Factor von Willebrand y Enfermedad de von Willebrand:
nuevos enfoques diagnodsticos
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8< El factor de von Willebrand (VWF)
es una glicoproteina que se sintetiza en
células endoteliales y en megacariocitos.
Promueve la adhesidon plaquetaria al
subendotelio, la agregacion plaquetaria y
transporta al FVIII en plasma, protegiéndolo
de su degradacion por proteasas. La
enfermedad de von Willebrand (VWD) es el
defecto hemorragico congénito mas fre-

cuente. En el siguiente trabajo les acerca-
mos una actualizacién que les permitira una
mejor comprensién, clasificaciéon de la
enfermedad, interpretacién y utilidad de los
elementos diagndsticos disponibles,
poniendo especial énfasis en los enfoques
fenotipicosy genotipicos.
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Resumen

El factor von Willebrand (VWF) es
una glicoproteina que se sintetiza en células
endoteliales y en megacariocitos. Su vida
media es de ~12 horas. Estd formado por
multimeros de diferentes pesos mole-
culares, pequefios, intermedios, grandes y
extragrandes. La actividad funcional reside
en los multimeros grandes, y los
extragrandes son trombogénicos. Promueve
la adhesién plaquetaria al subendotelio, la
agregacion plaquetaria y transporta al FVIII
en plasma, protegiéndolo de su degradacion
por proteasas. La enfermedad de von
Willebrand es el trastorno hemorragico mas
frecuente; se describen deficiencias
cuantitativas (parcial: VWD1; total: VWD3)
o defectos cualitativos (VWD2A, VWD2M,
VWD2B y VWD2N). La expresion clinica es
variable (sangrado muco-cutdneo) y su
herencia autosémica, dominante o recesiva,
segun las variantes. Los niveles del VWF
dependen de factores genéticos y no
genéticos que afectan el diagndstico y la
expresion clinica. Para llegar al diagnodstico
se precisan varias pruebas, algunas
inespecificas. El laboratorio comienza con
pruebas orientadoras, se continla con
pruebas confirmatorias, y posteriormente
pruebas para definir la variante de VWD. El
diagndstico genotipico es fundamental para
lograr el diagndstico diferencial entre
VWD2B vs. PT-VWD y VWD2N vs. Hemofilia
A (leve-moderada), diferenciar VWD de
AVWS ydiscriminar variantes VWD2.

Palabras clave: factor von Willebrand *
enfermedad de von Willebrand *fenotipo *
genotipo.

Introduccién

La enfermedad de von Willebrand
(VWD) es el defecto hemorragico congénito
mds frecuente. La prevalencia estimada
varia segun se considere el nimero de
pacientes sintomaticos registrados en
centros de hemofilia (0,0023-0,06%) o los
estudios poblacionales (0,6-1,3%),
dependiendo también de los criterios
diagnosticos utilizados (1). Ademas de los
defectos congénitos, hay formas adquiridas
(AVWS), cuya prevalencia se estima en
0,04% (1).

Mucho de lo que se sabe actual-
mente sobre la VWD surgio en la década de
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1970, a partir de los primeros ensayos para
determinar el antigeno del factor von
Willebrand (VWF:Ag); pero fue la clonacion
del factor VIII (FVIII) y del factor von
Willebrand (VWF) en la década de 1980, lo
que permitié evidenciar la diferencia
genética entre ambos factores y dar las
bases moleculares para la comprension del
defecto. Se produce por la deficiencia y/o
defecto del VWF, glicoproteina multimérica
que circula en el plasma unida al FVIII de la
coagulacién, formando un complejo (FVIII-
VWF) (2). Su modo de herencia es
autosémico.

La molécula del VWF contiene
varios sitios funcionales de unién a ligandos;
es capaz de unirse a receptores plaquetarios
como la glicoproteinas Ib (GPIb) y llbllla
(GPlIb-1lla), a componentes de la matriz
subendotelial como el colagenoy al FVIII (3).
Es util tener presente las abreviaturas
aceptadas internacionalmente para
denominar a las proteinas y sus funciones
(Tablal).

El defecto en el VWF puede causar
sangrado al afectar la funcién plaquetaria o
al reducir la concentracion de FVIII. La
relacion entre los niveles de VWF y los
sintomas clinicos o el riesgo de sangrado no
han sido totalmente elucidados (4). Se
describen 6 tipos diferentes de VWD
debidos a deficiencia cuantitativa parcial
(tipo 1) o total (tipo 3) del VWF o
caracterizados por diferentes defectos
cualitativos (tipo 2: 2A, 2B, 2M, 2N) (5).

Al momento del diagndstico es
preciso tener presente que se trata de una
enfermedad heterogénea, reflejo de la
compleja estructura del VWF, asicomo de la
influencia de factores adicionales (no
debidos al gen VWF), que condicionan la
presentacion clinica de la enfermedad (3). El
interrogatorio médico es fundamental para
establecer la historia personal y familiar de
sangrado (3). Ademas, se debe realizar una
apropiada investigacion de laboratorio para
definir el fenotipo (3). El analisis genotipico
se aplica a algunas situaciones puntuales (3).
Se propone considerar la respuesta a la
administracion de desmopresina (DDAVP)
como un elemento diagndstico adicional (4).

Se resumiran las caracteristicas del
VWF que faciliten la comprensién de la
enfermedad y su clasificacion. Se discutira la
interpretacion y utilidad de los elementos
diagnésticos disponibles, poniendo especial

énfasis en los enfoques fenotipicos y
genotipicos.

.
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Rol del factor von Willebrand

El proceso fisiolégico que limita la
extravasacion de la sangre luego de una
lesion endotelial se conoce como hemos-
tasia, y se caracteriza por dos fases
claramente diferenciadas:

Primaria: lleva a la formacion del tapdn
plaquetario en el sitio de la lesidn endotelial.
Implica la presencia de plaquetas y del VWF
enelsitiodelainjuria.

Secundaria: involucra proteinas plasmaticas
(factores de la coagulacion) en una serie de
reacciones (cascada de la coagulacién) que
conducen a laformacién del codgulo. EI FVIII
participa como cofactor del proceso; su
sobrevida depende de su unién al VWF
(evita la degradacién por proteasas), el cual
lo transporta al sitio de la lesion. Ademas,
disminuye la inmunogenicidad de los
concentrados de FVIII/VWF y protege al
FVIIl de suneutralizacion por anticuerpos.

Laimportancia de estas reacciones
se evidencia en las manifestaciones clinicas
hemorragicas de los individuos con
deficiencias (FVIII: hemofilia A, FIX:
hemofilia B, VWF: VWD). También
desempefia unrol en latrombosisy un factor
de riesgo en enfermedad coronaria (6), atin
cuando la elevacion (>200 Ul/dL) sea por
exceso de medicacion para controlar el
sangrado (7).

Origen, estructuray sintesis del VWF

El VWF es una glicoproteina de
alto peso molecular que se sintetiza en
células endoteliales (CE) y en la progenie
megacarioblastica. El gen que lo codifica estd
localizado en el brazo corto del cromosoma



12, involucra 178 kb de ADN gendmico
organizado en 52 exones). Hay un pseudogen
en el cromosoma 22, cuya funcién se
desconoce, que posee 97% de homologia
conlosexones23y34delgen VWF(8).

La estructura primaria del VWF
estd constituida por un mondémero, que a
través de sucesivos pasos de dimerizacién y
multimerizacion, forma una serie de
multimeros de diferente peso molecular:
pequefios (LMWM), intermedios (IMWM),
grandes (HMWM) y extra grandes
(ULMWM). Los HMWM son los que poseen
la mayor actividad funcional. Los ULMWM
son mas activos, pero circulan en plasma en
niveles muy reducidos y transitoriamente
(9). El VWF se sintetiza inicialmente en el
reticulo endoplasmico (RE) como un
precursor (pre-pro-VWF) (Fig. 1). Al
separarse el péptido sefial del extremo
amino-terminal, el pro-VWF se ensambla
formando dimeros a través de uniones de
puentes disulfuro (S-S) entre los extremos
carboxi-terminal (dominio CK). Finalmente,
después de sucesivos procesos de
sulfatacién, glicosilacion, multimerizacion
entre los extremos amino-terminal de los
dimerosy clivaje proteolitico del VW Fpp (Fig.
2), el VWF y el VWFpp se secretan al plasma
en cantidades equimolares. Se almacena
como ULMWM o se libera directamente al
plasma, siendo posteriormente degradado a
multimeros mas pequefios y menos
tromboticos (10).

Hay dos sitios de depésito:

—los cuerpos de Weibel-Palade (WPB) de la

CE,
—los granulos a de los megacariocitos y dos
vias de secrecion:

= constitutiva,
= regulada.

Predomina la constitutiva, con
liberacion continua del VWF al plasmayala
matriz subendotelial. El 85% del VWF
plasmatico proviene de las CE; sélo 5-10% es
secretado por la via regulada (11), en
respuesta a estimulos fisiolégicos o
patolégicos. La secrecion desde los granulos
o (via regulada) es secundaria a la activacion
plaquetaria por agonistas. La vida media del
VWF en plasma es de 8-12 horas (2) y la del
VWFpp, 2-3 horas (4).

Dominiosdel VWF

El pre-pro-VWF esta compuesto
por diferentes dominios repetitivos y un
dominio cystein-knot (CK) en el extremo C-
terminal (Fig. 1). Por microscopia
electrénica, los dominios D se observan
como lébulos formados por ensamble de
modulos (D y D4N, 8 cisteinas “C8”, trypsin
inhibitor-like “TIL” vy fibronectin type 1 like
“E”)(12).

Los sitios funcionales, que involu-
cran la unién a multiples ligandos (colageno,
heparina, ristocetina, glicoproteinas
plaquetarias GPIb y GPllb-Illa), se en-
cuentran localizados en los diferentes
dominios (Fig. 3):-D'/parte D3 uniéna FVIII, -
Al unién a GPlba y a colageno VI y IV, -A2
sitio catalitico de ADAMTS13, -A3 unidn a

coldgeno | y Ill, -C4 (secuencia RGDS: Arg-
Gly- Asp-Ser) union a GPllb-llla (plaquetas
activadas) (3).

Através del dominio A3, el VWF se
une al coldgeno subendotelial expuesto por
el dafio vascular; el alto shear stress
generado por el flujo, cambia la confor-
macién del VWF inmovilizado y expone el
dominio A1, reclutando plaquetas por unién
a la GPlba, ademas del sitio proteolitico del
dominio A2. El shear stress es esencial en la
activacion y regulacion del VWF; constituye
un refinado mecanismo para impedir la
formacién de codgulos en sitios no deseados
(13).

La funcion del VWF depende de la
formacién de los HMWM; los residuos Cys,
involu-crados en la formacién de puentes S-S
inter- o intracadenas (dimerizacién o
multimerizaciéon) son importantes para su
funcién, por lo que mutaciones que
involucren a estos residuos tendran
consecuencias que se veran reflejadas en la
calidad y/o cantidad de la proteina resultante
(14).

Protedlisis de VWF

ADAMTS13. Los ULVWF son los
mas activos (9), pero es esencial mantener
un balance entre éstos y la protedlisis,
necesaria para generar las formas mas
pequefias, menos trombogénicas. La
ADAMTS13 (a disintegrin-like and
metalloprotease with thrombospondin type
1-motif 13) cliva al VWF en el dominio A2
(Tyr1605-Met1606). Su sintesis es
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principalmente hepdtica, aunque también se produce en las CE; se
almacenaenlos granulos ay enlos WPB. Una vez en la superficie de la
CE, ejerce suactividad sobre los ULMW M plasmaticos.

Q.

Figura 1. Estructura del VWF
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Figura 2. Sintesis del VWF.
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Plasmina. La accion de la plasmina sobre el VWF es un
mecanismo dependiente del shear stress y de las plaquetas (15);
degrada rapidamente los complejos plaquetas-VWF sobre la
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superficie de las CE activadas, enausenciade ADAMTS13.

Proteasas leucocitarias. Las proteasas de neutréfilos y
calpainas atacan los HMWM generando fragmentos diferentes a los
presentes habitualmente en plasma (176 kDa y 140 kDa). Las
proteasas podrian ser fisioldgicamente importantes para regular el
tamafode los multimeros (15).

Modificadores de los niveles de VWF

Los valores de referencia plasmaticos de VWF son muy
amplios (0,4 to 2,4 Ul/mL). Los niveles bajos estan relacionados con
sangrado. Los sintomas de sangrado, ademas de inespecificos, son
frecuentes en la poblacidn general, por lo que es clave diferenciar
entre individuos sanos y portadores de VWD. El nivel en plasma es
productode larelacién entre producciony depuracion.

Entre los factores modificadores, el grupo sanguineo es uno
de los més conocidos y estudiados. También influyen la edad, asi
como factoresracialesy hormonales o polimorfismos en el gen VWF.

Grupo sanguineo ABO. Individuos grupo O tienen niveles
mas bajos de FVIII:C y/o VWF. El VWF esta sujeto a N- y O-
glicosilacion y transporta antigenos del grupo ABO (A, By H), siendo
el perfil de glicosilaciéon uno de los determinantes de su sobrevida en
circulacion. Es motivo de debate el uso valores de referencia ABO-
especificos; dado que el fenotipo de sangrado se asocia a los niveles
de VWF, independiente del grupo sanguineo, se sugiere no usar
rangos ABO-especificos (16).

Edad. Es otro factor que implica diferencias significativas en
los niveles de VWF; a partir de los 40 afios habria un aumento
permanente del VWF plasmatico (17).

Factores raciales. En mujeres afroamericanas se han
descripto niveles mas elevados (18).

Factores hormonales. Hay discrepancias respecto de las
variaciones durante el ciclo menstrual. Se sugiere repetir los estudios
de mujeres sin diagndstico, preferentemente en esa fase. En el
embarazo, el VWF y el FVIII aumentan durante todo el periodo
gestacional y el puerperio inmediato, alcanzando 2-3 veces los
valores basales, volviendo a los valores pre-embarazo en pocas
semanas (19). El incremento es suficiente para corregir deficiencias
cuantitativas parciales pero no cualitativas niseveras (20).

Depuracionde VWF

Hay varias vias de eliminacion (depuracion o clearance) del
VWF de la circulacién: se reconocen dos receptores que parecen
intervenirenlaremocién del VWF de la circulacién: el CLEC4M sobre
las células endoteliales y Siglec-5 en los macréfagos y LRP-1 en
macréfagos y hepatocitos (21). Diversas mutaciones se asocian al
aumento de la depuracién, en VWD1, VWDI1C (incluye Vicenza), en
VWD2Ay VWD2B. Se ha observado aumento de la depuracion post-
DDAVP en p.Arg1315Cys, p.Argl379Cys y p.Lys1794Glu (22). La
relacion VWFpp/VWF:Ag en plasma ayuda a identificar el
mecanismo fisiopatoldgico, prediciendo probablemente el tipo de
respuestaal DDAVP (23).
’ 38
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Polimorfismos del gen VWF

El VWF es altamente polimorfico.
La Sociedad Internacional de Hemostasia y
Trombosis (ISTH), en su base de datos
(www.vwf.group.shef.ac.uk), recopila 181
polimorfismos (SNP) diferentes, algunos
afectan las determinaciones de laboratorio,
sin afectar el fenotipo (24). Otro estudio
mostré 2728 SNPs y 91 inserciones/dele-
ciones en el gen VWF, con mayor variabili-
dad étnica en africanos y asiaticos (25). Otros
SNP se asociaron a aumento de la proteolisis
por ADAMTS13 o con resistencia a la
proteolisis (26).

Enfermedad de von Willebrand

Fue descrita por Erick von Wille-
brand, en una familia procedente de las islas
Aland-Finlandia. El modo de herencia es
autosémica e irregular: dominante (tipo 1,
2A, 2B y 2M) y recesiva (tipo 3 y 2N). Hay
descriptas mutaciones de novo, resultado de
la aparicién de una mutacién nueva en una
célula germinal de los padres (évulo o
espermatozoide) o en el zigoto.

Hay también defectos adquiridos
(sindrome de von Willebrand adquirido:
AVWS), frecuentemente no reconocidos o
erronea-mente clasificados como VWD.
(27).

Sintomas clinicos

La expresién clinica puede ser
severa, moderada o leve, segun el defecto en
el VWF o los niveles del FVIII:.C y puede
diagnos-ticarse en la primera infancia, la
adoles-cencia o la edad adulta. Presenta
sangrado mucocutaneo (epistaxis,
gingivorragias, hematomas faciles,
equimosis, sangrado post exodoncia,
sangrado prolongado ante trauma minimo,
sangrado excesivo postoperatorio) y en las
mujeres meno-metrorragia, sangrado post
parto y post cesarea, foliculos hemorragicos
en el momento de la ovulacion; a diferencia
de la hemofilia que se caracteriza por
hemartrosis y hemorragias musculares o
cerebrales.

Se han disefiado cuestionarios
para dar una puntuacion segun los sintomas,
denominados bleeding score (BS), como
herramienta para cuantificar las manifes-
taciones y contribuir a discriminar entre
sujetos con y sin VWD1 (28), con VWD tipos
2y 3 (29), VWD2B (30) y un cuestionario
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(PBQ) y score pediatricos (31). El “bleeding
rate” es el numero de episodios hemorra-
gicos que ocurren durante un periodo de
tiempo definido; podria usarse como valor
prondstico y ayudar a identificar como
sangradores a pacientes sin historia de
hemorragias mayores (32). Para definir
menorragia, se utiliza el Pictorial Bleeding
Assessment Chart (PBAC) (33).

Descripcion de anormalidades del VWF en
lavwD

Lasanormalidades pueden ser:

Interaccién anormal entre las
plaquetas: tipo VWD2B (aumento de la
interaccion con la GPlba), tipos VWD2A y
VWD2M (disminucidn de la interaccion con
laGPlba).

Defecto en la interaccion con el
colageno: tipos VWD2M, VWD2Ay VWD2B.

Depuracién anormal en el VWD1C
(disminucion de la vida media) y en los
VWD2AyVWD2B.

Defecto en la interaccién con el
FVIlleneltipo VWD2N.

Defectos en la dimerizacion y/o multi-
merizacion, alteracion del transporte intra-
celularysecrecién o protedlisisaumentada.

Variantes de VWD-Fenotipo

Es causada por defectos cuanti-
tativos y cualitativos del VWF. Segln los
mecanismos fisiopatoldgicos (Tabla Il1) se
agrupanen:

Tabla ll. Clasificacién de la VWD.

VWD: Enfermedad de von Willebrand; tipo 1: VWD; tipo
2: VWD2; subtipo 2A: VWD2A; subtipo 2B: VWD2B;
sutbipo 2M; VWD2M; subtipo 2N: VWD2N; tipo 3:
VWD3; VWF: factor von Willebrand.

(*) fenotipo simil hemofilia A, autosémica.
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Disminucidon de la sintesis del
VWEF: tipos VWD1 (deficiencia parcial) y
VWD3 (deficiencia total).

Disminucion marcada del VWF,
pueden detectarse multimeros extragrandes
del VWF con sobrevida del VWF acortada
(depuraciéon anormal): VWDI1C (incluye al
Vicenza).

Tipo 1. Se caracteriza por VWF:
RCo/VWF:Ag>0,6. Comprende el 70-80% de
los pacientes con VWD. El patrdn
multimérico es normal; la concentracion en
plasma es variable (10-40 Ul/dL), con valores
normales o disminuidos de VWF en
plaquetas. Hay disminucién de la sintesis del
VWF vy descenso secundario del FVIII. Segun
los niveles plasmaticos se habla de VWD1
severo, definido y probable VWD1 (34)
(Tabla I11). Las mutaciones responsables se
localizan a lo largo de todo el gen, aunque la
posibilidad de hallar mutaciones sélo es
probable en pacientes con VWF<30 Ul/dL.

Tipo 1C. Representa el 10-15% de
los VWD1. Se caracteriza por aumento de la
depuracion del VWF (vida media: <3 h). La
disminucion de VWF (15-30 Ul/dL) se
acompafia de aumento del VWFpp/VWF:
Ag. Responde a la infusién de DDAVP, pero
los niveles de VWF declinan rapidamente. El
patrén multimérico muestra formas extra
grandes o bandas satélites disminuidas.

Tipo 3. Es el menos frecuente
(1/10°, segun los grupos étnicos) y con
sintomas clinicos mas severos, VWF:RCo y
VWF:Ag no detectables y FVIII:C muy bajo
(<10 Ul/ dL). Genotipicamente se caracteriza
mayoritariamente por la presencia de
grandes deleciones del gen, aunque también
se han descripto mutaciones ins/del, lo que
produce un cambio del marco de lectura,
que lleva a la aparicion de un codoén de
terminacion, con pérdida o disminucion de
sintesis de la proteina. Tanto las deleciones
como las mutaciones se localizan a lo largo
detodoelgen.

Defectos Cualitativos (defectos en la
interaccion del VWF con diferentes
ligandos)

Tipo 2. Corresponde al 15-20% de
los pacientes. Con concentraciones de
VWF:Agy de FVIII:C normales (>50 Ul/dL), o
disminuidas, hay discordancia entre
actividad y cantidad de proteina, sub-
divididas en 2A, 2B, 2M vy 2N (5). Los 2A, 2By



2M se caracterizan por VWF:RCo/ VWF:
Ag<0,6 y el 2N por FVIII: C/VWF: Ag <0,7
(Tabla V).

VWD2A. Caracterizada por
mutaciones en su mayoria localizadas en el
dominio A2 (=73%), que alteran la
dimerizacién o multi-merizacién del VWF,
con disminuciéon o ausencia de los HMWM e
IMWM en plasmay plaquetas. Se traduce en
disminucién o ausencia de la agregacién
plaguetaria inducida con ristocetina (RIPA),
disminucién o ausencia de VWF:RCo y
VWF:CB, normal o ligera disminucion de
VWF:Agy FVIII:C(35).

VWD2M. Caracterizada por
mutaciones en su mayoria en el dominio Al
(=76%) que generan incapacidad de unién a
la GPlba. La estructura multimérica es
normal.

Hay pérdida delafunciéndel VWF,
con VWF:RCo disminuido o ausente, con
VWEF:Ag y FVIII:C normales o levemente
disminuidos. EI VWF:CB suele ser normal,
aunque depende del tipo de colageno
utilizado en el ensayo. El subtipo 2CB

|
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(mutaciones en el dominio A3) con
deficiencia VWF:CB, pero con VWF:Ag,
VWF:RCo y composiciéon multimérica
normales, se incluye en el VWD2M (36).
Estos casos estarian sub diagnosticados,
dado que no siempre se incluye el VWF:CB

VWD2B. Todas las mutaciones
responsables se localizan en el dominio Al.
Estas producen aumento de la afinidad del
VWF por la GPlba (5) (ganancia de
funcién),detectada porelensayo de RIPAa
bajas dosis (0,7 mg/mL), donde el VWF

enel panelde evaluacion.

andmalo es capaz de aglutinar plaquetas a

Tatda 111, Dviererciss go (@ prosbas oF MBORITOND SNire wlanies CLarh e

| Labormboria Tipss | sevirn Tigw 1 Prabaide iipe | Tipes IC Tipr 3 Viakow orrsal
s Proicag Proing Prolong; Proiong Moy prolongada | 24,5 men
o oohibids

Rin Hoemal Mol Fiarmad Heormal Bormad 150000 1%L
Ll S, R Marmal ¢ prokngads | Prolangs: My profongeds | Jagin rescti usady
PG UL 10-1% 15-30 3an 1530 =& 50-150
VWFAg UL [10:05 | 15.30 3045 15-30 3 50-150
VWERCo UidL | 10-16 1530 3049 1015 £ §0-150
ACalhg Nowitial Moriral Maienal Mertnal Mo apdicabile =06
Compomicion Meumal Mormal Mo Aumeito de Aysane Tocion bes mullrmencs
Eailllmbnes Ruiriilad sabddies

ULMWM: Vicanza
Ruspasrirha 4 Rasraila R = R A Ruigiae o Fesponde
RO insufic lenis wariabie, con
L. Sotearstiln scortada A
v Desminuido | Normal, Yanatie Hormal Auserte 0,1-0.4 Wil%g |
witraplagquetann diarmeraasdc,
RIPR Desminuida o | Diminuida | Vaniable by devrerands Aisere Penitive 8 »0,8 mg'ml
VA FppAg Nemal Morral Mol Aumeniado Mo aplicable 09214

ISEsweat

SCREENING NEONATAL

—Tripsina | TSH | Fenilalanina | Galactosa | 170HProgesterona | Biotinidasa

— Tarjetas Reglamentarias para Toma de muestra Neonatal

Autorizadas por ANMAT

— Kits RIA - IRMA - ELISA

—>Equipamiento e Insumos

(I LABORATORIOS BACON S.A.l.C.

BACON g .54(11) 4709-0171 | Fax +54(11) 4709-2636

DIAGNOSTICO DEFINITIVO DE LA FIBROSIS QUISTICA

39

~ Testdel Sudor

Revolucionaria
técnica inalambrica,

no invasiva, para la
medicion directa de
cloruros.

<)

MP Biomedicals

www.bacon.com.ar | ventas@bacon.com.ar



40

.

Talda 1% Drierercias en les prosbas de sboralons enle warantes cosilaliase,

i aharnn Tipo 4 oo A Siashpa FOR TpoleT Tipa 201 Valer noyma!
s Prmengady “mlngnda Fronpads  Prlongada Harmal <45 min
EF Mol Norma Homral asmimnida Hoermal 15014000k 1 (1
TT=g Hemasl o proonpacs Norma o pakegads | Nemal Mornalo pmboradn | Frolanpane | Segin mesctive usac
FVIIC UL Memzl e @eninuids Mormy o d=minuide | Homral Mormalo disminuido | Dsminuids | S00150
Féll:Cikg Mol Horma Hormral Mormal =07 =07
WNFadg UL Kermal o disminuida Sorma’ o dEmineida | Nomral Mormal o dsminuidn | Mormal 118§ ]
WNFRCn Ll :M|.1_,-d'um|n||n:,n 0 Wiy dismaido o Honral Disminuido o ausente | Hormal A
gurzenle Ausnle
RCoifg 41,0 S Hummal =08 Hosinal =0,
WAFRCE UL | Muy deminuide o Hammal Muy Césminuido o Mumrnal a0 130
Coapeng Lpe 0 guserie rnade ¢ - gussbe
HiEseTe
LRy il g Mormal =il h <Lk Mnmnial <Lk
Lampascite AlRENCIA o HRTM Mommal Hermal CEsminucsn 2 Hommal Fodis s
il mérice L [N _ dusenicia de HMWW (rullimens.
Resounstaala | TS, VtlF:-RCo y WAF:RCn no cornge | VAFGLE Indixe Fulll:C nn
ARSMAESInG WWE LR poeerrigan nn camips il uetepenia el
Mo s munnssE
RiPA Disminuzida a Dsmiraida o fuormal Positiva a haja Mermal Prsitiva a
ausErtR almanta cansantracin =15 mpimil
(0,7 mg'mL)
WAFppg Mormal o aumentzdo AMormal ficrmal Marmal o aumentads | Kormal 09214

concentraciones subumbrales de ristocetina
(37). Hay ausencia de HMWM en plasma; el
VWEF liberado se une a las plaquetas y es
eliminado de la circulacién, lo que puede
producir trombocitopenia, (30). Factores
fisiolégicos (edad sexo, grupo sanguineo),
ejercicio o situaciones de estrés (embarazo,
infecciones, cirugias) pueden agravar la
trombocitopenia y el cuadro clinico. Los
mecanismos fisiopatoldgicos son dos:

— agregacion plaquetaria, seguida de
remocion, llevando a trombocitopenia y
pérdidade HMWM y

— bloqueo de la GPlba y pérdida de la
capacidad de adhesién al subendotelio.

La pV1316M altera sefales plaque-
tarias y conduce a inhibicion de la GPllb-llla; la
trombocitopatia resultante podria contribuir a
la tendencia hemorrégica. Se ha descripto
VWD2B atipico con perfil multimérico y
recuento de plaquetas normal (38).

VWD2N. Hay alteracién en la capa-
cidad del VWF de unir FVIII, por mutaciones
en los dominios D'-D3. Se refleja en
disminucion muy marcada del FVIII:C, por
disminucion de su vida media, con VWF:Ag,
VWF:RCoy patron multimérico normales.

La prevalencia de los subtipos en
nuestra casuistica es: 69,6%, posible VWD1;
13,5%, VWD1 definido; 0,35%, VWD1
severo; 0,55%, VWD3; 9,5%, VWD2A; 0,6%,
VWD2B; 2,5%, VWD2M vy 3,4%, VWD2N
(34).
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En la Figura 4 se muestra la localiza-
cion mas frecuente de las mutaciones
responsables de las diferentes variantes.

Anticuerpos anti-VWF

Se ha descripto la presencia de
inhibidores en pacientes politransfundidos
con VWD3(39) con una frecuencia de 5-10%
(40). En algunos casos, la baja recuperacion
del VWF y/o larapida depuracionluego dela
infusion de concentrados es el Unico
indicador de la presencia de un anticuerpo.
Pueden ser neutralizantes (inhiben al VWF)
0 no neutralizantes (forman complejos sin
inhibir la funcién, pueden aumentar la
depuracién). También se han descripto
autoanticuerpos. La mayoria de estos
anticuerpos precipitan el VWF en plasma
normal.

.

Figura 4. Localizacion mds frecuente de las
mutaciones responsables de las distintas
variantes de la VWD.
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Sindrome de von Willebrand adquirido
(AVWS)

Frecuentemente no es reconocido o
se lo considera erroneamente como VWD.
Se caracteriza por defecto del VWF
secundario a sindromes linfoproliferativos
(48%) o mieloproliferativos (15%),
enfermedades cardiovasculares (21%; 40-
46%) o malignas (5%), desdérdenes autoin-
munes (2%) o menos frecuentemente,
hipotiroidismo, uremia; en algunos casos no
se detecta ningun desorden de base. Los
posibles mecanismos fisiopatologicos son:

- depuracién aumentada mediada por
anticuerpos,

- inhibicion de funcién mediada por
anticuerpos,

- degradacion por protedlisis aumentada, -
adsorcion (tumores, enfermedad de
Gaucher, etc.) (41).

- El diagndstico es complejo y dificil (dada la
heterogeneidad de mecanismos subya-
centes), lo cual complica el manejo
terapéutico (41).

Algunos AVWS tienen anticuerpos
que aumentan la depuracion del VWF
infundido (41). En VWD3 también pueden
desarrollarse anticuerpos que inhiben al
VWFinfundido (42).

Diagndstico de laboratorio de VWD

La evaluacidn clinica es fundamental
para establecer la historia personal y familiar
de sangrado. Esto se combina con una
apropiada investigacién de laboratorio para
definir el fenotipo (39); en algunos casos la
respuesta a la administracion de desmo-
presina (DDAVP), utilizada en la terapéutica,
puede ser un elemento diagndstico adi-
cional (43). El analisis genético contribuye en
algunas situaciones definidas a definir el
diagndstico (39).

Se discutird la interpretacion y
utilidad de los elementos diagndsticos
disponibles desde ambos enfoques:
fenotipicoy genotipico.

Enfoque Fenotipico

Estrategia Diagndstica. Cuando la
clinica resulta compatible con VWD, se
impone efectuar estudios de laboratorio a
fin de detectar el defecto y definir el
fenotipo. La Figura 5 resume la estrategia
sugerida (43), que consiste en:
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— determinar la historia personal y familiar
de sangrado.

- realizar pruebas “generales” de
“screening”, que no confirman ni excluyen
VWD

— evaluar el VWF (funcional e inmuno-
|6gico)y el FVIII para diagnosticar VWD

— realizar pruebas complementarias para
tipificar y clasificar el VWD (43), de
importancia en el manejo clinico-
terapéutico del paciente.

Las formas severas son mas fdaciles
de diagnosticar. Dada la variabilidad ya
mencionada, se impone repetir y confirmar
los hallazgos en momentos diferentes,
considerando las numerosas variables
(ejercicio fisico, cigarrillo, estrés, diabetes,
hipotiroidismo, etc.) que afectan los
resultados de las pruebas de laboratorio, en
especial en individuos con clinica leve.
También se evaluard la necesidad o
importancia de estudiar a otros miembros
de lafamilia.

Pruebas utilizadas en la evaluaciéon del
fenotipo

Las pruebas se dividen en screening
o pesquisa, diagndsticas (FVIII/VWF),
confirmatorias (clasificacidon) y otras. El
algoritmo diagnodstico (Fig. 6) integra los
resultados de las pruebas, para permitir la
clasificacién de los pacientes en los
diferentes tiposde VWD.

S

Pruebas “generales” de screening (pes-
quisa)

Comprenden la evaluacidn de la
funcion (tiempo de sangria, PFA-100) y
nimero de plaquetas (recuento de
plaquetas), asi como de las diferentes vias
del mecanismo de coagulacién (TTPA; TP;
TT). Hay discusion respecto a la utilidad del
tiempo de sangria. Como objeciones se
plantea que es invasivo, no-especifico y poco
reproducible (operador, presién del man-
guito, localizacion/direcciéon/ profundidad
del corte, llanto y/o movimiento) (44). Se
correlaciona bien con los sintomas clinicos;
el resultado es variable segun el tipo de
VWD (muy prolongado: tipo severo y
defectos cualitativos 2A/2B/2M);
prolongado o normal: tipo 1. Los métodos
mads aceptados son: lvy y Mielke (mas
sensible). No hay consenso para incluir la
determinacién con PFA-100, aunque hay
laboratorios que lo hacen. Es mas sensible
que el TS; aun no se conoce su especificidad;
se necesitan mas datos para su recomen-
dacion a pesar de que su uso se inicié en
1985. Los resultados de tiempo de sangria 'y
PFA-100 no siempre coinciden. El recuento
de plaquetas es particularmente util en la
pesquisa del subtipo VWD 2B, donde puede
estar disminuido. EI TTPA, a pesar de utilizar
reactivos sensibles, sélo se altera si hay
disminucion de FVIII (<40-50 Ul/dL), secun-
dariaadisminuciéndel VWF (VWD3,

Figura 5. Estrategia diagndstica para estudiar pacientes con sintomatologia hemorragica
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VWD2N, algunos VWD1); por lo tanto es

frecuentemente normal (44). Los estudios
de mezclas con plasma normal permiten
evidenciar inhibidores (34). La utilidad de
estas pruebas es discutida, su valor reside en
evidenciar otros desordenes que pudieran
ser responsables o contribuir al cuadro
clinico del paciente. En individuos con clara
sospecha clinica de VWD y/o historia
familiar, se recomienda investigar
directamente FVIIly VWF (43).

Pruebas diagnésticas-FVIII/VWF

La evaluacion se realiza mediante: -
estimacion (inmunoldgica) de la concen-
tracién del VWF en plasma (VWF:Ag); -
evaluacién de la actividad (VWF:RCo, unién
a GPlb, anticuerpos anti-Dominio Al); -
determinacion de la actividad de FVIII
(FVI11:C), reflejo indirecto de la funcidn del
VWEF.

—-VWF:Ag

Se determina mediante técnicas
inmunoldgicas. Los métodos de eleccion son
enzimo-inmunoensayos (ELISA) (alta
sensibilidad: 0-5 Ul/dL) (45) o inmuno-
turbidimétricos (LIA) (menor sensibilidad: 5-
10 UI/dL). Ambos métodos son altamente
reproducibles y tiene una imprecision del 5-
15%. El método por citometria de flujo es
bueno pero no esta al alcance de muchos
laboratorios (46).

—ACTIVIDAD DE VWF

VWEF:RCo. Refleja la interaccion del
VWF con la GPIb/IX/V. Es la prueba elegida
paraevaluarlaactividad del VWF. Se basaen
la propiedad del VWF de aglutinar plaquetas
en presencia de ristocetina in vitro y
cuantificando la aglutinaciéon producida.
Alteraciones enlos HMWM o mutaciones en
el dominio Al del VWF conducen a
alteraciones en los niveles de VWF:RCo. Es
dificil de estandarizar, tiene alto coeficiente
de variacion intra e inter laboratorio (10-
40%), sobre todo en valores <15 Ul/dL y
tiene baja sensibilidad en niveles <10 Ul/dL.
Hay polimorfismos (p.Asp1472His), que
pueden disminuir la unién a la ristocetina y
otros (p.Alal381Thr) tienen mayor afinidad
por la GPlba, por lo que dan valores
artificialmente bajos/altos de VWF:RCo
(47). Los métodos automatizados
disminuyen la variacién intra e inter ensayo,
pero no la sensibilidad, dando resultados
mas elevados (48). En pacientes con bajo

’) 44
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® GPIb que reconocen el sitio de unién a la

- GPIlb (dominio Al) o al VWF respec-
tivamente. Son técnicas mas reproduciblesy
sencillas que el VWF:RCo, pero es discutida
su capacidad y utilidad para detectar
alteraciones estructurales o funcionales el

Figura 6. Algoritmo diagndstico.
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determinarlo mediante sustratos cromo-
génicos (44). Puede existir discordancia
entre ambos métodos (defectos
moleculares, inhibidores).

]

VWF:RCo (<10Ul/dL) y sospecha clinica de
inhibidor, se debe repetir el ensayo en
mezclas con plasma normal para descartar

VWEF:Actividad (VWF:Act). Se basa en téc-
nicas de ELISA o LIA (o quimioluminiscencia
de mayor sensibilidad que LIA), utiliza

—COCIENTES

Los resultados de actividad de VWF

su presencia mediante (34). anticuerpos monoclonales anti-VWF o anti-

deben seranalizados junto con los niveles de
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VWF:Ag y FVIII:C para una mejor
interpretacion diagndstica. En individuos
normales, la relacién FVIII/VWF
(FVIII/VWF:Ag; FVIII/ VWF:RCo o
FVIII/VWF:CB) es =1. Lo mismo ocurre para
VWF:RCo/VWF:Ag y VWF:CB/VWF:Ag,
donde valores <0,6 sugieren la presencia de
VWEF disfuncional (44); sin embargo, la
variabilidad del VWF:RCo afecta su utilidad.
Un cociente FVIII/VWF:Ag <0,6 sugiere
VWD2N o hemofilia (49). Seria importante
para los laboratorios contar con valores de
corte propios, considerando la metodologia
aplicada.

Pruebas complementarias — Clasificacion

Incluyen Multimeros, RIPA, VWF:CB,
VWEF:VIIIBYVWFpp

—~MULTIMEROS

El andlisis de la concentracién
relativa de multimeros de diferente tamafio
es una prueba, compleja y laboriosa.
Consiste en la electroforesis de plasma o
lisado plaquetario en geles de SDS-agarosa,
con posterior identificacién de los
multimeros con anticuerpos anti VWF,
usando el complejo avidina-biotina
peroxidasa u otras técnicas (47). Puede ser
cualitativa o cuantitativa por densitometria.
Segun las caracteristicas del gel, puede ser
de “baja resolucién” (1%) donde se observa
todo el perfil multimérico (diferencia
multimeros grandes de intermedios vy
pequefios) o “alta resolucién” (1,7%) donde
no se observan los multimeros grandes y se
distingue la estructura de los tripletes (44).
En general, el estudio se inicia a baja
resolucién, para detectar ausencia de
multimeros grandes. La alta resoluciéon
evidencia defectos por aumento o
disminucién de protedlisis, asi como
defectos por aumento de depuracion (5). Es
crucial para distinguir 2M de 2A y 2B y util
para diagnosticar algunas variantes, en
especial del tipo 2.

— AGREGACION PLAQUETARIA INDUCIDA
PORRISTOCETINA (RIPA)

Se realiza sobre plasma rico en
plaquetas utilizando diferentes concen-
traciones de ristocetina; la agregacién
depende del VWF plasmatico y de la GPlba
de las plaquetas (47). En ausencia “virtual”
de VWF (VWD3) la agregacidon esta muy
disminuida o ausente (ristocetina <1,2
mg/mL); pudiéndose aumentar la dosis (1,5-
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2 mg/mL) para “forzar” la respuesta (34).
Mutaciones de la GPlb pueden dar RIPA
ausente (Sindrome de Bernard-Soulier), o
aumentada (von Willebrand plaquetario PT-
VWD).

—RIPA-BAJAS DOSIS (RIPA,,)

Se induce agregacién con concen-
traciones sub-umbrales de ristocetina (<0,7
mg/mL) que no producen agregacion en
individuos normales, pero si en pacientes
con ganancia de funcién del VWF (VWD2B)
o mutaciones en la GPlba (PT-VWD). La
prueba es critica para detectar VWD2B (43).
S6lo69% de los VWD2B tienen RIPA positiva
a 0,5 mg/mL (50), concentracién interna-
cionalmente recomendada para la pesquisa
de VWD2B (51); es importante buscar la
concentracion umbral y no descartar como
posible VWD2B pacientes con fenotipo de
sangrado con RIPAbd positivo sin trombo-
citopenia ni VWF:RCo/VWF:Ag anormal,
especialmente en el caso de mujeres.

—UNION VWF-COLAGENO (VWF:CB)

Mide la capacidad del VWF plasma-
tico de unirse al colageno, principalmente a
través del sitio de union en el domino A3
(47). El método de deteccidn es ELISA (47) o
como alternativa, con alta sensibilidad,
citometria de flujo. La reaccién es
dependiente de la estructura multimérica,
las formas grandes tienen mayor avidez por
el colageno; ademas, influye el origen y tipo
del colageno. Puede distinguir VWD2M con
mutaciones en los dominios Al o A3; el
colageno tipo I-11l tiene alta afinidad por el
dominio A3 del VWF y menor afinidad por el
dominio A1l; los coldgenos tipo IV y VI se
unen especificamente al dominio A1 (52). En
pacientes con sintomas hemorragicos sin
alteracion de VWF:Agy VWF:RCo, se deben
considerar posibles mutaciones en A3,
detectadas utilizando colageno I-11l. No hay
consenso respecto a incluir o no el VWF:CB
(43) junto al VWF:RCo en el estudio inicial
de VWD; su importancia radicaria en
detectar defectos en la unién al coldgeno,
con VWF:RConormal (44).

—UNION VWF-FVIII (VWF:FVIIIB)

Evalua la habilidad del VWF a unirse
a FVIII normal (exégeno) (47). Se determina
por ELISA; se ensaya cuando el FVIII:
C/Ag<0,7, para diferenciar VWD2N de
hemofilia A. Presenta problemas de
estandardizacion (falta estandares y de con-

trol de calidad externo) y reproducibilidad
(falsos positivos) (43).

—PROPEPTIDO VWF (VWFpp)

Se determina por ELISA usando
anticuerpos de captura contra el VWFpp. Su
nivel plasmdtico es proporcional al VWF:Ag
y refleja la sintesis del VWF. Elaumento de la
relacion VWFpp/VWF:Ag (>2) indica mayor
depuracion del VWF causada por diferentes
mecanismos (4) (tipo 1C-Vicenza, AVWS) y
predice una sobrevida acortada post-
administracion de DDAVP (4).

En las Tablas Il y IV se resumen los
resultados de las pruebas de laboratorio en
cadaunadelasvariantes de laenfermedad.

Otras pruebas
—ANTICUERPOSANTI-VWF

Los ensayos para detectar
anticuerpos anti-VWF no estan claramente
establecidos. Es posible evidenciarlos
mediante pruebas de correccidn con plasma
normal en los ensayos de VWF:RCo,
VWF:CB, VWF:Ag y/o FVIII. El efecto no es
tiempo-temperatura dependiente, el titulo
se establece mediante una modificacion del
método Bethesda (53). Resultados
negativos de los ensayos de mezcla no
excluyen la presencia de un anticuerpo,
dado que el mismo puede estar dirigido
contra epitopes no funcionales; éstos
pueden ser detectados por métodos de
ELISA (sensibles, pero con presencia de
falsos positivos). Se recomienda realizar la
busqueda de anticuerpos por ambos
métodos: -ensayos de correccion con
normaly-ELISA (40).

- DIAGNOSTICO DIFERENCIAL ENTRE
VWD 2BYPT-VWD

Es obligatorio, dado que el
tratamiento médico es diferente; sin
embargo, no es sencillo, habiéndose
reportado PT-VWD en 15% de casos
inicialmente considerados VWD2B. Se
deben realizar analisis de mezclas (54) y la
agregacion con crio precipitado o
concentrado de VWF. Ambas pruebas son
orientadoras. El diagndstico definitivo se
realiza mediante andlisis genotipico
(busqueda de mutaciones en el exdn 28 del
gen VWFyenelgen GP1BA).

Respuesta al DDAVP del paciente:



Como prueba adicional se pueden tener en
cuenta los datos que provienen de la misma.
Como se muestra en las Tablas Il y 1V, el
perfil de laboratorio observado dependera
deltipode VWD.

Consideraciones pre-analiticas

Es fundamental un adecuado
proceso pre-analitico (55). Defectos en la
toma (inadecuada puncién o relacién
anticoagulante/plasma, exceso de
aplicacién del torniquete), separacion,
transporte y/o almacenamiento de la
muestra pueden dar resultados falsos. El
FVIII es sensible tanto a la activacién por
trazas de trombina como a la degradacion,
favorecida por cambios de pH, etc. Puede
haber alteraciones del VWF con, por
ejemplo, pérdida de la estructura
multimérica. El complejo FVIII-VWF es
sensible a multiples estimulos o situaciones
fisiopatoldgicas (ejercicio, estrés, drogas,
cambios hormonales, embarazo) que
pueden modificar los niveles circulantes y
llevar a interpretaciones erréneas de los
resultados si no son tenidos en cuenta.

Evitar situaciones de estrés, en especial en
niflos. No se recomienda estudiara menores
de 6 meses de edad. Durante el ciclo
menstrual se sugiere realizar los estudios
preferentemente durante los tres primeros
dias. El embarazo no es momento adecuado
para estudiar pacientes con VWD (excepto
ante la sospecha de variantes severas) y
mucho menos, realizar la prueba de
desmopresina.

Valores de referencia

Es importante determinar para cada
prueba, el valor de referencia en la
poblacién estudiada, con la metodologia
aplicada en cada laboratorio. FVIII, VWF:Ag,
VWF:RCo, VWF:CB, VWFpp se calibran
frente al estandar internacional 07/316 del
National Institute of Biological Standards
and Control (NIBSC), Londres. Como se
menciond anteriormente, no serian
necesarios rangos para cada grupo ABO; el
nivel de VWF condicionaria el riesgo de
sangrado (44). No se utilizan valores de
referencia por grupo etario, pero es
importante recordar que VWF y FVIII

aumentan con la edad.
Enfoque Genotipico

El analisis genético es fundamental
para confirmar el diagnéstico de VWD2B vs.
PT-VWD y VWD2N vs. Hemofilia A (leve-
moderada), o diferenciar VWD de AVWS,
permite identificar variantes de VWD2 (2A,
2B, 2M y 2N) localizadas, en general, en
regiones determinadas del ADN
complementario (ADNc) (34); también
puede contribuir al consejo genético y
prenatal o predecir el desarrollo de
inhibidores en VWD3 (43). Desafor-
tunadamente, el gran tamarfio del gen VWFy
la alta frecuencia de variaciones (SNP) no
patoldgicas limita la utilidad del diagnéstico
genético. No todos los pacientes tienen
mutaciones identificables, en especial los
VWD1, donde la presencia de mutaciones
seria mas comln en pacientes con
VWF:Ag<20-39 Ul/dL. La situacion es
compleja, al no haberse establecido
claramente la relacion genotipo-fenotipo
(39). La probabilidad de detectar el defecto
genético es baja y requiere una evaluacion
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exhaustiva y costosa, que contrasta con la
baja utilidad clinica en la mayoria de los
casos.

Sin embargo, lo novedoso en este
campo es su contribucién a la resolucién de
casos de dificil diagndstico, lo cual proba-
blemente arroje una nueva luz para sim-
plificar la actual clasificacion de la VWD.

Estudio genotipico

El analisis genotipico se realiza
mediante la secuenciacién directa (Método
de Sanger) de los fragmentos de interés,
previamente amplificados por técnicas de
PCR. Luego de la secuenciacién, se compara
el electroferograma del paciente frente a la
secuencia normal (55). Se pueden utilizar
métodos de screening como el
Conformation Sensitive Gel Electrophoresis
(CSGE) que permite el chequeo rapido de
varios exones y pacientes. Si bien es sencillo
y econdémico, hay que validar el método
mediante la secuenciacidon del exdn de
interés.

Andlisisde prediccioninsilico

Las herramientas de prediccion in
silico estan siendo usadas cada vez més. El
objetivo de estos programas es identificar el
dafio producido o no por un cambio de
nucledtidoy como este cambio afectaonola
estructura y funcién de la proteina en
estudio, y por ende el fenotipo. Son una
herramienta muy Util para la caracterizacién
de nuevas sustituciones nucleotidicas,
cuando los estudios de expresidon son
dificiles de realizar. Los mas difundidos son:
PolyPhen-2 (pph2/) y SIFT (http://sift.bii.a-
star.edu.sg/).

Andlisis de alineamiento

Frente a la presencia de cambios
nucleotidicos no previamente descriptos, se
realiza el alineamiento del exdn afectado del
VWF humano con el de otras especies. Si la
posicién en estudio se corresponde con un
residuo altamente conservado a lo largo del
arbol filogenético, es altamente improbable
que dicha posicion tolere sustituciones sin
cambios en las caracteristicas funcionales
del VWF. Existen diversas aplicaciones
informdticas, como UniProt KB (http:
//Www.uniprot.org).

Casos

Para dar una visidon concreta de la
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importancia y aplicacion del enfoque
genotipico en el diagndstico de VWD se
discutiran algunos casos.

1- Diagndstico diferencial VWD2B vs. PT-
VWD

Paciente (vardn, 23 afios) con fenotipo de
sangrado importante (BS: 11), macro
trombocitopenia, RIPA,, positivo a 0,3
mg/mL de ristocetina y VWF:RCo/ VWF:
Ag<0,2, compatible con VWD2B. Sin
embargo, el estudio diferencial de mezclasy
desafio con crio precipitados era compatible
con PT-VWD. Se estudié el exdn 28 tanto en
el paciente como en su madre, no
encontrando mutaciones. En el exén 2 del
gen GP1BA se detectd una sustitucion G>T
localizada en la posicién 738 del c.ADN,
resultando en un cambio de aminoacido en
elresiduo 246 (p.Trp246Leu). Lamadre noes
portadora de la mutacién; el padre no pudo
estudiarse (noreside en el pais). El analisis in
silico determind que el cambio afecta la
integridad de la proteina; el cambio no se
localizé en los 100 alelos normales
estudiados. Se confirmé el diagndstico de
PT- VWF mediante el estudio genético del
paciente (57). El ejemplo muestra la
importancia del estudio genético en la
diferenciacion de ambos tipos de VWD.

2- Inusual hallazgo en las pruebas de
laboratorio en una paciente embarazada
con VWD2B

Paciente (27 afios) (BS: 6) que se
estudia en la semana 10 de embarazo:
TS>9 min; FVIII:C=56 Ul/ dL; VWF:Ag=47
Ul/dL; VWF:RCo<10 Ul/dL; RCo/ Ag=0,21;
VWF:CB=6 Ul/dL; CB/Ag<0,13; 150.000
plaquetas/10°L; RIPA 1,2 mg/mL normal;
RIPAbd 0,5 mg/mL ausente; ausencia de
HMWM. Semana 26: TS=7 min; FVIII:C=90
ul/dL; VWF:Ag=64 Ul/ dL; VWF:RCo=23
Ul/dL; RCo/Ag=0,36; VWFpp/ Ag=2,08;
114.000 plaquetas/10°L; RIPA 0,5y 0,4 mg/
mL positivos. Dado que es infrecuente la
presencia de VWF:RCo<10 Ul/dL en
pacientes con VWD2B (30), los resultados
iniciales sugerian un fenotipo VWD2A. Sin
embargo, fue sorprendente hallar
VWF:RCo<10 Ul/ dL con RIPA 1,2 mg/mL
normal, y recuento de plaquetas en el limite;
lo que sugeria un fenotipo VWD2B. EI RIPA
0,5 mg/mL ausente en el 12 estudio podria
relacionarse al VWF:RCo<10 Ul/dL.Enun 22
estudio, el aumento del VWF:RCo por el
embarazo indujo trombocitopenia vy

positivizé el RIPA,,a 0,5 y 0,4 mg/mL. Se
pensoé que en esta paciente, se requerio un
minimo nivel de VWF:RCo para positivizar
RIPA,,. Se procedié a realizar el analisis
genético, detectandose la mutacién p.Arg
1308Cys) en heterocigosis, confirmando el
diagndstico de VWD2B. La positivizacion del
RIPAylatrombocitopenia observados conla
progresion del embarazo y la geno-
tipificacion fueron decisivos para confirmar
el diagndstico (34).

3- Mutaciones de novo

Se hallé la p.Y1542D en una nifa (2
afios) con fenotipo de sangrado (BS: 2) y
diagnéstico fenotipico de VWD2A. Su
hermana y padres eran asintomaticos; los
estudios de laboratorio fueron compatibles
con fenotipo normal y no presentaban en el
analisis genético la mutacion hallada en el
propdsito. La Tabla V muestra el haplotipo
del propdsito y de su padre. Confirmada la
paternidad, se determina la presencia de la
mutacién de novo.

S

Tabla ¥, Hapiohipo de b nife oo Y1 5420 F 50 pades

Paciants | NP ;T'\'u:;: Pacs | Mije

Emn13 | 1451 MG | 043057 | GG | MG

| 235MG | 05604 | AR | WA

| EmETE | 0gE03S | T Mo

| a181aB | 04058 | MG | AG
464] TG 0406 T ™
AEAE AT 0,647,365 A &R

Extin [8

Emin 28

Conclusiones

Dada la complejidad de las bases
moleculares, no es extrafio que el
diagndstico de VWD también lo sea.

Enfoque fenotipico

La expresion del VWF y su
concentracién en plasma es variable,
dependiendo de factores genéticos y no
genéticos; ello puede enmascarar el defecto
y complicar el diagndstico. Hay dificultades
metodolégicas y pre-analiticas que deben
considerarse. Los problemas pueden ser
minimizados mejorando los métodos de
deteccién, usando métodos sensibles y
precisos, estimando valores de referencia
propios, ampliando el panel de pruebas para
evaluar el fenotipo, evitando estudiar al
paciente en condiciones de estrés, post-
ejercicio, enfermedad, infeccién, embarazo,



tratamiento hormonal, corticoides, etc. Hay
que confirmar los resultados, considerar
datos adicionales como la respuesta al
DDAVP enelanlisis final.

Enfoque genotipico

Si bien el diagndstico y la clasi-
ficacidén no requieren en general del analisis
genético hay situaciones especiales donde la
genotipificacion es mandatoria para lograr el
diagnostico diferencial entre VWD2N vs.
Hemofilia A o VWD2B vs. PT-VWD, entre
VWD2M y VWD1 severo; puede también
contribuir al consejo genético y mejorar el
manejo clinico (VWD3). Las nuevas
metodologias, como los estudios in silico,
facilitan su aplicacion en la resolucién de
casos complejos, donde el fenotipo pueda
inducir a un error diagnédstico o no permita
caracterizar adecuadamente el defecto. La
correcta clasificacion tiene implicancias
terapéuticas, como administrar concen-
trados de VWF en lugar de concentrados de
FVIII (VWD2N vs. hemofilia) o concentrados
de VWF en lugar de reemplazo de plaquetas
(VWD2Bvs. PT-VWD).

nosu Competencia

LABICO no atiende pacientes propios,
no tiene centro de extraccion,

no recibe derivaciones de médicos,

ni hace convenios con obras sociales

Hay un camino a recorrer antes de
contar con pruebas accesibles que permitan
la caracterizacién inequivoca (fenotipica y
genotipica) del VWD. Es necesario aclarar
gue hasta ahora, no hay ninguna prueba de
laboratorio, fenotipica o genotipica que se
relacione como marcador de riesgo de
sangrado.
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