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Resumen

El sistema del complemento juega un papel central en la inmunidad innata,
es una linea de defensa contra patégenos y participa en la homeostasis. La
activacion anormal del complemento contribuye al desarrollo de patologias
de variable severidad, tanto inmunolégicas y hematolégicas como renales.
Entre ellas, las microangiopatias trombéticas (MAT) representan un grupo
de enfermedades raras con manifestaciones clinicas comunes caracteriza-
das por anemia hemolitica no inmune, trombocitopenia y dafio de 6rgano(s)
blanco. Si bien la clasificacion de las MAT sigue siendo desafiante y no ha
sido internacionalmente estandarizada, la descripcion de entidades asocia-
das a anomalias del complemento fue comprobada con la eficiencia de la
terapia anticomplemento en los pacientes. Las herramientas de diagndstico
desarrolladas en las Ultimas décadas son esenciales actualmente para dife-
renciar las MAT mas caracteristicas del grupo; esto es, la purpura trombéti-
ca trombocitopénica (PTT) y el sindrome urémico hemolitico (SUH). En el
presente trabajo se presenta una revision del funcionamiento del sistema
del complemento en condiciones fisiolégicas, para poder explicar luego cua-
les son las alteraciones del sistema implicadas en el desarrollo de las MAT
y describir las herramientas disponibles para detectarlas en el laboratorio.

Palabras clave: Microangiopatias tromhéticas; Complemento; Sindrome urémi-
co hemolitico atipico; Diagndstico; Variante genética; Biomarcadores

Complement biomarkers and molecular targets in the
diagnosis of thrombotic microangiopathies

Abstract

The complement system plays a crucial role in the innate immune response,
being the first-line defense against pathogens and regulating homeostasis.
Uncontrolled complement activation can cause immunologic, hematologic
as well as renal syndromes of variable severity. Among them, thrombotic mi-
croangiopathies (TMA) represent a group of rare diseases characterised by
similar clinical manifestations such as microangiopathic hemolytic anemia
(MAHA), peripheral thrombocytopenia and organ injury. Although TMA classi-
fication is still challenging and no international consensus has been reached,
complement-associated disorders have been described thanks to the efficien-
cy of anti-complement therapy in patients. Diagnostic tools developed in the
last decades are essential to differentiate the two most well characterized
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TMA: thrombotic thrombocytopenic purpura (TTP) and hemolytic uremic syndrome (HUS). This review will
describe how the complement system works in physiological conditions in order to explain how complement
abnormalities are involved in TMA, and finally how to detect those anomalies using laboratory tests.

Keywords: Thrombotic microangiopathies; Complement; Atypical hemolytic uremic syndrome; Diagnosis; Genetic
variant; Biomarkers

Biomarcadores e alvos moleculares do complemento no diagndstico
das microangiopatias trombdticas

Resumo

O sistema do complemento desempenha um papel central na imunidade inata, sendo uma linha de defesa
contra patdgenos e participando da homeostase. A ativagdo anormal do complemento contribui para o
desenvolvimento de patologias de gravidade varidvel, como imunolégicas, hematoldgicas e renais. Entre
elas, as microangiopatias trombdticas (MAT) representam um grupo de doengas raras com manifestacbes
clinicas comuns caracterizadas por anemia hemolitica ndo imune, trombocitopenia e lesdo de 6rgao(s)
alvo. Embora a classificagdo das MAT continue sendo desafiadora e ndo tenha sido padronizada interna-
cionalmente, a descrigdo de entidades associadas a anomalias do complemento foi comprovada com a
eficiéncia da terapia anticomplemento nos pacientes. As ferramentas de diagndstico desenvolvidas nas
tltimas décadas sao atualmente essenciais para diferenciar as MAT mais caracteristicas do grupo, que sao
a pdrpura trombocitopénica trombdtica (PTT) e a sindrome hemolitica urémica atipica (SHU). Neste traba-
lho, é apresentada uma revisdo do funcionamento do sistema de complemento em condigées fisioldgicas,
a fim de explicar posteriormente quais sdo as alteragbes do sistema compreendidas no desenvolvimento
das MAT, e descrever as ferramentas disponiveis para detecta-las em laboratdrio.

Palavras-chave: Microangiopatias trombéticas; Complemento; Sindrome hemolitica urémica atipica; Diagnasti-

co; Variante genética; Biomarcadores

Introduccién

El sistema del complemento es una herramienta
esencial de la respuesta inmune innata y actda como
un puente entre la inmunidad innata y la adquirida.
Consta de varias proteinas que se sintetizan principal-
mente en el higado. Se encuentran en el plasma como
precursores inactivos (zimoégenos) y en las superficies
celulares (1). En las reacciones inflamatorias, los facto-
res del complemento que se encuentran en el plasma
sanguineo se dirigen hacia los tejidos infectados y alli
ejercen su accion. Las tres funciones principales del
complemento incluyen opsonizaciéon, quimiotaxis y
formacion del complejo de ataque a membrana. Du-
rante la opsonizacion, ciertos factores del complemen-
to se depositan sobre superficies celulares marcando-
las, para que sean el blanco de células fagociticas. La
quimiotaxis implica que los distintos factores del com-
plemento atraen células inmunes para que los agen-
tes patoégenos puedan ser capturados y fagocitados. El
ataque de membrana consiste en el dep6sito de otros
factores del complemento sobre las membranas celula-
res que provocan la formacién de poros que llevan a la
lisis del agente patégeno. Adicionalmente, algunos ele-
mentos del complemento participan en la senalizacion
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celular, favoreciendo la supervivencia de la célula. La
reduccion de expresion de otras proteinas del comple-
mento en la superficie celular contribuye al aclaramien-
to de células apoptoticas, participando de esta manera
en la homeostasis (2).

Las anomalias del complemento fueron asociadas en
las ultimas décadas a varias enfermedades hematologicas
y renales, multiplicando asi los trabajos de investigacion
para tratar de describir los mecanismos involucrados en
cada enfermedad. Al conocer la fisiopatologia, la busque-
da de herramientas de diagnéstico y biomarcadores pue-
de ser orientada a blancos moleculares, lo que permite
asistir a los pacientes de manera mas eficaz y rapida. Esta
revision esta dirigida al rol del complemento en la fisiopa-
tologia de las microangiopatias trombéticas (MAT). Estas
enfermedades raras presentan formas heterogéneas, al-
gunas de las cuales se caracterizan por su asociacion con
la activacion del sistema del complemento, generalmente
debida a una falla en los mecanismos de su regulacion.
Se revisaran cuales son los diferentes componentes del
sistema del complemento relevantes a la investigacion y
estudio de MAT vy otras patologias con las que se debe
realizar un diagnéstico diferencial, como asi también la
metodologia disponible para determinar anormalidades
patolégicas significativas en un contexto clinico.



Vias del complemento

El sistema del complemento puede activarse a través
de tres vias (Fig. 1): la via clasica, la via de las lectinas y
la via alternativa, cuyo componente central y comun es
C3. La activacion resulta del clivaje de la proteina C3 in-
activa, en los fragmentos funcionales C3a, un mediador
inflamatorio que permanece soluble en la circulacion y
C3b, una opsonina que permite la formacién de la con-
vertasa C3 y que se une de manera covalente a la super-
ficie de patégenos o células destinados a su eliminacién.

El inicio de la via clasica y la via de las lectinas ocu-
rre mediante moléculas de reconocimiento claramente
identificadas que son C1, MBL (acrénimo: mannose-bind-
ing lectin) y ficolinas respectivamente. Estas, al interactuar
con las superficies correspondientes, conducen a su pro-
pio cambio conformacional, que simultaneamente indu-
ce la activacion de enzimas que escinden otras moléculas
subsiguientes en la cascada y de esta manera se generan
los complejos enzimaticos esenciales del complemento.

Via clasica

IgM, IgG
Inmunocomplejos

Via de las lectinas

RRP (unién a manosa)
Bacterias, virus, hongos, parasitos
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Al contrario, el inicio de la via alternativa no implica la
intervencion de moléculas de reconocimiento, sino que
la via esta constitutivamente activada (Fig. 1).

Via clasica y via de las lectinas

La activacién de la via clasica comienza con la unién
de complejos de inmunoglobulinas (IgG e IgM) a Clq,
que es una subunidad del componente C1 (Fig. 1). Esta
unioén activa a la subunidad Clr por autoclivaje. Clr lue-
go escinde y activa Cls (3). Cls produce un clivaje de C2'y
C4 dando origen a C4bC2b (anteriormente denominado
C4bC2a). Este es un complejo enzimatico que escinde a
C3 en C3ay C3b (4). C3a (anafilotoxina) actia como un
reclutador de células inflamatorias, mientras C3b se une
al complejo C4bC2b para formar la convertasa C5 (C4b-
C2bC3b) (Fig. 2). La convertasa Cb escinde una molécula
de C5 en una potente anafilatoxina Cba y un fragmento
bioactivo C5b. C5b interactiia con C6, C7, C8 y multiples
copias de C9 para formar el complejo de ataque a la

Via alternativa

Hidrolisis espontanea C3
Bacterias, virus

[ MBL | | FenHyL |

Convertasas C3 C3bBb

C1q
w
(=)
: .
iz
7)) | c2 |
=) g ¢
=
a &=
oo | cabcp |
o>
o
Yole) Cc3b
G (@)
b
=
G C4bC2bC3b
x

Convertasas C5 C3bBbC3b

ACTIVACION
TERMINAL

C5
v
oo

Cé6,C7,C8,C9

C5b-9/CAM

Figura 1. Las tres vias del sistema del complemento.

La activacién de la via clésica, con la unién de complejos de inmunoglobulinas (IgG e IgM) a Clq, activa las subunidades C1r y Cls. La activacién de la via

de las lectinas utiliza miembros de la familia de las lectinas de unién a manosa (MBL) y ficolinas (H y L) como receptores de reconocimiento de patrones que

activan las serinproteasas MASP-1 y MASP-2. La via clésica y de las lectinas permiten escindir C2 y C4 para formar la convertasa C3. La activacion de la via

alterna convierte C3 en una forma bioactiva C3(H,0) en la fase fluida, la cual después de su union al factor B (CFB) y la intervencion del factor D (CFD) genera

la C3 convertasa. La unién de una proteina sérica llamada properdina (P) estabiliza la C3 convertasa, prolongando su vida media. Las convertasas C3 generan

C3b al escindir el C3 libre para la formacién de las convertasas C5. EI componente C5 escindido por las convertasas genera C5b el cual se fija a la membrana
de la célula blanco para continuar con el desenlace comun de las tres vias (via terminal), y la formacién del CAM.
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Figura 2. Efectores y reguladores de las vias de activacion del complemento.

El factor H (CFH) puede inhibir la formacién de la convertasa C3 al competir con el factor B (CFB) por el sitio de unién a C3b. Acelera la descomposicién de la
C3 convertasa y actia como cofactor para la escisién mediada por factor | (CFI) de C3b. Eso resulta en la formacién de la molécula enzimaticamente inactiva
iC3by en la liberacién de C3f. C4 binding protein (C4bp) actlia como cofactor de CFl en la inactivacién proteolitica de C4b evitando la formacién de la conver-
tasa C3 clésicay en la escisién de C3b en la fase fluida. CD46 es un cofactor de CFl en el clivaje proteolitico e inactivacion de C3b en la via alternativay a C4b
en la via clésicay de las lectinas. El receptor tipo 1 de complemento (CR1) se une a C3b, C4b y en menor medida, iC3b. CR1, cofactor de CFI, induce el clivaje
de iC3b, generando C3c y C3f,d,g. CD55 o DAF (factor acelerador de decaimiento). Tal como CD59 son inhibidores unidos a la membrana celular y acttan
sobre las convertasas C3/C5 y sobre la via terminal del complemento respectivamente. MBL: manosa binding lectin; Fcn: ficolinas; MASP: mucin-associated
surface proteins; C2a/C4a/C3a: anafilatoxinas producidas por el clivaje de C2/C4 y C3; Ba: producto del clivaje de CFB; CAM: complejo de ataque a membrana.

membrana C5b-9 (CAM o MAC por membrane attack
complex, acronimo en inglés). C5b-8 se inserta en la
membrana y C9 se polimeriza para dar lugar a un flujo
de calcio creando poros funcionales en las membranas
de las células que conducen a su lisis (1).

La activacion de la via de las lectinas, al igual que la
via clasica, también conduce a la formacién del comple-
jo convertasa C4bC2bC3b, con la diferencia de que, en
vez de usar anticuerpos para el reconocimiento de pa-
togenos, utiliza miembros de la familia de las colectinas
llamadas lectinas de unién a manosa (MBLs) y ficolinas,
para identificar patrones de ligandos de hidratos de car-
bono que pueden encontrarse en la superficie de una
gran variedad de microorganismos (Fig. 1). La unién
de MBL o ficolinas a distintas moléculas de aztucar en
la superficie de un patégeno conduce a la activacion de
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proteasas de serina asociadas a MBL, MASP-1, MASP-2
y MASP-3 (acrénimo del inglés mucin-associated surface
proteins), que escinden a C4 y C2, y generan C4b(C2b,
que forma la convertasa C5 en una reaccion andloga a
la via clasica del complemento (Fig. 2) (4).

Via alternativa

La activacion de la via alternativa comienza con la hi-
drolisis espontdnea de un enlace tioéster labil de C3, que
lo convierte en una forma bioactiva C3(H,O) en fase
fluida (Fig. 1). C3(H,O) sufre un cambio estructural que
expone un sitio de unién para el factor B (CFB). El com-
plejo C3(H,0) y CFB es escindido por el factor D (CFD)
que permite la formacién de un complejo C3(H20)Bb.
Este complejo puede interactuar y escindir el C3 nativo en



C3ay C3b (Fig. 2). Este ciclo es conocido como “loop” de
amplificacion. En condiciones fisiologicas la convertasa
C3 genera constantemente pequenas cantidades de C3b,
que pueden unirse covalentemente a cualquier superficie
adyacente que contenga grupos hidroxilo. C3b se unira
covalentemente a una superficie que se encuentra dentro
de aproximadamente 60 nm de la convertasa, debido a
que la vida media del tioéster en C3b es corta y con baja
eficacia de fijacion (5). C3b experimenta un cambio es-
tructural que conduce a la exposicion de nuevos sitios de
union. Esto permite el reclutamiento de CFB formando
el complejo C3bBb que funciona como convertasa de C3,
amplificando la reaccion. Esta convertasa tiene por sus-
trato a C3 y genera mayor cantidad de C3a y C3b. Este
complejo C3bBb requiere de la unién de una proteina
sérica llamada properdina que estabiliza el complejo, pro-
longando su vida media. E1 C3b generado por el complejo
C3bBb se une a €l y constituye una molécula mas grande
llamada C3bBbC3b o convertasa C5, analoga a C4bC2b-
C3b de la via clasica. C3bBbC3b toma por sustrato a C5 y
genera Cba y Chb. Cba difunde hacia el plasma y C5b se
fija a la membrana de la célula blanco para continuar con
el desenlace comun de las tres vias, esto es la formacion
del CAM (C6, C7, C8, C9) (6) (Fig.2). Cuando C3b se une
a las células del hospedador, varias proteinas presentes en
el plasma y en las membranas de las células se combinan
para evitar que continie la activacion del complemento.
Estas proteinas interactian con C3b y evitan que se forme
la convertasa o promueven su rapida disociacion, actuan-
do como reguladores del complemento.

Reguladores del complemento

Existen en el organismo proteinas solubles y ligadas
a las membranas celulares capaces de regular la acciéon
del complemento para evitar el dano a las células del
hospedador (Fig. 2).

Reguladores solubles
CFH (complement factor H)

Es el mayor regulador de la via alternativa del siste-
ma de complemento. Esta proteina puede inhibir la for-
macién de la convertasa C3 al competir con CFB por el
sitio de union a C3b. Acelera la descomposicion de la
C3 convertasa y actiia como un cofactor para la escision
mediada por CFI de C3b, otro regulador importante de
la via alternativa. Eso resulta en la liberaciéon de C3c,
C3f, C3d, C3g y la formacion de la molécula iC3b, enzi-
madticamente inactiva (7).

CFI (complement factor 1)

El factor I es una proteasa de serina que se encuen-
tra en el plasma. La actividad proteasa de CFI condu-
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ce a la generacion de un producto de degradacion de
C3b, llamado iC3b, que no puede unirse a CFB (5). En
ausencia de regulacion por CFI, la via alternativa del
complemento lleva a la generacién continua de C3b
depositado en la fase fluida y en la superficie celular
mediante un ciclo de autoamplificacion. Cuanto mas
C3 se convierte en C3b, se forma mas C3 convertasa, lo
que resulta en el agotamiento de C3 (8). Con niveles
normales de CFI funcional y sus cofactores, la descom-
posicion irreversible de C3b a iC3b tiene como efecto
que las convertasas C3 se desensamblen en las superfi-
cies de las células del hospedador. De este modo se evi-
ta la amplificacion inapropiada del complemento, con
prevencion del consumo de C3 descontrolado en la fase
fluida, y la generacion de los fragmentos de escision de
C3b. Estos se unen a los receptores especificos del com-
plemento y participan en la opsonizacién y el desenca-
denamiento de la respuesta inmune adaptativa (9). La
importancia de este mecanismo regulador se pone de
manifiesto en pacientes con deficiencia de CFI, quienes
sufren infecciones recurrentes y predisposicion a dife-
rentes enfermedades (10).

Clinh (C1 inhibitor)

Clinh inactiva las proteasas Clr y Cls, MASP-1 y
MASP-2. Este es el tinico inhibidor en el primer paso de
activacion de las vias clasicas y de las lectinas y que pre-
viene la ruptura del C4 y del C2. Miembro de la super-
familia de las serpinas, inhibidores de proteasas, Clinh
fue descripto como regulador de la via alternativa al in-
teractuar con C3b para impedir su unién al CFB (11).
Asi se genera una disminucién en la formacion de las
convertasas y la liberacion de anafilatoxinas.

Reguladores de membrana
C4bp (C4 binding protein)

C4bp es un importante inhibidor de la via clasica y
de la via de las lectinas del complemento. Esta proteina
actia como cofactor de CFI en la inactivaciéon proteoli-
tica de C4b tanto soluble como unido a células, evitan-
do asi la formacion del complejo C4bC2a, es decir, la
convertasa C3 clasica (12). Ademas, C4bp actia como
cofactor para CFI en la escision de C3b en la fase fluida,
lo que también afectaria la via alternativa del comple-
mento (13).

CR1 (complement receptor type 1)

CRI o CD35 es una proteina de membrana que sirve
como receptor de inmunocomplejos y es conocida por
producir degradaciéon de C3b unida a inmunocomple-
jos (14). CR1 se une a C3b, C4b y en menor medida, a
iC3b. Actiia como un factor de aceleracion de la degra-
dacién que promueve la disociaciéon de los componen-
tes de las convertasas C3 y C5. También es un cofactor
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para el clivaje de C3b mediado por CFI. CR1 es un re-
gulador extrinseco del complemento y su principal fun-
cion fisiologica es el procesamiento de complejos inmu-
nes. CR1 es un cofactor de CFI en el clivaje de iC3b que
genera los productos de degradacion C3c y C3dg (10).

MCP (membrane cofactor protein)

MCP o CD46 es una proteina ampliamente expre-
sada por varios tejidos, lo que indica que cumple un
rol importante en la regulaciéon del complemento (15).
MCP es un inhibidor del complemento y sirve como co-
factor de CFI en el clivaje proteolitico e inactivacion de
la unién a la membrana de C3 en la via alternativa y a
C4b en la via clasica y de las lectinas (16).

CD55 (factor acelerador de la degradacion DAF) y CD59

DAF y CD59 son proteinas de membrana con anclaje
a glicosilfosfatidilinositol (GPI). DAF inhibe la forma-
cion de convertasas C3, mientras que CD59 sirve como
el principal inhibidor de la via del complemento termi-
nal a través de la union a C8 y C9, bloqueando la forma-
cion del CAM y promoviendo su descomposicion (16).

Microangiopatias tromboticas

El primer caso de MAT, que seria definido mas tar-
de como purpura trombocitopénica tromboética (PTT),
fue descripto por Moschowitz en 1924 (17). En los
primeros anos, y con las descripciones de las primeras
series de casos, la PTT vy, por consiguiente, las MAT,
fueron asociadas a una péntada de manifestaciones cli-
nicas caracterizadas por anemia hemolitica microangio-
patica (MAHA) de causa no inmune, trombocitopenia,
sintomas neurologicos, falla renal y fiebre (18). A partir
de los anos setenta y de los informes que demostraban
que la terapia plasmatica modificaba dramaticamen-
te la mortalidad de los pacientes, las MAT pasaron a
ser definidas por una diada. La presencia de MAHA y
trombocitopenia en un paciente, en ausencia de otra
causa que pueda explicarlas, plantea la necesidad de
instaurar la terapia plasmadtica en el término de horas.
La gravedad de estas anomalias refleja la extension de
la agregacion microvascular de las plaquetas. Los eritro-
citos fragmentados (esquistocitos) se producen a me-
dida que la sangre fluye a través de areas turbulentas
de la microcirculacién que son parcialmente ocluidas
por agregados plaquetarios. Este proceso causa anemia
hemolitica microangiopatica. El aumento de lactato
deshidrogenasa (LDH) se deriva en gran parte de la
isquemia tisular y/o de células de tejido necrético, ade-
mas de la hemdlisis intravascular (19). La lesion de la
célula endotelial juega un rol central en la secuencia
de eventos que conducen a las MAT. La pérdida de la
trombo-resistencia fisiologica, la adhesion de leucocitos
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al endotelio danado, el consumo del complemento, la
liberacion y fragmentacién anormal del factor de von
Willebrand (VWEF, von Willebrand factor) y el aumento
del estrés vascular pueden entonces sostener y amplifi-
car el proceso microangiopatico. Las anomalias intrin-
secas del sistema del complemento y de la via del VWF
pueden explicar una predisposicion genética a la enfer-
medad que puede desempenar un papel primordial, en
particular en las formas familiares y recurrentes (20).

Actualmente, la lista de entidades que pertenecen a
las MAT es amplia y su clasificacion un reto a medida
que se descubrieron los procesos fisiopatolégicos aso-
ciados a las distintas enfermedades (21). Dentro de las
MAT se reconocen patologias asociadas a condiciones
subyacentes diversas, como drogas, cancer, crisis renal
esclerodérmica, lupus eritematoso sistémico (LES),
hipertension maligna, trasplante de 6rganos soélidos y
c€lulas progenitoras hematopoyéticas, y coagulacion
intravascular diseminada, entre otros (22). La PTT y el
sindrome urémico hemolitico (SUH) son actualmente
las patologias mejor caracterizadas por la experiencia
clinica y la literatura cientifica. El sistema del comple-
mento y mas especificamente su regulacion surgié como
un factor importante en la fisiopatologia de estas enfer-
medades, especialmente en el SUH. Sin embargo, el rol
del complemento, tanto en las MAT como en otras pa-
tologias renales o trastornos del embarazo, es objeto de
investigacién continua. Cabe destacar que el sistema del
complemento representa el primer sistema de defensa
del organismo y a la vez puede tener el rol protagénico
en la patogenicidad de algunas enfermedades virales
con complicaciones respiratorias. El estudio clinico e
histopatolégico de la forma grave del sindrome respi-
ratorio agudo severo asociado a coronavirus de tipo 2
(SARS-CoV-2), causante de la enfermedad por coronavi-
rus de 2019 (COVID-19), ha mostrado manifestaciones
y sintomas muy similares a las MAT. Evidencias de la ac-
tivaciéon descontrolada del complemento, tanto en or-
ganos como los pulmones (23) y los rinones (24) como
en la circulacion sistémica, indicarian que la enferme-
dad mediada por SARS-CoV-2 estaria impulsada por la
respuesta inmune del paciente que llevaria a un proceso
inflamatorio excesivo, con dano tisular en ocasiones irre-
versible. Ademas, el efecto terapéutico observado con la
administracion de esteroides apoyaria la hipotesis de que
el uso de una terapia anticomplemento podria ser eficaz
en pacientes con formas graves de COVID-19 asociadas
con sintomas de MAT (22) (25).

Purpura trombocitopénica trombética

La PTT es una MAT severa caracterizada por agre-
gacion sistémica de plaquetas que conduce a oclusion
microvascular con isquemia de érganos, especialmen-
te del sistema nervioso central. Los pacientes general-
mente presentan trombocitopenia, hemolisis con un



aumento de esquistocitos en frotis de sangre periférica
y anomalias neurolégicas como cefalea, confusion, dé-
ficits focales, convulsiones o coma. La trombocitopenia
resulta del consumo de plaquetas en el proceso trom-
bético, mientras que la fragmentacion y la hemolisis de
los eritrocitos son el resultado de una lesion mecanica
inducida por una tensiéon de corte (shear stress) anor-
malmente alta en la microvasculatura (26).

Tanto la forma congénita como la autoinmune o ad-
quirida aparecen como consecuencia de un déficit o
disfuncion de una proteina denominada ADAMTS13
(acréonimo del inglés a disintegrin and metalloproteina-
se with a thrombospondin type 1 motif, member 13). Es una
desintegrina y metaloproteasa responsable de la escision
del VWF. ADAMTSI13 actia a nivel del dominio A2 del
VWE, escindiendo los multimeros ultragrandes de VWF
(ULVWE, ultralarge von Willebrand factor multimers) en for-
mas de menor tamano cuando es liberada a la circula-
cién sanguinea (27). El defecto congénito o adquirido
de ADAMTSI3 hace que la molécula de VWF conserve
los ULVWE, los cuales poseen mayor capacidad adhesiva
comparados con los multimeros de menor tamano, pro-
vocan adhesion de plaquetas y dan lugar a la formacion
de trombos plaquetarios alargados sobre el endotelio. Es-
tos trombos se rompen y provocan la apariciéon de com-
plicaciones clinicas con la fragmentacion de los hematies
por el pasaje a través de un flujo turbulento, la disminu-
cion del recuento de plaquetas por el consumo en los
trombos y el aumento de la LDH sérica secundario tanto
a hemolisis como a isquemia de 6rganos. Las formas ad-
quiridas se presentan por la accion de autoanticuerpos
(IgG, IgA, IgM o en forma de complejos inmunes circu-
lantes) dirigidos contra ADAMTSI13 que ocasionan que
su actividad en el plasma descienda a valores por debajo
del 5-10% de la normalidad. Estos anticuerpos pueden
aparecer sin causa desencadenante (PTT idiopatica) o
asociados a la presencia de factores precipitantes, como
enfermedades del tejido conectivo, cancer, embarazo y
ciertos farmacos (28). Las formas congénitas estan aso-
ciadas a mutaciones homocigotas o doble heterocigotas
del gen ADAMTS13 (29).

Debe tenerse presente que la PTT es considerada
una enfermedad de doble gatillo, es decir que la sola
presencia de la deficiencia severa de ADAMTS13 no
genera enfermedad por si sola, ya que es necesaria la
presencia de alguna noxa para desencadenar una crisis.

Sindrome urémico hemolitico

El SUH es un trastorno raro y severo que cursa con
la clasica diada de MAHA y trombocitopenia, asociada
a dano renal. Histoéricamente el término abarcaba dos
trastornos: el SUH tipico, asociado a agentes infeccio-
sos y el SUH atipico (SUHa) asociado a la desregula-
cion de la via alternativa del complemento. Sin embar-
go, actualmente se recomienda usar una clasificacion
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mas extensa del SUH en funcion del evento gatillo
responsable de las manifestaciones clinicas. Asi, se des-
cribieron formas de SUHa relacionadas a anomalias de
cobalamina-C, a infecciones por neumococo o por vi-
rus (HIV, Hepatitis A y C, Citomegalovirus, Influenza
HINI, Epstein-Barr), cancer, drogas o a trasplantes de
o6rganos solidos (por ejemplo, rinén) o de células pro-
genitoras hematopoyéticas (30). La falta de consenso
en la terminologia de las variantes del SUH se relaciona
a que algunos mecanismos patolégicos siguen siendo
desconocidos. Fakhouri et al. consideran mas relevante
referir a los mecanismos patolégicos para describir las
formas de SUH, lo que permite apuntar directamente
a un tratamiento apropiado (31). Los autores limitan el
uso del término SUHa a las anomalias de la via alterna-
tiva del complemento, a los casos asociados a anomalias
de una enzima, la diacilglicerol quinasa ¢ (DGKe), y a
casos con etiologia no identificada y que no entran en
ninguna de las categorias previamente descriptas.

SUH tipico

Es un sindrome clinico caracterizado por la obstruc-
cion de la microvasculatura, mas comunmente en el
rinén, por trombos fibrino-plaquetarios a pesar de la
actividad normal de ADAMTS13 (32). Es causado por
agentes infecciosos y es una causa frecuente de insu-
ficiencia renal en ninos. El agente infeccioso mas co-
mun es Escherichia coli enterohemorragica productora
de toxina Shiga (STEC) y, menos comunes son otros
patégenos, como Shigellay Streptococcus pneumoniae (33).
STEC coloniza la mucosa del intestino grueso y causa la
destruccion de microvellosidades. Al liberarse la toxina
Shiga (Stx), se une a su receptor endotelial especifico
Gb3 y favorece la expresion superficial de P-selectina.
Esta es responsable de la formacién de trombos en las
células endoteliales (34). Stx se internaliza a través del
receptor Gb3 y se escinde para liberar una proteasa en
el citoplasma. Esta proteasa inhibe la funcion ribosomal
y la sintesis de proteinas, lo que lleva a la muerte celular.
También puede activar vias de senalizacion, induciendo
una respuesta inflamatoria en las células afectadas (35).
Estudios recientes revelan que hay activacion del com-
plemento principalmente a través de la via alternativa.
En pacientes con la enfermedad, se han encontrado
niveles plasmaticos bajos de C3 y niveles elevados de
los productos de degradacion del complemento, como
los factores Bb, C3a y C5b-9 solubles. Ademas, los ni-
veles de factores Bb y C5b-9 se correlacionan con la
presencia de oliguria en la fase aguda de la enferme-
dad (36). La activaciéon glomerular excesiva de C3 en
respuesta a Stx genera C3a, que interactia con el re-
ceptor especifico C3aR y potencia asi la expresion de
P-selectina y el desprendimiento de trombomodulina,
con la formacion final del trombo y la activacion del
complemento. Los vasos sanguineos del colon se danan
y se produce una diarrea sanguinolenta (37).
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SUH atipico asociado al complemento

Es una MAT que resulta de la activaciéon no controla-
da de la via alternativa del complemento, que conduce
a una accion perjudicial y un depésito excesivo del com-
plemento sobre el endotelio, con preferencia por la vas-
culatura renal. Al igual que el SUH tipico, el SUH atipico
también cursa con anemia hemolitica microangiopatica,
trombocitopenia e insuficiencia renal (38). La aparicion
de SUHa es esporadica ain en pacientes sin anteceden-
tes familiares y en las formas familiares tiene penetrancia
incompleta (39). La continua actividad del complemen-
to es el resultado de una falla de las proteinas regulado-
ras. Existen varios mecanismos por los cuales pueden ver-
se alteradas estas proteinas. Las alteraciones genéticas en
el complemento pueden generar cambios de expresion
o de funcion en las proteinas asociadas. En los genes que
codifican para los inhibidores del complemento, como
CFH, CFly MCP, que normalmente protegen a las células
y tejidos del hospedador, la presencia de variantes gené-
ticas patogénicas causa una disminucién de funcién. Las
mutaciones en el gen CFH son las anomalias genéticas
mas frecuentes en pacientes con SUHa, y representan
del 20% al 30% de los casos. El gen CFH se encuentra
co-localizado con los genes CFHRI a CFHR5, que codifi-
can cinco proteinas relacionadas con CFH. CFH'y CFHR
comparten un alto grado de identidad de secuencia que
los predispone a conversiones de genes y reordenamien-
tos genomicos. Hibridos de CFH/CFHR codifican para
proteinas CFH anormales en las que los dominios protei-
cos (SCR por short consensus domain) de CFH pueden ser
sustituidos por dominios de CFHR1 o CFHR3. El resul-
tado es la formacion de moléculas hibridas de CFH que
resultan en una disminucién de actividad reguladora en
las superficies endoteliales. Estos rearreglos se han ob-
servado en un 3% a 5% de los pacientes con SUHa (40).

La forma adquirida del SUHa se relaciona con la pre-
sencia de autoanticuerpos anti-CFH en 5% a 13% de los
casos en Europa (41), 30% en Corea (42), 56% en la
India (43) y afecta principalmente a la poblacién pedia-
trica. Los anticuerpos se unen preferentemente a los do-
minios proteicos carboxi-terminales de CFH, y producen
la reduccion de la uniéon de CFH a fragmentos C3 en la
superficie de la célula, lo que disminuye la protecciéon de
la superficie celular mediada por CFH (41). El desarro-
llo de anticuerpos anti-CFH estd asociado fuertemente
con la deleciéon homocigota de CFHR1y CFHR3. Esto su-
giere que la deficiencia de CFHR1/CFHR3 es un factor
predisponente para el desarrollo de estos anticuerpos.
Sin embargo, el mecanismo por el cual esta deficiencia
causa la aparicion de anticuerpos es desconocido (44).

Las mutaciones en el gen MCP representan alrede-
dor del 12% de las mutaciones predisponentes para
SUHa (45). El 90% de las mutaciones ocurren en el
dominio extracelular. Este dominio tiene actividad de
cofactor y unién a C3b, por lo tanto, estas mutaciones
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generan pérdida de funciéon de la proteina. Se han des-
cripto mutaciones que causan deficiencia cuantitativa
de la proteina y mutaciones que generan proteinas
truncadas. Estas carecen del dominio C-terminal trans-
membrana y afectan la expresion de la proteina en la
superficie de la célula (46). Se han identificado algunos
polimorfismos de los genes CFH y MCP que podrian
modular la penetrancia y la gravedad de la enferme-
dad. Los haplotipos CFH-H3 y MCP,, . son los mas
relevantes por ser asociados con riesgo de SUHa. Estos
haplotipos incluyen variantes genéticas no patogénicas,
dado que son frecuentes en la poblaciéon normal. La
presencia de uno o varios polimorfismos en homocigo-
sis podria justificar la predisposicion a SUHa en indivi-
duos en los que no se han encontrado mutaciones en
ninguno de los genes asociados con SUHa (47) (48).
Cabe resaltar que el riesgo concedido por ser portador
de haplotipos en homocigosis es menor que el riesgo
asociado a ser portador de una variante patogénica y
que el hecho de ser portador de haplotipos en hetero-
cigosis no descarta el riesgo de enfermedad.

Las mutaciones en el gen que codifica para CFI son
muy poco frecuentes. En su mayoria son heterocigotas y
ocupan entre el 2% y el 8% de los pacientes con SUHa.
El 80% de las mutaciones ocurren en el dominio de
serina proteasa. Estas mutaciones conducen a deficien-
cias funcionales y cuantitativas de la proteina (40) (49).

Algunas alteraciones genéticas pueden potenciar la
accion de proteinas activadoras del complemento como
C3 y CFB. Las mutaciones en C3 representan del 4% al
8% de los casos de SUHa y afectan principalmente las
interacciones con CFH y MCP, pero también con CFB.
Estas mutaciones conllevan a la formacion de una C3
convertasa hiperactiva ya que su disociacion por CFH es
ineficiente, y, por lo tanto, el C3b mutante tiene una ve-
locidad de conversion a iC3b reducida en la superficie
de la célula endotelial (50).

Las mutaciones en CFB representan del 1% al 3%
de los casos de SUHa. Estas mutaciones, en su mayo-
ria, estan localizadas en el dominio de von Willebrand
tipo A. Este dominio contiene residuos que son criti-
cos para la interaccién entre C3b y CFB e influyen en
la disociacion normal de Bb de C3b. Estas alteraciones
promueven una formacién mucho mas rapida del com-
plejo C3bBb. Adicionalmente la convertasa C3bBb se
vuelve mas resistente a la descomposicion por CFH y
con mayor actividad enzimatica, y causa asi mayor acti-
vacion de la via alternativa del complemento (51).

Microangiopatias del embarazo

Preeclampsia

Es una complicacion grave del embarazo y una de las
principales causas de morbilidad y mortalidad feto-ma-
terna. Se caracteriza por el desarrollo de hipertension,
proteinuria y, en formas mas severas, trombocitopenia,



alteracion de las enzimas hepaticas, insuficiencia renal,
y convulsiones. La etiologia y la patogénesis de la pree-
clampsia no se conocen por completo. Estudios recientes
sugieren que hay una respuesta inflamatoria sistémica
materna excesiva al embarazo, con activacion del com-
plemento (52) (53). La activacién del complemento su-
cede en el tercer trimestre de un embarazo normal, al
igual que en la preeclampsia, con la diferencia de que en
ésta los niveles de activacion son mayores. La via clasica
se activa por la circulacion normal de complejos inmu-
nes en cantidades considerables durante el embarazo.
En la preeclampsia se ha visto un aumento significativo
de estos complejos, lo que sugiere que hay un desequi-
librio entre los mecanismos reguladores de esta via y la
activacion del complemento. La via clasica también pue-
de ser activada por ADN bicatenario, teniendo en cuen-
ta que se ha encontrado ADN libre de células de origen
materno y fetal en mujeres con embarazos normales y un
aumento en mujeres con preeclampsia. Adicionalmente,
el aumento de la apoptosis de las células trofoblasticas en
la placenta preeclamptica podria explicar el aumento de
la activacion de esta via. Un desequilibrio entre los me-
canismos reguladores y de activacion del complemento a
favor de estos ultimos podria estar directamente relacio-
nado con el desarrollo de preeclampsia. Estudios recien-
tes comprobaron esta hipétesis dado que demostraron la
presencia de variantes genéticas en los reguladores del
complemento que podrian predisponer a la aparicién de
la enfermedad (54).

HELLP

HELLP es una variante severa de la preeclampsia que
cursa con MAHA, trombocitopenia, hipertension, dano
de organos -principalmente el rinén e higado-y, en los
casos mas severos, el desarrollo de coagulacion intravas-
cular diseminada (CID). La placenta no se desarrolla
normalmente y se vuelve cada vez mas disfuncional du-
rante todo el embarazo. Esto lleva a una estimulacién de
la respuesta inmune excesiva al desarrollo placentario,
que luego activa las cascadas de complemento y coagu-
lacion (55). La placenta disfuncional libera proteinas
que interactiian con las células endoteliales vasculares
que liberan VWF, el cual atrae y adhiere a plaquetas.
Se han encontrado niveles disminuidos de actividad de
ADAMTSI13 en estas pacientes en comparacion con em-
barazos normales. Esta condicién probablemente con-
tribuye a los altos niveles de VWF activo (56).

La destruccion de los glébulos rojos sucede al pasar a
través del endotelio danado y las hebras de fibrina, dando
origen a la presentacion de MAHA. En el frotis de sangre
periférica de estas pacientes se pueden observar esquisto-
citos. La hemolisis causa el aumento de LDH y los efectos
hepatotoxicos directos de diversos factores placentarios
liberados en la circulaciéon materna, provocan la libera-
cion del TNF-o (acronimo de tumor necrosis factor-alpha).
Esta citoquina inflamatoria aumenta la destruccién celu-
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lar. El dano en el rinén es causado por la lesion de las cé-
lulas endoteliales vasculares renales en asociacion directa
con la accion desmedida del complemento. Esto produce
una disfuncién renal que contribuye a la proteinuria. Los
productos de hemdlisis intravascular pueden activar la
coagulacién y aumentar el riesgo de CID (57).

En esta patologia también intervienen factores ge-
néticos. Existen multiples mutaciones presentes en la
placenta de pacientes con HELLP, con una expresion
variable de genes maternos, genes fetales y genes pater-
nos que contribuyen al desarrollo de HELLP. Herma-
nas e hijas de mujeres con historia de HELLP tienen un
mayor riesgo de desarrollar el sindrome (58).

Otras patologias asociadas a desregulacion del
complemento

Existen anormalidades adquiridas del complemento
debido a la presencia de autoanticuerpos contra com-
ponentes especificos del sistema. Muchas de ellas pue-
den generar patologia renal.

Las glomerulopatias C3 (C3G) son enfermedades re-
nales crénicas que se caracterizan predominantemente
por el depésito de C3 en los glomérulos, generalmente
en ausencia de IgG, y por activacion del complemento
debido a la desregulacion de la via alternativa (59) (60)
(61). Se describieron dos subtipos segun el patrén obser-
vado en los microscopios de inmunofluorescenciay elec-
tronico: la enfermedad de depositos densos o glomerulo-
nefritis membranoproliferativa tipo II (EDD/GNMPII),
y la glomerulonefritis C3. Mientras que los anticuerpos
anti-Clq se han descripto en pacientes con glomerulo-
nefritis, los anticuerpos mds conocidos en pacientes con
C3G, se dirigen a las convertasas C3 (factores nefriticos
C3y C4), anti-CFB, anti-C3b o al CFH (anti-CFH) (59).

Como ya se menciond, los anticuerpos anti-CFH es-
tan dirigidos principalmente a la region C-terminal de
la molécula, donde se encuentran los dominios de reco-
nocimiento y unién a superficies (dominios SCR19-20)
y su presencia esta relacionada al desarrollo de SUHa.
Ademas, se ha comprobado que estos anticuerpos reco-
nocen regiones a lo largo de toda la molécula, formando
complejos antigeno-anticuerpo y bloqueando no solo la
unién de CFH a las superficies celulares, sino también
su actividad como cofactor de CFI (dominios en N-termi-
nal) (60). En el estudio de una cohorte de 17 pacientes
con C3G que presentaban titulos positivos de autoanti-
cuerpos anti-CFH, los autores describieron que estos
anticuerpos estaban dirigidos a la regiéon N-terminal de
CFH. Aproximadamente un tercio de ellos alteran la re-
gulacion en fase fluida disminuyendo la actividad de CFH
como cofactor, sin afectar la regulacion en superficies ce-
lulares como se observa en el SUHa (62). El factor nefri-
tico C3 (C3NeF) forma parte de un grupo heterogéneo
de autoanticuerpos con la caracteristica de prevenir la di-
sociacion de Bb de la convertasa C3bBb, prolongando su
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vida media. C3NeF son anticuerpos de isotipo IgG o IgM,
que pueden requerir la presencia o no de properdina.
C3NeF fue detectado en el 50% de los casos de GNMPI y I11,
y en mas del 80% en pacientes con EDD/GNMPII. Este
anticuerpo no estd exclusivamente asociado a GNMP, ya
que se observo su presencia en C3G sin GNMP, lipodis-
trofia parcial, glomerulonefritis posestreptococica, LES,
meningitis meningocoécica y en algunos individuos sanos.
Los pacientes con EDD/GNMPII a menudo presentan
hipocomplementemia y depositos de fragmentos de acti-
vacion de Cb y C3 en los glomérulos (59) (60).

Las gammapatias monoclonales consisten en un gru-
po heterogéneo de trastornos caracterizados por la pro-
liferacion clonal de linfocitos B o células plasmaticas
productores de inmunoglobulinas (Ig) y se asocian con
un amplio espectro de afecciones malignas y benignas.
Datos de la literatura demostraron alta prevalencia de
Ig monoclonales en pacientes con C3G (mayores de 50
anos) y se observé que en el 66% de esos casos, las Ig
eran la causa directa de la activacion de la via alterna-
tiva del complemento (63). Al compartir mecanismos
patolégicos, se plante6 que las MAT al igual que C3G
podrian estar asociadas a gammapatias monoclonales.
Un estudio de cohorte demostré que el 21% de los pa-
cientes con MAT, mayores de 50 anos, presentaban Ig
monoclonales y que esa asociacion se caracterizaba por
un peor pronostico en la evolucion de la funcion renal,
si se la comparaba con MAT sin gammapatia monoclo-
nal (64). Si bien hay evidencia de que las Ig monoclona-
les podrian actuar como inhibidores de las proteinas re-
guladoras de la via alternativa del complemento como
CFH, otra hip6tesis seria que estos anticuerpos partici-
pan en la formacién de la C3 convertasa estabilizando
el C3b recién formado en fase fluida (63).

Microangiopatias tromboticas en estu-
dios de laboratorio

Debido a que las MAT cursan con sintomatologia si-
milar, en ocasiones el correcto diagnéstico se dificulta
debido a la superposicion de signos y sintomas. Teniendo
en cuenta el pronéstico ominoso en ausencia de un trata-
miento adecuado, es importante realizar un diagndstico
precoz para el inicio de un tratamiento oportuno. En el
laboratorio es ideal estudiar las proteinas y mecanismos
involucrados en el desarrollo de estas patologias. En esta
seccion se plantearan las herramientas disponibles en la
actualidad para dirigir el diagnostico de los pacientes con
MAT asociadas a alteraciones del complemento.

ADAMTS13: un pardmetro Gtil para diferenciar PTT
y SUH

La determinaciéon de los parametros de ADAMTSI13,
junto con la sintomatologia del paciente, guia hacia
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el diagnéstico diferencial entre PTT y SUHa. Dentro
de los parametros asociados a ADAMTSI13 figuran la
actividad y el antigeno de ADAMTSI13 y la presencia
de inhibidores (IgG, IgM e IgA). La actividad de ADA-
MTS13 es un pardmetro de laboratorio clave para
confirmar el diagnoéstico de PTT en el caso de estar
severamente disminuida, ya que informa acerca de la
funcionalidad de la enzima. Las técnicas mas actuales
y sensibles son comercializadas, y permiten detectar
el clivaje in vitro de un fragmento de VWF por ADA-
MTS13 utilizando ELISA o FRET (transferencia de
energia entre fluorocromos). En el caso de una activi-
dad disminuida, se estudia la presencia de anticuerpos
dirigidos contra ADAMTSI13 para la identificacién de
casos de PTT adquirida (PTTa). La medicién del an-
tigeno es de importancia en aquellos pacientes en los
cuales la actividad es muy baja y no se detecten anti-
cuerpos anti-ADAMTS13. Cuando se descarta la sospe-
cha de una PTTa, se realiza la busqueda de variantes
genéticas en ADAMTSI13 para identificar casos de PTT
congénita con alteraciones que puedan afectar la ex-
presion de la proteina o su actividad funcional (65).

En la actualidad han surgido indices ttiles que ayudan
a estimar las posibilidades de que un paciente tenga una
actividad de ADAMTS13 <10% (66) (67) (68).

En las tablas se describen las variables a considerar
en el indice PLASMIC, valido para aplicar en pacien-
tes adultos, y la categoria de riesgo resultante (Tabla I)
(Tabla II).

Tabla . Indice PLASMIC

Parametros Puntos
Recuento de plaquetas <30x109/L 1
Hemdlisis (reticulocitos >2,5% o haptoglobina 1
indetectable o bilirrubina indirecta >2 mg/dL)

Ausencia de cancer activo 1
Ausencia de historia de trasplante (6rganos sélidos/ 1
células progenitoras)

VCM<90 FI 1
RIN<1,5 1
Creatinina <2 mg/dL 1

RIN: razén internacional normalizada; VCM: volumen corpuscular medio.

Tabla Il. Categorias de riesgo asociadas a PTT en funcidn
del indice PLASMIC

Puntaje Categoria Riesgo de ADAMTS13<10%
0-4 Bajo 4.3%
5-6 Intermedio 56,8%
7 Alto 96,2%




Deteccién de toxina Shiga (Stx)

El hallazgo de microorganismos productores de to-
xina Shiga, sumado a la sintomatologia del paciente,
es de ayuda diagnéstica para el SUH tipico. Como se
ha descripto en esta revision, Stx es la responsable del
dano al endotelio vascular en esta patologia. El diagnoés-
tico se basa en tres criterios para establecer la asocia-
cion entre enfermedad e infeccién. El abordaje micro-
biolégico es el principal criterio para la identificaciéon
y caracterizacion del patégeno por determinacion del
serotipo, biotipo y factores de virulencia por técnicas
como PCR e hibridacion con sondas genéticas, seguidas
por la identificacion de la toxina libre en materia fecal
ya sea por prueba de deteccion rapida o por biologia
molecular y deteccién de anticuerpos anti-Stx por ensa-
yos de seroneutralizacion (69). En caso de un resultado
negativo, el diagnéstico se orienta hacia el SUHa, por lo
cual se recomienda un estudio profundo de los compo-
nentes del complemento.

C3 y C4: factores de primera linea en el estudio
del complemento

El hallazgo de niveles bajos de C3 es indicativo del con-
sumo de esta proteinay de manera directa lleva a pensar
que hay un aumento de la actividad del complemento.
La inmunonefelometria es una técnica usada conven-
cionalmente para la determinacién de la concentraciéon
de esta proteina en sangre periférica (36). La busqueda
de mutaciones en el gen de C3 es una herramienta para
identificar la presencia de una proteina hiperactiva y re-
sistente a la regulacion por MCP, propiedad que le con-
fieren las mutaciones con ganancia de funcion.

La determinacion de la concentracion de C4 es una
herramienta tutil para ayudar a discernir la via por la
cual se ha activado el complemento, es decir, ayuda a
diferenciar la via clasica o de las lectinas, de la via alter-
nativa. La determinacion de esta proteina al igual que
C3 se realiza mediante inmunonefelometria (36). Tam-
bién se han observado ocasionalmente niveles bajos de
C4 en pacientes con SUH tipico, lo que indica la activa-
cion de las vias clasica y/o de las lectinas, que conducen
al consumo de C4 (70).

CFH, CFI, CFB, MCP: factores de orientacion para
el diagnéstico de SUHa

La determinaciéon de la concentracion de CFH, CFI
y CFB contribuye a demostrar la posible disminucién
de la expresion de estas proteinas. Las técnicas inmu-
noquimicas mas usadas para medir estos valores plas-
maticos son ELISA e inmunodifusién radial (46) (71).

La estimacion de la expresion de MCP en las super-
ficies celulares a través de citometria de flujo mediante
la utilizacién de anticuerpos especificos es una herra-
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mienta de cribado importante al momento de la toma
de decisiones de tratamiento (72). Los pacientes con
mutaciones unicas en MCP que causen disminuciéon de
su expresion no responden al tratamiento con plasma-
féresis, debido a que es una proteina de membranay no
circula en plasma (73).

Autoanticuerpos anti-CFH y anti-CFB

Los anticuerpos dirigidos contra CFH se encuentran
en mayor porcentaje en la poblacion pediatrica y es un
estudio de eleccion para ninos con sospecha de SUHa
que no tengan antecedentes familiares (41) (44). No
existe un ensayo estandar para la deteccion de estos au-
toanticuerpos, sin embargo, un estudio comparé dife-
rentes protocolos de ELISA realizados en varios labora-
torios internacionales. Los autores concluyeron que el
uso de un método unico que utilice un estandar comun
deberia ser adoptado por los laboratorios de referencia,
para permitir realizar un estudio longitudinal que esta-
blezca la importancia relativa de los anticuerpos anti-
CFH en el SUHa (74).

Los autoanticuerpos anti-CFB fueron descriptos en
otras enfermedades renales asociadas a anomalias del
complemento como la EDD/GNMPII y glomerulone-
fritis por C3. Los anti-CFB se unen a CFB o al producto
Bb, parte de la convertasa C3, lo que induce un aumen-
to en la activacion de esta convertasa (75). A pesar de
ser una forma autoinmune muy rara, la busqueda de
estos anticuerpos en los casos de SUHa debe ser consi-
derada en la evaluacion completa de los pacientes.

Autoanticuerpos contra convertasas de la via al-
ternativa

Como ya se mencion6 anteriormente, el C3NeF es
un anticuerpo que se une a la convertasa C3 de la via
alterna, prolonga la vida media de la misma e imposibi-
lita la accion de proteinas reguladoras sobre ella, lo que
lleva a un aumento de la activaciéon del complemento.
Existen diversos ensayos para la deteccion de C3NeF.
Rother et al. (76) describieron un ensayo hemolitico
dependiente de la via alternativa en el que incubaban
el suero del paciente con eritrocitos de oveja no sensibi-
lizados para cuantificar luego la hemoglobina liberada
y un ensayo para evaluar en fase fluida el C3 clivado,
detectado con inmunoelectroforesis cruzada. Zhang
et al. (77) describieron otros métodos: un ELISA con
C3b pegado a la placa, un ensayo de estabilizacion de
la convertasa que utilizaba eritrocitos de oveja, inmu-
noelectroforesis bidimensional y electroforesis con in-
munofijacién. Si el paciente presenta clinica compati-
ble y el valor de C3 sérico es bajo, con C4 dentro del
rango normal en mas de una medicién, debe indicarse
la determinacién de C3NeF, junto con sus productos de
activacion del complemento.
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Factores de activacién del complemento
Fragmento de activacion Bb

El fragmento Bb se forma por la accién del factor D
sobre CFB en la via alternativa. El hallazgo de niveles
elevados de este fragmento por técnicas como ELISA,
es indicativo de activacion a través de la via alternativa.
Se han encontrado niveles elevados de este fragmento
en mujeres embarazadas con pocas semanas de emba-
razo, las cuales evolucionaron a parto prematuro com-
plicado (78). Esto sugiere que los eventos relacionados
con la activacion del complemento al inicio del emba-
razo se asocian con la patogénesis de la preeclampsia y
que este fragmento de activaciéon podria ser un biomar-
cador para el riesgo elevado de preeclampsia (79).

C5b-9 soluble

El factor C5b-9 fue analizado previamente por el
método ELISA como un biomarcador de activacion del
complemento, pero su validacién como marcador plas-
matico es controvertida, ya que es necesario un manejo
adecuado de las muestras para prevenir la activacion
in vitro del complemento (80) (81). En un estudio se
observé que no todos los pacientes en fase aguda de
la enfermedad presentaban niveles elevados de C5b-9.
En algunos de los pacientes que recibieron como tra-
tamiento de elecciéon eculizumab (anticuerpo mono-
clonal anti-C5) no disminuyeron los valores de Cbb-9
y, algunos pacientes en remision, persistieron con ni-
veles altos de C5b-9 (82). En contraste, otros trabajos
demostraron que todos los pacientes de la cohorte de
estudio que estaban en fase aguda presentaban niveles
elevados de C5b-9, mientras que todos los pacientes en
remision habian disminuido los niveles (83) (84). No
ha sido determinada atun su utilidad como medida de
activacion del complemento para el seguimiento indivi-
dual de pacientes.

Ensayos celulares para medir el depdsito de C3 o C5b-9

A través de estos ensayos es posible determinar la
activacion del complemento, midiendo el depésito de
C3 o Chb9 directamente sobre células endoteliales,
en lugar de evaluar los niveles en fase fluida. En esta
técnica se exponen linajes de células endoteliales, con
sensibilidad diferente a la accion del complemento, al
suero de pacientes con SUHa. C3 o C5b-9 son detecta-
dos con un anticuerpo marcado y cuantificado a través
de microscopia fluorescente y citometria de flujo (85).
El suero de pacientes con SUHa incrementa el depésito
de C5b-9 sobre las células endoteliales comparado con
el suero de pacientes normales u otras patologias (82)
(86). Otra utilidad de estos ensayos es la posibilidad de
evaluar la efectividad clinica de eculizumab, que podria
guiar la dosificacion y los intervalos de tiempo o el tiem-
po total de administracion del fairmaco (82). En estos
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ensayos se exponen células endoteliales al suero de pa-
cientes con SUHa simulando un endotelio activado. Se
demostré que los pacientes SUHa, con o sin variantes
identificadas en los genes del complemento o anticuer-
pos anti-CFH, activan de manera constante y crénica el
complemento en el endotelio. Ademas, los portadores
de mutaciones no afectados mostraron una activacion
del complemento desregulada a nivel endotelial. Adi-
cionalmente se demostr6 el nivel de bloqueo de C5 so-
bre el endotelio en pacientes que recibian tratamiento
con eculizumab.

Ensayos funcionales
CH50: actividad hemolitica del complemento

La actividad hemolitica del complemento o CH50
es la técnica gold standard que evalia la capacidad del
suero para lisar glébulos rojos de oveja sensibilizados
con antisuero de conejo. Este método puede resultar
complicado, exige mucho tiempo y, ademas, la estabili-
dad de los reactivos es limitada. Por eso existen otras va-
riantes de esta técnica, como inmunoensayos (ELISA)
que detectan el complejo terminal de la via del com-
plemento (CAM) de manera directa en el suero de los
pacientes

Este complejo es el responsable de la lisis de los
eritrocitos de oveja en el fest hemolitico estandar o
en el ensayo enzimatico de los liposomas medido por
proceso automatico (87). EI CH50 proporciona una
vision global de la funcionalidad del sistema del com-
plemento. Evalia todo el sistema y no provee informa-
cion acerca de cual o cudles factores pueden estar dis-
minuidos o afectados funcionalmente. Esta técnica es
una herramienta util para detectar una deficiencia de
la via clasica. Un CHb50 entre muy bajo a cero puede
ser el resultado de una deficiencia genética de una o
mas proteinas del complemento. Las reducciones mo-
deradas en CH50 a menudo se ven en procesos patol6-
gicos secundarios a la formacién de complejos inmunes
(88). Este ensayo también es usado para monitorear la
efectividad del tratamiento con eculizumab ya que al ser
un anticuerpo dirigido contra C5, el tratamiento oca-
sionaria una disminucién de CH50 al estar bloqueando
uno de los componentes terminales de la cascada del
complemento. Adicionalmente, se utiliza para vigilar la
terapia y comprobar la dosis efectiva a la cual se logra in-
hibicion de este componente. Esta inhibicion se ve refle-
jada en la disminuciéon de CH50 a expensas de C5 (89).

AP50: ensayo funcional de la via alternativa del complemento

Se basa en la capacidad de un volumen determina-
do de suero para hemolizar el 50% de los eritrocitos de
conejo. A medida que se activa la via alternativa del com-
plemento, mayor es la cantidad de suero necesaria para
hemolizar los eritrocitos. La via alternativa del comple-



mento se encuentra activada de manera anémala en pa-
cientes que tienen defectos en las proteinas reguladoras,
lo que resulta en el consumo de las proteinas implicadas
en esta via. Por lo tanto, en la fase aguda de la enferme-
dad, el resultado de la actividad hemolitica es bajo, lo
que se traduce en un mayor volumen de suero necesario
para lograr la lisis de los eritrocitos de conejo (90).

Ensayo funcional de CFH

Es una variante de AP50 en la que se usan eritrocitos
de oveja, los cuales, en contraste con los eritrocitos de co-
nejo, contienen acido sidlico en su membrana que confie-
re capacidad de unirse a CFH del plasma para protegerse
a si mismos del ataque del complemento humano (91).
El suero de los pacientes que poseen mutaciones en CFH
que provocan una deficiencia completa de expresion o
una anomalia de funcién de la proteina, induce la lisis
de los eritrocitos de oveja a través de la via alternativa, en
comparacioén con los controles normales (92).

Ensayo funcional de la via clasica, alternativa y de las
manosas por técnica de ELISA

Este ensayo permite evaluar la actividad funcional
de las tres vias de activacion del complemento en pa-
ralelo. Se usan activadores especificos de la via clasica
(IgM), de la via de las manosas (manano) y de la via
alternativa (lipopolisacdrido), que se incuban con sue-
ro del paciente diluido con un bloqueador especifico
que garantiza la activaciéon de una ruta especifica. Fi-
nalmente, se detecta C5b-9 con un anticuerpo marcado
con fosfatasa alcalina especifica para esta molécula que
sera expresada durante la formacién del complejo de
ataque a membrana. La cantidad de activacion del com-
plemento se correlaciona con la intensidad del color y
se mide en términos de absorbancia (93).

Estudios genéticos del complemento

El desarrollo de la tecnologia de secuenciacion de
alto rendimiento o “next generation sequencing” (NGS)
permitié que se lograran avances extremadamente ra-
pidos en la busqueda de variantes genéticas asociadas
a las enfermedades raras y multifactoriales. Las pato-
logias como las MAT estan entre las entidades que se
beneficiaron de esta revoluciéon de la genémica, dado
que la presencia de anomalias en multiples genes ya se
han descripto en asociaciéon con formas hereditarias de
enfermedad. El estudio cuantitativo y funcional de los
parametros descriptos anteriormente orienta el diag-
nostico de los pacientes. Sin embargo, la ausencia de
anomalias en estos parametros de laboratorio no ex-
cluye la biisqueda de variantes o pequenas deleciones/
inserciones en los genes descriptos como asociados a
MAT. Por lo general, el estudio genético por NGS se
basa actualmente en el andlisis de un panel de genes
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seleccionados por el laboratorio o del exoma comple-
to de los pacientes. Al encontrar variantes patogénicas
s6lo en el 50% de los casos de SUHa, el analisis del
exoma resulta interesante para buscar mecanismos des-
conocidos ajenos a la via alternativa del complemento,
pero posiblemente asociados a MAT. Los paneles actua-
les incluyen genes del complemento CFH, CFI, MCP,
C3, CI'B, CFHRI, CFHR2, CFHR3, CIFHR4, CIFHR5 pero
también de la coagulacion como THBD (trombomodu-
lina) y DGKe (diacilglicerol quinasa épsilon) (30). Para
la identificacion de reordenamientos genéticos mas
complejos y no detectables por NGS, la utilizacion de
técnicas como MLPA (multiplex ligation-dependent probe
amplification) permite confirmar las variaciones del ni-
mero de copias de los genes CIFH/ CFHRs (94). La inter-
pretacion de los resultados genéticos es un desafio y se
recomienda analizarlos siempre en el contexto clinico
del paciente. La dificultad surge cuando se identifican
nuevas variantes o variantes de significado desconocido.
Si bien existen guias y estandares para la interpretaciéon
de estas variantes (95), no hay consenso en c6mo ma-
nejar estos datos entre los diferentes grupos internacio-
nales de investigacion. Actualmente, multiples bases de
datos (NCBI, gnomAD/ExAC, OMIM, HGMD, ClinVar,
etc.) y una mas especifica “Database of complement gene
variants” reportan los cambios genéticos ya identifi-
cados (96). Estas bases permiten comprobar la fre-
cuencia del cambio en la poblacién normal, la patoge-
nicidad del mismo o simplemente si ya fue descripto en
otros estudios. Los avances metodologicos actuales ge-
neran una actualizacién continua de las bases de datos,
lo que implica la necesidad de reevaluar regularmente
los resultados genéticos de los pacientes.

Conclusiones

El sistema de complemento es uno de los sistemas
de defensa mas antiguo que cumple un rol fundamen-
tal en la inmunidad. Una mayor comprension de la via
alternativa del complemento con la descripcion de las
proteinas implicadas y sus diferentes funciones, permi-
ti6 describir parte de los mecanismos patolégicos de las
MAT. Ya que las causas de estas patologias pueden ser
de origen genético, es importante resaltar que por si
solas no producen activaciéon descontrolada del com-
plemento, sino que estan vinculadas a eventos desen-
cadenantes como factores ambientales externos que
actien como eventos gatillos. Es por ello que tanto la
PTT como el SUHa son consideradas enfermedades de
“doble gatillo”. Las MAT en general pueden asociarse
con disparadores como enfermedades autoinmunes,
trasplantes, infecciones o presencia de anticuerpos.
Sin embargo, en algunos casos se desconoce el factor
desencadenante. Al cursar con manifestaciones simila-
res entre si, las MAT constituyen un desafio diagnosti-
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co para el personal médico. Es indispensable la rapida
identificacion de la patologia para el pronto inicio del
tratamiento debido a la gravedad del cuadro clinico
y a las complicaciones a largo plazo, que van desde
afeccion renal hasta compromiso del sistema nervioso
central. La apariciéon de nuevas terapias dirigidas, que
impiden el deterioro de 6rganos blanco, ha reforzado
la necesidad de establecer diagnosticos mas precisos.
Es por ello que se considera fundamental contar con
herramientas de laboratorio que ayuden a la orienta-
cién y ala toma de decisiones en cuanto al diagnosticoy
tratamiento. La centralizacion de todos los estudios del
complemento en un instituto de salud o un laboratorio
representa una ventaja para mejorar la atencion médica
de los pacientes con MAT. A pesar de los grandes avan-
ces realizados en las dltimas décadas, un porcentaje alto
de pacientes continta siendo diagnosticado solamente
en base a la presentacion clinica y anatémo-patologica.
Es por ello que la investigacion de estas patologias, sos-
tenida con los avances biotecnolégicos, ha ampliado la
busqueda de factores patogénicos mas alld de los limites
del sistema del complemento. Estos nuevos hallazgos y
desarrollos permiten no so6lo incrementar el conoci-
miento de estas enfermedades sino también transferir a
la comunidad estos avances con una mejora en la aten-
cion de los pacientes afectados.
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