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Resumen

La evaluacién de multimeros del factor de von Wi-
llebrand (VWEF) es parte esencial del diagndstico
de algunas variantes de la enfermedad de von Wi-
llebrand (VWD). Mediante técnicas electroforéticas
adecuadas se pueden estimar los multimeros de peso
molecular bajo (LMWM), intermedio (IMWM),
alto (HMWM) y ultra-alto (UHMWM).

El objetivo del presente trabajo es determinar si el
perfil multimérico obtenido mediante electroforesis
en gel de agarosa seguido de inmunofijacién en sis-
tema semiautomatico (Hydragel 5) y el obtenido me-
diante el método de referencia son comparables. Se
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analizaron 24 muestras: 4 de pacientes con sindrome

de von Willebrand adquirido (AVWS) secundarios

a sindrome mieloproliferativo con trombocitosis

(MPS-T), 18 de pacientes con VWD de diferente

tipo y 2 de pacientes con purpura trombocitopénica

trombotica (PTT).

Se realiz6 la medicién con dos metodologias dife-

rentes:

« Multimeros por método semiautomatico: electro-
foresis SDS-agarosa seguida de inmunofijacion
usando Hydragel 5 von Willebrand Multimers kit
en el instrumento Hydrasys 2 (Sebia), analizado
mediante programa Phoresis.
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« Multimeros por método de referencia: electrofore-
sis SDS-agarosa seguida de inmunofijaciéon usan-
do anticuerpos policlonales: anti-VWF humana
desarrollado en conejo, anti IgG de conejo desa-
rrollado en cerdo/biotinilado, avidina peroxidasa
y reveladas con 4Cl-1-Naftol. Perfil multimérico:
analizado mediante ImageQuant TL 8.1 (GE Heal-
thcare).

Las muestras de pacientes con AVWS mostraron

una disminucion de HMWM. Aquéllas con VWD

tipo 1 mostraron un perfil multimérico normal. Se
detectaron UHMWM en las muestras de pacientes
con PTT.

Con respecto a las muestras de pacientes con VWD

tipo 2, 2A, 2B y 2M, se obtuvo buena concordancia

entre ambos métodos.

El método semiautomatico parece ser ttil y apropia-

do como tamizaje de perfiles multiméricos de VWF

en laboratorios clinicos de Hemostasia, analizados
por profesionales con alta experiencia en el diagnos-
tico de VWD.

Abstract
The evaluation of the von Willebrand factor (VWF)
multimers is an essential part of the diagnosis of
some variants of the von Willebrand disease (VWD).
Using appropriate electrophoretic techniques, low
(LMWM), intermediate (IMWM), high (HMWM)
and ultra-high (UHMWM) molecular weight mul-
timers can be estimated.
The aim of the study was to determine whether the
multimeric profile obtained by agarose gel electro-
phoresis followed by immunofixation in a semi-au-
tomated system (Hydragel 5) and by the reference
method are comparable.
24 samples were analyzed: four from patients with
acquired von Willebrand syndrome (AVWS) sec-
ondary to myeloproliferative syndrome with throm-
bocytosis (MPS-T), 18 from patients with VWD of
different types, and 2 from patients with thrombotic
thrombocytopenic purpura (TTP).

The measurement was performed with two different

methodologies:

« Multimers by semiautomatic method: SDS-Aga-
rose electrophoresis followed by immunofixation
using Hydragel 5 von Willebrand Multimers kit
on the Hydrasys 2 instrument (Sebia), analyzed by
the Phoresis program.

« Multimers by reference method: SDS-agarose
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electrophoresis followed by immunofixation using
polyclonal antibodies: rabbit anti-human VWE
pig-grown/biotinylated rabbit IgG, avidin perox-
idase and revealed with 4Cl-1-naphthol. Multim-
eric profile: analyzed by ImageQuant TL 8.1 (GE
Healthcare).
AVWS samples showed decreased HMWM, while
type 1 VWD samples showed a normal multimeric
profile. UHMWM were detected in the TTP sam-
ples.
Considering the VWD type 2 samples, 2A, 2B and
2M, a good agreement was obtained between both
methods.
The semi-automated method seems to be useful and
appropriate for screening VWF multimeric profiles
in hemostasis clinical laboratories analyzed by high-
ly specialized staff in the diagnosis of VWD.

Introduccion

La enfermedad de von Willebrand (VWD) es el des-
orden hemorragico congénito mas frecuente y se
produce por la deficiencia y/o alteracién del factor
von Willebrand (VWE). El VWF es una glicoprotei-
na multimérica que se sintetiza en las células endo-
teliales y megacariocitos y se almacena en las orga-
nelas de deposito: los cuerpos de Weibel Palade en
las células endoteliales y los a-granulos plaquetarios.
Ademds, este factor circula en el plasma unido al fac-
tor VIII, protegiéndolo de la protedlisis mediada por
inhibidores fisiologicos”. La unidad funcional esta
conformada por un mondémero, que luego dimeriza,
a través de uniones S-S en el dominio VWEF-CK, en
el extremo C-terminal. Luego de sucesivos pasos de
O- y N-glicosilacién, se produce la unién de los di-
meros en multimeros, mediante uniones S-S entre el
dominio VWEF-D3. Los multimeros de VWF inclu-
yen formas de peso molecular bajo (LMWM), inter-
medio (IMWM), alto (HMWM) y formas de peso
molecular ultragrandes (UHMWM). E1 VWF alma-
cenado en las organelas de depdsito y posteriormen-
teliberado por la via secretoria es ricoen UHMWM,
mientras que el VWF plasmatico secretado consti-
tutivamente presenta multimeros pequefos, inter-
medios y grandes®. Los UHMWM son altamente
trombogénicos y son degradados, una vez liberados,
por la metaloproteasa plasmatica ADAMTSI13, en-
zima que cliva especificamente al VWF entre los re-
siduos Tyr1605-Met1606 localizados en el dominio
VWE-A20,
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Una de las funciones del VWF es participar de la he-
mostasia primaria, dada por su capacidad de union
al colageno subendotelial (principalmente a través
del dominio VWF-A3), propiciando la adhesividad
plaquetaria a través de la union a la glicoproteina
1ba (GPIba) que forma parte del complejo Ib-IX-V,
a través del dominio VWF-A1. También participa
en la hemostasia secundaria, al transportar al FVII-
I:C y protegerlo de la prote¢lisis por sus inhibidores
naturales. Ademads, favorece la agregacion plaque-
taria mediante su capacidad de unién a la integri-
na a2b-B3 a través del péptido Arg-Gly-Asp en el
dominio VWF-C4. La actividad adhesiva del VWF
depende del tamafio de sus multimeros® y la orga-
nizacién multimérica es fundamental para la fun-
cionalidad del VWF®).

La VWD se clasifica en: variantes cuantitativas y va-
riantes cualitativas. Las variantes cuantitativas son:
VWD tipo 1 y tipo 3; el tipo 1 es la deficiencia leve,
mientras que el tipo 3 es severo. Las variantes cuali-
tativas, el tipo 2, se subclasifican a su vez en: VWD
2A,2B,2M y 2N,

La historia personal y familiar de sangrado, ya sea
espontaneo o debido a trauma, cirugia, post parto,
etc.!! en conjunto con los resultados de laboratorio
son importantes para arribar al diagndstico en cada
paciente individual y a una correcta clasificacion de
la enfermedad.

Por otro lado, para varios subtipos cualitativos se re-
quiere realizar un diagndstico diferencial con otras
alteraciones que pueden cursar con la misma clinica
y que, ademas, pueden presentar resultados simila-
res de ciertas pruebas de laboratorio.

Las pruebas generales de laboratorio, como tiempo
de protrombina, APTT, tiempo de trombina y fibri-
ndgeno, no confirman ni excluyen VWD, ya que no
tienen la suficiente sensibilidad. Las pruebas espe-
cificas, como la medicion de VWF (funcional e in-
munoldgico) y del factor VIII, son necesarias para
el diagndstico, mientras que las pruebas comple-
mentarias, como la agregacion plaquetaria con ris-
tocetina (RIPA) a bajas dosis y la determinacion de
multimeros del VWE, permiten clasificar a la VWD
en diferentes tipos"). Recientemente se ha publica-
do una guia diagnoéstica basada en evidencia, con-
sensuada entre 4 sociedades cientificas: Sociedad
Americana de Hematologia, Sociedad Internacional
de Trombosis y Hemostasia, Fundacién Nacional
de la Hemofilia de Estados Unidos y la Federacion
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Mundial de la Hemofilia, que recomienda los pasos
a seguir para el diagndstico de los diferentes tipos
de VWD®.
El ensayo para evaluar los multimeros del VWF
es parte importante en el diagndstico de la VWD.
A través del mismo se puede estimar todo el per-
fil multimérico (LMWM, IMWM, HMWM y UH-
MWM) cuali y cuantitativamente. No sélo se evalda
la presencia o ausencia de una fraccién multimérica,
sino que también se puede evaluar la intensidad de
las bandas que conforman los diferentes multime-
ros, dato importante en el caso de protedlisis altera-
da del VWE.

Esta prueba se puede utilizar para distinguir el tipo

2A y 2B VWD del tipo 2M (o tipo 1) y del AVWS.

Sin embargo, el andlisis multimérico actualmente

solo se realiza en un nimero limitado de laborato-

rios especializados por ser técnicamente largo, labo-
rioso y de dificil estandarizacion.

Sus dificultades metodolégicas pueden llevar a re-

sultados errdneos en la interpretacion de las varian-

tes de la enfermedad®® y eso lo transforma en una
metodologia utilizada en segunda linea en el diag-
noéstico de VWD.

En los ultimos afios se diseid un kit denominado

Hydragel 5 von Willebrand Multimers (Sebia) des-

tinado a la deteccion y analisis de la distribucion de

los multimeros del VWF del plasma humano me-
diante electroforesis e inmunofijacion en gel de aga-

rosa en el sistema semiautomatico Hydrasys 2.

El andlisis se realiza en 2 etapas:

o electroforesis en gel de agarosa para separar las
proteinas del plasma,

« inmunofijacién con un antisuero anti-VWF y un
anticuerpo marcado con peroxidasa que, al ser
presentados ante el sustrato en presencia de pe-
réxido de hidrégeno, pondra en evidencia el perfil
multimérico correspondiente.

El kit provee los geles ya preparados y el sistema

semiautomatico Hydrasys 2 realiza todas las etapas

necesarias para obtener geles listos para su interpre-
tacion®.

Este kit se presenta como una técnica mas simplifi-

cada para evaluar el perfil multimérico del VWF con

respecto a la técnica tradicional y de referencia que
es la electroforesis en SDS-PAGE".

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es deter-

minar si los perfiles multiméricos obtenidos me-

diante electroforesis en gel de agarosa seguido de
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inmunofijacion en sistema semiautomatico (Hydra-
gel 5) son comparables a los obtenidos mediante el
método tradicional realizado en un centro de refe-
rencia parala VWD.

Materiales y métodos

Se analizaron un total de 24 muestras. 4 con diag-

nostico de sindrome de von Willebrand adquirido

(AVWS) secundarios a sindrome mieloproliferativo

con trombocitosis (MPS-T), mientras que 18 mues-

tras presentaban algun tipo de VWD: 6 tipo 1, 9

tipo 2 (confirmados mediante biologia molecular), 1

probable tipo 2N, 2 tipo 2 por discordancia entre ac-

tividad y niveles antigénicos de VWF no clasificado,

y 2 purpura trombocitopénica trombética (PTT).

Las muestras fueron analizadas por dos metodolo-

gias diferentes para determinar el perfil multiméri-

co:

« multimeros por método semiautomatico: electro-
foresis SDS-Agarosa seguida de inmunofijacién
usando Hydragel 5 von Willebrand Multimers kit
en el instrumento Hydrasys 2 (Sebia), analizado
mediante el programa Phoresis.

« multimeros por método de referencia: electrofore-
sis SDS-agarosa seguida de inmunofijaciéon usan-
do anticuerpos policlonales: anti-VWF humana
desarrollado en conejo, anti IgG de conejo desa-
rrollado en cerdo/biotinilado, avidina peroxidasa
y reveladas con 4Cl-1-naftol. Perfil multimérico:
analizado mediante ImageQuant TL 8.1 (GE Heal-
thcare)®.

Estudios genotipicos: el DNA genémico fue extrai-

do de leucocitos de sangre periférica. El exon 28 del

gen de VWE, que abarca los dominios VWEF-A1 y

A2, fue amplificado por PCR en Perkin-Elmer Ther-

mocycler 2400. Existe un pseudogen localizado en

el cromosoma 22 que tiene alta homologia con el

VWEF entre los exones 23 al 34; por lo tanto, los ce-

badores se disefiaron evitando la amplificacion del

mismo. Dado el gran tamaio del ex6n 28, se estudi6
por fragmentos, mediante técnica de PCR anidada.

Se realizd la secuenciacion directa del DNA ampli-

ficado por la técnica automatizada de Sanger en el

secuenciador automatico ABI Prism 310 Genetic

Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA)®'?.

Para confirmar la presencia de variantes genotipicas

causales de la enfermedad (VGCE) se secuencié la

cadena complementaria.

La determinacion del nivel antigénico y de actividad
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del VWF se realizé mediante técnicas inmunotur-
bidimétricas automatizadas para coagulémetros fo-
to-opticos.

Debido a que se trataba de muestras de descarte, ya
informadas, que fueron almacenadas con fines edu-
cativos y académicos, y por el tipo de disefio del es-
tudio establecido en el protocolo que fue aprobado
por el comité de ética (CEPI), no se solicitd firma
de consentimientos a los pacientes cuyas muestras
fueron utilizadas.

La técnica comercial no presenta controles de cali-
dad en el kit. Sin embargo, la muestra de pool nor-
mal que se corre en cada gel, podria funcionar como
un control normal ademas de ser usado como perfil
comparativo para el resto de las muestras largadas
en ese mismo gel.

Resultados

Los perfiles multiméricos obtenidos con ambas me-
todologias junto con las VGCE detectadas para cada
muestra se detallan en las tablas 1 y 2, asi como los
valores de VWF antigénico (VWF:Ag), su actividad
(VWE:RCo) y el cociente VWF:RCo/VWF:Ag.
Cada gel fue procesado en una jornada laboral, lo
que se traduce en menores tiempos de procesamien-
to, a diferencia de la técnica local, que requiere ha-
bitualmente dos jornadas laborales. En los escaneos
de densitometria realizada del gel a través del pro-
grama Phoresis se consider¢ de izquierda a derecha
LMWM picos 1 a 3, IMWM picos 4 a 7, HMWM
picos 7 en adelante, segtn las recomendaciones del
fabricante.

Al evaluar los diferentes geles obtenidos en las jor-
nadas laborales notamos que aquellas muestras
compatibles con AVWS en pacientes con sindromes
mieloproliferativos crénicos con trombocitosis pre-
sentaron cocientes VWEF:RCo/VWEF:Ag entre 0,3-
0,48 y mostraron una disminucién de los HMWM
con aumento de IMWM y LMWM (Figura 1).

El perfil multimérico obtenido de las muestras con
VWD tipo 1 fue normal, es decir, se visualizaron to-
dos los picos correspondientes a los diferentes mul-
timeros. La diferencia entre este perfil multimérico
con el del pool normal es la altura alcanzada por di-
chos picos, ya que la misma va a depender del nivel
de VWF (Figura 2).

En el caso de las muestras con PTT, se detectaron
UHMWM. (Figura 3).

En las muestras con VWD tipo 2 se obtuvo buena
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Tabla 1. Resultados de muestras con VWD tipo 1, AVWS, PTT y un probable VWD tipo 2N

VWE:Ag: VWF antigénico; VWF:RCo: actividad de cofactor de ristocetina; VWD: enfermedad de von Willebrand;
PTT: purpura trombocitopénica trombédtica; HMWM: multimeros de alto peso molecular; IMWM: multimeros de
peso molecular intermedio; LMWM: multimeros de bajo peso molecular; UHMWM: multimeros extragrandes.

Tabla 2. Resultados de 9 muestras con VWD tipo 2 clasificadas previamente

VWE:Ag: VWF antigénico; VWEF:RCo: actividad de cofactor de ristocetina; VWD: enfermedad de von Willebrand;
HMWM: multimeros de alto peso molecular; IMWM: multimeros de peso molecular intermedio; LMWM: multime-
ros de bajo peso molecular; UHMWM: multimeros extragrandes; VGCE: variante genotipica causal de enfermedad.

Figura 1. Perfil multimérico obtenido mediante la técnica Hydragel 5 von Willebrand multimers, para una

muestra con AVWS. El grafico designado con la letra N corresponde al pool normal que se corre junto con

las muestras elegidas a analizar para esa corrida. El mismo sirve como patrén comparativo para el resto de
las muestras. P= muestra de paciente; N= pool normal.

HEMATOLOGIA « Volumen 26 N 2: 9-19, 2022 13
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Figura 2. Perfil multimérico obtenido mediante la técnica Hydragel 5 von Willebrand multimers, para una
muestra con VWD tipo 1. P= muestra de paciente; N= pool normal.

Figura 3. Perfil multimérico obtenido mediante la técnica Hydragel 5 von Willebrand multimers, para una
muestra con PTT. P=Paciente; N= pool normal

concordancia entre ambos métodos: evaluados que presentan distintas VGCE.
o VWD 2A: los resultados de los cocientes VWE:R- « VWD 2B: dos de las muestras de pacientes con
Co/VWE:Ag eran muy bajos y se evidencié au- las variantes genotipicas p.Vall316Met (homoci-

sencia de HMWM, IMWM muy disminuidos y gota) y p.Argl306Trp (heterocigota) presentaron
aumento de LMWM en ambos casos por ambos razones VWEF:RCo/VWEF:Ag disminuidas, obser-
métodos (Tabla 2). En la figura 4 se presentan los vandose perfiles multiméricos con disminucién
perfiles multiméricos obtenidos por el método se- de HMWM y aumento de IMWM y LMWM (Fi-
miautomatico de los dos pacientes con VWD 2A gura 5a), siendo los perfiles coincidentes entre las

14 HEMATOLOGIA « Volumen 26 N° 2: 9-19, 2022
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Figura 4. Perfil multimérico obtenido mediante la técnica Hydragel 5 von Willebrand multimers, para 2
muestras con VWD 2A. P=paciente; N= pool normal

técnicas de referencia y semiautomatica. No obs-
tante, en una muestra de un paciente heterocigota
para la mutaciéon p.Prol266Leu se obtuvo un co-
ciente VWF:RCo/VWEF:Ag normal y perfiles mul-
timéricos conservados a través de las dos técnicas
evaluadas. (Figura 5 b).

o« VWD 2M: se observo la presencia de todos los
multimeros, pero con baja definicion del perfil de-
bido a un nivel muy bajo antigénico y de actividad
del VWF (se presenta como ejemplo una muestra
heterocigota para la mutacion p.Argl1374Cys) (Fi-
gura 6a).En otras dos, sin embargo, se evidencio
una disminucion ligera o marcada de HMWM y
de IMWM, y aumento de LMWM (se presenta
como ejemplo la muestra de un paciente homoci-
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gota para la mutacion p.Glu1549Lys) (Figura 6b).
« VWD probable 2N: se obtuvo un perfil multimé-
rico normal.
« VWD tipo 2 sin clasificar: se observo presencia de
todos los multimeros en una de las muestras, y li-
gera disminuciéon de los HMWM en la otra.

Discusion

El algoritmo diagnostico de las ultimas guias inter-
nacionales® ubica al andlisis de los multimeros en el
puesto numero 7, sugiriendo su utilidad en aquellos
pacientes con VWF menor a 30% o entre 30 y 50%
con historia de sangrado en los que la prueba fun-
cional de VWF asociada a una actividad de unién
a plaquetas arroje un resultado significativamente
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Figura 5. Perfiles multiméricos obtenidos mediante la técnica Hydragel 5 von Willebrand multimers, para
2 muestras con VWD 2B con patrones multiméricos diferentes. P=paciente; N= pool normal

menor al nivel antigénico (relaciéon actividad/anti-
geno < 0.7), es decir para la identificacién del tipo
de VWD 2. Si bien la determinacién de multime-
ros de VWF es una de las técnicas que se pueden
utilizar a la hora de determinar subtipos de VWD, la
metodologia habitual es laboriosa, y requiere de per-
sonal especializado para su correcta interpretacion.
Debido a esto, la aparicion de un kit comercial semi
automatizado plantea una alternativa para que mas
laboratorios de Hemostasia puedan llevar a cabo el
ensayo, como fue demostrado en un estudio preli-
minar publicado?.

Con respecto a las muestras analizadas pudimos
observar que aquéllas que correspondian a pacien-
tes con SMP-T y AVWS presentaron disminucién
de HMWM, lo que concuerda con lo publicado en
AVWS asociado a sindromes mieloproliferativos

16

crénicos (trombocitemia esencial y policitemia
vera) en los que se observan cocientes VWEF:RCo/
VWE:Ag <0,7, presentando un fenotipo de VWD 2
con disminucién de HMWM. El mecanismo de esta
alteracion ha sido postulada como adsorcion del
VWEF a GPIb aberrante expresada en las plaquetas
en SMP JaK-2 positivo y mecanismos de protedli-
sis, correlacionando la disminucién de los HMWM
junto con la disminucién de la actividad del VWEF
dependiente de su unién a plaquetas de manera ne-
gativa y moderada con el recuento plaquetario’?.

Aquellas muestras que pudieron ser evaluadas con
ambas técnicas, como fueron las correspondien-
tes a VWD tipo 1, 2A, 2B, 2M y PTT, presenta-
ron total concordancia del perfil multimérico con
ambas metodologias. En las muestras VWD 2A
los perfiles multiméricos de ausencia de HMWM

HEMATOLOGIA « Volumen 26 N° 2: 9-19, 2022
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Figuran 6. Perfil multimérico obtenido mediante la técnica Hydragel 5 von Willebrand multimers, para
muestras con VWD tipo 2M.
a) se observa un perfil normal pero de baja intensidad y definiciéon de los multimeros.
b) patrén que presenta disminucion de HMWM y de IMWM, y aumento de LMWM.

fueron coincidentes con lo esperable en estas va-
riantes. En las muestras de VWD 2M también
hubo concordancia, aiin en una muestra con un
perfil multimérico inusual, la muestra homocigota
p.Glul549Lys, VGCE ya descripta por autores del
presente trabajo en los que se postula un mecanis-
mo no conocido, probablemente con disminucién
de sobrevida del VWEF®. Sélo en una muestra de
un paciente heterocigota para una mutacioén p.Arg-
1374Cys se observé una estimacion semicuantitati-
va de los HMWM ligeramente diferente.

En los pacientes con VWF 2B el método semiau-
tomatico demostré buena concordancia con el de
referencia, aiin en la muestra de un paciente con la
mutaciéon p.Prol266Leu en heterocigosis en el que
el patron multimérico esta conservado. Este patron
hallado en la posicién Pro1266 ha sido descripto en
la literatura como variante 2B con menor tasa de
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formas circulantes que pegan GP1b, menor tasa de
trombocitopenias y menor sangrado!’?).

Pikta y col. analizaron muestras de pacientes con
distintos tipos de VWD, alcanzando perfiles simila-
res a los observados en nuestro estudio?.

Se ha publicado un analisis exhaustivo mas reciente
de este método semiautomatizado en un gran nu-
mero de muestras (>400) de pacientes ya diagnos-
ticados previamente con distintos tipos de VWD de
acuerdo a pruebas estandares: VWF:Ag, VWEF:RCo,
capacidad del VWF de unir colageno (VWE:CB),
cocientes de actividad/antigeno y agregacion indu-
cida por ristocetina a baja concentracion para detec-
tar hiperagregabilidad plaquetaria a dicha concen-
tracion del agonista"?. Ademads, se han estudiado
muestras tomadas durante las pruebas de desmopre-
sina en pacientes con VWD, muestras de pacientes
con AVWS, con PTT y controles de calidad externo
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llevado a cabo en un periodo de 3 afios. En el mismo
se demostrd que los patrones obtenidos mostraron
alta coincidencia con los esperables para el subtipo
provisional asignado®.

En un estudio realizado en 2 laboratorios europeos
que analizaron individuos normales, VWD tipo 1,
2A, 2B, 2M, 2N, PTT y AVWS, asi como muestras
post desmopresina, obtuvieron una concordancia
del 91% entre los realizados por el método desarro-
llado local (“in house”) y el método semiautomatico
Hydragel 11 (Hydrasys), con algunas discordancias
en pacientes con VWD 2 con mas de una mutacién
y en un 20% de los pacientes con AVWS®. Desta-
can la utilidad de la densitometria para poder mejo-
rar la apreciacion de los geles con respecto de la ins-
peccion visual. En ese estudio 2 muestras con VWD
2M en pacientes relacionados con la mutacién p.Ar-
g1374Cys demostraron disminucién de los HMWM
con la técnica semiautomatica, pero no con la téc-
nica tradicional local, resultado que estd en concor-
dancia con los resultados en la muestra discordante
descriptos en el presente estudio.

Los estudios mencionados han planteado ventajas
del método, como son la estandarizacion de la técni-
ca, el menor tiempo y la menor complejidad de pro-
cesamiento, asi como la baja variabilidad interen-
sayo observada y la intra e interensayo relatada®®.
Como desventajas se postula el hecho de que no se
discriminan los tripletes debido a que usan una sola
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concentracion de agarosa 2%.

Si bien se considera a la técnica de VWF:CB como
un subrogante de la presencia de HMWM, se ha
demostrado que los resultados del ensayo no sélo
dependen del tipo de colageno utilizado sino, ade-
mas, del dominio en el que se localiza la VGCE, y se
postula que el VWE:CB no reemplaza al andlisis de
multimeros y que ambos ensayos deben realizarse
para lograr una clasificacién diagnoéstica correcta de
VWD,

La debilidad de nuestro estudio esta dada por aque-
llas muestras que solo fueron evaluadas por el mé-
todo semiautomatizado, como es el caso de las que
presentaron diagnéstico de AVWS, asi como dos
muestras con VWD tipo 2 sin clasificar y una pro-
bable VWD tipo 2N, ademas del reducido niimero
de muestras analizadas. Por otro lado, la fortaleza
del trabajo estd dada por la evaluaciéon de muestras
con VWD tipo 1y tipo 2, que fueron estudiadas en
un centro de referencia con amplia experiencia en el
diagndstico y tratamiento de la VWD, no sélo con
un método de deteccion de multimeros ampliamen-
te validado, sino también con VGCE detectadas.
Concluimos que el método semicuantitativo-se-
miautomatico evaluado, Hidragel 5, es util y postu-
lamos que el método semiautomatico parece apro-
piado como tamizaje de perfiles multiméricos de
VWE en laboratorios clinicos de Hemostasia.
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