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Diagnoéstico molecular de la enfermedad de von Willebrand
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El papel de la caracterizacién molecular en el diagnostico de la EvW no es indispensable si se ha investigado exhaustivamente
alos pacientes mediante el uso de anilisis fenotipicos. Por otro lado, si algunos de estos ensayos fenotipicos no estuvieran dis-
ponibles, la identificacion de la mutacién causante del trastorno podria ser crucial para un diagndstico exacto. No obstante,
hay varias razones para realizar andlisis moleculares en pacientes bien caracterizados fenotipicamente; por ejemplo, identificar
la mutacién causante de la EvW podria ser util para los pacientes y sus familiares cuando se necesita un diagndstico prenatal
(tipo 3 6 tipo 2 grave).

En este trabajo informamos sobre las técnicas usadas para la caracterizaciéon molecular de pacientes que se sospecha pade-
cen EvW. Describimos el uso de bases de datos en linea para el FvW y el uso de bases de datos en linea para variaciones de un
solo nucledtido (SNV por sus siglas en inglés); Las primeras para verificar si la mutacion de un candidato ha sido previamente
identificada en otros pacientes con EvW, y las segundas para determinar si se ha informado de una mutacién putativa previa en
personas sanas. Hicimos una lista de las herramientas de andlisis in silico disponibles para determinar el prondstico de patoge-
nicidad de la variante de una secuencia y para establecer su posible efecto negativo en el proceso normal de corte y empalme.
Informamos también sobre la estrategia que puede usarse para identificar mutaciones de pacientes con EvW tipo 2 en sujetos
que han sido plenamente caracterizados mediante el uso de ensayos fenotipicos.

Palabras clave: enfermedad de von Willebrand, factor von Willebrand, caracterizacion molecular, anélisis de secuencias de
ADN, andlisis secuencial de nueva generacion, NGS, amplificacién de sondas dependiente de ligandos multiples, MLPA.

Introducciéon -por ejemplo, el ensayo de unién FvW-FVIII (FvW:FVIIIB), la
aglutinacién plaquetaria inducida por ristocetina (RIPA por
El papel de la caracterizacion molecular en el

diagnéstico de la EvW

sus siglas en inglés), o el analisis de multimeros-, entonces la
identificacion de la mutacion causante de la EvW resultara
crucial para el diagnostico del paciente.

La importancia de la caracterizacion molecular en el diagnos-
tico de pacientes con EvW es inversamente proporcional al
namero y la calidad de los ensayos fenotipicos realizados en
el laboratorio. Si se utilizan todos los ensayos de FvW [1], la
identificacion de los defectos moleculares solamente confir-
mara el diagnostico fenotipico del paciente. Por otro lado, si
algunos de estos ensayos fenotipicos no estuvieran disponibles
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El ensayo FvW:FVIIIB puede ofrecer un diagnostico dife-
rencial entre hemofilia leve y EvW tipo 2N (Normandia). Sin
embargo, el ensayo no se encuentra disponible en muchos labo-
ratorios; por ende, el andlisis secuencial de ADN de los exones
del gene del FvW (FvW) que codifican los dominios D’D3
puede ser una valiosa alternativa al uso del ensayo FvW:FVIIIB.

Los pacientes con EvW tipos 2B y 2A (IIA) pueden presen-
tar pardmetros fenotipicos similares. El ensayo RIPA, realizado
utilizando plasma rico en plaquetas, evalda la afinidad del
FvW para unirse al receptor plaquetario de la glicoproteina
(GP) Iba, lo cual permite un diagnostico diferencial entre los
tipos 2B y 2A (ITA) de la EvW. No obstante, si el ensayo RIPA
no estuviera disponible, o si solo hubiera disponible plasma
congelado del paciente, puede usarse el andlisis secuencial de
ADN del ex6n del FvW que codifica el dominio A1 (tipo 2B) o
el dominio A2 (tipo 2A/IIA) a fin de establecer el diagndstico
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del paciente. Aun con un ensayo de RIPA aumentado deberia
realizarse un analisis secuencial de ADN porque el fenotipo
similar al tipo 2B también podria ser causado (aunque con
menor frecuencia) por mutaciones de ganancia de funcién
en el gene GPIba (GPIBA). La identificacion de mutaciones
en el domino A1 del FvW (EvW tipo 2B) o en el gene GP1BA
(pseudo-EvW) es una alternativa valida a las pruebas de mez-
clas de plaquetas [1] necesarias para el diagndstico diferencial.

También en el caso de la EvW tipo 2A (ITA) y 2M, los
pacientes pueden presentar pardmetros fenotipicos similares
(por ejemplo, actividad marcadamente reducida del FvW:RCo
o de otra actividad del FvW dependiente de las plaquetas, en
comparacion con el nivel de FvW:Ag y del ensayo RIPA dis-
minuido) y el diagnéstico fenotipico podria ser dificil si el
andlisis de multimeros no estuviera disponible. Una vez mas,
el andlisis molecular puede usarse para obtener, en la gran
mayoria de los casos, el diagndstico del paciente al investigar
la codificacion del ex6n 28 en el dominio A1 (EvW tipo 2M)
o el dominio A2 (EvW tipo 2A/IIA).

No obstante, existen varias razones para también realizar
un andlisis molecular en pacientes bien caracterizados feno-
tipicamente y diagnosticados con EvW. El diagndstico de la
EvW tipo 3 puede hacerse usando un ensayo confiable de
FvW:Ag. Sin embargo, la identificacion del estatus de por-
tador entre los miembros de una familia podria ser incierta
si se utiliza el método fenotipico, mientras que puede deter-
minarse facilmente una vez que se haya(n) identificado la(s)
mutacién(es) del probando.

La identificacion de grandes deleciones homocigotas en la
EvW tipo 3 constituye un factor de riesgo importante para la
aparicion de aloanticuerpos anti-FvW [2,3] y estos defectos
siempre deberian investigarse en pacientes que no han recibido
tratamiento previamente. Podria requerirse diagndstico pre-
natal (DPN) o diagnostico preimplantacion en casos de EvW
tipo 3, especialmente en casos en los que los padres ya tienen
un hijo gravemente afectado; este diagndstico podria basarse
en el analisis de ADN de vellosidades coridnicas/amniocitos
o células embrionarias. Ademas, en familias con casos graves
de EvW tipos 1 6 2, el método molecular puede usarse fécil-
mente para realizar andlisis posnatales [4-6].

El factor von Willebrand, su gene, pseudogene,
transcripcion del ARNm, dominios funcionales del pro-
FvW y su compleja biosintesis

El gene del FvW se localiza en el cromosoma 12 y contiene
52 exones con una longitud de cerca de 178 kilobases (kb)
[7]. Un pseudogene parcial no procesado del FvW (VWEFPI,
exones 23-34), homologo del gene en un 97%, se ha ubicado
en el cromosoma 22 [8]. La transcripcion del FvW genera un
ARNm de aproximadamente 8.7 kb. El FvW se sintetiza en
células endoteliales y megacariocitos como polipéptido pre-
cursor de 2,813 aminoacidos (pre-pro-FyW), entre ellos un
péptido sefial de 22 residuos, un propéptido de 741 residuos,
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y una subunidad madura de 2050 residuos [7]. El pro-FvW
(260 kD) estd organizado en repeticiones de dominios homdlo-
gos (D1-D2-D’-D3-A1-A2-A3-D4-C1-C2-C3-C4-C5-C6-CK)
[9,10] para los que se han identificado funciones especificas
(Figura 1). El propéptido y los dominios D1-D2 participan en
el proceso de formacion de multimeros y en la localizacion del
FvW en organelas de almacenamiento; los dominios D’-D3
presentan un sitio de union para el factor VIII (FVIII) y par-
ticipan de manera importante en la formacién de multimeros
del FvW. El dominio A1 es el nico sitio de unioén conocido
para el receptor plaquetario GPIba; ademds, el dominio Al
también ofrece un sitio de unién para el coldgeno tanto tipo
IV como tipo VI. En el dominio A2 se encuentra el sitio de
escision para la proteina ADAMTS13 (definida como una des-
integrina y metaloproteasa con motivo trombospondina tipo 1,
niimero 13) [11]. El dominio A3 es el sitio de union para el
colageno fibrilar tipos I y III. El dominio C4, que incluye la
secuencia RGD, es el sitio de unién para la integrina alIbp3
(GPIIb/IIa). Se requiere una compleja biosintesis postraduc-
cional a fin de obtener multimericos del FvW. Después de la
translocacion en el reticulo endoplasmatico, el péptido senal
se escinde y el pro-FvW se dimeriza mediante enlaces disul-
furo entre los residuos de cisteina de la region C-terminal del
dominio CK [12]. La multimerizacion continua en el aparato
de Golgi, donde los dimeros, mediante enlaces disulfuro en
la region N-terminal de las subunidades (dominios D’ y D3),
forman multimeros que pueden superar 20,000 kD. El pro-
péptido, que se escinde antes de la secrecion de la proteina,
desempeiia un papel clave en el ensamblado o alineamiento
de los multimeros del FvW [13] y para encauzar el FvW hacia
las organelas de almacenamiento (cuerpos de Weibel-Palade
de células endoteliales o granulos o de plaquetas) [14,15].
Lenting et al. recientemente presentaron un informe actua-
lizado sobre el complejo proceso de biosintesis, secrecion y
aclaramiento del FvW [16].

Técnicas usadas en la caracterizacion
molecular de pacientes con enfermedad de
von Willebrand

Uso de ADN gendmico en comparacion con ARNm

Generalmente, la busqueda de una mutacion se realiza usando
ADN gendmico, ya sea a través de amplificacion de los exones
del FvW mediante un ensayo de reaccion en cadena de la poli-
merasa (PCR por sus siglas en inglés) seguido de secuenciacion
con el método Sanger o, mds recientemente, secuenciacion
de ADN de nueva generacion (NGS por sus siglas en inglés).
También puede utilizarse el ARN mensajero (ARNm) aislado
de las plaquetas del paciente. No obstante, la inestabilidad
de estas ultimas muestras y las técnicas mas laboriosas nece-
sarias para obtenerlas a menudo reducen el uso del analisis
del ARNm. Esta estrategia generalmente se aplica para eva-
luar posibles mutaciones de corte y empalme o mutaciones

Haemophilia (2017), 23, 188-197
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Figura 1. Estructura del precursor del factor von Willebrand (FvW), su gene y pseudogene.

La estructura esquemadtica del precursor del FvW (pre-pro-FvW) estd formada por un péptido sefial (1-22 residuos), un propéptido (23-763 resi-
duos) y una subunidad madura (764-2,813 residuos). El pro-FvW estd organizado en repeticiones de dominios estructurales homologos (A, Cy D).
Se muestran los sitios de unién del FvW con el factor VIII, la glicoproteina plaquetaria (GP) Iba, el coldgeno, la glicoproteina plaquetaria GPIIb/IITa
(alIbP3) y el sitio de escision de la proteina ADAMTS13. Las flechas muestran las posiciones de las mutaciones que causan la enfermedad de von
Willebrand (EvW) tipo 2. Las flechas oscuras muestran la ubicacién de mutaciones que corresponden a las variantes del tipo 2A de la EVW con patro-
nes multiméricos caracteristicos debido al incremento de la protedlisis (IIA) o al alineamiento defectuoso del multimero causado por mutaciones en el
propéptido (IIC), el dominio del nudo de cisteina (IID) o el dominio D3 (IIE). Las variantes recesivas de la EVW tipo 2 se sefialan con un asterisco (*).

intrénicas identificadas en potenciales areas de regulacion.
El estudio del ARNm puede realizarse en pacientes con EvW
cuando previamente no se identificaron mutaciones después
de la evaluacion a nivel exonico del ADN. Este método es razo-
nable en pacientes con EVW tipos 3 6 2 (con historial familiar
comprobado de hemorragias), pero no en casos de EvW tipo
1 en los que las mutaciones no siempre se identifican. En este
caso, una secuencia alterna de ARNm, debida a la alteracion
de corte y empalme generada por un posible cambio secuen-
cial intrénico profundo, podria encontrarse a nivel del ARNm.
La identificacion de la alteracion de corte y empalme no siem-
pre es posible dado que anteriormente se ha informado de la
desintegracion del ARNm en pacientes con EvW que presen-
tan codones de terminacion prematuros [17-19].

Andlisis directo de secuencias de ADN (método Sanger)

El método Sanger permite establecer la secuencia de nucledti-
dos de un fragmento de ADN (analisis directo de secuencias
de ADN). Esta técnica es la mas frecuentemente adoptada
para la identificacion de mutaciones del FvW. No obstante, la
nueva tecnologia de NGS esta reduciendo el uso de la secuen-
ciacién con el método Sanger. Actualmente, debido al costo
dela NGS, el uso del método Sanger sigue siendo conveniente

Haemophilia (2017), 23, 188-197

en casos en los que la busqueda de la mutacion esta restrin-
gida a exones especificos del FvW (i. e.: las dos variantes mas
comunes de la EvW tipo 2). Asimismo, esta nueva técnica
todavia no se encuentra ampliamente disponible y por ende
su uso se limita a los laboratorios genéticos mds avanzados.
Para la investigacion de toda la region codificante del FvW,
junto con las regiones intrénicas que la flanquean, las regio-
nes 5"y 3’ no traducidas y una parte del promotor, el uso de
la secuenciacién con el método Sanger toma mucho tiempo,
principalmente debido al gran tamaio de la region codifi-
cante del gene en si mismo (8,442 bp). Esto ha dificultado la
caracterizacion molecular de pacientes con EvW tipos 1y 3,
en comparacion con el tipo 2, en el que el andlisis de las muta-
ciones a menudo se realiza para regiones especificas del FvW.
La secuenciacion directa estd disponible en muchos laborato-
rios y esta particularmente indicada para la identificacion de
la mutacién genética en las variantes de la EvW tipo 2 (véase
analisis de las variantes de la EvW tipo 2). No obstante, la
secuenciacion con el método Sanger no permite identificar
grandes deleciones o duplicaciones heterocigotas.

Andlisis secuencial de nueva generacion (NGS)

El precio de métodos genéticos recientemente desarro-
llados, tales como la NGS, esta disminuyendo rédpida y
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progresivamente, lo cual permite un estudio mds amplio de
las mutaciones del FvW a un costo muy razonable [20]. La
NGS permite la investigacion de toda la region codificante del
FvW en poco tiempo y, por ende, este método es mds ade-
cuado para la investigacion de las variantes de la EvW tipos 1
y 3. En la medida de lo posible, el estudio de las variantes del
tipo 2 también puede realizarse usando esta técnica. No obs-
tante, las muestras de ADN de los pacientes deberian enviarse
a laboratorios genéticos que ya cuenten con experiencia en
el uso de esta técnica a fin de controlar el costo del ensayo. El
andlisis puede realizarse usando ya sea amplificacion mediante
PCR o captura de secuencias mediante hibridacién, a fin de
preparar las plantillas para la NGS. Todos los primers (ceba-
dores) deben estar especificamente disefiados para evitar la
amplificacién del FvWPI y también para prevenir la presen-
cia de variantes de un sdlo nucledtido (SNV) comunes en
las secuencias de los primers para la PCR. Esta técnica per-
mite la investigacion del FvW en muchos pacientes, en un
periodo relativamente corto. Actualmente solo esta dispo-
nible en laboratorios genéticos grandes, pero su uso se esta
ampliando. La utilizacion de algoritmos de analisis de dosi-
ficaciéon puede permitir la deteccion de grandes deleciones
y duplicaciones heterocigotas y también pueden detectarse
conversiones génicas heterocigotas. Las variantes causativas
candidatas encontradas con esta técnica requieren el uso del
método Sanger para confirmar las mutaciones identificadas.
Recientemente se investigd a una cohorte grande de pacien-
tes espanoles con EvW usando este método [21]. El analisis
de NGS comprende tres fases principales: preparacion de la
genoteca de ADN, amplificacion clonal, y secuenciacion ciclica
en matrices. Cada fase puede completarse usando mas de un
método. Estos autores utilizaron una version modificada del
método NGS anteriormente reportado por Corrales et al. [20]
y la confiabilidad de este método NGS ya ha sido confirmada
por Fidalgo y colegas [22] en una cohorte de pacientes portu-
gueses con EvW. En la Figura 2 se resume una representacion
esquemdtica del procedimiento de NGS.

Amplificacion de sondas dependiente de ligandos
miltiples (MLPA)

Otra técnica, importante en la caracterizacion molecular de
las variantes de la EvW, es el analisis mediante amplificacion
de sondas dependiente de ligandos multiples (MLPA por
sus siglas en inglés) [23]. En el gene del FvW pueden estar
presentes grandes deleciones y, mas raramente, grandes dupli-
caciones. Se ha informado de grandes deleciones de genes en
los tres tipos de la EvW. Si una delecidén afecta solamente a
un alelo, las técnicas basadas en la PCR no logran identificar
la mutacion. El método semicuantitativo de la técnica MLPA
(MRC-Holland, Paises Bajos) puede identificar grandes dele-
ciones o duplicaciones de genes aun cuando estos defectos sean
heterocigotos [24]. La mayoria de las grandes deleciones que
se han identificado se han presentado en pacientes con EvW
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tipo 3; no obstante, también se han identificado grandes dele-
ciones dentro del marco de lectura en casos de EVW tipos 1
y 2. Esta técnica, que puede adoptarse en todos los laborato-
rios que utilizan el método Sanger, permite la identificacion
de grandes deleciones o duplicaciones de uno o mas exones.

Bases de datos en linea sobre FvW
Mutaciones patolégicas identificadas en el FvW

Una base de datos en linea sobre el gene del FvW estd dis-
ponible a través del Comité cientifico y de normalizacién,
de la Sociedad Internacional de Trombosis y Hemostasia
(ISTH por sus siglas en inglés), en la pagina Internet de la
Universidad de Sheflield (http://www.vwf.group.shef.ac.uk/,
consultada en noviembre de 2016). El listado de la mutacién
del FvW para la base de datos esta hospedado en el portal de
Bases de datos sobre variantes de factor de coagulacion, de
la Asociaciéon Europea para la Hemofilia y Trastornos Afines
(EAHAD por sus siglas en inglés) (https://grenada.lumc.
nl/LOVD2/VWF/home.php?select_db=VWF, consultado
en noviembre de 2016). Cuando se descubren mutacio-
nes de cambio de sentido, sindnimas o en el sitio de corte y
empalme, es particularmente importante verificar si ya han
sido previamente identificadas en otros pacientes con EvW
con un fenotipo similar, que apoyen el caracter patologico de
la mutacion. Se puede contribuir a estas bases de datos sobre
EvW enviando las nuevas mutaciones identificadas junto con
informacion sobre el fenotipo del paciente a la siguiente direc-
cién: https://grenada.lumec.nl/LOVD2/VWE/submit.php o
http://www.eahad-db.org/index.php.

Variantes secuenciales identificadas en el FvW

Ahora existe una serie de bases de datos que enumera las
SNV vy su frecuencia dentro de algunos grupos poblaciona-
les diferentes. Entre éstas se cuentan la base de datos sobre
polimorfismo de un solo nucle6tido dbSNP (www.ncbi.nlm.
nih.gov/SNP); la base de datos de los 1,000 genomas (www.
1000genomes.org); la base de datos de Exome Aggregation
Consortium, EXAC (http://exac.broadinstitute.org) y el servi-
dor Exome Variant, EVS (http://evs.gs.washington.edu/EVS),
consultadas en noviembre de 2016. EXAC es particularmente
util ya que lista variantes secuenciales en aproximadamente
60,000 individuos de varias poblaciones diferentes. La posicion
de la SNV del FvW debe tomarse en consideracién durante el
disefio de los oligonucledtidos que se utilizaran en cualquiera
de las técnicas mencionadas anteriormente a fin de evitar una
amplificacion erronea. Estas bases de datos resultan utiles para
verificar si la misma mutacién de cambio de sentido, sindnima
o candidata en el sitio de corte y empalme ya ha sido iden-
tificada en varios individuos sanos, lo que ayuda a excluir el
caracter patoldgico de la variante identificada.
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Cuadro 1. Prondstico del sitio de corte y empalme. Herramientas de
software disponibles para valorar el probable impacto de una mutacién
en el sitio de corte y empalme en el ARNm.

Nombre del programa Direccién de la pagina Internet

Splice Prediction Module  http://www.interactive-biosoftware.com/doc/

alamut-visual/2.6/splicing.html

MaxEntScan (5°) http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/
Xmaxentscan_scoreseq.html

MaxEntScan (3°) http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/
Xmaxentscan_scoreseq_acc.html

NNSplice (FruitFly) http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html

GeneSplicer http://www.cbcb.umd.edu/software/GeneSplicer/

gene_spl.shtml
Human Splicing Finder http://www.umd.be/HSF3/
NetGene 2 http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/
MIT Splice Predictor http://genes.mit.edu/ GENSCAN.html

Alternative Splice Site
Predictor

http://wangcomputing.com/assp/

Utilice por lo menos tres de las herramientas prondsticas aqui reportadas
para obtener un resultado de consenso. Tres de estos programas prondsti-
cos deberfan concordar, siendo necesaria una reduccion minima de 10%
en la eficiencia de un sitio de corte y empalme para considerar un efecto
nocivo en el corte y empalme.

Anudlisis in silico

Métodos genéticos recientemente desarrollados estin empe-
zando a utilizarse en muchos laboratorios, lo cual permite
el estudio molecular mas amplio de muchas y diferentes

enfermedades. La mayoria de estas herramientas de software
puede utilizarse gratuitamente en linea y esto ha generado
un rapido crecimiento en la deteccion de variaciones secuen-
ciales nuevas o poco comunes. El uso del analisis in silico
representa una valiosa herramienta para determinar la pato-
genicidad pronosticada de variantes secuenciales exonicas e
intronicas dentro de un presupuesto y un marco de tiempo
limitados [25] [26].

Software prondstico del sitio de corte y empalme

Varias herramientas de software diferentes estdn disponibles
para valorar el posible impacto de una mutacion en el sitio
de corte y empalme del ARNm; los ejemplos aparecen en el
Cuadro 1. Se ha informado del uso de por lo menos tres de
las herramientas pronosticas recomendadas a fin de lograr un
resultado de consenso. Cuando los resultados no concuerdan
deberian realizarse mds prondsticos con el propdsito de tra-
tar de llegar a un consenso.

Software prondstico del aminodcido

El posible efecto danino de una SNV en la estructura o fun-
cién proteica puede valorarse usando las herramientas in silico
listadas en el Cuadro 2. Se deberian seleccionar herramien-
tas que utilicen diferentes tipos de algoritmos para analizar la
posible patogenicidad. Deberia utilizarse un minimo de alre-
dedor de cinco herramientas en busca de un consenso sobre
la posibilidad de patogenicidad o de neutralidad.

Cuadro 2. Prondstico de aminoacido. Herramientas de software disponibles para valorar el posible efecto daiino en la estructura o funcion proteica
de una variante de un solo nucleétido (SNV). Los siguientes programas estan agrupados segun el tipo de herramienta. Deberia utilizarse un minimo

de cinco herramientas basadas en diferentes tipos de algoritmo.

Nombre del programa

Tipo de herramienta

Direccioén de la pagina Internet

Domain Context
Domain Context
SNPs&GO
MutPred

PMut

HANSA

SNAP

Align GVGD
Panther Classification System Analysis
PROVEAN

SIFT Analysis
MutationAssessor
PolyPhen2 Analysis
SNPs 3D Analysis
Mutation Taster

Effect according to Russell

Conservacion evolutiva

Conservacion evolutiva

Aprendizaje automatico (SVM)

Aprendizaje supervisado

Aprendizaje supervisado

Aprendizaje supervisado

Aprendizaje supervisado
Secuencia/conservacion evolutiva
Secuencia/conservacion evolutiva
Secuencia/conservacion evolutiva
Secuencia/conservacion evolutiva
Secuencia/conservacion evolutiva
Secuencia proteica y basado en la estructura
Secuencia proteica y basado en la estructura
Secuencia proteica y basado en la estructura

Gravedad de la sustitucion del aminoacido

http://pfam.xfam.org/

http://www.uniprot.org/
http://snps.biofold.org/snps-and-go/
http://mutpred.mutdb.org/
http://mmb.pcb.ub.es/pmut2017/analyses/new/
http://www.cdfd.org.in/HANSA/
https://rostlab.org/services/snap/
http://agvgd.hci.utah.edu/

http://www.pantherdb.org/tools/csnpScoreForm.jsp

http://provean.jcvi.org/genome_submit_2.php?species=human

http://sift.bii.a-star.edu.sg/
http://mutationassessor.org/
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
http://www.snps3d.org/
http://www.mutationtaster.org/

http://www.russelllab.org/aas/
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Figura 2. Representacion esquematica del analisis NGS del FvW, como lo realizan Batlle et al. [21] para pacientes con EvW.

Fase I) La preparacion de la genoteca se obtuvo usando 61 pares de oligonucle6tidos primers para cubrir 1,300 bp de la region promotora, los 52 exo-
nes del FvW (incluyendo fronteras exén/intrén) y las regiones no traducidas 5’ y 3> La nueva sintesis de ADN de doble hebra obtenida a partir de la
primera reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se utilizé como plantilla en una segunda PCR. En la segunda PCR se utiliz6 un nuevo conjunto de
cebadores que contenia adaptadores para la plataforma NGS y un indice secuencial diferente para cada muestra, con el proposito de obtener la geno-
teca de ADN. Fase II) La genoteca de ADN se carga a una célula de flujo en un secuenciador de escritorio MiSeq (Illumina, San Diego, CA, EE.UU.)
y la amplificacion de clones se obtiene mediante una PCR tipo puente. Se forman fragmentos de ADN de una sola hebra hibridizados a acopladores
(linkers), a través de los adaptadores de secuencia, primero con un extremo (a) y después con ambos extremos y se forma un puente (b). Enseguida
se inicia la elongacion isotérmica a partir de los extremos de doble hebra del puente, con lo que se genera una hebra complementaria que se fija de
manera covalente al acoplador (c). La desnaturalizacién del ADN de doble hebra provoca el desplazamiento de la genoteca original de ADN de una
sola hebra (d). La repeticién de los pasos (b) a (e) forma una colonia o conglomerado (cluster) de secuencias clonalmente ampliadas de copias de una
sola hebra, con secuencias ya sea directas e inversas (f). Todos los fragmentos de ADN de una sola hebra inversos (o directos) se eliminan mediante
escision, de manera que en cada conglomerado todas las moléculas sean idénticas (g) y estén listas para la secuenciacién. Fase III) Secuenciacién por
sintesis. Se agregan primers de secuencia (azules) a la célula de flujo y se hibridizan a ADN de una sola hebra (a). Se lavan los primers y se agregan
nucledtidos etiquetados/quimicamente modificados. Solamente se incorpora un solo nucleétido a cada conglomerado dado que el nucleétido modi-
ficado no puede alongarse (b). Después del lavado de la célula de flujo y la excitacién de los nucledtidos etiquetados incorporados, la luz emitida es
capturada en una imagen que identifica cudles de los cuatro nucle6tidos han sido incorporados en cada conglomerado (c). Para repetir este proceso,
el nucleétido incorporado es desbloqueado quimicamente y se retira el grupo etiquetado (d). La repeticion de los pasos (b) a (d) permite la progre-
sion de la reaccion secuenciadora en cada conglomerado.
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Figura 3. Algoritmo de caracterizacion molecular de pacientes con enfermedad de von Willebrand tipos 1y 3.

VWD: Enfermedad de von Willebrand; MLPA: método de amplificacion de sondas dependiente de ligandos multiples; SN'V: variante de un solo nucleé-
tido; rVWE, Factor von Willebrand recombinante
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Caracterizacion molecular de pacientes con
EvW

Como se mencion6 anteriormente, el papel de la carac-
terizacion molecular en el diagnéstico de la EvW no es
indispensable si los pacientes han sido ampliamente inves-
tigados mediante el andlisis de fenotipo. No obstante, la
identificacion de las mutaciones causantes de la EvW puede
ser util para pacientes y sus familiares en casos en los que se
requiere un diagndstico prenatal. En los siguientes parrafos
informamos sobre la estrategia que puede utilizarse a fin de
identificar las mutaciones en los pacientes que han sido total-
mente caracterizados mediante los ensayos de fenotipo.

Caracterizacion molecular de pacientes con EvW tipos
1y3

El analisis molecular puede realizarse después de que los
pacientes hayan sido diagnosticados con EvW tipos 1 6 3
usando métodos fenotipicos. El método para investigar las
mutaciones genéticas causantes de los tipos 1 y 3 es similar
dado que —en comparacion con el tipo 2, en el que la gran
mayoria de las mutaciones se ubica en el ex6n 28 (véase la
Figura 1)- no existe una zona particular donde se hayan iden-
tificado las mutaciones. Deberia investigarse toda la region
codificante del FvW junto con las regiones intronicas que la
flanquean, las regiones 5’y 3’ no traducidas y el promotor
proximal del FvW. En el caso de la EvW tipo 3, que se segrega
como trastorno recesivo, ambos alelos podrian albergar muta-
ciones diferentes (heterocigotas compuestas) o dos copias de
la misma mutacion (homocigota). En el caso de la EvW tipo
1, que principalmente se segrega como trastorno dominante,
solamente un alelo esta afectado, a pesar de que hay informes
de EvW tipo 1 debida a mutaciones heterocigotas compuestas
[22,27]. Asimismo, la identificacién de ambas mutaciones en
pacientes con EvW tipo 3 es posible en casi todos los casos,
mientras que en la EvW tipo 1 [27,28] no se identifican las
mutaciones en cerca del 30% de los pacientes investigados
(principalmente en aquellos en los que el nivel de FvW:Ag
es mayor a 30 IU/dL). Ademads, las mutaciones identificadas
en casos de EvW tipo 3 con frecuencia son mutaciones (de
cambio de sentido, de cambio de marco de lectura y grandes
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deleciones) que evidentemente provocan trastornos, mientras
que en la EvW tipo 1, las mutaciones de cambio de sentido a
menudo identificadas solo pueden ser consideradas mutacio-
nes candidatas debido a la falta de pruebas s6lidas de su efecto
causal. La Figura 3 muestra un algoritmo para la caracteriza-
ci6n molecular en pacientes con EvW tipos 1y 3.

Diagnéstico prenatal (DPN) de la EvW tipo 3

En comparacion con la hemofilia, la mayoria de los pacientes
con EvW presentan sintomas hemorragicos relativamente leves.
Por lo tanto, el DPN generalmente no es necesario, excepto
para los casos ocasionales de tipo 2, y de familias con EvW
tipo 3 con un historial clinico grave. El DPN se requiere prin-
cipalmente en casos en los que ambos padres ya saben que
son portadores del tipo 3 de la EvW, con defectos genéticos
identificados en su primer hijo afectado con sintomas hemo-
rragicos graves. Anteriormente, el DPN se realizaba usando
PCR de repeticiones cortas en tandem en el FvW [29]. Para
detectar las mutaciones genéticas pueden usarse las técnicas
de secuenciacion y analisis de dosificacion arriba menciona-
das. Para las mutaciones conocidas, el analisis secuencial es
el método predilecto; mientras que si no se conocieran las
mutaciones genéticas pueden usarse los métodos NGS vy, en
caso necesario, MLPA [21] [24].

Caracterizacion molecular de pacientes con EvW tipo 2

A diferencia de los tipos 1y 3 de la EvW, el diagndstico mole-
cular de las variantes del tipo 2 puede realizarse en muchos
laboratorios. La caracterizacion de las mutaciones de la EvW
tipo 2 no requiere el estudio de todo el gene del FvW, sino
solamente la valoracion de los exones que codifican el(los)
dominio(s) funcional(es) especifico(s) identificado(s) usando
el método fenotipico. Esta estrategia puede aplicarse a todas
las variantes del tipo 2 de la EvW (2A, 2B, 2M y 2N), si bien
la valoracidn del tipo 2A puede resultar méds compleja debido
a la participacion de diferentes dominios funcionales impli-
cados en el fenotipo de estos pacientes (véase la Figura 1).
En la EVW tipo 2B, que se segrega como trastorno domi-
nante, solo se espera una mutacion. Estas mutaciones se
encuentran en el dominio Al, entre p.Glu1260 y p.Gly1479,

Cuadro 3. Una estrategia para identificar los defectos moleculares en pacientes con EvW tipo 2 caracterizados bioquimicamente, utilizando métodos

de secuenciacion de RCP y de Sanger.

Tipo de EvW 2A(I1A) 2A(IIE) 2AX(IIC) 2A(IID) 2B 2M 2M(CB) 2N*

Dominio A2 D3 D1-D2 CK Al Al A3 D’-D3

Exdn(es) extremo 22,25-27y 2-17 51-52 extremo extremo 29-32 17-25
3’ del 28 extremo 5 del 28 5" del 28 5" del 28

Cada variante de la EvW tipo 2 surge de cambios secuenciales ubicados en un dominio funcional especifico del FvW. Aunque se han reportado algu-
nas excepciones a este modelo, la gran mayoria de las variantes identificadas encaja bien en este patrén. Las variantes recesivas (*) estan presentes ya
sea en forma homocigota o heterocigota compuesta. En este tltimo caso es probable que solamente la variante de cambio de sentido sea la responsable
del fenotipo de tipo 2 del paciente, mientras que el segundo defecto podria dar lugar a un alelo nulo. Solamente la variante de cambio de sentido puede
identificarse usando este método, y el reconocimiento de la segunda variante requerird la evaluacion de toda la secuencia de codificacion del FvW.

© 2017 John Wiley & Sons Ltd
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y estan relacionadas con la unién espontanea del FvW al recep-
tor plaquetario GPIba (RIPA <0.7 mg/ml). Para identificar este
defecto solo se necesita la investigacion del extremo 5’ del exon
28. Por lo tanto, para identificar la mutacion causante puede
utilizarse un analisis de PCR simple, seguido de un analisis
secuencial. Si no se identificara mutacion alguna en el domi-
nio Al del FvW, a pesar de un claro aumento del ensayo RIPA
obtenido del plasma rico en plaquetas del paciente, serd nece-
sario el andlisis de secuenciacion directa del GP1BA.

La pseudo-EvW, también conocida como EvW tipo pla-
quetario, se debe a mutaciones de cambio de sentido o a una
delecion de marco de lectura en el exén 2 del GP1BA. Variantes
de cambio de sentido (entre p.Trp246 y p.Asp265) y una dele-
cion dentro del marco; una delecion de marco de lectura de
27-bp Pro449_Ser457del (1345_1371del27) [30] ocasiona que
el GPIba se una espontdneamente al FvW generando, como en
el caso de la EvW tipo 2B, un ensayo RIPA aumentado [31].

La EvW tipo 2M también se segrega como trastorno domi-
nante. Las mutaciones de cambio de sentido se localizan mas
comunmente en el dominio Al. Estos defectos estan relacio-
nados con una disminucién de la capacidad del FvW para
unirse al receptor GPIba (FvW:RCo/FvW:Ag <0.6). Por ende,
para identificar estos defectos solo es necesaria la investigacion
del extremo 5’ del exdn 28, de manera similar al caso de las
variantes de la EvW tipo 2B. No obstante, en la EvW tipo 2M
también se observan defectos de union al coldgeno (FvW:CB/
FvW:Ag <0.6) [32,33]. En este caso, la mayoria de las muta-
ciones se ubica en el domino A3, y deberian investigarse los
exones 29-32. Una pequeia proporcion de las mutaciones en
el dominio A1l es causada por defectos de union al coldgeno
tipos IV o VI [34].

La EvW tipo 2N se segrega como trastorno recesivo, por
lo que es de esperarse que ambos alelos presenten mutaciones
(ya sean heterocigotas compuestas u homocigotas). Las muta-
ciones homocigotas pueden encontrarse en pacientes nacidos
de relaciones consanguineas, pero también en poblaciones
europeas debido a la elevada prevalencia de la mutacion p.Ar-
g854GIn, que con frecuencia se presenta en forma homocigota.
Las mutaciones heterocigotas compuestas generalmente pre-
sentan una combinacién de mutacion tipo 2N con un defecto
tipo 1 6 3 en el FvW. Las mutaciones que afectan la unién del
FvW al FVIII (FvW:FVIIIB) se han identificado principalmente
en los primeros 272 residuos aminodcidos de la subunidad
madura (dominio D’ y una parte del D3, codificados por los
exones 17-25), aunque se ha informado que mutaciones hasta
el ex6n 26 presentan una unién FvW:FVIIIB ligeramente
reducida. Por ende, en este tipo de EvW, la identificaciéon de
las mutaciones responsables del decremento en la unién del
FvW:FVIIIB puede realizarse evaluando una region relativa-
mente pequeiia del FvW. No obstante, en el caso de pacientes
que son heterocigotas para una mutaciéon de cambio de sen-
tido tipo 2N, la identificacion del segundo defecto requiere
el mismo método usado en pacientes con EvW tipos 1y 3.
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Los pacientes con EvW tipo 2A presentan un grupo hete-
rogéneo de mutaciones ubicadas en diferentes dominios
funcionales del FvW. Todas estas mutaciones afectan en dife-
rente medida el tamafio del multimero del FvW, por lo que
estos pacientes presentan una pérdida variable de multime-
ros de alto peso molecular (APM).

La forma mds comun de EvW tipo 2A se segrega como tras-
torno dominante y las variantes se ubican en el dominio A2,
en el que se encuentra el sitio de escision para ADAMTS13.
Estas variantes, identificadas en la anterior clasificacion de la
EvW como IIA [35], se caracterizan por la pérdida de mul-
timeros de tamanos grande y mediano, relacionada con el
aumento de bandas de tripletes debido a una mayor suscep-
tibilidad a la accion proteolitica de ADAMTS13. Por lo tanto,
para identificar estos defectos solo se necesita investigar el
extremo 3’ del ex6n 28.

La segunda forma mds comun del tipo 2A de la EvW se
segrega como trastorno dominante, y las variantes se ubican
en el dominio D3, el cual desempeiia un papel importante en
la mutimerizacion del FvW. Esta variantes, identificadas en
la anterior clasificaciéon de la EvW como IIE [36], se carac-
terizan por una modesta pérdida de multimeros de APM,
relacionada con la ausencia de bandas de tripletes satélites
debido a una menor susceptibilidad a la accién proteolitica
de ADAMTSI13. Por lo tanto, para identificar estos defectos
solo se necesita investigar los exones 22, 25-27 y el extremo
5 del ex6n 28 [37,38].

Una forma poco comun de la EvW tipo 2A que también se
segrega como trastorno dominante se debe a variantes ubica-
das en el dominio CK, que desempeiia un papel importante
en la dimerizacién del FvW. Estas variantes, identificadas en
la anterior clasificacion de la EvW como IID [39], se caracte-
rizan por la pérdida de multimeros de APM, relacionada con
la presencia de bandas de tamanos “impares” en el analisis de
multimeros de resolucion intermedia. Por lo tanto, para iden-
tificar estos defectos solo se requiere la investigacion de los
exones 51-52 [39].

Una forma todavia menos comun de la EvW tipo 2A, que
se segrega como trastorno recesivo, se debe a variantes ubica-
das en los dominios D1-D2 (propéptidos) que desempefian un
papel importante en la multimerizacién del FvW. Las mutacio-
nes de los pacientes pueden ser homocigotas en los dominios
D1 o D2, o heterocigotas compuestas con un segundo defecto
en alguna otra parte del FvW. Estas variantes, identificadas en
la anterior clasificacion de la EvW como IIC [36], se carac-
terizan por la pérdida de multimeros de tamanos grande y
mediano, relacionada con la ausencia de bandas de triple-
tes satélites debida a una menor susceptibilidad a la accion
proteolitica de ADAMTSI13. Por ende, para identificar estos
defectos deberian investigarse los exones 2-17, si bien hasta
la fecha se han identificado mutaciones en el dominio D1, en
los exones 6-7 y en los exones 11-15 [40].

La anterior estrategia para caracterizar molecularmente
las variantes del tipo 2 de la EvW se resume en el Cuadro 3.
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Conclusion

El diagnostico de la EvW puede lograrse tanto mediante and-
lisis genético como por caracterizacion fenotipica del FvW. El
método Sanger de andlisis secuencial o la NGS pueden identifi-
car mutaciones en la mayoria de los pacientes con enfermedad
de tipos 3 y 2, pero etiologias diferentes a los defectos del FvW
pueden contribuir a niveles reducidos de FvW en un tercio
de los pacientes con EvW tipo 1, dado que 30% de los pacien-
tes permanece sin mutaciones en la secuencia de codificacion
de la proteina de FvW. El incremento en el uso de la NGS, en
combinacién con el andlisis de dosificacion derivado de los
datos de la NGS facilitara un andlisis mas completo del FvW
para detectar mutaciones.
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