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Bacteriologa 'y IaboratoEi@ir$§Universidad del Valle,
especialista en administraclorre ud-de la Universidad
Catdlica de Manizales y docencia universitaria de la Universidad
ICESI. Magister en Educacion mediada por TIC de la Universidad
ICESI, actualmente con 12 afnos de experiencia en el laboratorio
de hematologia, de los cuales 7 afios han estado dedicados al
area de Hematologia especial y Hemostasia en la Fundacion

Valle del Lili.
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La presente experiencia considero las
actuales guias de diagnostico de la purpura
trombocitopénica trombaotica, una de las
entidades mas importantes y representativas
de las MAT.
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Introduccio

Ademas de Ian:aracterl'sticas
comunes a este grupo de patologias
gue son el desarrollo de anemia
hemolitica microangiopatica,
trombocitopenia y disfuncion
organica isquemica, la PTT se
caracteriza por una deficiencia
heredada o adquirida de la enzima
ADAMTS13.
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/|| CONGRESO LATINOAMERICANO
/4 v/ 1 DE BIOQUIMICA CLINICA

TABLA 1
Clasificacion etiologica de las microangiopatias tromboticas

PTT (actividad de ADAMST13 < 5%-10%)
Causa genética: hereditaria (sindrome de Upshaw-Schulman)

Deficiencia adquirida: autoinmune (anticuerpos anti-ADAMTS13), inducida por farmacos
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" pruebas de laboratorio

|El riesgo 65 que +e quieras que

SHU tipico
Escherichia coli productora de toxina Shiga: cepa 0157:H7 y otras cepas
Shigella disenteriae tipo 1

SHU atipico

Causa genética: hereditaria (mutaciones de proteinas reguladoras: FH, MCP, Fl,
THBD, FB y C3. Polimorfismos de riesgo en FH y MCP)

Deficiencia adquirida: anticuerpos anti-CFH, anti-CFl

MAT secundarias

Embarazo: preeclampsia y eclampsia. Sindrome HELLP, MAT del posparto
Enfermedades sistémicas: LES, vasculitis, esclerodermia, sindrome antifosfolipido
Glomerulonefritis proliferativas

HTA maligna

Infecciones: Streptococcus pneumoniae, VIH, VHC, HIN1, CMV, virus BK, otras
infecciones

Neoplasias
Radiaciones ionizantes

Inducido por farmacos (quinina, ticlopidina, clopidogrel, metronidazol, valaciclovir,
inhibidores calcineurinicos, inhibidores mTOR, OKT3, anticonceptivos orales,
mitomicina, bleomicina, cisplatino, bevacizumab, sunitinib)

Consumo de drogas
Trasplante de organos (rindn, hematopoyético)
Defecto del metabolismo de la cobalamina (hiperhomocisteinemia)

ADAMTS13: a disintegrin and metalloproteinase with a thrombospondin typel motif, member

13, CMV: citomegalovirus; FB: factor B del complemento; FH: factor H del complemento;
Fl: factor | del complemento; HELLP: hemolysis elevated liver enzymes low platelet count,
LES: lupus eritematoso sistémico; OKT3: muromonab-CD3; MCP: proteina cofactor de

membrana; mTOR: mammalian target of rapamycin, PTT. plrpura trombética trombocitopénica;

SHU: sindrome hemolitico urémico; SHUa: sindrome hemolitico urémico atipico; STEC:
Escherichia coli productora de toxina Shiga; THBD: trombomodulina; VHC: virus de la
hepatitis C; VIH: virus de la inmunodeficiencia humana.
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TABLA 2

Pruebas diagnosticas y procedimientos recomendados en pacientes
con microangiopatia trombaotica

Pruebas diagnosticas generales

Historia clinica completa, incluyendo toma de farmacos, datos de enfermedades
sistémicas y antecedentes personales y familiares

Exploracion fisica completa, incluyendo examen de fondo de ojo
Analitica general habitual de sangre y orina
Frotis de sangre periférica

Estudio completo de coagulacion con fibrinogeno, productos de degradacion del
fibrinogeno y dimero D

Determinacion de niveles de haptoglobina
Niveles plasmaticos de vitamina B,
Determinacion de los niveles de complemento sérico

Cribado de enfermedades autoinmunitarias (ANA, anti-ADN, ANCA, anti-Scl-70,
anticentromero)

Determinacion de anticuerpos anticardiolipina y anticoagulante lipico
Serologia para VIH, VHC, VHB, CMV y HIN1

Pruebas diagnosticas especificas
Infeccion por STEC

Cultivo de heces para STEC, pruebas seroldgicas para detectar toxina Shiga
Infeccion por neumococos

Cultivo de sangre/esputo/LCR, radiografia de torax
Alteraciones de la regulacion del complemento

Niveles séricos de C3, C4, AH50, FH, Fl y FB

Autoanticuerpos anti-FH. Analisis de mutacion en el FH, FI, MCP, C3, FB = THBD
Deficiencia ADAMTS13 (adquirida o hereditaria)

Actividad plasmatica de ADAMTS13
Metabolismo de la cobalamina

Niveles en sangre y orina de homocisteina y metionina

Analisis de mutacion en el gen MMACHC

ADAMTS13: a disim%grin and metalloproteinase with athrombo spondin type imotif,
member13, ADN: dcido desoxirribonucleico; ANA: anticuerpo antinuclear; ANCA:
anticuerpos anticitoplasma de neutréfilos; CMV: citomegalovirus; FB: factor B del
com@lemento; FH: factor H del complemento; Fl: factor | del complemento; HIN1: influenza
A; LCR: liquido cefalorraquideo; MCP: proteina cofactor de membrana; MMACHC: acidemia
metilmalénica con homacistinuria tipo CbIC; STEC: Escherichia coli productora de toxina
Shiga; THBD: trombomaodulina; VHC: virus de la hepatitis C; VHB: virus de la hepatitis B;
VIH: virus de la inmunodeficiencia humana.

Clasificacion de las MAT y

Para la diferenciacion entre
PTT y SHU se realizan
pruebas diagnosticas

especificas entre esas la
actividad de ADAMTS13.

www.congresocolabiocli.com @,

H. Bouaricha, M.L. Fernandez Rodriguez, K. Pérez del Valleb y F.J. Diaz Crespo.
Microansiopatias tromboticas. Medicine. 2023:13(82):4831-40
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i riosss s ane » Se produce como consecuencia de un
déficit absoluto de ADAMTS-13, por lo que

el FvW recien secretado por la celula

Purpura

endotelial y que permanece anclado a esta

conserva esos multimeros de alto peso y

Trombocitopéenica

desencadena la agregacion plaquetaria en

el interior del vaso sanguineo.

trombotica

» Esto da lugar a un consumo acelerado de

plagquetas, que se manifiesta por
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Su rol primario es clivar los multimeros ultra

grandes del factor de Von Willebrand

ADAMTS-13 es una desintegrina y (ULVWEF) originando sus diferentes formas

metaloproteasa, zinc y calcio moleculares.

dependiente, codificada en el
cromosoma humano 9q34. El sitio especifico de clivaje de ADAMTS-13

se encuentra ubicado en la posicion
Tyr1605-Met1606 del dominio A2 del

CI\B monomero de .
. COLABIOCLI www.congresocolabiocli.com
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Scheme of von Willebrand factor monomer molecule with its functional domains. The prepro-VWF polypeptide is
indicated with amino acids numbered from the amino- (aa 1) to carboxy-terminal portions (aa 2813). Binding

sites are indicated for factor VIl (D' and D3 domains), platelet glycoprotein Iba (GPIba) (A1 domain), collagen ADAMTS13
(A1 and A3 domains) and integrin allbBlll (RGDS sequence within the C1 domain). The cleavage site (Tyr1605 ' L
Met1606) for ADAMTS13 is located at the central A2 domain of von Willebrand factor. The locations of N _E : '
intersubunit disulfide bonds (S-S) are shown in the CK and D3 domains. which are important for the formation «
VWF dimers and multimers, respectively. | | | | J
Cleaving Interact with VWF- Interact with VWF under flow
VWF A2 domain

Schematic diagram of ADAM, ADAMTS and ADAMTS13 structure. The structural domains are indicated: signal
peptide (S), propeptide (P), metalloprotease (M) (location of zinc-binding motif shown in red), disintegrin domain
(Dis), first thrombospondin type 1 (TSP1) repeat (1), cysteine-rich domain (Cys-R), spacer domain (Spa), the
second to eighth TSP1 repeats(2) through (8) and two CUB domains (C1 and C2). The metalloprotease domain

, is the catalytic center that cleaves von Willebrand factor (VWF). The proximal carboxyl-terminal domains from
Dis to Spa interact with the A2 domain of VWF. More distal carboxyl-terminal domains (TSP1 2-8) interact with
VWF under fluid shear stress. EGF indicates epidermal growth factor-like repeat and TM, transmembrane
domain.
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A) Basal control of VWF multimer size by ADAMTS13

B) Pathological conditions: ADAMTS13 deficiency
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A tener en cuenta:

» Guias clinicas - 4 qué nos dice la evidencia cientifica”
 Utilidad de las pruebas de laboratorio
» Resultado con oportunidad y calidad - Tiempo de entrega de resultados y

fase preanalitica en la toma de |la muestra.

.COLABIOCLI C“B www.congresocolabiocli.com
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Recomendaciones de la guia ISTH

PTT

Tres situaciones: cuadro clinico de MAT y sospecha * Guia dela ISTH para el diagnéstico

de la purpura trombocitopénica
de PTT.

Cartagena, Colombia 3 al 6 OCTUBRE 2024

trombotica

® Guia de laISTH para el tratamiento
de la purpura trombocitopénica
trombatica
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* Trombocitopenia (<100*10~9 /L)
 Anemia hemolitica microangiopatica

(hemoglobina y hematocrito disminuidos,

haptoglobina baja, LDH elevada, esquistocitos

journal of

en frotis de sangre periferica) mbosis o Samostss”

OCTUBRE 2020
VOLUMEN 18 | NUMERO 10
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Monitoreo del
riesgo clinico:
PLASMIC Score

COLABIOCLI CI\B
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TABLA 1 La puntuacion PLASMIC o la puntuacién francesa
predicen la probabilidad de déficit grave de ADAMTS13 ante una
sospecha de PTT

Parametros Puntuacion francesa Puntuacion PLASMIC
Recuento plaquetario <30 x 10%/L (+1) <30 x 10%/L (+1)
Creatinina sérica <2,26 mg/dL(+1) <2,0 mg/dL (+1)
Hemalisis
Bilirrubina indirecta  *® +1
>2 mg/dL

o recuento de
reticulocitos

>2,5 %
o haptoglobina
indetectable
Sin canceractivoenel ° +1
ano previo
Sin historial de . +1
trasplante de organo
solido o TCM
INR <1,5 ! +1
VCM <90 fL NA +1
Probabilidad de déficit 0:2 % 0-4:0-4 %
grave de la actividad
de ADAMTS13
(<10 %)
1: 70 % 6:5-24 %
2:94% 6-7: 62-82 %

Nota: Cada item lleva asociado 1 punto (+1). La tabla esta adaptada de
Joly BS®.

Abreviaturas: INR: cociente internacional normalizado; TCM: trasplante de
células madre; VCM: volumen corpuscular medio.

La puntuacion francesa considera a los pacientes con microangiopatia
trombotica incluyendo hemolisis y esquistocitos en la definicion, y asume
la ausencia de historial o evidencia clinica de cancer asociado, trasplante o
coagulacion intravascular diseminada.

Por tanto, estos items son intrinsecos al sistema de puntuacion. NA en
VCM: no incorporado a la puntuacion francesa (no aplicable).
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vias diagnaosticas posibles:
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Se identificaron las siguientes

Situacion A: resultado de
actividad de ADAMTS13
esta disponible inmediato
(72 horas).

Situacion C: resultado de la
prueba de actividad de
ADAMTS13 esta disponible
pero con retraso (despues de

/2 horas y antes de 7 dias).
Situacion B: |la prueba de

ADAMTS13 NO esta

disponible.

.SZQL}}]?!OELI C|\B www.congresocolabiocli.com
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Recomendacion 1 Paso 2: continuar con caplacizumab

. Paso 1: Obtener una muestra de plasma R4 VGO Tl (& aehelon el
la prueba de actividad de 3

para la prueba de ADAMTS13 e iniciar la po itLximablofantes | posible.

ADAMTS13 y pacientes con alta | 5

o . plasmaféresis y la admon de A
\ previa alaprueba290%) )
Recomendacion 2 Paso 1: Obtener una Paso 2: No iniciar
(E . . e ) , Paso 3: Cuando se tenga
n situaciones con acceso rapido a muestra de plasma para caplacizumab hasta | tado de |
el resultado de la
la prueba de actividad de la prueba de ADAMTS13 e que se disponga del o
. > S —> ——>» actividad de ADAMTS13,
ADAMTS13 y pacientes con iniciar la plasmaféresis y resultado de la e e sl
| |
sospecha clinica intermedia o baja la admon de prueba de actividad caplacizumab y rituximab
- / corticosteroides de ADAMTS13. '

‘QQLAI?{OELI chB www.congresocolabiocli.com
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Recomendacion 3

En situaciones de falta de acceso a la prueba de

actividad plasmatica de ADAMTS13, se sugiere

Cartagena, Colombia 3 al 6 OCTUBRE 2024

no utilizar caplacizumab, independientemente

de la probabilidad de PTT previa a la prueba.

Es importante proporcionar a los medicos un
acceso rapido a la prueba de actividad plasmatica
de ADAMTS13 (y de inhibidor o 1gG
anti-ADAMTS13) para permitir un manejo optimo

de los pacientes con PTT

.QQU}QEOELI C“B www.congresocolabiocli.com
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Los criterios de atencion (tratamiento) depende en gran medida a la
disponibilidad de existencia o de oportunidad de la prueba de ADAMTS13
(ademas, al PLASMIC SCORE).

Se tenia como objetivo brindar la prueba para confirmar el diagnostico

de PTT y no solo limitarlo a una clasificacidn netamente clinica (o con el
uso del PLASMIC SCORE). La prueba mencionada por las guias resaltan
la utilidad de la prueba de actividad.

‘QQU-}]?!OSLI C“B www.congresocolabiocli.com
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Experiencia en la

Implementacion

que +o quicras dquedarl

* Resultado con oportunidad y calidad - Tiempo de entrega de resultados y

fase preanalitica en la toma de |la muestra.

La implementacion debia estar acorde a necesidad y teniendo en cuenta los

tiempos de espera recomendados en la guia (como maximo 72 horas): tiempo

logrado 48 horas.

IMPORTANTE: La muestra debe ser tomada antes del inicio de |la plasmaferesis.

.tmmgllr@.ilrespecto a la prueba y al manejo en Vev\llvvcgcc)orggree%gglﬁll Ilcgg)m
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El ensayo de actividad ADAMTS13 utilizado es un inmunoensayo de

dos pasos para cuantificar la actividad en plasma citratado humano

utilizando particulas magnéticas como fase soélida y un sistema de

deteccion quimioluminiscente.

Es altamente sensible y especifica, automatizada, que requiere solo 33

minutos para un resultado.

.COLABIOCLI CI\B www.congresocolabiocli.com
Confederacion Latinoamericana .
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Tipo de muestra: Tubo con citrato
de sodio al 3.2% - Se obtiene
plasma pobre en plaquetas - Se
debe tomar preferiblemente antes

del inicio de la plasmaféresis.

. COLABIOCLI @
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Prueba de actividad de

ADAMTS13

El procesamiento de la muestra se

realiza entre 2 a 48 horas después.

Cuando no se va a procesar la
muestra inmediatamente, se separa
el plasma del tubo primario y se

congela a -20°C.

www.congresocolabiocli.com
de Bioquimica Clinica anggg.dgig,@delﬁac{m@?psse/in, Robert C. Hemostasis and Thrombosis: Methods and Protocols, Humana Press (2023), Methods in Molecular , 2663



Prueba de

actividad de
ADAMTS13:
Fundamento

1.Particulas magnéticas recubiertas con un - 2.Muestra que

j( contiene ADAMTS13

Qp y otras proteinas
% \f i

sustrato peptidico recombinante
GST-VWF73 que contiene el sitio de escision
Tyr1605-Met1606 de ADAMTS13 mediante
un anticuerpo monoclonal especifico

son adicionadas.

3.Durante la incubacion, el

anti-glutation S-transferasa (GST). ADAMTS13 del paciente cliva el

~ péptido VW73 que recubre las
4.Un paso de lavado para = B >3 5 particulas magnéticas.
detener cualquier clivaje J _P 5. Un anticuerpo anti VWF

adicional del péptido VWF73 y . marcado con isoluminol

£ »o
o<

también remover otras . .
(trazador) es adicionado el
proteinas del plasma. El clivaje Y
del VWWF73 en la superficie de

las particulas magnéticas es

cual se unira con el péptido
VWF clivado en las particulas.

6.Durante la incubacion, el
O trazador se une al peptido VWF
6 clivado sobre las particulas

proporcional a la actividad de
ADAMTS13.

magnéticas

7.Un segundo paso de
8.Se afiaden reactivos

- O
»O O O que desencadenan la

d‘ 0 o o reaccion luminiscente
O

lavado remueve los

trazadores no unidos.

74

o 9.La luz emitida es medida como
Unidades Relativas de Luz (RLUs)
){:} por el luminometro. Las RLUs
-

o proporcionales a la actividad de
ADAMTS13

son directamente

Fig. 2 The performance of ADAMTS13 testing by CLIA on AcuStar
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Experiencia en la

Nos ha permitido documentar la incidencia de la enfermedad en la poblacion
atendida que brinda informacion local sobre el actual estado de esta

patologia en nuestra comunidad.
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Experiencia en la

Genero n | Ninos | Adultos

Femenino | 41 3 38 Actividad <=10% Actividad >11%
Genero (No de casos (No de casos
Masculino | 17 p) 15 menores de edad) [ menores de edad)
Femenino 7 (0) 34 (3)
Masculino 1 (0) 16 (2)
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Diagnostico de ingreso

‘ Sindrome HELP - Diagnostico
extrainstitucional PT]

Los casos idiopaticos

inicialmente fueron

clasificados como PTI

s Embarazo Autoinmune = Proceso inflamatorio o infeccioso = Idiopatico
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Un estudio basico de laboratorio inicial
El total de pacientes En la mitad de los casos, se ouede orientar a una sospecha clinica
presentaban reportaron esquistocitos de PTT - indicad de hemélisi
. . : e - Indicadores de hemolisis
trombocitopenia (por en el frotis de sangre
. s El 88% de los casos presentaron
debajo de periférica - ofrece una
150.000/uL. ventaja en su inmediatez en hemoglobina menor de 10 gr/dL

el reporte por lo que es . .
Los pacientes a quienes se les calculo el

El 75% de casos por importante el rol del . . .
, i porcentaje de reticulocitos presentaron
debajo de 30.000/ulL bacteridlogo en estar
(PLASMIC Score). atentos a este reporte. un valor elevado.
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Experiencia en la

En la bioquimica basica se presenta una elevacion de

bilirrubina total en base al aumento de la bilirrubina

indirecta y de la LDH (lactato deshidrogenasa).
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Otro parametro
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En la bioquimica basica se presenta una elevacién de medido en |a
bilirrubina total en base al aumento de la bilirrubina totalidagieN0S Casos
indirecta y de la LDH (lactato deshidrogenasa). que permite

confirmar una AH son
— l0S niveles de LDH.
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En la bioquimica basica se presenta una elevacién de medido en |a
bilirrubina total en base al aumento de la bilirrubina totalidagieN0S Casos
indirecta y de la LDH (lactato deshidrogenasa). que permite

confirmar una AH son
— l0S niveles de LDH.

La lesidn renal suele manifestarse unicamente como
proteinuria o hematuria aisladas y es rara la insuficiencia
renal (10-27%) que si aparece, suele ser leve 0 moderada, a
diferencia de |la presente en el sindrome

emolitico-urémi thﬁe suele ser de mayor gravedad.
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En la bioquimica basica se presenta una elevacién de medido en |a
bilirrubina total en base al aumento de la bilirrubina totalidagieN0S Casos
indirecta y de la LDH (lactato deshidrogenasa). que permite

confirmar una AH son
— l0S niveles de LDH.

La lesion renal suele manifestarse Unicamente como Con respecto al
compromiso renal, el

proteinuria o hematuria aisladas y es rara la insuficiencia

. 88% de los casos
renal (10-27%) que si aparece, suele ser leve 0 moderada, a
presentaron un valor

diferencia de la presente en el sindrome o
de creatinina menor

emolitico-urémi e suele ser de mayor gravedad. S
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Todos los pacientes sobrevivieron y recibieron el tratamiento adecuado

incluso cuando fueron egresados de la hospitalizacion.

Sin embargo, se presento una paciente con muerte fetal debido a retraso

en el diagnostico (paciente remitida desde otra institucion).

Se realizaron otras pruebas para determinar una posible causa de la
presencia de PTT en los casos idiopaticos (pruebas virales, ANAS, ac

.WQ&%EHO@SG encontro alguna asociacion. www.congresocolabiocli.com

Confederacion Latinoamericana
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Consideraciones
finales
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Su diagnostico requiere med;

ADAMTS13 antes de iniciar e

r la actividad de

recam

010

plasmatico, aun sin tener un diagnostico

certero, para conocer el valor basal de la

actividad de ADAMTS-13.

La disponibilidad y el tiempo de respuesta de las
pruebas de actividad plasmatica de ADAMTS13

podrian afectar directamente al manejo de

nuestros pacientes con sospecha de PTT.
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La purpura trombocitopénica trombaotica tiene una

presentacion clinica heterogenea, los resultados
de laboratorio se destacan por una marcada

Consideraciones e'evacion de LDH con elevacion incipiente de
bilirrubina y/o reticulocitos, Coombs directo

finales

negativo y otros signos de anemia.

Es necesario interpretar el resultado con cautela

segun el contexto, asi como evaluar la necesidad

de medir los niveles de inhibidor.
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Consideraciones
finales
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Dentro del abordaje integral, es

fundamental evaluar la presencia de

LES tanto en el inicio como en e
seguimiento a largo plazo,
especialmente en aquellas con
enfermedad renal y anticuerpos
antinucleares positivos, asi como
asegurar un seguimiento adecuado de
las mujeres en edad reproductiva con
antecedentes de PTT (preconcepcional y

www.congresocolabiocli.com

durante el embarazo).
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Gracias
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