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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 moleculares, 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 agregacién plaquetaria y transporta
al FVIII en plasma, protegiéndolo de su degradacién por proteasas. La en-
fermedad 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-cutaneo) y su herencia autosémica, dominante o
recesiva, segln las variantes. Los niveles del VWF dependen de factores
genéticos y no genéticos que afectan el diagnostico y la expresion clinica.
Para llegar al diagnéstico se precisan varias pruebas, algunas inespecificas.
El laboratorio comienza con pruebas orientadoras, se continGia con pruebas
confirmatorias, y posteriormente pruebas para definir la variante de VWD. EI
diagnostico genotipico es fundamental para lograr el diagnéstico diferencial
entre VWD2B vs. PT-VWD y VWD2N vs. Hemofilia A (leve-moderada), dife-
renciar VWD de AVWS y discriminar variantes VWD2.

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

5ummary

Von Willebrand factor (VWF) is a glycoprotein with essential roles in both pri-
mary and secondary hemostasis, synthesized by endothelial cells and mega-
karyocytes. Its half-life is ~12 hours. VWF consists in multimers of different
molecular weight: small, intermediate, large and ultra large. The functional
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Introduccidn

La enfermedad de von Willebrand (VWD) es el de-

Woods Al et al.

activity resides in the large multimers; the ultra large are thrombogenic. VWF promotes platelet adhesion
to subendothelium, platelet aggregation and binds FVIII, protecting it from proteolysis and preserving its
hemostatic function. Von Willebrand disease is the most common bleeding disorder; qualitative defects
(VWDZ2A, VWD2M, VWD2B and VWD2N) and quantitative deficiencies (VWD1 and VWD3) are described.
The clinical expression is variable (mucocutaneous bleeding); VWF levels depend on genetic and non-ge-
netic factors affecting diagnosis and clinical expression. The inheritance can be autosomal, dominant or
recessive according to the variants. To reach diagnosis, several tests are required, being some of them
unspecific. The laboratory testing begins with global tests, followed by confirmatory tests and further tests
to define the variant of VWD. Genotypic studies are essential to achieve the differential diagnosis between
VWD2B vs. PT-VWD, VWDZ2N vs. Hemophilia A (mild to moderate) and differentiate VWD from AVWS and
discriminate VWDZ2 variants.

Keywords: von Willebrand factor * von Willebrand disease * phenotypic diagnosis * genotypic diagnosis

RBSUI‘HO

O fator de von Willebrand (vWF) é uma glicoproteina sintetizada em células endoteliais e em megacari-
écitos. Sua vida média é de ~12 horas. E constituido por multimeros de pesos moleculares diferentes,
pequenos, intermedidrios, grandes e extragrandes. A atividade funcional reside nos multimeros grandes,
sendo os extragrandes, trombogénicos. Promove ades&o das plaquetas ao subendotélio, a agregacao pla-
quetdria e transporta o FVIII em plasma, protegendo-o de sua degradac&o. A doenga de von Willebrand
€ o disturbio hemorragico mais frequente; sdo descritas deficiéncias quantitativas (parcial: VWD1; total:
VWD3) ou defeitos qualitativos (VWD2A, VWD2M, VWD2B e VWD2N). A expresséo clinica é varidvel, (san-
gramento mucocuténeo), e sua heranga autossémica dominante ou recessiva de acordo com as variantes.
Os niveis de vWF dependem de fatores genéticos e ndo-genéticos que afetam o diagndstico e a expressdo
clinica. Para fazer o diagndstico, vérios testes sdao necessarios, alguns inespecificos. O laboratério come-
¢a com testes orientadores, continua com testes de confirmagdo e, mais tarde, com testes para definir
a variante de VWD. O diagndstico genotipico é essencial para alcancar o diagndstico diferencial entre
VWD2B vs. PT-VWD e VWDZ2N vs. Hemofilia A (leve a moderada), diferenciar VWD de AVWS, discriminar
variantes VWD2.

Palavras chaves: fator de von Willebrand * doenca de von Willebrand * fenétipo * genétipo

formando un complejo (FVIII-VWF) (2). Su modo de
herencia es autosémico.
La molécula del VWF contiene varios sitios funciona-

fecto hemorragico congénito mas frecuente. La pre-
valencia estimada varia segin se considere el namero
de pacientes sintomadticos registrados en centros de
hemofilia (0,0023-0,06%) o los estudios poblacionales
(0,6-1,3%), dependiendo también de los criterios diag-
nosticos utilizados (1). Ademas de los defectos congéni-
tos, hay formas adquiridas (AVWS), cuya prevalencia se
estima en 0,04% (1).

Mucho de lo que se sabe actualmente sobre la VWD
surgi6 en la década de 1970, a partir de los primeros en-
sayos para determinar el antigeno del factor von Wille-
brand (VWEF:Ag); pero fue la clonacion del factor VIII
(FVIII) y del factor von Willebrand (VWF) en la década
de 1980, lo que permiti6 evidenciar la diferencia genéti-
ca entre ambos factores y dar las bases moleculares para
la comprension del defecto. Se produce por la deficien-
ciay/o defecto del VWF, glicoproteina multimérica que
circula en el plasma unida al FVIII de la coagulacion,
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les de unién a ligandos; es capaz de unirse a receptores
plaquetarios como la glicoproteinas Ib (GPIb) y IIbIIla
(GPIIb-IIIa), a componentes de la matriz subendotelial
como el colageno y al FVIII (3). Es util tener presente
las abreviaturas aceptadas internacionalmente para de-
nominar a las proteinas y sus funciones (Tabla I).

El defecto en el VWF puede causar sangrado al afec-
tar la funcién plaquetaria o al reducir la concentra-
cién de FVIIIL La relacién 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 caracteriza-
dos por diferentes defectos cualitativos (tipo 2: 2A, 2B,
2M, 2N) (5).

Al momento del diagnoéstico es preciso tener presente
que se trata de una enfermedad heterogénea, reflejo de
la compleja estructura del VWE, asi como de la influencia



Tabla |I. VWF. Abreviaturas utilizadas

Factor VIII Antigeno FVIII:Ag
Funcién FVIII:.C

Factor von Willlebrand Proteina madura VWF
Antigeno VWF:Ag
Cofactor ristocetina VWF:Rco
Unién al colageno VWEF:CB
Unién al Factor VIII VWEF:FVIIIB
Propéptido VWFpp

de factores adicionales (no debidos al gen VWF), que con-
dicionan 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 laborato-
rio para definir el fenotipo (3). El andlisis genotipico
se aplica a algunas situaciones puntuales (3). Se pro-
pone considerar la respuesta a la administracién de
desmopresina (DDAVP) como un elemento diagnoésti-
co adicional (4).

Se resumiran las caracteristicas del VWF que faciliten
la comprension de la enfermedad y su clasificacion. Se
discutira la interpretacion y utilidad de los elementos
diagnosticos disponibles, poniendo especial énfasis en
los enfoques fenotipicos y genotipicos.

Rol del factor von Willebrand

El proceso fisioloégico que limita la extravasacion
de la sangre luego de una lesién endotelial se conoce
como hemostasia, y se caracteriza por dos fases clara-
mente diferenciadas:

Primaria: lleva a la formacién del tapén plaquetario
en el sitio de la lesién endotelial. Implica la presencia
de plaquetas y del VWF en el sitio de la injuria.

Secundaria: involucra proteinas plasmaticas (facto-
res de la coagulacion) en una serie de reacciones (cas-
cada de la coagulacién) que conducen a la formacién
del coagulo. El FVIII participa como cofactor del proce-
so; su sobrevida depende de su unién al VWF (evita la
degradacion por proteasas), el cual lo transporta al sitio
de lalesion. Ademas, disminuye la inmunogenicidad de
los concentrados de FVIII/VWF y protege al FVIII de su
neutralizaciéon por anticuerpos.

La importancia de estas reacciones se evidencia en
las manifestaciones clinicas hemorragicas de los indivi-
duos con deficiencias (FVIII: hemofilia A, FIX: hemo-
filia B, VWF: VWD). También desempena un rol en la
trombosis y un factor de riesgo en enfermedad corona-
ria (6), aun cuando la elevacién (>200 UI/dL) sea por
exceso de medicacién para controlar el sangrado (7).
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Origen, estructura y sintesis del VWF

El VWF es una glicoproteina de alto peso molecular
que se sintetiza en células endoteliales (CE) y en la pro-
genie megacarioblastica. El gen que lo codifica estd lo-
calizado en el brazo corto del cromosoma 12, involucra
178 kb de ADN gendémico organizado en 52 exones).
Hay un pseudogen en el cromosoma 22, cuya funcién
se desconoce, que posee 97% de homologia con los
exones 23y 34 del gen VWF (8).

La estructura primaria del VWF esta constituida por
un monoémero, que a través de sucesivos pasos de dime-
rizacién y multimerizacion, forma una serie de multime-
ros de diferente peso molecular: pequenos (LMWM),
intermedios (IMWM), grandes (HMWM) y extra gran-
des (ULMWM). Los HMWM son los que poseen la ma-
yor actividad funcional. Los ULMWM son mads activos,
pero circulan en plasma en niveles muy reducidos y
transitoriamente (9). E1 VWF se sintetiza inicialmente
en el reticulo endoplasmico (RE) como un precursor
(pre-pro-VWF) (Fig. 1). Al separarse el péptido senal
del extremo amino-terminal, el pro-VWF se ensambla
formando dimeros a través de uniones de puentes di-
sulfuro (S-S) entre los extremos carboxi-terminal (do-
minio CK). Finalmente, después de sucesivos procesos
de sulfatacion, glicosilacién, multimerizacion entre los
extremos amino-terminal de los dimeros y clivaje pro-
teolitico del VWFpp (Fig. 2), el VWF y el VWFpp se se-
cretan al plasma en cantidades equimolares. Se almace-
na como ULMWM o se libera directamente al plasma,
siendo posteriormente degradado a multimeros mas
pequenos y menos trombéticos (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 plasma y a la matriz subendotelial. E185% del VWF
plasmatico proviene de las CE; s6lo 5-10% es secretado
por la via regulada (11), en respuesta a estimulos fisiol6gi-
cos o patologicos. 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) yla del VWFpp, 2-3 horas (4).

Dominios del VWF

El pre-pro-VWF esta compuesto por diferentes domi-
nios repetitivos y un dominio cystein-knot (CK) en el ex-
tremo C-terminal (Fig. 1). Por microscopia electrénica,
los dominios D se observan como l6bulos formados por
ensamble de médulos (D y D4N, 8 cisteinas “C8”, trypsin
inhibitor-like “TIL”'y fibvonectin type 1 like “E”) (12).
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Figura 2. Sintesis del VWF.

Los sitios funcionales, que involucran la unién a
multiples ligandos (colageno, heparina, ristocetina,
glicoproteinas plaquetarias GPIb y GPIIb-IIIa), se en-
cuentran localizados en los diferentes dominios (Fig.
3): -D’/parte D3 unién a FVIII, -Al unién a GPIba. y a
colageno VIy IV, -A2 sitio catalitico de ADAMTS13, -A3
union a colageno Iy III, -C4 (secuencia RGDS: Arg-Gly-
Asp-Ser) unién a GPIIb-IIIa (plaquetas activadas) (3).

A través del dominio A3, el VWF se une al colage-
no subendotelial expuesto por el dano vascular; el alto
shear stress generado por el flujo, cambia la conforma-
cién del VWF inmovilizado y expone el dominio Al, re-
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clutando plaquetas por unién a la GPIba, ademas del
sitio proteolitico del dominio A2. El shear stress es esen-
cial en la activacién y regulaciéon del VWF; constituye
un refinado mecanismo para impedir la formacién de
coagulos en sitios no deseados (13).

La funcién del VWF depende de la formacion de los
HMWM; los residuos Cys, involucrados en la formacion
de puentes S-S inter- o intra-cadenas (dimerizacién o
multimerizacién) son importantes para su funcion,
por lo que mutaciones que involucren a estos residuos
tendran consecuencias que se veran reflejadas en la ca-
lidad y/o cantidad de la proteina resultante (14).
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Figura 3. Sitios de unién a ligandos en los dominios del VWF.
OPG: osteoprotegerina - PSCL-1: Ligando de P-selectina - $2GPI: beta 2 glicoproteina 1- TSPI: trombospondina 1

Protedlisis de VWF

ADAMTS13. Los ULVWEF son los mas activos (9), pero
es esencial mantener un balance entre éstos y la proteo-
lisis, necesaria para generar las formas mas pequenas,
menos trombogénicas. La ADAMTSI13 (a disintegrin-like
and metalloprotease with thrombospondin type 1-motif 13)
cliva al VWF en el dominio A2 (Tyr1605-Metl1606). Su
sintesis es principalmente hepatica, aunque también se
produce en las CE; se almacena en los granulos o y en
los WPB. Una vez en la superficie de la CE, ejerce su
actividad sobre los ULMWM plasmaticos.

Plasmina. La accion de la plasmina sobre el VWF es
un mecanismo dependiente del shear stressy de las pla-
quetas (15); degrada rapidamente los complejos pla-
quetas-VWF sobre la superficie de las CE activadas, en
ausencia de ADAMTSI13.

Proteasas leucocitarias. Las proteasas de neutrofilos y
calpainas atacan los HMWM generando fragmentos di-
ferentes a los presentes habitualmente en plasma (176
kDa y 140 kDa). Las proteasas podrian ser fisiolégica-
mente importantes para regular el tamano de los mul-
timeros (15).

Modificadores de los niveles de VWF

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

Entre los factores modificadores, el grupo sanguineo es
uno de los mas conocidos y estudiados. También influ-
yen la edad, asi como factores raciales y hormonales o
polimorfismos en el gen VWE

Grupo sanguineo ABO. Individuos grupo O tienen ni-
veles mas bajos de FVIII:C y/o VWEF. EI VWF esta sujeto
a N-y O-glicosilacién 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-espe-
cificos; 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 significa-
tivas en los niveles de VWF; a partir de los 40 anos ha-
bria 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 re-
petir los estudios de mujeres sin diagnéstico, preferen-
temente 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
ni severas (20).

Depuracién de VWF

Hay varias vias de eliminacion (depuracion o clearance) del
VWEF de la circulacién: se reconocen dos receptores que
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parecen intervenir en la remocién del VWF de la circula-
cion: el CLEC4M sobre las células endoteliales y Siglec-5 en
los macrofagos y LRP-1 en macrofagos y hepatocitos (21).
Diversas mutaciones se asocian al aumento de la depura-
cién, en VWDI1, VWDIC (incluye Vicenza), en VWD2A y
VWD2B. Se ha observado aumento de la depuracién post-
DDAVP en p.Argl315Cys, p.Argl379Cys y p.Lys1794Glu
(22). La relacion VWFpp/VWF:Ag en plasma ayuda a
identificar el mecanismo fisiopatologico, prediciendo pro-
bablemente el tipo de respuesta al DDAVP (23).

Polimorfismos del gen VWF

El VWF es altamente polimorfico. La Sociedad Interna-
cional de Hemostasia y Trombosis (ISTH), en su base de
datos (www.vwf.group.shef.ac.uk), recopila 181 polimorfis-
mos (SNP) diferentes, algunos afectan las determinacio-
nes de laboratorio, sin afectar el fenotipo (24). Otro estu-
dio mostr6 2728 SNPs y 91 inserciones/deleciones en el
gen VWEF, con mayor variabilidad étnica en africanos y asia-
ticos (25). Otros SNP se asociaron a aumento de la proteo-
lisis por ADAMTS13 o con resistencia a la proteolisis (26).

Enfermedad de von Willebrand

Fue descrita por Erick von Willebrand, en una fami-
lia 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 apariciéon de una
mutaciéon nueva en una célula germinal de los padres
(6vulo o espermatozoide) o en el zigoto.

Hay también defectos adquiridos (sindrome de von
Willebrand adquirido: AVWS), frecuentemente no reco-
nocidos o erroneamente clasificados como VWD. (27).

Sintomas clinicos

La expresion clinica puede ser severa, moderada o
leve, segtin el defecto en el VWF o los niveles del FVIIL:C
y puede diagnosticarse en la primera infancia, la adoles-
cencia o la edad adulta. Presenta sangrado muco-cutaneo
(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 ovu-
lacién; a diferencia de la hemofilia que se caracteriza por
hemartrosis y hemorragias musculares o cerebrales.

Se han disenado cuestionarios para dar una puntua-
cioén segun los sintomas, denominados bleeding score (BS),
como herramienta para cuantificar las manifestaciones
y contribuir a discriminar entre sujetos con y sin VWDI1
(28), con VWD tipos 2y 3 (29), VWD2B (30) y un cues-
tionario (PBQ) y score pediatricos (31). El “bleeding rate’
es el numero de episodios hemorragicos que ocurren
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durante un periodo de tiempo definido; podria usarse
como valor pronostico y ayudar a identificar como san-
gradores a pacientes sin historia de hemorragias mayo-
res (32). Para definir menorragia, se utiliza el Pictorial
Bleeding Assessment Chart (PBAC) (33).

Descripcién de anormalidades del VWF
en la VWD

Las anormalidades pueden ser:

¢ Interaccion anormal entre las plaquetas: tipo
VWD2B (aumento de la interaccion con la
GPIba), tipos VWD2A y VWD2M (disminucién de
la interaccion con la GPIba).

® Defecto en la interaccion con el colageno: tipos
VWD2M, VWD2A y VWD2B.

® Depuracion anormal en el VWDI1C (disminucién
de la vida media) y en los VWD2A y VWD2B.

* Defecto en la interacciéon con el FVIII en el tipo
VWD2N.

® Defectos en la dimerizaciéon y/o multimerizacion,
alteracion del transporte intracelular y secrecion
o protedlisis aumentada.

Variantes de VWD-Fenotipo

Es causada por defectos cuantitativos y cualitativos
del VWFE.

Segun los mecanismos fisiopatolégicos (Tabla II) se
agrupan en:

Tabla Il. Clasificacion de la VWD.

Tipo de VWD Caracterizado por
VWD1 Deficiencia cuantitativa del VWF
VWD2 Anormalidad cualitativa del VWF
Disminucién de la afinidad por la glicoproteina
VWD2A plaquetaria b . )
Disminucién o ausencia de los multimeros
grandes e intermedios
Aumento de la afinidad del VWF por la
VWD2B gll|coprotel|’na Iba ' )
Disminucién o ausencia de los multimeros
grandes
Disminucién de la afinidad por la glicoproteina
VWD2M plaquetaria |ba
Sin pérdida de multimeros grandes
VWD2N Defecto de la afinidad del VWF por el
factor VIII (*)
VWD3 Ausencia de VWF

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.



Defectos Cuantitativos

* Disminucién de la sintesis del VWF: tipos
VWD1 (deficiencia parcial) y VWD3 (deficien-
cia total).

¢ Disminucién marcada del VWF, pueden detec-
tarse multimeros extragrandes del VWF con
sobrevida del VWF acortada (depuracién anor-
mal): 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
patréon multimérico es normal; la concentracién en
plasma es variable (10-40 UI/dL), con valores normales
o disminuidos de VWF en plaquetas. Hay disminucién
de la sintesis del VWF y descenso secundario del FVIII.
Seguin los niveles plasmaticos se habla de VWD severo,
definido y probable VWD1 (34) (Tabla III). Las muta-
ciones 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 VWDI. Se ca-
racteriza por aumento de la depuracion del VWF (vida
media: <3 h). La disminucién de VWF (15-30 UI/dL) se
acompana de aumento del VWFpp/VWEF:Ag. Responde
a la infusién de DDAVP, pero los niveles de VWF decli-
nan rapidamente. El patrén multimérico muestra for-
mas extra grandes o bandas satélites disminuidas.

Tipo 3. Es el menos frecuente (1/105, segtin los grupos
étnicos) y con sintomas clinicos mas severos, VWF:RCo
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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
apariciéon de un codon de terminacién, con pérdida o
disminucién de sintesis de la proteina. Tanto las delecio-
nes como las mutaciones se localizan a lo largo de todo
el gen.

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

Tipo 2. Corresponde al 15-20% de los pacientes. Con
concentraciones de VWF:Ag y de FVIII:C normales
(>50 UI/dL), o disminuidas, hay discordancia entre acti-
vidad y cantidad de proteina, subdivididas en 2A, 2B, 2M
y 2N (5). Los 2A, 2B y 2M se caracterizan por VWF:RCo/
VWF:Ag<0,6 y el 2N por FVIII:C/VWF:Ag<0,7 (Tabla IV).

VWDZA. Caracterizada por mutaciones en su mayo-
ria localizadas en el dominio A2 (=73%), que alteran
la dimerizacion o multimerizacion del VWEF, con dismi-
nucién o ausencia de los HMWM e IMWM en plasma y
plaquetas. Se traduce en disminucién o ausencia de la
agregacion plaquetaria inducida con ristocetina (RIPA),
disminucién o ausencia de VWF:RCo y VWF:CB, nor-
mal o ligera disminucién de VWF:Ag y FVIII:C (35).

VWD2ZM. Caracterizada por mutaciones en su mayoria
en el dominio Al (=76%) que generan incapacidad de
union a la GPIba. La estructura multimérica es normal.

Tabla Ill. Diferencias en las pruebas de laboratorio entre variantes cuantitativas.

Laboratorio Tipo 1 severo Tipo 1 Probable tipo 1 Tipo 1C Tipo 3 Valor normal
TS Prolongada Prolongada Prolongada Prolongada Muy prolongada |<4,5 min
o cohibida
RP Normal Normal Normal Normal Normal 150-400x10°%/L
TTPA Prolongado Prolongado Normal o prolongado | Prolongado Muy prolongado | Segln reactivo usado
FVIII:C Ul/dL 10-15 15-30 30-49 15-30 <5 50-150
VWF:Ag Ul/dL 10-15 15-30 30-49 15-30 <5 50-150
VWF:RCo Ul/dL 10-15 15-30 30-49 10-15 <5 50-150
RCo/Ag Normal Normal Normal Normal No aplicable >0,6
Composicion Normal Normal Normal Aumento de Ausente Todos los multimeros
multimérica bandas satélites
ULMWM: Vicenza
Respuesta a la Respuesta Responde Responde Respuesta No responde
desmopresina insuficiente variable, con
sobrevida acortada
VWF Disminuido Normal, Variable Normal Ausente 0,1-0,4 U/10%q
intraplaquetario disminuido,
discordante
RIPA Disminuida o | Disminuida Variable Muy disminuida Ausente Positiva a >0,8 mg/mL
ausente
VWFpp/Ag Normal Normal Normal Aumentado No aplicable 0,9-2,14
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Tabla IV. Diferencias en las pruebas de laboratorio entre variantes cualitativas.

Laboratorio Tipo 2A Tipo 2M Subtipo 2CB Tipo 2B T Tipo 2NV Valor normal
TS Prolongada Prolongada Prolongada Prolongada Normal <45 min
RP Normal Normal Normal Disminuida Normal 150-400x10°%/L
TTPA Normal o prolongado | Normal o prolongado | Normal Normal o prolongado | Prolongado | Segln reactivo usado
FVIII:C Ul/dL Normal o disminuido | Normal o disminuido | Normal Normal o disminuido | Disminuido | 50-150
FVIII:C/Ag Normal Normal Normal Normal <0,7 >0,7
VWF:Ag Ul/dL Normal o disminuido | Normal o disminuido | Normal Normal o disminuido | Normal 50-150
VWF:RCo Ul/dL | Muy disminuido o Muy disminuido o Normal Disminuido o ausente | Normal 50-150
ausente ausente
RCo/Ag <0,6 <0,6 Normal <0,6 Normal >0,6
VWF:CB Ul/dL | Muy disminuido o Normal Muy Disminuido o Normal 60-130
(colageno tipo ) | ausente disminuido o | ausente
ausente
C1B/Ag <0,6 Normal <0,6 <0,6 Normal <0,6
Composicion Ausencia de HMWM | Normal Normal Disminucién o Normal Todos los
multimérica e IMWM ausencia de HMWM multimeros
Respuestaala |TS, VWF:RCoy VWF:RCo no corrige | VWF:C1B Induce FVIII:C no
desmopresina VWF:CB no corrigen no corrige plaquetopenia. responde
No se aconseja
RIPA Disminuida o Disminuida o Normal Positiva a baja Normal Positiva a
ausente ausente concentracién >0,8 mg/mL
(<0,7 mg/mL)
VWFpp/Ag Normal o aumentado | Normal Normal Normal o aumentado | Normal 0,9-2,14

Hay pérdida de la funcién del VWF, con VWF:RCo dismi-
nuido o ausente, con VWF:Ag y FVIII:C normales o leve-
mente disminuidos. El VWF:CB suele ser normal, aunque
depende del tipo de colageno utilizado en el ensayo. El
subtipo 2CB (mutaciones en el dominio A3) con deficien-
cia VWF:CB, pero con VWF:Ag, VWF:RCo y composicion
multimérica normales, se incluye en el VWD2M (36). Es-
tos casos estarian sub diagnosticados, dado que no siem-
pre se incluye el VWF:CB en el panel de evaluacion.

VWDZB. Todas las mutaciones responsables se loca-
lizan en el dominio Al. Estas producen aumento de la
afinidad del VWF por la GPIba (5) (ganancia de fun-
ci6n), detectada por el ensayo de RIPA a bajas dosis
(=0,7 mg/mL), donde el VWF anémalo es capaz de
aglutinar plaquetas a concentraciones subumbrales de
ristocetina (37). Hay ausencia de HMWM en plasma; el
VWF liberado se une a las plaquetas y es eliminado de
la circulacién, lo que puede producir trombocitopenia,
(30). Factores fisiologicos (edad sexo, grupo sanguineo),
ejercicio o situaciones de estrés (embarazo, infecciones,
cirugias) pueden agravar la trombocitopenia y el cuadro
clinico. Los mecanismos fisiopatologicos son dos:

— agregacion plaquetaria, seguida de remocion, lle-
vando a trombocitopenia y pérdida de HMWM y

— bloqueo de la GPIba y pérdida de la capacidad de
adhesion al subendotelio.

La p.V1316M altera senales plaquetarias y conduce
a inhibicién de la GPIIb-IIIa; la trombocitopatia resul-
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tante podria contribuir a la tendencia hemorragica. Se ha
descripto VWD2B atipico con perfil multimérico y recuen-
to de plaquetas normal (38).

VWDZN. Hay alteracioén en la capacidad del VWF de
unir FVIII, por mutaciones en los dominios D’-D3. Se
refleja en disminucién muy marcada del FVIIL:C, por
disminucién de su vida media, con VWF:Ag, VWF:RCo
y patron multimérico normales.

La prevalencia de los subtipos en nuestra casuisti-
ca es: 69,6%, posible VWD1; 13,5%, VWD1 definido;
0,35%, VWDI1 severo; 0,556%, VWD3; 9,5%, VWD2A,;
0,6%, VWD2B; 2,5%, VWD2M y 3,4%, VWD2N (34).

En la Figura 4 se muestra la localizacién mas frecuen-
te de las mutaciones responsables de las diferentes va-
riantes.

Anticuerpos anti-VWF

Se ha descripto la presencia de inhibidores en pa-
cientes poli transfundidos con VWD3 (39) con una
frecuencia de 5-10% (40). En algunos casos, la baja
recuperacion del VWF y/o la rapida depuracion luego
de la infusiéon de concentrados es el unico indicador
de la presencia de un anticuerpo. Pueden ser neutra-
lizantes (inhiben al VWF) o no neutralizantes (forman
complejos sin inhibir la funcién, pueden aumentar la
depuracion). También se han descripto autoanticuer-
pos. La mayoria de estos anticuerpos precipitan el VWF
en plasma normal.
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Figura 4. Localizacién mds frecuente de las mutaciones responsables de las distintas variantes de la VWD.

Sindrome de von Willebrand adquirido
(AVWS)

Frecuentemente no es reconocido o se lo considera
erréneamente como VWD. Se caracteriza por defec-
to del VWF secundario a sindromes linfoproliferativos
(48%) o mieloproliferativos (15%), enfermedades car-
diovasculares (21%; 40-46%) o malignas (5%), desor-
denes autoinmunes (2%) o menos frecuentemente,
hipotiroidismo, uremia; en algunos casos no se detecta
ningun desorden de base. Los posibles mecanismos fi-
siopatologicos son:

— depuraciéon aumentada mediada por anticuerpos,
-inhibicién de funcién mediada por anticuerpos,

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

El diagnéstico es complejo y dificil (dada la heteroge-
neidad de mecanismos subyacentes), lo cual complica el
manejo terapéutico (41).

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

Diagnéstico de laboratorio de VWD

La evaluacion clinica es fundamental para establecer
la historia personal y familiar de sangrado. Esto se com-
bina con una apropiada investigacion de laboratorio
para definir el fenotipo (39); en algunos casos la res-
puesta a la administraciéon de desmopresina (DDAVP),
utilizada en la terapéutica, puede ser un elemento diag-
noéstico adicional (43). El analisis genético contribuye en
algunas situaciones definidas a definir el diagnoéstico (39).

Se discutira la interpretacién y utilidad de los ele-
mentos diagnésticos disponibles desde ambos enfo-
ques: fenotipico y genotipico.

Enfoque Fenotipico

Estrategia Diagndstica. Cuando la clinica resulta com-
patible con VWD, se impone efectuar estudios de labo-
ratorio a fin de detectar el defecto y definir el fenotipo.
La Figura 5 resume la estrategia sugerida (43), que con-
siste en:

— determinar la historia personal y familiar de san-

grado.

— realizar pruebas “generales” de “screening”, que no

confirman ni excluyen VWD
— evaluar el VWF (funcional e inmunolégico) y el
FVIII para diagnosticar VWD

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

Las formas severas son mas faciles de diagnosticar.
Dada la variabilidad ya mencionada, se impone repetir y
confirmar los hallazgos en momentos diferentes, conside-
rando las numerosas variables (ejercicio fisico, cigarrillo,
estrés, diabetes, hipotiroidismo, etc.) que afectan los re-
sultados de las pruebas de laboratorio, en especial en indi-
viduos con clinica leve. También se evaluara la necesidad
o importancia de estudiar a otros miembros de la familia.

Pruebas utilizadas en la evaluacién
del fenotipo

Las pruebas se dividen en screening o pesquisa, diag-
nosticas (FVIII/VWEF), confirmatorias (clasificacién) y
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Figura 5. Estrategia diagndstica para estudiar pacientes con sintomatologia hemorragica

otras. El algoritmo diagnéstico (Fig. 6) integra los re-
sultados de las pruebas, para permitir la clasificacion de
los pacientes en los diferentes tipos de VWD.

Pruebas “generales” de screening (pesquisa)

Comprenden la evaluaciéon de la funcién (tiempo
de sangria, PFA-100) y namero de plaquetas (recuento

—» Ausente ——— RAVDK]

de plaquetas), asi como de las diferentes vias del me-
canismo de coagulaciéon (TTPA; TP; TT). Hay discu-
si6n respecto a la utilidad del tiempo de sangria. Como
objeciones se plantea que es invasivo, no-especifico y
poco reproducible (operador, presion del manguito,
localizacion/direccion/ profundidad del corte, llan-
to y/o movimiento) (44). Se correlaciona bien con
los sintomas clinicos; el resultado es variable segtn el
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tipo de VWD (muy prolongado: tipo severo y defectos
cualitativos 2A/2B/2M); prolongado o normal: tipo 1.
Los métodos mas aceptados son: Ivy y Mielke (mas sen-
sible). No hay consenso para incluir la determinacién
con PFA-100, aunque hay laboratorios que lo hacen. Es
mas sensible que el TS; atin no se conoce su especifici-
dad; se necesitan mas datos para su recomendacién 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 pes-
quisa del subtipo VWD 2B, donde puede estar disminui-
do. El TTPA, a pesar de utilizar reactivos sensibles, s6lo
se altera si hay disminucién de FVIII (<40-50 UIl/dL),
secundaria a disminucion del VWF (VWD3, VWD2N, al-
gunos VWD1); por lo tanto es frecuentemente normal
(44). Los estudios de mezclas con plasma normal per-
miten evidenciar inhibidores (34). La utilidad de estas
pruebas es discutida, su valor reside en evidenciar otros
desérdenes que pudieran ser responsables o contribuir
al cuadro clinico del paciente. En individuos con clara
sospecha clinica de VWD y/o historia familiar, se reco-
mienda investigar directamente FVIII y VWF (43).

Pruebas diagnoésticas-FVII/VWF

La evaluacion se realiza mediante: -estimacion (in-
munolégica) de la concentracién del VWF en plasma
(VWF:Ag); -evaluaci6n de la actividad (VWF:RCo, unién
a GPIb, anticuerpos anti-Dominio Al); -determinacion
de la actividad de FVIII (FVIII:C), reflejo indirecto de
la funcién del VWE.

— VWF:Ag

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

- ACTIVIDAD DE VWF

VWF:RCo. Refleja la interaccion del VWF con la
GPIb/IX/V. Es la prueba elegida para evaluar la ac-
tividad del VWF. Se basa en la propiedad del VWF de
aglutinar plaquetas en presencia de ristocetina in vitro
y cuantificando la aglutinacién producida. Alteraciones
en los 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 va-
riaciéon intra e inter laboratorio (10-40%), sobre todo
en valores <15 UI/dL y tiene baja sensibilidad en ni-
veles <10 UI/dL. Hay polimorfismos (p.Asp1472His),
que pueden disminuir la unién a la ristocetina y otros
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(p-Alal381Thr) tienen mayor afinidad por la GPIba,
por lo que dan valores artificialmente bajos/altos de
VWEF:RCo (47). Los métodos automatizados disminu-
yen la variacién intra e inter ensayo, pero no la sensibili-
dad, dando resultados mas elevados (48). En pacientes
con bajo VWF:RCo (<10UI/dL) y sospecha clinica de
inhibidor, se debe repetir el ensayo en mezclas con plas-
ma normal para descartar su presencia mediante (34).

VWF:Actividad (VWF:Act). Se basa en técnicas de ELI-
SA o LIA (o quimioluminiscencia de mayor sensibilidad
que LIA), utiliza anticuerpos monoclonales anti-VWF
o anti-GPIb que reconocen el sitio de unién a la GPIb
(dominio Al) o al VWF respectivamente. Son técnicas
mas reproducibles y sencillas que el VWF:RCo, pero es
discutida su capacidad y utilidad para detectar alteracio-
nes estructurales o funcionales el VWF. Estos métodos
deben ser refrendados a través de estudios en pacientes
con VWD tipo 2.

- Fvili:C

Mide la actividad coagulante. En el contexto de la
evaluacion de VWD, es reflejo indirecto de la capaci-
dad del VWF de unir FVIII y estabilizar su vida media.
La metodologia mas utilizada es el método en “una eta-
pa” (automatizado, semi-automatizado o manual) (44).
También es posible determinarlo mediante sustratos
cromogénicos (44). Puede existir discordancia entre
ambos métodos (defectos moleculares, inhibidores).

- COCIENTES

Losresultados de actividad de VWF deben ser analiza-
dos junto con los niveles de VWF:Ag y FVIII:C para una
mejor interpretacion diagnéstica. En individuos nor-
males, la relacion 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/VWEF:Ag, donde va-
lores <0,6 sugieren la presencia de VWF 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 la-
boratorios contar con valores de corte propios, conside-
rando la metodologia aplicada.

Pruebas complementarias - Clasificacion

Incluyen Multimeros, RIPA, VWF:CB, VWF:VIIIB y
VWFpp

- MULTIMEROS

El analisis de la concentracion relativa de multimeros
de diferente tamano es una prueba, compleja y laborio-
sa. Consiste en la electroforesis de plasma o lisado pla-
quetario en geles de SDS-agarosa, con posterior identi-
ficacién de los multimeros con anticuerpos anti VWE,
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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 y pequenos) o “alta resolucién” (1,7%)
donde no se observan los multimeros grandes y se dis-
tingue la estructura de los tripletes (44). En general, el
estudio se inicia a baja resolucion, para detectar ausen-
cia de multimeros grandes. La alta resolucion 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 1til para diagnosticar
algunas variantes, en especial del tipo 2.

— AGREGACION PLAQUETARIA INDUCIDA POR
RISTOCETINA (RIPA)

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

— RIPA-BAJAS DOSIS (RIPA, ;)

Se induce agregaciéon con concentraciones sub-um-
brales de ristocetina (<0,7 mg/mL) que no producen
agregacién en individuos normales, pero si en pacien-
tes con ganancia de funcion del VWF (VWD2B) o mu-
taciones en la GPIba (PT-VWD). La prueba es critica
para detectar VWD2B (43). S6lo 69% de los VWD2B
tienen RIPA positiva a 0,5 mg/mL (50), concentraciéon
internacionalmente 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 RIPA, ; positivo sin trom-
bocitopenia ni VWF:RCo/VWF:Ag anormal, especial-
mente en el caso de mujeres.

— UNION VWF-COLAGENO (VWF:CB)

Mide la capacidad del VWF plasmatico de unirse al
colageno, principalmente a través del sitio de unién en
el domino A3 (47). El método de deteccion es ELISA
(47) o como alternativa, con alta sensibilidad, citome-
tria de flujo. La reaccion es dependiente de la estructu-
ra multimérica, las formas grandes tienen mayor avidez
por el colidgeno; ademads, influye el origen y tipo del
colageno. Puede distinguir VWD2M con mutaciones
en los dominios Al o A3; el colageno tipo IHII tiene
alta afinidad por el dominio A3 del VWF y menor afi-
nidad por el dominio Al; los colagenos tipo IV y VI se
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unen especificamente al dominio Al (52). En pacientes
con sintomas hemorragicos sin alteracion de VWF:Ag
y VWF:RCo, se deben considerar posibles mutaciones
en A3, detectadas utilizando coldgeno I-III. No hay con-
senso respecto a incluir o no el VWF:CB (43) junto al
VWEF:RCo en el estudio inicial de VWD; su importancia
radicaria en detectar defectos en la unién al colageno,
con VWF:RCo normal (44).

— UNION VWF-FVIII (YWF:FVIIIB)

Evalia la habilidad del VWF a unirse a FVIII normal
(ex6geno) (47). Se determina por ELISA; se ensaya
cuando el FVIII:C/Ag<0,7, para diferenciar VWD2N de
hemofilia A. Presenta problemas de estandardizacién
(falta estandares y de control de calidad externo) y re-
producibilidad (falsos positivos) (43).

— PROPEPTIDO VWF (VWFpp)

Se determina por ELISA usando anticuerpos de cap-
tura contra el VWFpp. Su nivel plasmatico es proporcio-
nal al VWF:Ag y refleja la sintesis del VWF. El aumento
de la relacion VWFpp/VWF:Ag (>2) indica mayor de-
puracion del VWF causada por diferentes mecanismos
(4) (tipo 1C-Vicenza, AVWS) y predice una sobrevida
acortada post-administracion de DDAVP (4).

En las Tablas III y IV se resumen los resultados de las
pruebas de laboratorio en cada una de las variantes de
la enfermedad.

Otras pruebas
— ANTICUERPOS ANTI-VWF

Los ensayos para detectar anticuerpos anti-VWF no
estan claramente establecidos. Es posible evidenciarlos
mediante pruebas de correcciéon con plasma normal en
los ensayos de VWF:RCo, VWF:CB, VWF:Ag y/o FVIII.
El efecto no es tiempo-temperatura dependiente, el ti-
tulo se establece mediante una modificaciéon del méto-
do 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 méto-
dos de ELISA (sensibles, pero con presencia de falsos
positivos). Se recomienda realizar la biusqueda de an-
ticuerpos por ambos métodos: -ensayos de correccion
con normal y -ELISA (40).

— DIAGNOSTICO DIFERENCIAL ENTRE
VWD 2B Y PT-VWD

Es obligatorio, dado que el tratamiento médico es
diferente; sin embargo, no es sencillo, habiéndose re-
portado PT-VWD en 15% de casos inicialmente consi-
derados VWD2B. Se deben realizar analisis de mezclas
(54) y la agregacién con crio precipitado o concentrado



de VWF. Ambas pruebas son orientadoras. El diagnoés-
tico definitivo se realiza mediante analisis genotipico
(busqueda de mutaciones en el exén 28 del gen VWEy
en el gen GPIBA).

Respuesta al DDAVP del paciente: Como prueba adi-
cional se pueden tener en cuenta los datos que provie-
nen de la misma. Como se muestra en las Tablas Il y IV,
el perfil de laboratorio observado dependera del tipo
de VWD.

Consideraciones pre-analiticas

Es fundamental un adecuado proceso pre-analitico
(55). Defectos en la toma (inadecuada puncién o rela-
cién anticoagulante/plasma, exceso de aplicacion del
torniquete), separacion, transporte y/o almacenamiento
de la muestra pueden dar resultados falsos. E1 FVIII es
sensible tanto a la activacién por trazas de trombina como
ala degradacion, favorecida por cambios de pH, etc. Pue-
de haber alteraciones del VWF con, por ejemplo, pérdi-
da de la estructura multimérica. El complejo FVIII-VWF
es sensible a multiples estimulos o situaciones fisiopato-
légicas (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 ninos. No se recomienda estudiar a menores
de 6 meses de edad. Durante el ciclo menstrual se sugiere
realizar los estudios preferentemente durante los tres pri-
meros 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 poblacion estudiada, con la meto-
dologia aplicada en cada laboratorio. FVIII, VWF:Ag,
VWEF:RCo, VWF:CB, VWFpp se calibran frente al estan-
dar internacional 07/316 del National Institute of Biolo-
gical Standards and Control (NIBSC), Londres. Como se
mencioné anteriormente, no serian necesarios rangos
para cada grupo ABO; el nivel de VWF condicionaria
el riesgo de sangrado (44). No se utilizan valores de re-
ferencia por grupo etario, pero es importante recordar
que VWF y FVIIT aumentan con la edad.

Enfoque Genotipico

El andlisis 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 determi-
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nadas del ADN complementario (ADNc) (34); también
puede contribuir al consejo genético y prenatal o pre-
decir el desarrollo de inhibidores en VWD3 (43). Des-
afortunadamente, el gran tamano del gen VWFy la alta
frecuencia de variaciones (SNP) no patolégicas limita
la utilidad del diagnéstico genético. No todos los pa-
cientes tienen mutaciones identificables, en especial los
VWD1, donde la presencia de mutaciones seria mas co-
mun en pacientes con VWF:Ag<20-39 UI/dL. La situa-
cién es compleja, al no haberse establecido claramente
la relacién genotipo-fenotipo (39). La probabilidad de
detectar el defecto genético es baja y requiere una eva-
luacién 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 con-
tribucién a la resolucién de casos de dificil diagnéstico,
lo cual probablemente arroje una nueva luz para simpli-
ficar la actual clasificacion de la VWD.

Estudio genotipico

El analisis genotipico se realiza mediante la secuen-
ciacion directa (Método de Sanger) de los fragmentos
de interés, previamente amplificados por técnicas de
PCR. Luego de la secuenciacién, se compara el elec-
troferograma del paciente frente a la secuencia normal
(55). Se pueden utilizar métodos de screening como el
Conformation Sensitive Gel Electrophoresis (CSGE) que per-
mite el chequeo rapido de varios exones y pacientes. Si
bien es sencillo y econémico, hay que validar el método
mediante la secuenciacién del ex6n de interés.

Analisis de prediccion in silico

Las herramientas de prediccion n silico estan siendo
usadas cada vez mas. El objetivo de estos programas es
identificar el dano producido o no por un cambio de
nucleétido y como este cambio afecta o no la estructuray
funcién de la proteina en estudio, y por ende el fenotipo.
Son una herramienta muy util para la caracterizaciéon de
nuevas sustituciones nucleotidicas, cuando los estudios
de expresion son dificiles de realizar. Los mas difundi-
dos son: PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/
pph2/) y SIFT (http://sift.bii.a-star.edu.sg/).

Analisis de alineamiento

Frente a la presencia de cambios nucleotidicos no
previamente descriptos, se realiza el alineamiento del
exon afectado del VWF humano con el de otras espe-
cies. Si la posicion en estudio se corresponde con un re-
siduo altamente conservado a lo largo del arbol filoge-
nético, es altamente improbable que dicha posicion tolere
sustituciones sin cambios en las caracteristicas funcionales
del VWE. Existen diversas aplicaciones informaticas, como
UniProt KB (http://vww.uniprot.org).
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Casos

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

1- Diagnéstico diferencial VWD2B
vs. PT-VWD

Paciente (varén, 23 anos) con fenotipo de sangra-
do importante (BS: 11), macro trombocitopenia, RI-
PA, , positivo a 0,3 mg/mL de ristocetina y VWF:RCo/
VWF:Ag<0,2, compatible con VWD2B. Sin embargo, el
estudio diferencial de mezclas y desafio con crio precipi-
tados era compatible con PI-VWD. Se estudié el ex6n 28
tanto en el paciente como en su madre, no encontrando
mutaciones. En el exén 2 del gen GPIBA se detecté una
sustitucién G>T localizada en la posicion 738 del c.ADN,
resultando en un cambio de aminoacido en el residuo 246
(p-Trp246Leu). La madre no es portadora de la mutacion;
el padre no pudo estudiarse (no reside en el pais). El ana-
lisis in silico determiné que el cambio afecta la integridad
de la proteina; el cambio no se localiz6 en los 100 alelos
normales estudiados. Se confirmé el diagnéstico 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 anos) (BS: 6) que se estudia en la se-
mana 10 de embarazo: TS>9 min; FVIII:C=56 Ul/
dL; VWF:Ag=47 Ul/dL; VWF:RCo<10 UI/dL; RCo/
Ag=0,21; VWF:CB=6 Ul/dL; CB/Ag<0,13; 150.000
plaquetas/l()gL; RIPA 1,2 mg/mL normal; RIPA,
0,5 mg/mL ausente; ausencia de HMWM. Semana
26: TS=7 min; FVIII:C=90 UI/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 0,5 y 0,4 mg/
mL positivos. Dado que es infrecuente la presencia de
VWEF: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 plaque-
tas en el limite; lo que sugeria un fenotipo VWD2B. El
RIPA 0,5 mg/mL ausente en el 1° estudio podria rela-
cionarse al VWF:RCo<10 UI/dL. En un 2° estudio, el
aumento del VWF:RCo por el embarazo indujo trom-
bocitopenia y positivizo el RIPA, ; a 0,5y 0,4 mg/mL.
Se pens6 que en esta paciente, se requerié un minimo
nivel de VWF:RCo para positivizar RIPA, ;. Se procedié
arealizar el andlisis genético, detectindose la mutacién
p-Argl308Cys) en heterocigosis, confirmando el diag-
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néstico de VWD2B. La positivizacion del RIPA y la trom-
bocitopenia observados con la progresion del embara-
zoy la genotipificacién fueron decisivos para confirmar
el diagnostico (34).

3- Mutaciones de novo

Se hall6 la p.Y1542D en una nina (2 afios) con fenotipo
de sangrado (BS: 2) y diagnostico 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 mutacién hallada en
el propésito. La Tabla V muestra el haplotipo del prop6si-
to y de su padre. Confirmada la paternidad, se determina
la presencia de la mutacién de novo.

Tabla V. Haplotipo de la nifia con la p.Y1542D y su padre.

Paciente SNP Frecqencta Padre Hija
publicada
Exén 13 1451 A/IG 0,43/0,57 G/G AG
2365 A/G 0,56/0,44 A/A A/A
Exon 18 2385 T/C 0,65/0,35 T T
4141 AG 0,41/0,59 A/G A/G
Exén 28 4641 T/C 0,4/0,6 T/C T/C
4665 A/IC 0,64/0,36 A/A A/A

Conclusiones

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

Enfoque fenotipico

La expresion del VWF y su concentracién en plasma
es variable, dependiendo de factores genéticos y no ge-
néticos; ello puede enmascarar el defecto y complicar el
diagnéstico. Hay dificultades metodoloégicas y pre-ana-
liticas que deben considerarse. Los problemas pueden
ser minimizados mejorando los métodos de deteccion,
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,
infeccion, embarazo, tratamiento hormonal, corticoi-
des, etc. Hay que confirmar los resultados, considerar
datos adicionales como la respuesta al DDAVP en el
analisis final.

Enfoque genotipico

Si bien el diagnéstico y la clasificacién no requieren
en general del analisis genético hay situaciones especia-



les donde la genotipificaciéon es mandatoria para lograr
el diagnéstico diferencial entre VWD2N vs. Hemofilia
A 0 VWD2B vs. PT-VWD, entre VWD2M y VWD1 severo;
puede también contribuir al consejo genético y mejo-
rar el manejo clinico (VWD3). La nuevas metodologias,
como los estudios in silico, facilitan su aplicacion en la
resolucion de casos complejos, donde el fenotipo pueda
inducir a un error diagnéstico o no permita caracteri-
zar adecuadamente el defecto. La correcta clasificacion
tiene implicancias terapéuticas, como administrar con-
centrados de VWF en lugar de concentrados de FVIII
(VWD2N us. hemotfilia) o concentrados de VWF en lu-
gar de reemplazo de plaquetas (VWD2B vs. PT-VWD).

Hay un camino a recorrer antes de contar con prue-
bas accesibles que permitan la caracterizaciéon inequi-
voca (fenotipica y genotipica) del VWD. Es necesario
aclarar que hasta ahora, no hay ninguna prueba de
laboratorio, fenotipica o genotipica que se relacione
como marcador de riesgo de sangrado.
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