en estos 

dominios. Se ha localizado el dominio de enlace para el FVIII en el fragmento compuesto por 272 

aa en la región N-terminal, correspondiente a los dominios D' y parte del D3 (29-31). El sitio de 

interacción con el complejo GPIbα-V-IX (GPIb) está localizado entre los aa 449-728 

correspondiente al dominio A1 (32-35), donde también hay un sitio de enlace para el colágeno 

entre los aa 542-622 y otro para la heparina entre los aa 566-578 (36-38). En el A2 se encuentra 

el lugar de ataque de la ADAMTS13. Los aa 948 y 998 en el dominio A3 forman otro sitio de 

enlace para el colágeno (29-31,38-39). Se ha sugerido que este enlace es el sitio fisiológico de 

interacción con el colágeno (40-41). El tetrapéptido RGDS, que media el enlace del VWF al 

complejo αIIbβIII  (GPIIb-IIIa) de plaquetas activadas, se encuentra cerca de la región C-terminal 

en el dominio C1 (42). (Figura 4).  

El pre-pro-VWF está conformado por un péptido señal (SP) de 22 aa, el propéptido por 741 aa, y 

el VWF maduro por 2050 residuos. 

En la Figura 4 los dominios involucrados en la biosíntesis y almacenaje están indicados por 

flechas, así también el sitio de corte de ADAMTS13. Los dominios funcionales unen distintos 

ligandos (43) 
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      Figura 4: Representación esquemática de pre-pro-VWF. (43) 

 

 

Funciones del VWF: 

El VWF tiene tres funciones principales dentro de la hemostasia primaria. Promueve la adhesión 

de las plaquetas a las estructuras subendoteliales en el sitio de injuria vascular. El VWF se une 

al colágeno expuesto a través del dominio A3 y en menor medida al A1; esto produce un cambio 

conformacional en el VWF que expone el dominio A1, sitio de unión de la GP Ibα de las 

plaquetas. Además facilita la interacción plaqueta-plaqueta uniéndose a la GP IIb-IIIa. Se 

requiere la presencia de toda la población multimérica y un alto shear stress para concretar estas 

actividades. El shear stress es la fuerza que se genera en la microcirculación sanguínea (arterias 

pequeñas y arteriolas)  se la reconoce como la relación entre el flujo sanguíneo y el diámetro 

interno del vaso y  es proporcional al shear rate y a la viscosidad del medio. También participa en 

la coagulación: el VWF protege al FVIII del ataque de las proteasas (44) que llevan a su 

inactivación y rápido catabolismo, por formación de un complejo no covalente con el mismo, a 

través de los dominios D’-D3, sitio de unión del FVIII (45). Esto permite una sobrevida mayor del 

FVIII en circulación. En los últimos años se ha descripto una nueva función del VWF en relación 

al efecto inmuno protector sobre el FVIII para prevenir el desarrollo de inhibidores anti-FVIII en 

hemofilia A (46) El punto inicial de asociación de estas 2 proteínas aún no está aclarado (47) 

Cuando se administra DDAVP a una hemofilia A moderada o a un paciente con VWD, ambos 



16 
 

son liberados en el plasma. Presumiblemente el VWF es liberado desde los WPB, mientras que 

el hígado es el mayor sitio de síntesis del FVIII aunque la célula dentro del hígado que sintetiza 

FVIII no ha sido definitivamente identificada. Algunas publicaciones (48-49) sugieren que 

poblaciones endoteliales seleccionadas humanas o células endoteliales murinas producirían 

FVIII. Se ha demostrado asimismo que la expresión de FVIII en células que producen VWF tales 

como HUVEC (50-51) y plaquetas (52) resulta en la colocalización en estos lugares. Parecería 

que el depósito regulado de FVIII es secundario al de VWF y esto indicaría una temprana 

asociación de alta afinidad en las vías de secreción. 

La función principal del VWF está relacionada a la activación de las estructuras subendoteliales y 

plaquetarias, muy ligada al tamaño de sus multímeros en circulación, tamaño regulado 

específicamente por su enzima proteolítica la ADAMTS13 y con una relación directamente 

proporcional con la actividad plaquetaria.  

 

VWD: 

La VWD es el desorden hemorrágico autosómico más frecuente (53), con una prevalencia que 

oscila entre 0,8 y 1,3 % de la población, incluyendo las formas más leves, ocasionada por una 

deficiencia del VWF. Ha habido muchos artículos publicados sobre la clasificación de la VWD 

desde los primeros artículos de Soulier y Larrieu (54) hasta los cambios que fueron sugeridos por 

la aparición de nuevas tecnologías y estudios. Actualmente las variantes cuantitativas son el tipo 

1 (posible tipo 1 y tipo 1) con una frecuencia de casi 80% (60% a expensas del posible tipo 1 con 

sintomatología sangrante leve), con multímeros grandes, intermedios y pequeños y tipo 3, muy 

severo y de escasa frecuencia. El tipo cualitativo es el 2, que a su vez se clasifica en subtipos: 

2A, 2B, 2M y 2N.  Los subtipos 2A, 2B y 2M son las variantes cuyo VWF tiene una interacción 

deficiente con la GPIbα, mientras que el 2N se refiere a las variantes en las cuales el VWF tiene 

una afinidad disminuída por el FVIII. El Tipo 2B se refiere a variantes cuyo VWF tiene una afinidad 

aumentada por la GPIbα y ausencia de multímeros grandes, mientras que en las variantes dentro 

del 2A y el 2M el VWF tiene disminuída su función relacionada con las plaquetas. En el subtipo 2A 

el VWF tiene ausencia de multímeros grandes e intermedios, mientras que el 2M tiene la 

composición multimérica normal (55-56).  

Las variantes 2N tienen una disminución del enlace entre ambos factores debido a mutaciones 

en el VWF, composición miltimérica normal. En contraste a la impresión de que el depósito 

regulado de FVIII es secundario al de VWF en el VWD tipo 2N, existe la liberación concomitante 

de ambos factores después de DDAVP (57)  
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 El tipo 2A es el segundo tipo más común (10-15%). Las mutaciones en el VWD tipo 2, 

despiertan mucho interés dada las implicancias funcionales y estructurales que provocan y que 

definen el fenotipo de laboratorio y el fenotipo clínico que es de moderado a severo. Las 

mutaciones asociadas al fenotipo 2A se subdividen en grupo 1 y grupo 2 (58).  El grupo 1 se 

caracteriza por una organización deficiente del retículo-endoplásmico y un transporte intracelular 

alterado de multímeros grandes. El grupo 2 de la variante 2A de la VWD no tiene multímeros 

grandes debido a un aumento en la susceptibilidad del VWF a la actividad proteolítica de la 

ADAMTS13. Algunas variantes 2A no se ajustan a las categorías tradicionales de los grupos 1 ó 

2 ya que hay mutaciones del grupo 1 con alta susceptibilidad a la actividad proteásica. (59).  

 

ADAMTS: 
Muchos procesos biológicos son regulados por las metaloproteasas por su capacidad de clivar 

uniones de péptidos. Entre ellas, las ADAMTS, son una familia que tienen semejanzas 

estructurales con las metaloproteinasas de la matriz (MMPs) y las ADAMTS (A Disintegrin And 

Metalloprotease) tales como la presencia de un motivo de zinc quelante esencial para la 

actividad enzimática. Sin embargo la presencia de diferentes dominios trombospondina 

representa una marca distintiva de las ADAMTS, desintegrinas y metaloproteinasas con dominios 

trombospondina (60-62). 

Desde que la proteasa ADAMTS1 fue descrita por primera vez en 1997, ha habido una rápida 

expansión de literatura que describe esta familia de genes y las proteínas que codifican. La 

familia ADAMTS humana completa tiene 19 genes, junto con tres miembros de un subgrupo 

identificado, las ADAMTSL (ADAMTS-like) proteínas  que tienen varios dominios en común con 

las ADAMTS (Figura 5). Las ADAMTS son proteínas extracelulares, con multidominio cuyas 

funciones conocidas incluyen: (i) procesamiento del colágeno como procolágeno N-proteinasa, 

(ii) Clivaje de los proteoglicanos de la matriz (aggrecan, versican y brevican) ; (iii) la inhibición de 

la angiogénesis y (iv) homeostasis, coagulación de la sangre, etc donde se incluye la proteasa 

que cliva el VWF. La participación de este grupo también se destaca en la organogénesis, 

inflamación y fertilidad. Algunos genes ADAMTS mostraron alteración de la expresión en la 

artritis y varios tipos de cáncer. ADAMTS12 parecería estar implicada en la respuesta 

inflamatoria vía modulación de la apoptosis normal de los neutrófilos (63) y también actuaría 

como antitumoral. 

Esto impulsó a avanzar rápidamente  en la comprensión de la organización estructural y el rol 

funcional de las ADAMTS en condiciones normales y patológicas por ejemplo el estudio del 



18 
 

primer GWAS en stroke pediátrico con 4 genes de altos (ADAMTS12 y  ADAMTS2) y moderados 

(ADAMTS13 y 17) niveles de significación (64) 

ADAM28 corta e inactiva al VWF proapoptótico en células de carcinoma y aumenta las 

metástasis de  pulmón, probablemente por favorecer la sobrevida celular dentro de los vasos 

sanguíneos (65) .Aumenta la unión a la P selectina  y su expresión en las células endoteliales 

(66) 

 

 

 

Figura 5.  Dominios de las metaloproteasas ADAMTS. (62) 

 

ADAMTS13 

 

Síntesis y estructura: 

ADAMTS13 (OMIM número de acceso 604134) contiene 29 exones y se extiende 

aproximadamente 37 kb en el cromosoma 9q34 (67). Se denomina de esta manera por su 

combinación característica y actúa sobre el centro del dominio A2 (Tyr1605-Met 1606) del VWF. 

Escinde los ULVWF (trombogénicamente más activos) posteriormente a la liberación del VWF 



19 
 

desde el endotelio hacia el plasma, produciendo formas de menor tamaño y menos adhesivas a 

las estructuras subendoteliales y plaquetas. El cADN de ADAMTS13 produce una proteína de 

1427 aa con una masa molecular calculada de 145 kDa, en contraste con la aparente masa 

molecular  de aproximadamente 190 kDa observada para ADAMTS13 purificada del plasma 

humano (68-69). La glicosilación puede ser la causa de la diferencia de peso molecular (70). 

Esta metaloproteasa que cliva al VWF se sintetiza principalmente en el hígado (67, 71) pues por 

investigaciones previas se ha observado actividad de ADAMTS13 plasmática muy disminuida en 

atresia biliar que fue restaurada con trasplante hepático de donantes vivos (67, 72-73). El 

transcripto sintetizado en el hígado es de 4,7Kb. En placenta se ha encontrado un transcripto de 

2.3 Kb. También está presente en plaquetas (74) y HUVEC. Turner y col demostraron que la 

ADAMTS13 es sintetizada y almacenada en las CE, y que la enzima tiene actividad en los 

lisados celulares en condiciones estáticas y de flujo (75). También demostraron que el antígeno 

de ADAMTS13 era detectable por inmunohistoquímica en crío de secciones de HUVEC que co-

expresaban VWF. Sin embargo sólo una pequeña fracción de células era positiva para ambos 

antígenos. cADN parciales fueron aislados de cerebro y próstata. Se ha observado también una 

expresión variable en otros tejidos y  tipos de células.  También se sintetiza en el endotelio donde 

se demostró que la enzima tiene actividad en los lisados celulares en condiciones estáticas y de 

flujo (75). La estructura de ADAMTS13 está constituida por secuencias del péptido señal y 

propéptido, seguidas del dominio de metaloproteasa, un dominio TSP1, un dominio rico en 

cisteína, un dominio espaciador (característico de la familia ADAMTS), 7 dominios TSP1 y 2 

dominios CUB (Figura 6) (62). 

A diferencia de otros miembros de la familia ADAMTS, ADAMTS13 contiene la secuencia de 2 

dominios CUB C-terminal. Los dominios CUB  se encuentran en muchas proteínas reguladoras 

del desarrollo  y pueden desempeñar un papel en la interacción proteína-proteína (76). Así, a 

través de sus múltiples  dominios, ADAMTS13 es potencialmente capaz de interactuar con una 

amplia variedad de moléculas. 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Estructura de la proteína de ADAMTS13. (77)  
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Función y patologías relacionadas: 

ADAMTS13 es activa constitutivamente en plasma y se expresa y secreta como una enzima 

activa (4). La concentración en plasma es de 1ug/ml. Es una proteína multidominio como el VWF 

y la interacción con los dominios de esta última es todavía área de investigación (78). La 

proteólisis del VWF por la ADAMTS13 se ve regulada por cambios conformacionales en el VWF 

más que por activación/ inhibición de la enzima (73,79) .La sola expulsión del VWF desde los 

WPB es suficiente para exponer los sitios de clivaje donde actúa la ADAMTS13, o sea que esa 

exocitosis significa un cambio conformacional en el dominio A2 del VWF, aún en ausencia de 

flujo (80). 

A través del estudio de diferentes epítopes de anticuerpos monoclonales anti-ADAMTS13 sobre 

cada dominio se fue profundizando el conocimiento de los efectos inhibitorios sobre la catálisis 

del VWF bajo condiciones estáticas. La actividad catalítica correlacionó fuertemente con los 

epítopes de los dominios metaloproteasa y desintegrina like, en forma más débil con aquellos 

sobre TSP1-3 hasta la 7º repetición y negativamente con aquellos sobre TSP1-1,-2 y los CUB 

(81) 

Desde el aislamiento y la clonación de cADN de ADAMTS13, varios laboratorios han expresado 

ADAMTS13r en cultivos celulares. La ADAMTS13r cliva al VWF in vitro, proporcionando una 

demostración formal de que ADAMTS13 es, en efecto, la proteasa que cliva al VWF (70, 82).  

 El control de la función del VWF por proteólisis depende tanto de la interacción de los exositios 

remotos como del reconocimiento del enlace escindible por  la proteasa. Sin embargo, a 

diferencia de la mayoría de las proteasas hemostáticas, la actividad de ADAMTS13 no está 

sujeta a la regulación directa por un inhibidor específico. Aunque hemoglobina libre (83) y IL6 

(84) pueden ambas inhibir la función de ADAMTS13 en circunstancias fisiopatológicas,  no 

representan los reguladores fisiológicos normales. Ciertas proteasas de la coagulación, tales 

como trombina y plasmina, (85) podrían jugar un papel en la actividad de control porque 

ADAMTS13 es sensible a la proteólisis por estas serino proteasas (86).   

En la Figura 7 puede observarse el proceso de interacción entre ambas proteínas: en individuos 

normales ADAMTS13 cliva a los ULVWF que son secretados desde las células endoteliales 

(Figura 7A). Los ULVWF se anclan a la membrana de las células endoteliales por Pselectina, que 

es secretada junto con el VWF desde los WPB. Cada molécula de ADAMTS13 se ancla al 

dominio A3 de VWF, y cliva en dominio adyacente A2. Las formas más pequeñas de VWF que 

circulan no inducen adhesión y agregación de las plaquetas (Figura 7B). La ausencia o reducción 
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severa de la actividad de ADAMTS13 en pacientes con PTT impide el clivado de los ULVWF 

secretados por las CE. Los ULVWF inducen la adhesión y agregación de las plaquetas (Figura 7 

C) (87). 

 

 

 

 

                        Figura 7.  Función de la ADAMTS13 (87) 

 

Las mutaciones en el VWFpp ó en el dominio D3 del VWF, observadas en el grupo 1 de la 

variante de la VWD 2A, evitan la formación de enlaces disulfuro en el aparato de Golgi, que 

normalmente une o ensambla los multímeros. Cualquiera de estos mecanismos resulta en la 

secreción de multímeros demasiado pequeños para lograr la adhesión de plaquetas y el 

crecimiento de trombos. Por consiguiente, los multímeros pequeños que fluyen en la sangre rara 

vez experimentan la fuerza de tracción suficiente para desplegar el dominio A2 y hacer que sea 

escindible por ADAMTS13 y el patrón multimérico plasmático (Figura 8-B) es característico de las 

llamadas bandas "satélite". Estas bandas  aparecen entre bandas importantes de multímeros y 

reflejan la proteólisis normal del VWF por ADAMTS13 (Figura 8-A).  
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    Figura 8  Metabolismo del VWF. Efecto de ADAMTS13 sobre el patrón 

multimérico del VWF en  normales y variantes de VWD 2A. (88) 

 

Existe otra manera de causar la deficiencia selectiva de grandes multímeros de VWF: algunas 

mutaciones del VWF aumentan notablemente el grado de proteólisis por ADAMTS13. 

Ciertas mutaciones en el dominio A2 del VWF, observadas en el grupo 2 de la variante VWD 2A, 

previenen el plegado correcto del VWF, lo cual lo hace susceptible de ser clivado por ADAMTS13 

sin la necesidad de la unión a las plaquetas o las condiciones de la microcirculación (alto shear-

stress). Esta variante se asocia con un aumento notablemente de bandas de satélite como 

resultado del aumento de la proteólisis de la subunidad del VWF (figura 8C). Independientemente 

de si el mecanismo subyacente es: mayor proteólisis o un defecto en el ensamble multimérico, el 

VWF plasmático es deficiente en su unión a las plaquetas.  
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La PTT fue descrita por Moschowitz en 1924 (89). Es una enfermedad caracterizada por anemia 

hemolítica microangiopática, trombocitopenia, manifestaciones neurológicas y/o trastornos 

renales con fiebre. Se acompaña por deficiencia en la ADAMTS13 lo que lleva a que se 

acumulen los ULVWF en el plasma tal como son liberados de los depósitos intracelulares 

induciendo agregación plaquetaria espontánea por interactuar con la GP1bα plaquetaria y así 

trombos plaquetarios bloquean capilares y arteriolas constituyendo el mejor ejemplo de 

microangiopatía trombótica (90) 

 La presencia de fiebre, anemia hemolítica microangiopática, trombocitopenia, alteraciones 

neurológicas y renales constituyen una péntada clínica diagnóstica que hasta hace poco no 

requería más que un frotis para concluir en que el paciente sufría PTT.  Actualmente existen 

guías para el diagnóstico y tratamiento de las MAT tal como la última publicada del Reino Unido 

(91). 

La PTT congénita se ha relacionado con mutaciones en el gen ADAMTS13 mientras que la 

inhibición de la actividad ADAMTS13 por anticuerpos autoinmunes se ha asociado con la PTT 

adquirida, más frecuente. El diagnóstico precoz de la PTT permite un tratamiento rápido y eficaz 

de este trastorno, elemento decisivo para evitar la evolución fatal de estos enfermos.  

La presencia de anemia y trombocitopenia no explicada por otros procesos patológicos, debe 

hacer sospechar el diagnóstico. La PTT es una enfermedad poco frecuente, con una incidencia 

anual estimada de 4 a 11 pacientes por millón de habitantes (92) y una mortalidad que alcanzaba 

antes de la introducción del tratamiento con recambio plasmático alrededor del 90 % (93).  

 Un escaso número está asociada con situaciones clínicas variables tales como infecciones 

bacterianas o virales, agentes tóxicos, drogas (clopidogrel, ticlopidina, quinina) y trastornos 

autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico, tiroiditis y síndrome antifosfolipídico (94-97). 

Varios grupos han realizado estudios sobre la estructura o función de ADAMTS13 para 

determinar los requisitos estructurales necesarios para su actividad. Uno de los primeros trabajos 

fue el de Levy y col (66) que identificaron 12 mutaciones en 7 familias de pacientes afectadas 

con PTT congénita. Se encontraron 2 mutaciones con corrimiento del marco de lectura en los 

exones 19 y 27 y 1 mutación en la zona de splicing dentro del intrón 13. Las restantes 9 

mutaciones resultaron en sustituciones no conservativas de aa H96D, R102C, T196I, R398H, 

R528G, R692C, C951G, C1024G Y C1213Y. También identificó 7 SNP asociados con 

sustituciones de aa (R7W, Q448E, P618A, R625H, A732V, A900V y A1033T). Posteriormente, 

Kokame y col (69) estudió todo el gen de la proteasa en dos familias japonesas con PTT 

congénita encontrando 5 nuevas mutaciones (R268P, Q448E, Q449stop, P475S, C508Y) y un 

nuevo SNP (T420C). Donadelli y col. (98) describió 5 mutaciones de sentido erróneo (V88M, 
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G1239V, R1060W, R1123C y R1219W), una no silente (W1016Stop) y una inserción (82-83insT) 

que fueron detectadas en pacientes con PTT y deficiencia de ADAMTS13 congénita. En la 

sustitución Q448E del exón 12, arriba descrita, existe una discrepancia de criterios entre autores: 

Donadelli y col propuso que se trata de un SNP y Kokame y col de una mutación.  

Las mutantes R193W, A250V, R268P, y C508Y  mostraron baja o nula secreción y poca 

actividad en el medio de células transfectadas. Las mutaciones R193W y A250V  expusieron 

disminución de la secreción en comparación con la WT. La R193W está cerca del sitio activo del 

dominio metaloproteasa, mientras que la A250V está cerca de Met249 necesaria para la unión al 

Zn2+, lo que propone que pequeñas cantidades de proteasa secretada también puede tener 

comprometida la actividad proteolítica. Del mismo modo, la sustitución R268P afecta la secreción 

de la proteína mutante, tal vez debido a la perturbación de la estructura hélice-α, que puede 

traducirse en una disminución de actividad en plasma. Por otra parte, la proteasa recombinante 

P475S se secreta normalmente en las células transfectadas, pero muestra baja actividad 

proteolítica hacia VWF (70). Se observó una alta prevalencia de P475S en la población japonesa, 

que es baja en blancos  y chinos. Del mismo modo la mutación sin sentido Q449X es secretada 

normalmente en células transfectadas, pero tiene muy baja actividad, lo que coincide con otros 

reportes que mencionan que el dominio espaciador es necesario para la actividad de 

ADAMTS13. Otra mutante donde se observó que era secretada normalmente es Q448E, y se 

reportó como SNP (70).  

Se ha publicado que existen defectos en la secreción de ADAMTS13 desde la célula al medio 

cuando no contiene el CUB-1 y que un polipéptido del mismo, es el responsable del enlace a los 

ULVWF. Generando mutantes con el extremo carboxi-terminal truncado, se pudo ver que 

presentaban disminución de la secreción y/o baja actividad proteolítica como en la mutación 

4143 a 4144insA, donde se suprime el dominio CUB-2 afectando la secreción, pero manteniendo 

la actividad proteolítica (99). La expresión in vitro de las mutantes de ADAMTS13 realizadas 

hasta el momento exponen fenotipos heterogéneos en función de los efectos sobre la biosíntesis, 

secreción y bioactividad de la proteasa. 

No existe certeza acerca de cuál es el dominio preponderante en la actividad proteolítica de 

ADAMTS13, por lo que la expresión “in vitro” de los SNP y mutaciones no descritas que hemos 

encontrado y las descritas por otros autores pueden ampliar los conocimientos en el tema. Más 

de 140 mutaciones diferentes ADAMTS13, que incluyen mutaciones de sentido erróneo 

(aproximadamente 60%), pequeñas deleciones e inserciones (aproximadamente 20%), así como 

sin sentido y mutaciones del sitio de empalme, se han identificado en pacientes afectados hasta 
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el momento (100) De las mutaciones, más de 140 y SNP descritos en ADAMTS13, el análisis de 

la expresión “in vitro” se ha realizado sólo para algunas de ellas (101). 



26 
 

 

Objetivo General 

 
Optimizar la amplificación de los 29 exones correspondientes al gen de ADAMTS13, y realizar la 

secuenciación completa del gen de los pacientes que presentan una deficiencia de ADAMTS13 

asociada a PTT congénita. Analizar la potencial sustitución encontrada y comparar con  más de 

100 controles normales, para confirmar si la sustitución se trata de una mutación y/ o de un SNP. 

Investigar el mecanismo de la deficiencia de ADAMTS13 en mutantes construidos de 

ADAMTS13. Se interpretará cual es la importancia del dominio de ADAMTS13 afectado y cómo 

impacta sobre los mecanismos de biosíntesis y secreción  

Las últimas publicaciones (101) acerca de la expresión “in vitro" de mutantes de ADAMTS13, 

muestran que existen distintos dominios con importancia sobre la actividad proteolítica y 

fenotipos heterogéneos en lo que respecta a la biosíntesis, secreción y los niveles de actividad.  
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Objetivos Específicos 

 
1- Realizar la expresión “in vitro" en células HEK 293, de la mutación no descripta A4085T, 

carácter homocigota, construida utilizando mutagénesis sitio-dirigida a partir del plásmido 

pCMV6-XL5 conteniendo la secuencia WT de ADAMTS13. 

2- Evaluar la concentración total y la actividad proteolítica de ADAMTS13 intra y extracelular, de 

la proteína WT y de la mutante D1362V. De esta manera se analizará si existe relación entre los 

resultados “in vitro" y el fenotipo observado en los pacientes.  

3- Teniendo en cuenta el dominio afectado por la mutación y la relación entre nivel antigénico/ 

nivel de actividad de la proteína (intra y extracelular), será posible ampliar el conocimiento acerca 

de si el dominio incide directamente en la actividad proteolítica. Mediante estos estudios 

llegaremos a evaluar qué importancia tiene el dominio CUB-2 de ADAMTS13 en su actividad 

proteolítica, ya que existen discrepancias entre distintos autores acerca de la presencia 

necesaria de dominios específicos para que exista actividad. 
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Materiales y Métodos 

 

Pacientes 
Se detectó ADAMTS13 disminuída en 68 pacientes de los cuales 41 tienen anticuerpo anti-

ADAMTS13. Del estudio integral realizado sobre el gen de ADAMTS13 para los diferentes 

pacientes que concurren a nuestro Departamento, se detectaron varias mutaciones ya 

descriptas, y nuevas mutaciones y SNP.  

Se incluye resumen de la historia clínica de la portadora de la mutación que resultó la primera 

nueva mutación descripta en Argentina. Mujer sana de 31 años se interna cursando su primer 

embarazo de 20 semanas en Unidad de Terapia Intensiva por trombocitopenia (recuento 

plaquetario:12x109/L), anemia severa (hematocrito 22% con test de Coombs negativo), 

convulsiones y falla renal. Intercambio plasmático con plasma fresco congelado fue la indicación 

terapéutica. La paciente respondió al tratamiento pero el parto por cesárea produjo un feto 

muerto. Dos años más tarde la paciente consulta por otro embarazo, sin síntomas, que fue 

tratado profilácticamente con infusiones de plasma fresco congelado que permitieron llegar a las 

37 semanas. Nació por cesárea una niña sana de 2,700 kg. La paciente se embarazó por tercera 

vez, se restableció la profilaxis pero a las 29 semanas reaparecieron la trombocitopenia y la 

anemia. Se aumentó la frecuencia de las infusiones del plasma fresco congelado. Debido a la 

presencia de placenta previa nació por cesárea a las 35 semanas un varón sano de 2,800 kg. La 

familia fue estudiada en su fenotipo clínico pero debido a la distancia carecen de datos de 

laboratorio. Este brevísimo resumen se presenta a los efectos, únicamente, de informar acerca 

de cómo se originó el estudio.  

La portadora de la mutación fue sometida a los siguientes ensayos: VWF: Ag  (102) y análisis de 

la composición multimérica, especialmente los ULVWF (54) fueron detectados utilizando los 

métodos descritos anteriormente. La actividad de ADAMTS13 se realizó como se ha descrito 

previamente (72) utilizando un CBA para la medición de VWF residual descrito por Gerritsen 

(103) ambos métodos con modificaciones (105). Además, la actividad de ADAMTS13 (Chr-

VWF73), anticuerpos IgG anti-ADAMTS13 y antígeno de ADAMTS13 se evaluaron mediante 

ELISA con sustratos cromogénicos, de acuerdo con las instrucciones del fabricante 

(Technoclone, Viena, Austria).  
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 Los ensayos de actividad fueron realizados en el año 2005 (un año después del primer 

embarazo) y en el año 2010, cuando la paciente tenía 24 semanas de embarazo. La técnica de 

Chr-VWF73 surgió en el año 2007, por lo que se realizó una correlación de las técnicas 

utilizadas para evaluar la actividad de ADAMTS13  (CBA y Chr-VWF73) en cinco pacientes con 

PTT adquirida, cinco con PTT congénita (incluído el propósito) y 8 muestras normales 

(congeladas a -80 ° C durante más de seis meses). Estos resultados se expresaron en media ± 

DS, n = 3. 

El proyecto de investigación que involucra a este caso fue aprobado por el Comité 

de Ética de los Institutos de la Academia Nacional de Medicina de Buenos Aires. La información 

clínica y molecular asociada a cada paciente fue manejada preservando el total y absoluto 

anonimato. El consentimiento informado correspondiente consta en la historia clínica. 

 

Obtención y preparación de los plasmas  
La sangre se extrae de pacientes y normales en proporción 1:10 con citrato sódico 3,13 % 

excepto para el análisis multimérico al que se le agregan anti-proteasas. Se obtiene el PPP por 

centrifugación a 2500 g durante 20 min a 10ºC; el plasma se pasa a otro tubo y se centrifuga 

nuevamente en las mismas condiciones. Los normales (n=20) se mezclan para obtener un PNP 

de referencia que se compara con el estándar internacional para VWF: Ag, VWF: Rco, etc.  

 

Determinación del VWF: Ag plasmático  por ELISA 
El método  emplea  microplacas de poliestireno como soporte de anticuerpo anti-VWF humano 

desarrollado en conejo, al cual se unirá el VWF de las muestras del PNP y de los pacientes. 

Posteriormente las microplacas se incuban con anti-VWF humano acoplado con peroxidasa. La 

actividad de la peroxidasa se detecta por medio de su sustrato, ortofenilendiamina en presencia 

de H2O2 (102). 

 

Materiales: 

Anticuerpos 

Anticuerpo de conejo anti-VWF (Dako E082, Dakopatts, Denmark) 

Dilución de la preparación comercial 1:200. 

Anticuerpo anti-VWF acoplado a peroxidasa (Dako E0226, Dakopatts, Denmark) 



30 
 

Dilución de la preparación comercial 1:400. 

 

Soluciones Buffer  

-Bicarbonato de sodio 0,05 M pH9,6 

-Buffer de ELISA: 0,12M NaCl, 0,02M Imidazol, 0,005M Ac cítrico, pH: 7,3 

-Solución bloqueante: 10% albúmina bovina (BSA, Sigma, St. Louis, 

USA). 

-Buffer de lavado y dilución de muestras: Buffer de ELISA 0,5% BSA. 

-Buffer de reacción: a 10 ml de buffer (7,6mM ac. cítrico, 13,2mM PO4NaH2, pH: 5), 

se agrega 1 pastilla de OPD (o-Phenylenediamine dihydrochloride, Sigma, St. Louis, 

USA) y 25 µl de H2O2. 

-Solución de frenado: 1,6 % ácido  sulfúrico. 

-Seroalbúmina bovina (BSA) (Sigma A 4503, St Louis, USA) 

-Microwells Covalink NH, F8 (Nunc, Dinamarca) 

 

Método: 

Los pocillos de las placas se sensibilizaron por incubación con 100 µl del anticuerpo de conejo 

anti-VWF durante toda la noche a 4°C. Se removió el contenido y los pocillos fueron lavados 3 

veces con 100µl de buffer ELISA. El bloqueo de los sitios residuales fue realizado por incubación 

con 100µl de solución bloqueante durante 1h a 37°C. Nuevamente se realizó el vaciado de los 

pocillos y fueron lavados 3 veces con 100µl de solución de lavado. Las muestras se diluyeron 

1:80, 1:40 y 1:20, y se incubaron 100µl de la dilución durante 2h a 37°C. El contenido de los 

pocillos fue aspirado y lavado 3 veces con 100µl de solución de lavado. La placa fue incubada 

durante 1h con 100µl de la dilución de anticuerpo anti-VWF acoplado a peroxidasa. 

Nuevamente el contenido de los pocillos fue aspirado y fueron lavados 3 veces con 100µl de 

solución de lavado. El revelado fue realizado por incubación con 100µl de la solución de 

reacción. La reacción se detiene por adición de 100 µl de solución de frenado. La lectura del 

color desarrollado fue realizada a 490nm. 

 

Expresión de resultados 

Para cuantificar el VWF, se realizó una curva con diluciones seriadas de PNP (l/40 a 1/1280), 

controlado por estándar internacional, en buffer ELISA 0,5 % BSA.  
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Rango normal de VWF: Ag = 53-220%. 

 

Análisis de la composición multimérica del VWF plasmático 
La técnica detecta los multímeros del VWF plasmático, mediante un sistema discontinuo de  

SDS-electroforesis en geles de agarosa (de distinta concentración y pH). El patrón multimérico 

se visualiza con anticuerpo anti-VWF humano desarrollado en conejo seguido por incubación 

con anti-IgG de conejo biotinilada desarrollada en cabra. Después de agregar el complejo 

avidina-biotina-peroxidasa, la actividad de la peroxidasa se detecta por medio de su sustrato, 4-

Cl-1-naftol en presencia de H2O2, dando bandas bien definidas sobre un fondo claro (55).   

 

Materiales: 

-Anticoagulante con anti-proteasas: citrato trisódico 3.8%, Na2EDTA 50 mM, N-etilmaleimida 60 

mM y aprotinina 2000 KIU/ml.  

-Buffer fosfato-salino (PBS, pH 7.2): NaPO4H2 0.015 M, NaCl 0.15 M.  

-Buffer gel de corrida (pH 8.8): Tris 0.375 M, Sodio dodecil sulfato (SDS) 0.1%.    

-Buffer gel concentrador (pH 6.8): Tris 0.125 M, SDS 0.1%.   

-Buffer para dilución de las muestras (pH 8.0): Tris 0.01 M, Na2EDTA 1mM, SDS 2%, azul de 

bromofenol 0.005%.  

-Buffer de electroforesis (pH 8.35): Tris 0.05 M, glicina 0.384 M, SDS 0.1%.  

-Solución de anti-VWF (Dako A0082, Dakopatts, Dinamarca) en PBS con 20 mg % de azida 

sódica. 

-Buffer de lavado: Tween 20 al 0.05% en PBS.  

-Solución de anti-IgG (Dako E0353, Dakopatts, Dinamarca) en PBS con 20 mg de azida sódica  

-ABP Complex: estreptavidina-biotina-peroxidasa (Dako K377 A y B, Dakopatts, Dinamarca): 100 

μl de estreptavidina + 100μl de biotina + 10 ml de PBS. Se incuban 30 min a temperatura 

ambiente y se agregan 40 ml de PBS.  

-Solución reveladora: 60mg de 4Cl-1Naftol disueltos en 20 ml de metanol. Se le agregan 80 ml 

de PBS y 2ml de H2O2 de 30 vol.  

-Gel de agarosa tipo I al 1% (Sigma A 6013, St Louis, USA) en buffer gel de corrida.  

-Gel de agarosa tipo I al 0.8%  en buffer gel concentrador.  

-Gel de agarosa tipo I al 1% en buffer para dilución de muestras. 
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Método: 

 

Se vierten 13,5 ml de agarosa al 1% en buffer gel de corrida a 56°C en una placa de vidrio de 

10x8 cm. La concentración del gel de corrida depende de la información que se requiere 

obtener, si se desea visualizar toda la población multimérica incluyendo los ULVWF y todos los 

multímeros grandes se elige al 1%, si se requiere diferenciar entre multímeros intermedios y 

pequeños además de observar la estructura de cada multímero (banda importante y sub-bandas 

superior e inferior) se elige al 1,7%. Una vez gelificada la agarosa se quita un segmento de gel 

de 2x10 cm, que se reemplaza por 3,5 ml de agarosa al 0,8% en el buffer gel concentrador. Se 

hacen 6 ranuras cuadradas de 1cm de lado en esta última área (comenzando a 1cm del borde 

izquierdo de la placa y a 0,5cm de la separación entre el gel concentrador y el gel de corrida) 

para sembrar 200 μl de las muestras. Estas se diluyen 1/5 en buffer para dilución de las 

muestras que contiene 1% de agarosa y se incuban 15min, a 56°C antes de sembrar en el gel 

concentrador. Se efectúa la corrida en buffer de electroforesis a 10-12mA y 80-100 volts 

aproximadamente, hasta que el frente de corrida del azul de bromofenol alcance 1 cm del borde 

inferior de la placa. Una vez terminada la corrida, el gel se retira de la cuba de electroforesis y se 

lava con agua bidestilada 30min, se seca bajo corriente de aire caliente ó en estufa a 37°C y se 

sumerge en la solución de anti-VWF en PBS. Al día siguiente, se lava con el buffer de lavado 

durante 30min y se sumerge durante 4hs en la solución de anti-IgG biotinilada en PBS. Luego, 

se lava otros 30min con buffer de lavado y se sumerge en ABP Complex durante 4hs. Después 

de un último lavado por 5min se incuba con la solución reveladora. La reacción se frena con 

agua corriente y luego la placa se seca a temperatura ambiente. 

 

Expresión de resultados   

 

Se observa el patrón multimérico del VWF de un PNP (Figura 9, línea 2) y de tres pacientes: 

VWD2B (ausencia de multímeros grandes) (Figura  9, línea 3), VWD 2A1 (Figura  9, línea 1)  y  

VWD 2A2  (en ambos ausencia de multímeros grandes e intermedios) (Figura 9, línea 3). Se 

cuentan en cada corrida, el número de multímeros (mers) y se comparan con el PNP. Al 

utilizarse el gel de agarosa al 1,7 % se han perdido algunos multímeros grandes del PNP y se 

logran diferenciar la cantidad de multímeros pequeños e intermedios. 
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                                          Figura X. Análisis multimérico de VWD 

                                                          subtipo 2A, 2B y normal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                  

                                    Figura 10. Cálculo del % de ULVWF en un paciente 

VWD 2A1                  PNP            VWD 2B             VWD 2A2 

LÍNEAS  1                       2                         3                        4 
 
Figura 9.  Análisis multimérico de subvariantes del tipo 
2 de la VWD y normal. 
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El análisis de la estructura multimérica (agarosa al 1% en el gel de corrida) permite detectar los 

ULVWF y también pueden cuantificarse mediante un software analizador de imágenes  En la 

Figura 10 se observa la densitometría del patrón multimérico de un paciente con ULVWF (línea 

1) y el normal (línea 2). Se marcan dos áreas, la primera desde donde comienzan los multímeros 

ULVWF del paciente (RF=0) hasta donde comienzan los del plasma normal (Rf=0,16), la  

segunda área es un área de igual magnitud (Rf=0,32). El raw volume es una medida de la 

intensidad de las bandas de cada área, la primera es de los ULVWF y la segunda de los 

multímeros grandes. Luego con las intensidades de las áreas de cada muestra se calcula el % 

de ULVWF de la relación ULVWF/multímeros grandes. Los geles teñidos se escanearon un 

Sharp Scanner (JX 330, Hamburg, Germany) y se usó el software ImageMaster (Pharmacia, 

Newcastle, England).   

Valor normal de ULVWF= <15%. 

 

 

Determinación de la actividad de ADAMTS13 por ELISA con 

detección utilizando CBA 
La ADAMTS13 activada con BaCl2 de los plasmas a estudiar actúa sobre el VWF purificado que 

se altera conformacionalmente por tratamiento con urea. La actividad proteásica sobre el VWF 

purificado se detecta evaluando los multímeros grandes remanentes del VWF por la técnica de 

CBA. 

 

Materiales:  

-Polietilenglicol 4.000 (PEG) droga sólida 

-Solución de citrato/EDTA (pH 7,4): citrato 55 mM, Na2 EDTA  5mM. 

-Buffer Tris-glicina (pH 6,8): glicina 2,6 M, NaCl 0,3M,Tris 25mM. 

-ClNa droga sólida 

-Solución  Tris-NaCl (pH 7,4): NaCl 0,15 M, Tris-HCl 10mM.  

-BaCl2  0,093 M 

-Solución de Urea (pH 8,5-9): Urea 1,5M, Tris 5mM 

-NaCl 0,15M, pH 7,4  

-EDTA disódico 0,02M.      
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Métodos : 

Obtención y preparación de las muestras plasmáticas  

Se obtiene sangre del paciente en ayunas, en tubos de plástico conteniendo citrato sódico 3,13 

% en proporción 1/10. Se obtiene el PPP (menos de 1000 plaquetas/ L) por centrifugación a 

2500 g durante 20 min a 10°C; el plasma se pasa a otro tubo y se centrifuga nuevamente en las 

mismas condiciones.  

 

Preparación del VWF purificado  

          El plasma normal obtenido en CPD se mezcla con 1% de PEG, se agita y se congela 

rápidamente en un baño de hielo seco y alcohol; luego se conserva  a -70°C hasta el momento 

de usar. El plasma se descongela lentamente a 4°C. Una vez descongelado, se centrifuga a 

2100g durante 20min a 4ºC. El crioprecipitado obtenido se lleva a TA y se disuelve en 1/25 del 

volumen inicial del plasma, en buffer citrato/EDTA. Agregar buffer Tris-glicina (concentración final 

2M), agitar durante 45 min. Centrifugar durante 15min a 5.000g, a TA. Agregar NaCl sólido en la 

proporción: 90,6 g/L de sobrenadante, a TA. Agitar durante 30min y centrifugar a 5000g, durante 

15min a TA. Resuspender el precipitado obtenido en 1/50 del volumen original de plasma de 

buffer citrato/EDTA. Conservar a -70ºC hasta la purificación del VWF. 

La purificación del VWF se logra por filtración en columna (1,5m x 1,3cm) en gel Sephacryl S-

1000, eluyendo con buffer citrato/EDTA a 20ºC. El flujo debe ser de 3mL/cm2. h colectándo 

fracciones de 10mL. La localización de VWF en las distintas fracciones se realiza determinando 

el VWF: RCo en cada tubo.  

Finalmente la muestra resultante se concentra usando 20 % de PEG 20.000 y se dializa contra 

0,15M NaCl, pH 7,2. Luego se almacena a -70ºC. (104). 

 

Diluciones de las muestras plasmáticas 

Se construye la  curva normal con el PNP desde 1/5 hasta 1/80 en solución Tris-NaCl.  

Las muestras de plasma de los pacientes se diluyen 1/5 a 1/20 con una solución de Tris-NaCl. 

 

Activación de la ADAMTS13 de los plasmas a evaluar 

A cada una de las diluciones descritas se le agrega BaCl2 0,0176M (cf) y se incuban a 37ºC 

durante 30 min para que se produzca la activación de la ADAMTS13.  
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Preparación de las muestras con el VWF exógeno 

Luego de la incubación para activar la ADAMTS13, se adicionan 36µl de VWF exógeno (cf de 1 

U/mL) a 148 µl de las diluciones de los plasmas activados en los que se evalúa la ADAMTS13 

(72).  

 

Cambio de conformación del VWF de las muestras 

Se realiza por diálisis en solución de urea en membrana diálisis de SIGMA (excluye moléculas 

menores de 12000 D) en condiciones estáticas, durante 19 h a 37ºC (Figura 11). Posteriormente, 

las muestras se dializan 3h en NaCl 0,15M, pH 7,4 y luego se detiene la reacción con EDTA 

0,02M (105).      

 

Figura 11. Evaluación de ADAMTS13. Cambio de conformación del VWF 

                                   mediante diálisis con urea. 

 

Método de CBA por ELISA  

El método  emplea  microplacas de poliestireno como soporte de colágeno al cual se unirá el 

VWF de las muestras para ADAMTS13.  Posteriormente las microplacas se incuban con anti 

VWF humano desarrollado en conejo, seguido de  anti-IgG de conejo biotinilado desarrollado 

en cabra  y complejo avidina-biotina-peroxidasa. La actividad de la peroxidasa se detecta por 

medio de su sustrato, ortofenilendiamina en presencia de H2O2 (106). 



37 
 

   

Materiales : 

-Muestras sometidas al cambio de conformación del VWF. Tratamiento con urea del plasma de 

pacientes + VWF purificado en presencia de BaCl2 sometido a diálisis con NaCl 0,15M, pH 7,4 y 

EDTA 0,02M.   

-Buffer ELISA: pH 7,3 (NaCl 0,12 M, imidazol 0,02 M ácido cítrico 0,005 M)  

-Buffer colágeno: pH 2,7-2,9 (glucosa 50mg/mL en agua destilada). 

-Colágeno tipo III Sigma C3511, (St Louis, USA) que corresponde al colágeno tipo I según      la 

clasificación de Borstein and Traub.  

-Anticuerpo anti VWFperoxidasa-anticuerpo (Dako E0226, Dakopatts, Denmark) 

-OPD (ortofenilendiamina, Ortho-Diagnostic Systems) 

-Buffer ácido cítrico 7,6 mM, fosfato  monosódico 13,2 mM, pH:5.0 

-Seroalbúmina bovina (BSA) (Sigma A 4503, St Louis, USA) 

-Microwells Covalink NH, F8 (Nunc, Dinamarca). 

 

Método:  

-Incubar 100μL de solución de 1mg/mL de colágeno  en buffer colágeno durante 19hs a 37°C, en 

cada pocillo de la microplaca.  

-Lavar con TE, 3 veces. 

-Incubar cada pocillo con 200 μL  de 10% BSA en TE durante 1 h. 

-Lavar con 0,5% BSA en TE, 3 veces. 

-Incubar con 100 μL de las diluciones de la curva (1/20 a 1/640) de PNP y dos diluciones de las 

muestras, en 0,5% de BSA y 0,05% de Tween20 en TE  durante 2 hs a 37°C. 

-Lavar con 0,5% BSA en TE, 3 veces. 

-Incubar con 100 μL de anticuerpo anti-VWF peroxidasa diluído 1/200 en 0.5% BSA y 0.05% de 

Tween20 en TE durante 1h a 37ºC ( o 19 hs  a 4°C). 

-Lavar 3 veces.  

-Agregar a cada pocillo de la microplaca 100µL de OPD (1mg/mL en  buffer citrato con 3µl/mL de 

H2O2 de 30 vol). Frenar la reacción enzimática agregando 100 µL de H2SO4 al 1,6%. 

Si la determinación de CBA se realiza por absorciometría, se lee a 492nm y se grafica en  curva 

doble log,  las diluciones del PNP vs las lecturas de absorbancia (Figura 12). La dilución menor 

de la curva del PNP se iguala arbitrariamente al VWF:Ag (64% en la Figura 12)  y es el mayor 
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valor de % ADAMTS13 que tendrá el PNP. En la literatura se define arbitrariamente como 100% 

de ADAMTS13.  Se  interpolan las absorbancias obtenida de dos diluciones del paciente y se 

extrapolan los resultados. El rango normal obtenido previamente fue de 46-184%, n=30. 

 

Figura 12.  Detección indirecta de la actividad de ADAMTS13 por CBA 

 

 

Actividad de ADAMTS13 por ELISA con detección por sustratos 

cromogénicos:  

TECHNOZYM® ADAMTS13 Activity ELISA es un test cromogénico que se utiliza para la 

determinación de la actividad de ADAMTS-13 en plasma humano y muestras de ADAMTS13 

recombinante producida in vitro (95-96). Muestras que contienen EDTA no pueden utilizarse, ya 

que el EDTA es un potente inhibidor de la actividad del ADAMTS 13. El rango del test es de 0,3 

% – 105 % y el  límite de detección de 0,2 %. 

Como puede observarse en la Figura 13 el péptido VWF73 se encuentra en el dominio A2 e 

incluye el sitio de corte Y1605-M1606 del VWF. 
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 Figura 13.  Localización de los péptidos del VWF utilizados como sustrato 
en el dosaje de la actividad de ADAMTS13 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. ELISA para evaluar la actividad de ADAMTS13 por Chr-VWF73 
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En la Tabla 1 se detalla el ensayo y se describen los procesos que se observan en la Figura 14 

1, 2, 3, y 4. 

 

Tabla 1. Procedimiento de ELISA para determinar la actividad de ADAMTS13 por 

Chr-VWF73 

Pocillos 
incubados 
con anti-
GST 

1. Se llevan a TA: los pocillos 
incubados 

 

Sustrato 
GST-VWF73 
Incubación 

2. Colocar Solución de sustrato en 
las tiras de prueba recubiertas con 
anti- GST 

100µL 

Incubar a temperatura ambiente  60 minutos 
Lavar Buffer de lavado 3 x 300µL 

Incubación 
de la 
Muestra 

3. Colocar calibradores, plasma 
control, muestras a medir en las 
tiras de prueba 

50µL 

Incubar a temperatura ambiente  30 minutos 
Lavar Buffer de lavado 3 x 300µL 

Reacción 
conjugado 

4a. Colocar anticuerpo monoclonal 
anti-N10 conjugado (con 
peroxidasa) en los pocillos de las 
tiras de prueba 

100µL 

Incubar a temperatura ambiente 60 minutos 
Lavar Buffer de lavado 3 x 300µL 

Reacción 
Cromóforo 
TMB 

4b.Colocar sustrato TMB en los 
pocillos de las tiras de prueba 

100µL 

Incubar a temperatura ambiente 30 minutos 
Detener 4c.Colocar solución de frenado de 

reacción 
100µL 

Leer Lector de ELISA, 450 nm Agitar 5 seg, 
Medir 
durante 10 
min 

 

Rango de normalidad para la actividad del ADAMTS13 es de 40-130%. Cuando se interpreten 

los resultados serológicos de un paciente se tiene que tener en cuenta su historia clínica. Los 

Calibradores y Controles se han fabricado a partir de plasma de donantes normales. Se han 

calibrado frente a un estándar interno, el cual se preparó a partir de un pool de 300 donantes 

normales, y su actividad se definió como 100%. 
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Anticuerpo IgG anti-ADAMTS13 por ELISA con detección 

por sustratos cromogénicos 

TECHNOZYM® ADAMTS13 INH ELISA es una prueba para la detección de autoanticuerpos 

humanos (IgG) en suero o plasma contra ADAMTS13. La técnica permite diferenciar entre PTT 

congénitas (polimorfismos de genes) y adquiridas (autoanticuerpos) cuando se acopla a el 

ensayo de actividad y para controlar la eficacia de la terapia de intercambio (plasmaféresis). El 

rango del test es de 2-104 U/mL y el  límite de detección de 1,68 U/mL. En la Tabla 2 se detalla 

el proceso.  

 

Tabla 2. Procedimiento de ELISA para determinar  el anticuerpo IgG anti-

ADAMTS13  

Los pocillos vienen incubados con ADAMTS13 recombinante 

Incubación 

de la 

muestra 

Colocar calibradores, plasma 

control, muestras a medir en las 

tiras de prueba 

100µL 

Incubar a temperatura ambiente  60 minutos 

Lavar Buffer de lavado 3 x 250µL 

Reacción 

conjugado 

Colocar anti-IgG  conjugada en 

los pocillos de las tiras de prueba 

100µL 

Incubar a temperatura ambiente 60 minutos 

Lavar Buffer de lavado 3 x 250µL 

Reacción 

Sustrato 

Colocar sustrato en los pocillos 

de las tiras de prueba 

100µL 

Incubar a temperatura ambiente 10 minutos 

Detener Colocar solución de frenado de 

reacción 

100µL 

Leer Lector de ELISA, 450 nm  

 

Rango de normalidad para el INH de  ADAMTS13: Negativo<12 U/m; Dudoso  12 -15 U/mL y 

Positivo> 15U/mL 



42 
 

Los estándares fueron calibrados contra un plasma de alto título de IgG de ADAMTS13. Una 

dilución de 1/200 de este plasma de referencia se define como poseedor de una concentración 

de anticuerpo de 100 U/ml  (unidades arbitrarias.)  

 

Antígeno de ADAMTS13 por ELISA con detección por 

sustratos cromogénicos  
 

TECHNOZYM® ADAMTS13 Antigen ELISA es un test cromogénico que se utiliza para la 

determinación del antígeno de ADAMTS-13 en plasma humano y muestras de ADAMTS13 

recombinante producida in vitro (95).El rango del test es de 0 μg/mL-1,5 μg/mL y el  límite de 

detección de 0,02 μg/mL. En la Tabla 3 se detalla el proceso.  

 

Tabla 3. Procedimiento de ELISA para determinar el antígeno de ADAMTS13 

Los pocillos vienen incubados con Anti-ADAMTS13 (dominios CUB) 

Incubación 

de la 

muestra 

Colocar calibradores, plasma 

control, muestras a medir en las 

tiras de prueba 

50µL 

Incubar a temperatura ambiente  120 minutos 

Lavar Buffer de lavado 4 x 250µL 

Reacción 

conjugado 

Colocar anti-ADAMTS13 

conjugada en los pocillos de las 

tiras de prueba 

50µL 

Incubar a temperatura ambiente 60 minutos 

Lavar Buffer de lavado 4 x 250µL 

Reacción 

Sustrato 

Colocar sustrato en los pocillos 

de las tiras de prueba 

50µL 

Incubar a temperatura ambiente 15 minutos 

Detener Colocar solución de frenado de 

reacción 

50µL 

Leer Lector de ELISA, 450 nm Agitar 10 seg, Medir 

durante 10 min 
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Rango de normalidad para el antígeno de ADAMTS13 es de 70-160%. 

Los calibradores y controles están calibrados contra proteína ADAMTS13r purificada. 

 

Fórmulas matemáticas y métodos estadísticos 
Se utiliza el programa GraphPad Prism 4. Para cada variable, se calcula las medias y 

desviaciones estándar. Las relaciones entre las variables se estudian mediante el t- Test para 

muestras no apareadas. 

Para determinar la correlación entre los métodos de evaluación de la actividad de ADAMTS13 

por CBA y por ChrVWF73 se calcula el coeficiente de correlación de Spearman.  

 

Extracción y purificación del ADN genómico 
Las muestras de 5-10 ml de sangre periférica fueron obtenidas por punción venosa usando 

EDTA al 0,1%, y recogidas en tubos tubos cónicos de 15 ml. De estas muestras se toma 300µl 

de sangre, previamente homogeneizada y se la coloca en un tubo Eppendorf conteniendo 300µl 

de la solución de lisis: pH7,5, que se utiliza para romper plaquetas, glóbulos rojos y blancos. Al 

romper todas las membranas, se liberan los núcleos de los leucocitos que luego se separarán 

por gradiente de densidades. Se agrega en el fondo de cada tubo, 100 µl de sacarosa (33%) y 

se centrifuga a 13.500 rpm durante 2min, se descarta el sobrenadante y se agregan 300µl de 

PBS pH7,2 para lavar y resuspender el pellet conteniendo los núcleos de los leucocitos .Se 

agregan 100µl de sacarosa (11%) y se centrifuga a 13.500rpm, 2 minutos, se descarta el 

sobrenadante y al pellet se le agregar 75µL de NaOH para romper los núcleos por hidrólisis 

alcalina (se Incuba a 95ºC 14min y a 30ºC 1min). 

Finalmente se le agrega 10,5 µl  de Tris/HCl para neutralizar la reacción y se centrifuga 5min a 

13500rpm y se recupera el sobrenadante donde se encuentra el ADN. La calidad y 

concentración de las muestras de ADN genómico fueron evaluadas por electroforesis en gel de 

agarosa (1 %) y su concentración y pureza, por espectrofotometría UV (260 y 280 nm). 

 

Materiales : 

- solución de lisis: pH7,5 

  Sacarosa  (11%) 

  Tris/HCl  (pH 7,4)          1M   

  MgCl2                             1M    
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  Triton x100    

  H2O bidestilada c.s.p. 1.000 mL   

-Solución de Sacarosa 33% 

- PBS : pH7,2             

  NaH2PO4 0,015 M             1,7997 g 

  NaCl 0,15 M              8,7660 g 

  H2O bidestilada c.s.p. 1.000 mL   

-Solución de sacarosa 11% 

-Tris/HCl 1M: (pH 7,4). Se utiliza una dilución 7/10 

- NaOH 0,035M 

 

Búsqueda de mutaciones y SNP 

 

Amplificación del fragmento de interés mediante (PCR) 

Todas las secuencias exónicas y bordes de exones del gen de ADAMTS 13 fueron amplificadas 

en 26 reacciones de PCR cuyos tamaños moleculares rondan entre los 254-768 pb. 

 La Tabla 4 resume la secuencia de los oligonucleótidos primers, las temperaturas de annealing, 

las concentraciones óptimas del ión Mg2+, así como los tamaños de cada amplímero. Los primers 

utilizados fueron diseñados por otros autores y algunos de ellos fueron diseñados en nuestro 

laboratorio utilizando como guía de posición y coordinación de bases de cada primer el archivo 

de secuencias nucleotídicas correspondiente (GenBank NC_000009.11). La reacción de PCR 

utiliza 5 μl de ADN genómico (100 ng/μl), en un volumen total de reacción de 50 μl, con 200 μM 

de dNTP (desoxiribonucleótido trifosfato, dATP, dTTP, dGTP, dCTP), 0,5 μM de cada primer, 0,5 

U de Taq DNA Polimerasa (Promega, Argentina) y buffer Taq Polimerasa (Tris-HCl 50 mM pH 

9,0, NaCl 50 mM, BSA, seroalbúmina bovina, 0,1 mg/ml). La identidad y el tamaño de cada 

amplímero fue analizada por electroforesis en gel de agarosa (1-2 %).  

Las PCR para amplificar los exones 7, 8, 17 y 18 en  búsqueda de mutaciones en ADAMTS13, 

presentan algunas complicaciones para llegar a su amplificación. Por ello se detallan a 

continuación los protocolos diferenciales para cada uno de estos 4 exones, y un protocolo 

general para el resto de los exones. 
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Protocolo de PCR para amplificar el Exón 7: 

 

    Reactivos Concentración final 

Hot start -Buffer 10x (15 mM MgCl2) 1x 

dNTPs(dCTPs,dATPs y dTTPs)-(10 mM) 200 μM 

7deaza-dGTP (10 mM) 0,08 mM 

primer forward 0,3 μM 

primer reverse 0,3 μM 

MgCl2 (25 mM) 1 µM 

Betaina (5 M) 1,3 M 

Hot Star-polimerasa (5u/μl) 0,5 unidades 

DMSO 10% 1% 

ADN ≤1 μg 

Completar con H2O a volumen final 50µL        

                                                                                                      

El programa en el termociclador para este exón es el siguiente:  

 

 15min                95ºC   

                              30seg 94°C 

 3 X 11 ciclos *       1min annealing (58-56°C)  

                                                    1min 72°C 

                     

 7 min                  72°C  

 

* Se deben cargar 11ciclos para cada una de las temperaturas de annealing empezando con 

58°C,  luego 11 ciclos para 57°C y por último otros 11 ciclos para 56°C. 
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Protocolo de PCR para amplificar el Exón 8: 

 

    Reactivos Concentración final 

Tag-Buffer 5x 1X (1.5mM MgCl2)
2 

dNTPs (10 mM) 200 μM 

primer forward 0,4 μM 

primer reverse 0,4 μM 

MgCl2 (25 mM) 1,25 µM 

Gelatina  0,1 % 0,01 % 

Tag-polimerasa (5u/μl) 0,5 unidades 

DMSO 10% 1% 

ADN < 0.5μg 

Completar con H2O a volumen final 50µL  

 

El programa que debe utilizarse en el termociclador para este exón es el siguiente:  

 

 15 min                     95ºC 

 

                                                        30seg 94°C 

 3 X 11 ciclos *          1min annealing (60-58°C)  

                                                       2min 72°C 

                       

 10min                     72°C  

  

 

* Se cargan 11 ciclos para cada una de las temperatura de annealing empezando con 60°C, 

luego 11 ciclos para 59°C y por último otros 11 ciclos para 58°C. 
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Protocolo de PCR para amplificar los Exones 17 y 18: 

 

    Reactivos Concentración final 

Hot start -Buffer 10x (15 mM MgCl2) 1x 

Hot start -Q sol 5x 1x 

dNTPs (10 mM) 200 μM 

primer 1* 0,4 μM 

primer 2* 0,4 μM 

MgCl2 5 µM 

Hot start –polimerasa (5u/μl) 5 unidades 

ADN ≤1 μg 

Completar con H2O a volumen final 100µL  

        

* Los primer está diseñado para amplificar un solo producto de PCR que contiene la secuencia 

de ambos exones. 

El programa que debe utilizarse en el termociclador para estos exones es el siguiente: 

 

 15 min         95°C 

                                              30seg 94°C 

 35 ciclos          1min 62°C 

                                              30seg 72°C  

 10 min          72°C 

 

 

Protocolo de PCRs para amplificar el resto de los Exones: 

    Reactivos Concentración final 

Tag-Buffer 5x 1X (1.5mM MgCl2)
2 

dNTPs (10 mM) 200 μM 

Primer forward * 
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primer reverse * 

MgCl2 (25 mM) * 

Tag-polimerasa (5u/μl) 0,5 unidades 

ADN < 0.5μg 

Completar con H2O a volumen final 50µL  

                                                                        

 

* Ver Tabla 4 

 

El programa que debe utilizarse en el termociclador para estos exones es el siguiente: 

 

 5 min             95°C 

 

                                              30seg 94°C 

 35 ciclos          1min   * °C 

                                              45seg 72°C  

 

 10min            72°C  

 

* Ver Tabla 4 

 

TABLA 4. Primers, temperatura de annealing (TA) y tamaño de los productos de 

PCR, para amplificar los 29 Exones correspondientes al gen de ADAMTS13. 

 

EXON  Primers* TA 
Producto 
de PCR (pb) Enzima 

Primers 

[20 μM] µM 
Mg++  

[25nm] µM 
Ciclos de  
PCR 

1 ADKK 59 768 taq 0,18 0,625 35 
2 ADKK 59 348 taq 0,18 0,625 35 
3 ADKK 60 437 taq 0.1 0,625 35 
4 ADKK 59 382 taq 0,18 0,625 35 
5—6 ADKK 60 638 taq 0,1 0,625 35 
6 ANMQ 60 389 taq 0,1 0,625 35 
7 ADKK TD-58-56 399 hot start    3x11 
8 ADKK TD-60-58 446  taq     3x11 
9 ADKK 59 334 taq 0,1 0,75 35 
10-11 ADSCH 64 559 taq 0,1 0,625 35 
12 ADKK 60 366 taq 0,1 0,625 35 
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13 ADKK 59 390 taq 0,18 0 35 
14 ADKK 59 358 taq 0,1 1,125 35 
15 ADKK 60 279 taq 0,1 0,625 35 
16 ADSCH 64 408 taq 0,1 0,625 35 
17-18 Noris 62 667 hot start   35 
19 ANMQ 64 300 taq 0,1 1.25 35 
20 ADSCH 68 333 taq 0,1 1.25 35 
21 ADSCH 64 254 taq 0,1 1.25 35 
22 ANMQ 59 278 taq 0,1 0,75 35 
23 ADKK 59 476 taq 0,12-0,18 0,625-0,875 35 
24 ADKK 62 576 taq 0,1 1.25 35 
25 ANMQ 60 438 taq 0,1 1.25 35 
26 ADSCH 68 325 taq 0,1 1.25 35 
27 ADSCH 62 396 taq 0,1 1.25 35 
28 ADSCH 68 340 taq 0,1 1.25 35 
29-- ADSCH 60 517 taq 0,1 1.25 35 

 
 
Primer EXON Secuencias (5´>3´) Producto de 

PCR (Pb) 
ANMQ-6 6 CCTCAGCCTCCTGCCCTCT 389 
ANMQ-19 19 GGCCAGGGTCCCGACGCT 300 
ANMQ-22 22 CCTTATGTGCTAGAGGTGTCC 278 
ANMQ-25 25 TTACCACTGTCCTTGTCACCT 438 

 
* ADKK: Kokame y col (70), ANMQ: Diseñados en la División Química, IIHEMA, ANM,   ADSCH: 
Schneppenheim y col (107) y  Noris: Noris y col (108) 
                   

 

 

Purificación del producto de PCR 

La purificación permite obtener la secuencia de ADN de doble cadena amplificada, se eliminan 

los buffer de amplificación, los primers, los dNTPs y la taq-polimerasa. Se utiliza “GFX PCR ADN 

and Gel Band Purification Kit” de Amersham Biosciences. Los productos de PCR 

correspondientes al exón 8 a secuenciar fueron resueltos en electroforesis en gel de agarosa 

preparativa, escindidos del gel, y luego purificados usando cromatografía en minicolumnas 

GFXTM Spin columns (Amersham, Argentina), cuantificados en geles de agarosa (1,5 %) y 

secuenciados 
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Reacción de Secuenciación 

 

Método:  

 -Templado conteniendo 0,35 pmoles del producto 

 - Primer forward 1,6 µM (o reverse, en tubo separado) 

 - Mix (thermo sequenase II ADN-pol, dNTPs, ddNTPs, MgCl2) 

 -H2O 

 

Programa del  termociclador.  95°C 20seg; 50°C 15seg; 60°C 4min. Total: 25 ciclos.  

Al finalizar el prograna se agrega 2µl de EDTA/acetato de sodio para evitar la incorporación 

posterior de dNTP’s. 

 

Purificación del producto para secuenciación: 

- 80µl de etanol 95%.  

-Centrifugar a TA por 15min a 13.500RPM. 

-Retirar el máximo posible de sobrenadante. 

- 200µl de etanol 70%. 

-Centrifugar 8min a 13.500RPM. 

-Remover el sobrenadante. 

-Secar en el Speed Vac por 7min. Evitar la resecación. 

-Resuspender en 15µl de formamida.  

 

Secuenciación automática del ADN 

 

Se utilizó un secuenciador ABI PRISM 310 Genetic Analyzer PE Applied Biosystems  

Mediante un software adecuado, se decodifican los electroferogramas de cada exón que se 

secuencia de los pacientes. La comparación de las secuencias de las muestras de los pacientes 

se realiza por comparación con la secuencia del cADN (NM_139025) y la de gen de ADAMTS13 

(NC_000009.11). 
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Bioinformática 
El diseño de primers se efectúo bajo la asistencia del programa Oligo 4.1 (sistema operativo MS 

DOS) y Primer select (DNA star Lasergene). Se utilizó el software Geneious versión 5.3.5, 

Biomatters (http://www.geneious.com) para la lectura de los esferogramas de secuenciación. 

Para acceder al algoritmo Blast (basic local alignement search tool), se utilizó la página Web de 

acceso pública del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 

 

Análisis in silico del efecto funcional del cambio de sentido 

erróneo: 

Software para la predicción del efecto funcional de cambios en las proteínas se está utilizando 

cada vez más como una herramienta útil, por otros autores (109).  El análisis in silico del cambio 

de sentido erróneo (p.D1362V) se ha realizado con las aplicaciones informáticas: PolyPhen-2 

http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/)  y SIFT (http:/ / sift.bii.a-star.edu.sg /) para buscar 

posibles efectos de las sustituciones de aa en la estructura y función de una proteína humana. 

Se ha demostrado en varios estudios que el impacto de las variantes alélicas de aa en la 

estructura de proteínas y la función se puede predecir de forma fiable a través de análisis de 

alineamientos de secuencias múltiples y estructuras proteícas en 3D. Estas predicciones se 

correlacionan con el efecto de la selección natural visto como un exceso de alelos no frecuentes. 

Por lo tanto, las predicciones a nivel molecular revelan variantes que condicionan fenotipos 

reales. 

PolyPhen-2 es una herramienta automática para la predicción de posibles efectos de una 

sustitución de aa en la estructura y función de una proteína humana. Esta predicción se basa en 

una serie de características que comprenden la información de la secuencia, filogenéticos y 

estructurales que caracterizan a la sustitución. 

Para una sustitución de un aa dado en una proteína, PolyPhen-2 utiliza varias secuencias 

diferentes y características basadas en la estructura del sitio de sustitución y las suministra a un 

clasificador probabilístico. 

PolyPhen-2 intenta identificar una proteína de consulta como una entrada en el subconjunto de 

proteínas humanas en las base de datos UniProtKB / Swiss-Prot.  

Los parámetros calculados dan como resultados distintos tipos de clasificación en cuanto a la 

sustitución que se evalúa, estos son "benigno”, “posiblemente perjudicial”, “probablemente 

dañinos" o "desconocido". 
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El programa SIFT toma la secuencia que se consulta y utiliza la información para predecir la 

alineación de múltiples sustituciones toleradas y deletéreas para cada posición de la secuencia 

que se consulta. SIFT es un procedimiento de múltiples etapas que comienza con la búsqueda 

de secuencias similares, luego elige secuencias estrechamente relacionadas que pueden 

compartir función similar a la secuencia que se desea analizar, obtiene la alineación de estas 

secuencias elegidas, y calcula las probabilidades normalizadas para todas las sustituciones 

posibles de la alineación. Posiciones con probabilidades normalizadas de < 0,05 se predice 

como perjudicial; aquellos ≥ 0,05 se predice que serán tolerados. 

 

Obtención de mutantes por mutagénesis sitio-dirigida 
El residuo Asp-362 fue reemplazado por valina, generándose las mutantes Asp-362-Val. Se 

dispone del gen ADAMTS13WT, subclonado en el vector pCMV6-XL5 bajo el control del 

promotor CMV. 

Se analiza y se diseñan los primers que deben utilizarse para la introducción de la mutación en 

cuestión de ADAMTS13. Para esto de utiliza un kit (Stratagene’s QuickChange XL kit for site-

directed mutagénesis). En el  procedimiento básico se utiliza como templado el plásmido 

pCMV6-XL5ADAMTS13 (Origene) que contiene la secuencia NM_139025 de ADAMTS13WT y 

dos oligonucleótidos complementarios que contienen la mutación deseada para hacer 

mutagénesis sitio-dirigida (97,98).  

Se analizó la estrategia para el diseño de primers para introducir la mutación A4085T de 

ADAMTS13 utilizando el programa Oligo 4,1. (Tabla 5) 

 

Tabla 5: Oligonocleótidos  primers para realizar la mutagénesis  sitio dirigida.  

 

Primer Secuencias (5´>3´) 

AD-MUT4085-1-SEN ATCCGGGTCACCCACAGCTTG 

AD-MUT4085-2-ANT TCCTCAAGCTGTGGGTGACCCGGAT 

  

En la Tabla 5 se destacan “en negrita” las bases que permitirán el cambio en la secuencia 

resultante para obtener el plásmido conteniendo la mutación A4085T. 

La reacción de amplificación se realizó en un volumen final de 50µL en una mezcla de reacción 

que contenía 5µl de buffer 10X, 10ng de plásmido templado, 125ng de cada oligonucleótido 
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mutagénico, 1µl de la mezcla de deoxinucleótidos (dNTP) y 1µl de la enzima Pfu Turbo® DNA 

polimerasa (2,5 U/ml). 

Las reacciones se realizaron en un Termociclador IVEMA T-18®. Para la amplificación de los 

plásmidos mutantes se usó un protocolo de 18 ciclos de 50seg de desnaturación a 95°C, 50seg 

de apareamiento o “annealing” de los oligonucleótidos mutagénicos a 60°C y 10min de extensión 

de las cadenas a 68°C y una extensión final de 68°C a 7min. Los productos generados se 

analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. El producto amplificado se trató 1μl 

de la enzima endonucleasa DPN I (10U/ μl y la reacción se incubó a 37°C por 1h. Dpn I degrada 

específicamente el DNA metilado y hemimetilado del plásmido parental no mutado.  

Se utilizó 1µl del DNA tratado con Dpn I para transformar 50µl de bacterias “XL10-Gold 

ultracompetent cells”  (suministrada por el kit) que reparan el “Nick” generado por la utilización de 

los primers complementarios utilizados.(Figura15) 

La mezcla se incubó por  14min en hielo, se sometió a un pulso de calor de 42° C por 45 seg y 

se dejó en hielo nuevamente por 2min. Se agregó 0,5ml de medio NZY+ precalentado a 42°C y 

se incubó a 37°C por 1h con agitación a 250 rpm, para recuperar las células. Finalmente, se 

sembraron 100µl de la reacción de transformación sobre placas de agar LB que contenían el 

antibiótico apropiado (ampicilina)  para seleccionar las bacterias conteniendo el  plásmido 

correspondiente y fueron incubadas por toda la noche a 37°C. 
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Figura 15: Detalle de los pasos a seguir para generar el plásmido mutado, 

utilizando el kit Quickchange xl Site-directed mutagénesis 
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Purificación del plásmido 

Método: 

1. Se elige una única colonia de una placa selectiva y  se  inocula un cultivo inicial de 2-5ml en 

medio LB que contiene ampicilina. Se incuba durante aprox. 8h a 37°C con agitación vigorosa 

(aprox. 300rpm). 

2. Se diluye  el cultivo iniciador 1/1000 en medio LB selectivo. Para obtener alta cantidad de 

copia de plásmidos, inocular 100µl de cultivo iniciador en 100ml de medio. Se deja crecer a 37°C 

durante 12-16 h con agitación vigorosa (aprox. 300 rpm). El cultivo debe alcanzar una densidad 

celular de aproximadamente 3-4 x 109 células/ml (absorbancia aproximada de 0,6 a 580 nm). 

3. Recoger las células bacterianas por centrifugación a 6000 xg  durante 15min a 4°C. 

4. Resuspender el sedimento bacteriano en 10ml de buffer P1 (conteniendo RNasa A).  

5. Se añaden 10 ml del buffer P2, se mezcla con vigor por  inversión 4-6 veces, y se incuba a 

temperatura ambiente (15-25 ° C) durante 5 min (el lisado deberá aparecer viscoso).  

6. Se agrega 10ml de buffer P3 frio,  inmediatamente se mezcla vigorosamente por inversión de 

4-6 veces, y se incuba en hielo durante 20 min (mejora la precipitación si el  buffer P3 es 

preincubando en hielo).  

El material precipitado contiene ADN genómico, proteínas y restos celulares. Si la mezcla 

todavía aparece viscosa, se necesita mezclar más. 

7. Centrifugación a 20.000  g durante 30min a 4°C. Remover el sobrenadante que contiene el 

ADNp rápidamente. 

La centrifugación se debe realizar en tubos que no sean de vidrio (por ejemplo, polipropileno) 

Después de la centrifugación el sobrenadante debe ser claro. 

8. Se centrifuga el sobrenadante a ≥ 20.000 g durante 15min a 4°C. Quitar 

sobrenadante que contiene ADNp rapidamente. 

Esta segunda etapa de centrifugación se lleva a cabo para evitar que quede material en  

suspensión o material en partículas que causa que la muestra se vea turbia, esto puede obstruir 

la columna  QIAGEN-tip y reducir o eliminar el flujo de gravedad. 

9. Se equilibra la columna de purificación  QIAGEN-tip 100 mediante la aplicación 10 ml Buffer 

QBT, y permitir que la columna se vacíe por gravedad. 

10. El sobrenadante de la etapa 8 se introduce en la columna y se deja correr por flujo de 

gravedad. 

 Si se deja demasiado tiempo y se vuelve turbia debido a la precipitación adicional de la proteína, 

debe ser recentrifugada o filtrada antes de la carga para evitar la obstrucción de la columna. 
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11. Se lava 2 veces la columna con 30 ml de buffer QC. 

12. El ADN se eluye con 15 ml de buffer QF (recoger el eluido en un tubo de 15 ml o 50 ml). 

13. Se precipita el ADN mediante la adición de 10,5 ml (0,7 volúmenes) a temperatura ambiente 

de isopropanol al ADN eluido. Mezclar y centrifugar inmediatamente a ≥ 15.000 g durante 

30 min a 4 ° C. (decantar cuidadosamente el sobrenadante). 

Todas las soluciones deben estar a temperatura ambiente con el fin de minimizar la precipitación 

de la sal, aunque la centrifugación se lleva a cabo a 4 ° C para evitar el sobrecalentamiento de la 

muestra. 

14. El precipitado de ADN se lava con 5 ml de etanol a temperatura ambiente 70%, y 

se centrifuga a ≥ 15.000 g durante 10 min. (decartar cuidadosamente el sobrenadante sin 

perturbar el sedimento). 

 El etanol al 70% elimina el precipitado de sal y reemplaza isopropanol con el etanol más volátil, 

haciendo más fácil redisolver  el ADN. 

15. Se deja secar al aire durante 5-10 min,  y se redisuelve el ADN en un volumen adecuado de 

bufer TE, pH 8,0, o 10 mM de Tris · Cl, pH 8,5. 

-Para determinar el rendimiento, la concentración de ADN se determina por  espectrofotometría 

UV a 260 (la cuantificación de ADN a 260 nm debe estar entre 0,1 y 1,0) y el análisis cualitativo 

se realiza por electroforésis en gel de agarosa.  

 

Materiales : 

Composición de Buffers: 

Buffer P1 (buffer de  resuspensión) 50 mM Tris·Cl, pH 8.0; 2–8°C,10 mM EDTA , se adiciona100 

µg/ml RNasa A  

Buffer P2 (buffer de lísis) 200 mM NaOH, 1% SDS (w/v) 15–25°C 

Buffer P3 (buffer de neutralización) 3.0 M potassium acetate, 15–25°C 

pH 5.5 or 2–8°C 

Buffer FWB2 (buffer  de lavado ) 1 M potassium acetate 15–25°C 

pH 5.0 

Buffer QBT (buffer para equilibrar) 750 mM NaCl; 15–25°C 

50 mM MOPS, pH 7.0; 

15% isopropanol (v/v); 

0.15% Triton® X-100 (v/v) 

Buffer QC (buffer  de lavado 2) 1.0 M NaCl; 15–25°C 
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50 mM MOPS, pH 7.0; 

15% isopropanol (v/v) 

Buffer QF (buffer de elución) 1.25 M NaCl; 15–25°C 

50 mM Tris·Cl, pH 8.5; 

15% isopropanol (v/v) 

TE 10 mM Tris·Cl, pH 8.0; 15–25°C 

1 mM EDTA 

 

Cultivo celular y transfección: 

Cultivo de células: 

 Las células se mantuvieron en cultivo a 37º C en estufa gaseada con una concentración de CO2 

de 5% en frascos de cultivo de 25 cm2, con medio de cultivo DMEM (GIBCO) suplementado con 

suero fetal bovino (SFB) al 10%, 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina y 2mM de l-

glutamina. 

 

Transfección:  

La construcción plasmídica conteniendo la mutación A4085T y el plásmido  (WT) se transfectó 

en Células embrionarias humanas de riñón (HEK 293). Se utilizó como control negativo HEK 293 

sin transfectar. La eficacia de transfección se normalizó mediante cotransfección de las células 

con el plasmido (pTL-Luc) reportero de luciferasa. 

Se elige el método de exclusión Trypan Blue para determinar la viabilidad celular. Se seleccionan 

las células con viabilidad  mayor al 98%. Se siembran 6,25 x 105 células/ml en una placa de 6 

pocillos que tiene 10 cm2 de superficie. Se tranfecta 18h con 5 ng/µl del plásmido y 

Lipofectamina 2000 en 500 µl de DMEM  de acuerdo con las instrucciones del proveedor, luego 

se efectúa un cambio de medio y se deja 24h. Se recoge el sobrenadante y se dializa 16 hs en 

solución fisiológica 1/10 en PBS, se concentra 10 veces en centrífuga Savant SpeedVac SC110. 

Las células se levantan con tripsina, para obtener el lisado celular se utiliza un buffer PBS-tritón 

01%  que contiene inhibidores de la proteasas [1 mM (4-(2-Aminoethyl) benzenesulfonyl fluoride 

hydrochloride), 2000 KIU/mL de aprotinina y 6 mM de N-etilmaleimida), se incuba 2h a 

37°C.Para eliminar el tritón se dializa durante 4h cambiando el buffer sin tritón cada/h. Luego 

tambien se dializan las muestras intracelulares por  16 hs en solución fisiológica 1/10 en bufer 

PBS, se concentra 10 veces en centrífuga Savant SpeedVac SC110.  
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Caracterización e identificación de la proteína 
 

A- Medición de proteínas totales en las muestras utilizando BCA Protein Assay Kit (Thermo 

Scientific). 

B- Se realizó una separación en un gel de SDS-6% PAGE, en condiciones no reducidas. Los 

extractos proteicos de la células en cultivo se diluyeron en buffer de siembra 4X (0,25 mM Tris; 

20 % SDS; 4% sacarosa; 1mg/ml azul de bromofenol) con el agregado de 5% β-mercaptoetanol 

y se calentaron en baño termostatizado a 100ºC durante 2 minutos. Las muestras se sembraron 

(50 µg de proteína por calle) y se corrieron en un gel de  6 % de SDS-poliacrilamida-

bisacrilamida (SDS-PAGE). Se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Amersham) 

previamente activadas (10 segundos en agua), se bloquearon toda la noche a 4ºC con una 

solución 10% albúmina bovina en PBS-Tween 0,1%, y se incubaron con los anticuerpos 

primarios disueltos en PBS-Tween 0,1% toda la noche a 4ºC. Luego se realizaron tres lavados 

de 10 min con PBS-Tween 0,1% y se incubaron los anticuerpos secundarios conjugados a 

peroxidasa durante 1h a temperatura ambiente y con agitación. 

La reacción antígeno-anticuerpo se detectó por reacción de quimioluminiscencia (ECL GE 

Healcare Life Science) y placas fotosensibles ( Kodak Biomax Light film).  

C- La  evaluación de la actividad y antígeno correspondientes a la de ADAMTS13 del mutante y 

WT se realizaron con el test cromogénico TECHNOZYM® ADAMTS13 Activity ELISA. 

 

 
Estudios de Inmunofluorescencia  

 

Las células se incubaron en cultivo a 37º C en estufa gaseada con una concentración de CO2 de 

5% en Chambered Coverglass (Nunc) de 4.2 cm2, con medio de cultivo DMEM (GIBCO) 

suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10%, 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de 

estreptomicina y 2mM de l-glutamina. Se tranfectó las HEK 293 con 5 ng/µl del plásmido con la 

mutación A4085T ó el plásmido  WT, con Lipofectamina 2000 en 200 µl de DMEM durante 18h y 

se utiliza como control negativo HEK 293 sin transfectar. Se realizó un cambio de medio y se 

dejaron crecer por 24h. Por ultimo las células son fijadas, permeabilizadas y finalmente 

incubadas con los anticuerpos: anti-Golgi (GM 130) y anti-ADAMTS13 humano desarrollado en 
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cabra, posteriormente se incuba con el anticuerpo fluoresceínado anti- IgG de cabra. Las 

observaciones se realizan utilizando microscopio de fluorescencia.   

Materiales  

- Solución Fijadora 

 2.7 ml de Formaldehido 37% 

0.4 ml de Glutaraldehído 25 % 

46.9 ml de PBS 

   

-Solución Permeabilizadora 

PBS-Tritón 0.1 % 

 

-Albúmina 0.5 % 

-Anticuerpo primario anti-ADAMTS13 humano 

- Anticuerpo secundario Alexa Fluor 594 anti cabra 

- Anticuerpo marcador de Aparato de Golgi fluoresceinado Fluor  488 Ratón anti- GM 130 

 

Método  

-Lavar suavemente con PBS dos veces cada Chambered Coverglass.  

-Fijar 5 minutos en frio. 

-Lavar dos veces con PBS. 

-Permeabilizar 3 min en frío. 

-Bloquear con Albúmina al 0.5 % durante 40 minutos . 

- Lavar dos veces con PBS. 

-Incubar con el anticuerpo primario anti-ADAMTS13 durante 40 minutos. 

- Lavar dos veces con PBS . 

- Incubar con el anticuerpo secundario Alexa Fluor 594 anti cabra (rojo) y Alexa Fluor  488 Ratón 

anti- GM 130  (verde) durante 40 minutos. 

- Lavar dos veces con PBS. 

- Desmontar el Chambered Coverglass, para que cumpla la función de portaobjeto y agregar 

10µL de glicerol, colocar el cubreobjeto y dejar en la heladera en oscuridad hasta el momento de 

observar la muestra en el microscopio de fluorescencia. 
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RESULTADOS 

Comparación de métodos para medir la actividad de ADAMTS13 

La Tabla 6 presenta el genotipo y los resultados de la actividad ADAMTS13 en 10 pacientes en 

el momento de su episodio inicial tanto por CBA como por Chr-VWF73. Además, se analizaron 8 

normales (rango = 67-97%) por CBA y normales por Chr-VWF73 (rango = 82-116%). 

 

Tabla  6: Comparación de actividad de ADAMTS13 por CBA y Chr-VWF73 

 

Paciente Sexo edad Diagnóstico ADAMTS13 
Actividad 
CBA % 

NV=46-184% 

ADAMTS13 
Actividad 

Chr-VWF73 % 
NV=40-130% 

IgG anti-
ADAMTS
13 
U/ml 
PV >15 
U/ml 

ADAMTS13 
Genotipo 

1 F 31 PTT congénita 25±5 <0,5% 6  c.4085A>T homocigota 
p.D1362V (nueva 
mutación) 

2 
  

F 21 PTT congénita  27±3 5,0±1,0 7 c.3178C>T homocigota  
p.R1060W (mutación 
conocida)  

3 M 15 PTT congénita  30±4 4,0±0,5 9 c.-277C>T , c.19C>T, 
c.582C>T, c.686 +46 T> 
G, c. 1342C>G,c. 
1852C>G ,  c.3045-41 G> 
A, c.3045-48 T C> y c. 
3108G>A  (SNPs  
homocigota  conocidos) c. 
3718T>G (Nueva mutación 
/ SNP) y 4050delG 
(heterocigota para ambos) 

4 M 1 PTT congénita  22±3 <0,5% 8 c.354G>A , c.-277C>T  
homocigota (SNPs 
conocidos) 

5 F  6 PTT congénita  40±2     46±1.0* 
(*antigeno) 

 
 

6 c.577C>T  homocigota  
(mutación conocida) 
p.R193W 

6 F 21 PTT adquirida  
(agudo) 

8±1 1,0±0,5 1400 - 

7 F 66 PTT adquirida  
(agudo) 

26±5 <0,5% 41 - 

8 M 13 PTT adquirida  
(agudo) 

16±3 0.6±0,5 19 c.3368G>A estado  
heterocigota  (nueva 
mutación) p.R1123H 

9 F 54 PTT adquirida  
(agudo) 

34±5 11,0±2,0 31 - 

10 F 37 PTT adquirida  
 (en remisión) 

37±4 46,0±3,0 16 - 
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Figura 16. Mediciones de la actividad de ADAMTS13 en el momento del 

diagnóstico inicial por CBA y el ensayo de Chr-VWF73. Diez pacientes con 

actividad anormal ADAMTS13 por ambos métodos y 8 pacientes con actividad de ADAMTS13 

normal por CBA. Los valores representados son la media de ADAMTS13 de 3 experimentos 

repetidos. 

 

Aunque la variabilidad de los resultados es evidente, hay una buena correlación (figura 16) entre 

los dos métodos para todas las muestras (n=18, Spearman r = 0,87). Valor de p<0.0001. La 

correlación es significativa (α =0.05).  

Fue necesaria la realización de dos pruebas para la evaluación de la actividad de ADAMTS13 

pues el límite inferior de detección del CBA resultó mayor al 7%. A partir de esa comparación se 

eligió el método de Chr-VWF73 para la identificación del paciente con deficiencia severa de 

ADAMTS13. 

Un año después del primer embarazo, la paciente tenía <0,5% por Chr-VWF73,  6 unidades/ml 

de anticuerpo IgG anti-ADAMTS13, 2% antígeno de ADAMTS13, 91% VWF: Ag y el 31% 

multímeros ULVWF (figura 17).  
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Figura 17. Análisis multimérico en SDS-agarosa 1% del paciente, CE y PNP. 

 

En la figura 14 se observa el perfil multimérico de CE (1º línea), PNP (línea central) y la paciente 

(última línea). Se observa la presencia de ULVWF en la paciente (31%)  aunque en menor 

proporción que en el lisado de CE, cuya cuantificación arrojó 61% de ULVWF.  

El antígeno de ADAMTS13 fue 2% y 119% de VWF: Ag a las 24 semanas del tercer embarazo, 

seis años después del primer embarazo. 
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Evaluación y obtención de la mutación A4085T (D1362V) in 

vitro  

Secuenciación: 

Se realizó la secuenciación del ADN de los 29 exones de la portadora de la mutación A4085T. 

Esta mutación da lugar a una sustitución de aminoácidos, el cambio es de un  ácido aspártico (D) 

por una valina (V)  en la posición 1362 (D1362V) (Figura 18) 

Se secuenció el ADN de 100 alelos de controles normales del exón 29 para corroborar que se 

trata de una mutación y no de un SNP. 
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Figura 18. Secuenciación del control normal, del paciente y del mutante  A4085T 

con sus correspondientes marcos de lectura para la síntesis de la proteína. 

 

 

Análisis in silico del efecto funcional de los cambios de sentido 

erróneo 

El análisis comparativo (Figura 19) de secuencias entre los ortólogos (con igual función y 

diferente especie) permite inferir una secuencia consenso (aa invariables) que en definitiva, 

refleja que el  aminoácido tiene una gran importancia en esta proteína. La secuencia consenso 

permitió la identificación de aquellos aa imprescindibles responsables de su actividad catalítica 

común.Este análisis es útil como primera aproximación, y  para inferir que el estudio in vitro de la 

mutación  D1362V podría revelar cambios significativos a nivel de  la actividad y/o secreción de 

la proteína . 
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Figura 19. Resultados de la alineacion de genes ortologos, para ver los residuos  

conservados evolutivamente(*) 

 

Análisis in silico: 

La predicción in silico, utilizando PolyPhen-2, del efecto funcional de p. D1362V es 

probablemente perjudicial (Figura 20). 

 

 

Figura 20. Predicción in silico realizado por el programa PolyPhen-2 

 

Utilizando el programa SIFT el cambio de nucleótido  también se prevé perjudicial (Figura 21). En 

la secuencia consultada se observa que para la posición 1362 los aa tolerados en esta posición 

son  E y D (con mayúscula) y los no tolerados son  C, W, M, F, I, Y, V, L, R, H, T, P, G, S, N, A, K 

y Q que se prevé que pueden ser perjudicial debido a que tienen probabilidades normalizadas 
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<0,05 y ninguno de estos aparece en la alineación (letras minúsculas). Los aa  están codificados 

por color: no polares (negro), polares sin carga (verde), ácidos (azul) y los básico (rojo). 

 
          Prediccion de aa  NO Tolerados                Posicion en la Secuencia          Prediccion de aa Tolerados             

 

                                        

 
 

Figura 21. Listado de probabilidades normalizadas para la posición 1351E a la 

1362D de la secuencia consultada en el programa SIFT .  

 

En este caso para la posicion 1362  , el 18 % de las secuencias analizadas tenían un aa ácido 

que aparece en la secuencia; 82% tenía ausencia del residuo o Xaa. La probabilidad 

normalizada para una sustitución de D por V es <0,05 por lo que se prevé como un cambio 

perjudicial y se resalta en rojo (Figura 21). 

 

 

Obtención del plásmido conteniendo la mutación c.4085A> T  
Se analizó la estrategia para el diseño de primers para introducir la mutación A4085T de 

ADAMTS13. Para esto se utiliza el kit Quick- ChangeTMSite-directed Mutagénesis (Stratagene, 
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La Jolla, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Como templado para la incorporación de 

la mutación se utilizó el plásmido “wild type” (WT) pCMV6-XL5ADAMTS-13 (Origene).  

Se secuenció el nuevo plásmido para verificar que contenía la mutación A4085T del exón 29 

(Figura 18). Previamente a la utilización del kit descrito, se realizaron varias reacciones de PCR 

con el fin de comprobar que los primers elegidos eran confiables para la amplificación deseada y 

para encontrar las mejores condiciones de temperatura y reactivos. 

Para el paciente y el mutante generado in vitro se puede observar el cambio correspondiente 

D1362V (Figura 18). 

 

 

Transfección, caracterización e identificación de la proteína 
Esta construcción plasmídica conteniendo la mutación A4085T y el plásmido  (WT) se transfectó 

en células de mamíferos HEK 293. El medio de cultivo y el lisado celular son las muestras a las 

que se les evaluaron: antígeno  y actividad de ADAMTS13. 

-Antígeno y actividad de ADAMTS13:  

Para medir el antígeno y la actividad de ADAMTS13 se utilizan kits comerciales TECHNOZYM®  

siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras analizadas corresponden al medio 

intracelular (lisado celular)  y extracelular (medio de cultivo) del mutante D1362V y el WT.  

Esta mutación produce la acumulación intracelular de ADAMTS13 ya que el nivel de antígeno  

es=133 ± 5%  y la actividad proteolítica es de=129 ± 13% (Figura 22), comparado con el WT de 

ADAMTS13 elegido como =100%  para ambos dosajes. 

Hemos observado que el antígeno de ADAMTS13 es de 8 ± 3% de y la actividad específica 

(Figura 22) del D1362V mutante está ausente en el medio extracelular , también comparado con 

el WT. 
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     Figura 22: Gráfico del antígeno (barra oscura) y de la actividad (barra clara) de 

ADAMTS13 en muestras intra y  extracelulares de WT y mutante (D1362V).  

Se graficó la media del antígeno y actividad de ADAMTS13 de tres ensayos repetidos.  

 

Western blot 

 

El Western blot realizado en medios de cultivo de células transfectadas con el vector expresión 

de ADAMTS13 WT mostró una banda con un peso molecular de aproximadamente 190 kDa. La 

banda no era detectable en el medio de cultivo de las células transfectadas con el vector 

expresión D1362V ni en las células control, indicando la falta de secreción (figura 23.A). 

El lisado de células transfectadas con D1362V y ADAMTS13 WT mostró la misma banda 

(aproximadamente 190 kDa), pero WT con una intensidad más baja que el mutante (figura 23.B) 
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Figura 23: Western blot de ADAMTS13 WT y D1362V expresado por las células 

HEK 293. En medios de cultivo (A) y lisado celular (B). 

Células sin transfectar se utilizaron como control. La figura es representativa de más de tres 

experimentos repetidos.  

 

Estudios de Inmunofluorescencia 

 

Para corroborar los resultados obtenidos en los análisis de actividad , antígeno y Western blot  

de las células transfectadas, se realizó la inmumarcación de las células HEK 293 . La 

ADAMTS13 WT se localizó principalmente en el área cercana al Aparato de Golgi con una 

distribución homogénea. La ADAMTS13  mutante D1362V también se encuentra cercana al 

Aparato de Golgi, pero  además está presente difusamente en todo el citoplasma  con una 

distribución heterogénea, lo que confirma que se acumula intracelularmente (figura 24). 
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Aparato de Golgi ADAMTS13 Aparato de Golgi + ADAMTS13

3)D1362V 

2)WT

1)Control

Figura 24: Estudios de Inmunofluorescéncia de las proteínas mutante D1362V y 

WT transfectadas en células HEK 293. 

 

 En el Panel 1,2, y 3 se muestran las células sin transfectar y las transfectadas con los plásmidos  

WT y el mutantes  D1362V marcadas simultáneamente con el anticuerpo monoclonal anti – 

ADAMTS13 (rojo) y en anticuerpo nomoclonal  anti-GM130 proteína de Aparato de Golgi  

(Verde).   
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Discusión 

La PTT es una enfermedad con una péntada clínica característica, que ofrece la posibilidad de 

distintos diagnósticos diferenciales difíciles de descartar, con alta tasa de mortalidad antes del 

uso terapéutico de intercambio plasmático. Existe una gran diversidad de perfiles y cursos 

clínicos en estos pacientes y produce una importante dificultad en el diagnóstico (110). Ello 

conlleva la responsabilidad de establecer un diagnóstico de certeza con el dosaje de las 

proteínas involucradas y el uso de la biología molecular para correlacionar síntomas y fallas en 

las funciones de la proteína ADAMTS13 con las mutaciones respectivas. Los antecedentes 

clínicos sumados a los ensayos del antígeno y la actividad ADAMTS13 son usados para 

diagnosticar MAT, especialmente PTT. El inhibidor de la actividad nos permite analizar lo 

hereditario o adquirido de la enfermedad, generalmente en forma autoinmune. El 95% de los 

casos corresponden a la forma adquirida (109).  En nuestro grupo hemos estudiado 68 pacientes 

con eventos de PTT de los cuales  el 61% (n: 41) presentaban inhibidor anti ADAMTS13. De los 

27 pacientes restantes 7 han sido secuenciados la totalidad de sus 29 exones. En 6 de los 

pacientes las mutaciones ya han sido descritas en parte por otros autores. En ese grupo, 

nosotros hemos detectado un paciente con una nueva mutación, en el exón 29 perteneciente al 

dominio CUB 2. Asimismo es de destacar que las mutaciones en los dominios CUB se han 

caracterizado por ser dominios con funciones controvertidas (69-70) 

El estudio molecular y la expresión in vitro nos han permitido identificar la función afectada en el 

cambio de bases. Estas mutaciones determinan la insuficiencia en la función de la ADAMTS13  

permitiendo la acumulación de los ULVWF en el plasma y desencadenando fijación y 

aglutinación plaquetaria espontáneas (4). La heterogeneidad de la falla en los mecanismos sigue 

ampliándose en la descripción de 11 nuevas mutaciones en el marco de pacientes tratados en el 

Reino Unido (111) En una gran mayoría de los casos, la PTT es una enfermedad de aparición en 

edad adulta caracterizada por un predominio del sexo femenino (aproximadamente 2:1) 

Aproximadamente 1/25 000 a 1/100 000 embarazos en todo el mundo se complican con MAT, 

muy infrecuentes, pero potencialmente mortales tanto para la madre como para él bebe. (112-

113) 

En un contexto obstétrico, la PTT puede ser particularmente compleja debido a su difícil 

diagnóstico diferencial con otros MAT, sus dramáticos efectos sobre el feto, y su manejo 

terapéutico específico, que puede producir daños colaterales (114). La PTT asociada al 
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embarazo representa aproximadamente el 10% -30% de todos los casos de PTT en adultos en 

los registros de MAT de América del Norte, europeos y japoneses. 

 
En el ELISA para detectar el antígeno para ADAMTS13 con sustratos cromogénicos comerciales 

(ver Material y Métodos) se sugiere que ciertas formas de ADAMTS13, con mutaciones en los 

dominios CUB, no se miden de manera equivalente debido a una unión disminuida con el 

anticuerpo de captura de la placa. Sin embargo, este estudio arrojó resultados equivalentes con 

ambas técnicas de ELISA y de inmunotransferencia, lo que significa que la mutación D1362V no 

afectó a la estructura del antígeno que estuvo involucrado en la unión con el anticuerpo de 

captura. 

La actividad enzimática de ADAMTS13 puede verse afectada por el uso de agentes 

desnaturalizantes (ej.1,5M de urea) que se requieren para promover la susceptibilidad de 

multímeros de VWF a la escisión por ADAMTS13 (113). El uso de péptidos cortos de VWF, en 

lugar del VWF entero, no resuelve completamente la cuestión de la variabilidad intra o inter-

laboratorio (115) sobre los resultados de la actividad de ADAMTS13. Niveles muy elevados de 

bilirrubina, hemoglobina, o de otro tipo de componentes plasmáticos pueden causar reducción 

del sustrato fluorogénico (116-117) utilizado en algunos métodos comerciales. En un estudio 

realizado en colaboración por varios laboratorios, se ha considerado que la calidad de los nuevos 

métodos para la medición de la ADAMTS13 ha mejorado considerablemente, gracias al 

desarrollo de determinados péptidos y anticuerpos policlonales VWF/monoclonal (118). 

Recientemente, Mackie y col (119) estudiaron la actividad ADAMTS13 en pacientes normales y 

en aquellos con MAT adquirida usando técnicas de CBA, Fret-VWF73 (desarrollado en 

laboratorio), Fret-VWF86 (comercial) y Chr-VWF73. En MAT adquirida existe una correlación 

entre los ensayos de muestras con actividad <11% o > 55%, pero las muestras con deficiencia 

moderada mostraron bajos niveles de actividad por CBA. Los resultados obtenidos en este 

estudio mediante la comparación de las técnicas de CBA con Chr-VWF73 también se 

correlacionan.  A diferencia de Mackie y col, nuestros pacientes con niveles muy bajos de 

actividad de Chr-VWF73 muestran niveles ligeramente bajos de CBA. 

Hammouda y col (120) hicieron  una comparación entre la actividad de ADAMTS13 evaluada por 

CBA y Chr-VWF73 y encontraron que 20/20 muestras de plasma con deficiencia de ADAMTS13 

por CBA mostraron niveles muy bajos por Chr-VWF73, y 10/19 reportados como normales por 

CBA eran normales por la Chr-VWF73. De acuerdo con Hammouda y col (120), observamos que 

en 8/10 muestras con deficiencia de ADAMTS13 analizados por CBA (8-34%), la actividad era 



73 
 

muy baja cuando se analiza por Chr-VWF73 (0.5-11%) y que 8/8 muestras mostraron resultados 

normales, para ambos métodos. 

Se observó, en este estudio, un límite inferior de detección del CBA mayor al 7%. Tripodi y col 

(118) informaron que detectaron niveles de ADAMTS13 de 10% por CBA para el valor real de 

5%. En la identificación de deficiencia severa de ADAMTS13, Studt y col (121) informaron un 

resultado falso negativo con el mismo método. Se considera que la imposibilidad para identificar 

la deficiencia severa de ADAMTS13 es debido a diferencias en la especificidad de unión del 

colágeno reactivo. 

Starke y col (122) reportaron estas diferencias en especificidad de unión entre las diferentes 

partidas de colágeno y que existe una alta tasa, aproximadamente del 25%, de error inexplicable. 

Zheng (123) sugirió que la combinación de 2 o más diferentes pruebas sería necesaria para la 

identificación de los pacientes con deficiencia severa de ADAMTS13. En nuestro estudio, el uso 

de la Chr-VWF73 permitió identificar al paciente con severa deficiencia de ADAMTS13.  

Múltiples factores pueden contribuir a la variabilidad de los ensayos de actividad utilizados y el 

límite de detección de los equipos utilizados.  En una publicación reciente se utilizó la técnica por 

espectrometría de masas (SELDI-TOFF) para la medición residual plasmática de la actividad de 

ADAMTS13, en un paciente con PTT congénita tanto durante la remisión como en la fase aguda 

de  la enfermedad (124).  

Para poder secuenciar todo el gen de ADAMTS13 fue necesario poner a punto las 26 reacciones 

de PCR dado, como ya se explicó en Materiales y Métodos, 6 exones se amplifican en 3  

reacciones. Algunas reacciones de amplificación, como las correspondientes a los exones 7 (70) 

y 8, fueron particularmente dificultosas por su alto contenido de guanina y citosina (125). La 

presencia de estructura secundaria en las moléculas de ADN puede interferir con las reacciones 

de amplificación y secuenciación, ya que se obstaculiza el progreso de la polimerasa sobre la 

cadena de ADN y puede facilitar "compresiones de bases", donde se obtienen secuencias 

incorrectas debido al "salto" de la polimerasa sobre cualquier base involucrada en la formación 

de estas estructuras secundarias. Varias opciones están disponibles para ayudar a reducir las 

complicaciones que causan estas estructuras secundarias en las reacciones de secuenciación. 

Las opciones incluyen el aumento de la temperatura de melting (por ejemplo a 98°C), la inclusión 

de 40% de formamida, el aumento de la temperatura de extensión en  2-3°C, el cambio en la 

química de secuencia, utilizando 7-deaza-dGTP o dITP, la adición de betaína a una Cf de 1M, o 

mediante la adición de DMSO hasta una Cf de 5% (v/v) (126).  Para la amplificación del exón 7 

se utilizaron algunos de estos ajustes experimentales hasta obtener el producto correspondiente 

al tamaño especifico, que fue detectado por electroforésis en gel de agarosa. Finalmente, se 
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observaron fallas en los resultados obtenidos con el secuenciador, ya que durante la reacción de 

secuenciación también pueden aparecer estructuras secundarias, debido a la química que utiliza 

la terminación en cadena en la secuenciación, con Big Dye terminators, por los problemas en la 

estructura de la rodamina (http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/brands/Applied-

Biosystems.html). Durante la secuenciación se observaron largos tramos de nucleótidos de 

adenosina repetidos, que no están presentes en la secuencia original. Esto se debe al  

"deslizamiento" de la polimerasa cuyo mecanismo intrínseco hasta ahora es desconocido. Este 

inconveniente fue resuelto con el agregado de betaína en la reacción de PCR inicial previo al 

paso de la reacción de secuenciación. En la  reacción de amplificación del exón 8, sólo fue 

necesario utilizar DMSO y gelatina para obtener el producto. La dificultad se presentó para 

purificar la muestra previa a la reacción de secuenciación; hubo que cortar la banda del gel, ya 

que aparecía una banda inespecífica con un peso molecular bastante menor que la 

correspondiente al amplicón para este exón. Pero al igual que en el exón 7, se debió utilizar la 

técnica de Touchdown PCR para obtener los resultados correctos. La reacción correspondiente 

al exón 17-18 también presentó algunas complicaciones menores que fueron resueltas utilizando 

la enzima “hot start”, al igual que en la reacción para el exón 7. Esta enzima permite comenzar la 

reacción sólo y cuando la temperatura de la mezcla es suficientemente alta, de forma que no se 

produzcan hibridaciones y por consiguiente amplificaciones inespecíficas. 

Es muy importante clarificar el análisis de la actividad catalítica de los distintos dominios de 

ADAMTS13. Últimamente han sido puestos de manifiesto los epítopes de 11 monoclonales anti 

ADAMTS13 sobre cada dominio y resuelto su asociación con los efectos inhibitorios sobre la 

actividad catalítica, bajo condiciones estáticas, que correlacionan fuertemente con los dominios 

tipo metaloproteasa y desintegrina, débilmente con aquellas repeticiones TSP1-3 y 

negativamente con TSP1-1,-2 y dominios CUB1 y CUB2. Los dominios ricos en cisteína y spacer 

mostraron efectos moderados pero sus epítopes aún no han sido determinados (127). De 

acuerdo a este trabajo no serían frecuentes las mutaciones en los CUB relacionadas con la 

presencia de inhibidor y dado que una mutación en estos dominios no afecta la actividad 

catalítica aunque sí la falla en la liberación desde la célula al sobrenadante, tal como muestran 

los resultados de la D1362V en nuestra paciente. Nuestros datos sugieren que el dominio CUB-2 

de ADAMTS13 codificado por el exón 29 es crítico para la secreción, ya que la expresión in vitro 

de D1362V condujo a la retención intracelular con actividad funcional y a un defecto en la 

secreción de  ADAMTS13. El análisis comparativo de secuencias entre los genes ortólogos 

refleja que el aminoácido D1362V tiene una gran importancia en esta proteína.  Si bien resulta 

imposible definir los aa que tienen relevancia desde el punto de vista estructural o funcional en 
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dicha secuencia consenso, el análisis fue  muy útil como primera aproximación para inferir que el 

estudio in vitro de la mutación podría revelar cómo impacta el cambio de este aa altamente 

conservado en distintas especies, sobre los dominios CUB y qué preponderancia tiene sobre la 

actividad y/o secreción de la proteína de ADAMTS13. Una forma más precisa para analizar la 

mutación hubiera sido utilizar la estructura en tres dimensiones de la proteína, pero solo se 

encuentra disponible la estructura de una porción de la ADAMTS13 que no corresponde al 

carboxilo terminal y no contiene el dominio CUB-2. En un análisis realizado sobre las mutaciones 

descritas que involucran los dominios CUB y los resultados de la expresión in vitro realizada por 

diversos autores (101) se detecta que la mayoría tiene la secreción ligeramente reducida (Tabla 

7).  

Tabla 7: Mutaciones descritas que involucran los dominios CUB y resultados de la 

expresión in Vitro. 

Exón Cambio de 
base 

Tipo de 
Cambio 

Cita Dominio Expresión 
in vitro 
secreción 

Expresión 
in vitro 
actividad 

Cita de 
expresión 
in vitro 

26 c.3616C>T 
p.R1206X 

Sin 
sentido 

Shibagaki y col. 
[2006] 

CUB1    

26 c.3638G>A 
p.C1213Y 

Sentido 
erróneo 

Levy y col. 
[2001] 

CUB1 ++ +++ Zhou y col. 
[2008] 

26 c.3650T>C 
p.I1217T 

Sentido 
erróneo 

Park y col. 
[2008] 

CUB1  nh  

26 c.3655C>T 
p.R1219W 

Sentido 
erróneo 

Donadelli y col. 
[2006] 

CUB1 - +++ Donadelli y 
col. [2006] 

26 c.3677C>T 
p.T1226I 

Sentido 
erróneo 
(SNP) 

- CUB1  nh  

27 c.3735G>A 
p.W1245X 

Sin 
sentido 

Licht y col. 
[2004] 

CUB1 ++ ++++ Zhou y col. 
[2008] 

27 c.3716G>T 
p.G1239V 

Sentido  
erróneo 

Noris y col. 
[2005] 

CUB1 - +++ Peyvandi y 
col. [2006] 

28 c.3904C>T 
p.Q1302X 

Sin 
sentido 

Fujimura y col. 
[2009] 

CUB2  nh  

28 c.4006C>T 
p.R1336W 

Sentido  
erróneo 

Antoine y col. 
[2003] 

CUB2 ++ ++ Plaimauer 
y col. 
[2006] 

29 c.4190del 
p.A1397VfsX35 

Deleción 
(SNP) 

- CUB2    

29 c.4143dupA 
p.E1382RfsX6 

Inserción Schneppenheim 
y col. [2003] 

CUB2 + +++ Pimanda y 
col. [2004] 

29 c.4085A>T 
p.D1362V 

Sentido 
erróneo 

Calderazzo JC 
y col [2012] 

CUB2 - ++++ Calderazzo 
JC y col 
[2012] 

Referencias: No detectable: - Severamente reducida: + ,Reducida: ++, Ligeramente reducida:+++, Similar al 

WT:++++. nh: no hecho. 

 

Todos los pacientes con la mutación c.4143_4144insA situados en el dominio CUB-2 codificada 

por el exón 29 (Tabla 7) fueron diagnosticados con deficiencia severa ADAMTS13 con 
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actividades funcionales por debajo del nivel de detección (<5%) en ausencia de inhibidor de anti-

ADAMTS13 (128). Durante los experimentos in vitro sobre la mutación ADAMTS13, la actividad 

específica del mutante fue baja (14%) para los medios de cultivo y alta (85%) para los lisados 

celulares en comparación con la de la enzima WT (99).  

Antoine y col informaron (Tabla 7) sobre dos hermanos con PTT familiar heterocigóta para 

R1336W en el dominio CUB-2 codificado por el exón 28 (129). Los dos hermanos sufrían de 

deficiencia congénita severa de ADAMTS13 con una actividad de la proteasa plasmática 

aparente de <3%. El cambio de aminoácido R1336W, que se encuentra en el dominio CUB-2, 

condujo a una reducción de la secreción de la proteína mutada (antígeno de ADAMTS13: 23% 

en el medio de cultivo) con una actividad significativamente menor residual (actividad  de 

ADAMTS13: 12%) (130). Los estudios de expresión publicados por Pimanda y Plaimauer 

(99,130) indicaron que las mutaciones en el dominio CUB-2 reducen la actividad de ADAMTS13 

pero probablemente no en la medida necesaria (<5%) para inducir la enfermedad (130). En 

nuestro estudio (Tabla 7) se observó que la actividad específica del mutante D1362V estaba 

ausente (0%) en el  medio de cultivo y alta (129 ± 13%) en el lisado celular. En este caso, la 

mutación causó la deficiencia de ADAMTS13 in vitro de acuerdo a la actividad de ADAMTS13 del 

paciente. Aunque Zhou y col  sugieren que el dominio CUB-1 es crítico para secreción de 

ADAMTS13 (131), los datos de esta tesis sugieren que el dominio CUB-2 codificado por el exón 

29 es igual de importante para la secreción ADAMTS13.  

Como ya se mencionó anteriormente existen alrededor de 140 mutaciones descriptas en la 

ADAMTS13 en PTT (100). Algunos casos han sido reportados como PTT en adultos que 

pareciera que necesitan el desafío de algún acontecimiento  tal como infección o embarazo para 

ser diagnosticado (111,132) sugiere que algunas mutaciones juegan un papel incompleto en el 

momento de definir la aparición de la PTT o en su defecto que los niveles bajos descienden a 

niveles menores. Estas diferencias resultarían indetectables ya que en la mayoría de los casos 

parten de basales muy bajos (132). En la Tabla 8 se exponen distintos resultados de distintos 

autores. Camilleri estudió 3 de los pacientes que tenían PTT asociada al embarazo, y 

presentaban la  mutación R1060W en el dominio TSP1-7. La expresión in vitro del mutante y del 

WT ADAMTS13 demostró que R1060W causó la retención intracelular severa de ADAMTS13 

(<5% secreción) sin afectar a su actividad de metaloproteasa. La alta prevalencia de R1060W en 

ADAMTS13 de aparición de PTT en adultos, junto con la ausencia de casos infantiles de PTT 

congénitas reportados, sugiere que la mutación puede ser un factor en la aparición tardía de 

PTT. En adultos que desarrollan PTT, se encontró esta mutación en 8/10 pacientes estudiadas 

que desarrollaban PTT durante el embarazo (109)  Donadelli también reporta el caso de dos 
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hermanas que tienen 2 mutaciones en los dominios TSP1-7 y TSP1-8 (R1060W y R1123C) y la 

PTT aparece sintomática durante el embarazo. En nuestra paciente que tiene  la nueva mutación 

reportada D1362V, coincide con estas descripciones. Sus resultados concuerdan con los citados 

por Camilleri, Donadelli y también por Lotta (124). Pareciera que las mutaciones que involucran 

alteraciones en el carboxilo terminal de ADAMTS13, en particular los TSP1-7, TSP1-8 y el CUB1, 

que como se observó en estudios in vitro, por lo general tienen una reducción en la secreción 

pero conservan la actividad. Como comentamos previamente los niveles son muy bajos sólo 

detectándose, con técnicas extremadamente sensibles, que permiten ver las diferencias entre la 

actividad residual transitoria durante el evento y la actividad basal permanente asintomática. 

(124). 

 

Tabla 8: Mutaciones asociadas a un desencadenante, reportadas por otros autores 

P Mutació
n 

Cambio 
de base 

Dominio Exó
n 

Sex
o 

Edad Desencaden
ante 

Característica
s 

AD 
AG 

48,5-
124,2 

% 

AD 
Act 
66–
126
% 

CITA 
 
 

SNP 

 Sentido 
erróneo 
 

T3178T
? 
 

TSP1-7 24 F 33 embarazo  1,1 <5% Camilleri 
2008 

w7W,T1
033T 

1 Sentido 
erróneo 
 

C3178T 
p.R1060
W 

TSP1-7 24 F 21 embarazo PTT aguda 
durante su 
primer 
embarazo 

4,1 <5% Camilleri 
2008 

R7W,A1
033T 

4 Sentido 
erróneo 
 

C3178T 
p.R1060
W 

TSP1-7 24 F 31 embarazo PTT aguda 
durante su 
primer 
embarazo 

1,3 <5% Camilleri    
2008 

R7W,Q4
48E,P61
8AA103
3T 

F 
7
1
1 

Sentido 
erróneo 
 

R1123C 
R1060W 

TSP1-8 
TSP1-7 

25 
24 

F  Embarazo embarazo  <6% Donadelli 
2006 

 

F 
9
0
8 

Sentido 
erróneo 
 

R1123C 
R1060W 

TSP1-8 
TSP1-7 

25 
24 

F  Embarazo embarazo  <6% Donadelli 
2006 

 

F 
9
0
9 

Sentido 
erróneo 
 

R1123C 
R1060W 

TSP1-8 
TSP1-7 

25 
24 

F  Sana y 
nulípara 

  <6% Donadelli 
2006 

 

F 
9
0
6 

Sentido 
erróneo 
 

R1123C 
R1060W 

TSP1-8 
TSP1-7 

25 
24 

F  Sana y 
nulípara 

  <6% Donadelli 
2006 

 

F 
9
0
7 

Sentido 
erróneo 
 

R1123C TSP1-8 25 F  están sanas 
y son 
nulíparas 
(gemelas) 

  57% Donadelli 
2006 

F 907 

2 Sentido 
erróneo 
 

c.[794G
>C(+)79
6A>T] 
p.[C265

Metalopr
oteasa 
 
 

7 
 
 
 

F 23 Embarazo Una pérdida, 
dos 
embarazos 
completados 

<1  < 5% Camilleri 
2012 

p.R7W, 
p.A1033
T 
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S(+)S26
6C 
] 
c.3178C
>T 

TSP1-7 24 

3 Sentido 
erróneo 
 

c.1787C
>T 
p.A596V
T 
 
c.3284G
>A  
p.R1095
Q  

Espaciad
or 
 
 
TSP1-8 
 

16 
 
 
25 

F 29 Embarazo No hay 
embarazos 
completos 

<1  < 5% Camilleri 
2012 

p.P475S 

5 Sentido 
erróneo 
 

c.2930G
>T  
 
p.C977F 

TSP1-5 23 F 24 Embarazo Un embarazo 
completo 

3,8  < 5% Camilleri 
2012 

 

 Sentido 
erróneo 

A4085T CUB2 

29 F 

31 embarazo PTT aguda 
durante su 
primer 
embarazo 

 <5% Calderazzo 
2012 

 

4 Sentido 
erróneo 
 

c.305G>
A 
p.R102
H 

Metalopr
oteasa 
 

3 F 18 Embarazo tres 
embarazos 
completados 

5,7 < 5% Camilleri 
2012 

p.[Q448
E]+[Q44
8E], 
p.[P618
A]+[P61
8A], 
p.[A900
V]+[A90
0V] 

2 Sentido 
erróneo 
 

c.[794G
>C(+)79
6A>T] 
p.[C265
S(+)S26
6C 
] 
c.3178C
>T 

Metalopr
oteasa 
 
 
TSP1-7 

7 
 
 
 
24 

F 23 Embarazo Una pérdida, 
dos 
embarazos 
completados 

<1  < 5% Camilleri 
2012 

p.R7W, 
p.A1033
T 

3 Sentido 
erróneo 
 

c.1787C
>T 
p.A596V
T 
 
c.3284G
>A  
p.R1095
Q  

Espaciad
or 
 
 
TSP1-8 
 

16 
 
 
25 

F 29 Embarazo No hay 
embarazos 
completos 

<1  < 5% Camilleri 
2012 

p.P475S 

 
 

Sentido 
erróneo 
 

c.578G>
A 
 
c.3283C
>T 

Metalopr
oteasa 
TSP1-8 
 

6 
p.R1
060
W 
25 

F 32 embarazo embarazo  <10
% 

Lotta 2012  

R
0
1
9 

Sentido 
erróneo 
 

W1016. 
Stop 

TSP1-7 24 M 23 Infección 5 3 años de 
edad ,primer 
episodio x  
por un 
síndrome 
similar a la 
influenza, 

<6,25  <6% Donadelli 
2006 

 

1
6 

Sentido 
erróneo 
 

c.649G>
C 
p.D217
H 
  
c.3178C

Metalopr
oteasa 
TSP1-7 
 

6 
24 

F 18 
mese
s 

infección  1,7 l < 5% Camilleri 
2012 
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>T 
p.R1060
W 

R
0
1
2 

Sentido 
erróneo 
 

R1219W CUB1 26 M 32 Infección 3 años de 
edad ,primer 
episodio por 
infec, con 
insuf renal 

<6,25  <6% Donadelli 
2006 

R012 

1
7 

Sentido 
erróneo 
 

c.803G>
C 
p.R268P 
c.1368G
>T 
p.Q456
H 

Metalopr
oteasa 
CYS-R 

7 
12 

M 10  infección  <1  < 5% Camilleri 
2012 

 

 
 

A pesar de tener la actividad de ADAMTS13 muy baja, incluso después de la interrupción del 

tratamiento, la paciente estudiada en esta tesis (Tabla 8), fue asintomática hasta su primer 

embarazo. Este dato apoya la tesis de que los niveles de ADAMTS13 requeridos para mantener 

un crítico equilibrio con los niveles de VWF son realmente muy bajos pero que pueden romperse 

con eventos tales como infecciones y embarazos tal como fue reportado (109). 

El embarazo, una condición reconocida asociada al desarrollo de la  PTT, es fisiológicamente 

asociado con la reducción de ADAMTS13 y el aumento en niveles plasmáticos de VWF (105). Es 

probable que estos factores precipiten el inicio del episodio agudo de la enfermedad en la 

paciente. 
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Conclusiones: 

-Detectamos  en total 14 mutaciones / SNP algunos ya reportadas por otros autores . 

-La combinación de 2 o más diferentes pruebas sería necesario para la identificación de los 

pacientes con deficiencia severa de ADAMTS13. Aunque en este estudio, el uso de la Chr- 

VWF73 permitió identificar a la paciente con deficiencia severa de ADAMTS13.  

 -Se describió la 1º mutación de ADAMTS13 en nuestro país y la 1º publicada, según nuestro 

conocimiento, en el exón 29 del CUB-2. 

- La nueva mutación D1362V identificada en el dominio CUB-2 codificada por el exón 29, induce 

una deficiencia plasmática de ADAMTS13 que podría ser causado por una secreción reducida de 

la proteasa a la circulación. 

-Se concluye que en una deficiencia severa de ADAMTS13 en el plasma, el embarazo parece 

ser crucial en el desencadenamiento de los síntomas de PTT.  

 

 

 

 

 

     Julio César Calderazzo      Dra. María Ángela Lazzari                               

     Doctorando          Director de Tesis    
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