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DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD DE

VON WILLEBRAND

Caracterizacion Fenotipica

Resumen

La enfermedad de von Willebrand (EvW) es el trastorno de
la coagulacién mas comun, causado por defectos heredi-
tarios en la concentracidn, estructura y funcién del factor
von Willebrand (FvW). La EvW se transmite como tras-
torno autosémico dominante o recesivo, y afecta tanto a
hombres como a mujeres. El FvW es una glicoproteina
multimérica de alto peso molecular que desempeiia un
papel fundamental, en condiciones de fuerte cizallamiento,
en la agregacion y adhesion plaquetaria, y en la estabili-
zacion del factor de coagulacion sanguinea VIII (FVIII).

Para el diagndstico exacto de la EvW se requieren varias
pruebas de laboratorio. Estas pruebas se realizan de manera
secuencial y se subdividen en deteccion inicial y pruebas
de primer y segundo niveles. Por lo tanto, la clasificacién
de la EvW es relativamente compleja, pero su diagnostico
adecuado es importante para el manejo terapéutico de los
pacientes. La caracterizacién molecular del gene del FvW
(FvW) no es indispensable para el diagnostico de la EvW
en pacientes que se han sometido a pruebas fenotipicas.
No obstante, si algunos de estos analisis no estuvieran dis-
ponibles, entonces el analisis molecular es indispensable
para obtener un diagndstico exacto. Asimismo, el analisis
molecular podria ofrecer valiosa informacién adicional en
el caso de pacientes bien caracterizados fenotipicamente
(por ejemplo, cuando se requiere un diagnostico prenatal).
La monografia complementaria a esta, la numero 56 de
la serie Tratamiento de la hemofilia, de la FMH, titulada
Diagndstico molecular de la enfermedad de von Willebrand,
ofrece un analisis profundo del enfoque genotipico para
el diagnostico de la EvW [1].

Juntas, estas dos monografias brindan orientacion tanto a
médicos como a especialistas de laboratorio sobre el diag-
nostico fenotipico y genotipico exacto de pacientes con

sintomas hemorréagicos e historial familiar de hemorra-
gias positivo, que se sospecha pudieran padecer la EvW.

Introduccidén

El factor von Willebrand (FYW) es una glicoproteina
multimérica de alto peso molecular que participa en la
hemostasia primaria, apoyando la adhesion y la agre-
gacién plaquetaria mediante su unién a los receptores
plaquetarios de las glicoproteinas (GP) GPIba y GPIIb-
IITa, en condiciones de fuerte cizallamiento en el lugar
de la lesién vascular [2]. Ademas, el FvW funciona como
proteina transportadora del factor de coagulacion VIII
(FVIII), protegiéndolo de la degradacion proteolitica y
de una rapida depuracion [3].

Definicion de la enfermedad de von Willebrand

La enfermedad de von Willebrand (EvW) es el trastorno

de la coagulacién mas comun, causado por defectos here-
ditarios en la concentracion, estructura y funcion del FvW.
Los informes de prevalencia en la poblacion en general

varian considerablemente entre estudios, abarcando desde

0.1% hasta 1%, y dependen del tipo de pacientes selec-
cionados y de los criterios usados para el diagnéstico de

la enfermedad [2]. Se transmite principalmente como

trastorno autosémico dominante y es causada por defec-
tos cuantitativos o cualitativos en el FvW [2,3]. La actual

clasificacion de la EvW se basa en defectos cuantitativos

parciales o completos (EvW tipos 1y 3) o defectos cua-
litativos (EvW tipo 2) en el FvW. A su vez, la EvW tipo 2

se divide en cuatro variantes (2A, 2B, 2M y 2N), con base

en las caracteristicas del fenotipo [2]. La EvW tipo 3 se

transmite como trastorno autosémico recesivo, con una

prevalencia aproximada de uno por millén en la poblacion

en general, pero su frecuencia es considerablemente mayor
en regiones con tasas elevadas de consanguinidad [4].
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Panorama general del diagnéstico
de la EVW

Diagnéstico clinico

El método diagnostico se inicia con la valoracién médica
de una persona que informa de sintomas hemorragicos
mucocutdneos. La valoracién inicial deberia tomar en
cuenta el historial personal y familiar de manifestaciones
hemorragicas. El objetivo de la valoracién del historial
hemorragico personal es identificar las caracteristicas
de las hemorragias, tales como espontaneidad, gravedad
y localizacion.

Para facilitar el diagndstico de los trastornos de la coagu-
lacion se han desarrollado diversas herramientas, algunas
de las cuales son generales y otras especificas segtin los
sintomas. La seccidon de herramientas para la valora-
cién de hemorragias de la publicacion de la Federacién
Mundial de Hemofilia (FMH) titulada Compendio de
herramientas de valoracion' ofrece evaluaciones de las
herramientas mads utiles en el ejercicio actual [e. g.: el
cuestionario sobre hemorragias en los Marcadores mole-
culares y clinicos para el diagndstico y tratamiento del tipo
1 de la EvW (MCMDM-1 por sus siglas en inglés)?, y el
Evaluacion pictorica (o pictograma) de pérdida de sangre
(PBAC por sus siglas en inglés)?].

La Sociedad Internacional de Trombosis y Hemostasia
(ISTH por sus siglas en inglés) disefi6 una herramienta de
valoracion de hemorragias (BAT por sus siglas en inglés)*.
Este instrumento resulta ttil en el entorno médico ya que
puede ser usado para evaluar EvW o disfuncion plaqueta-
ria en pacientes que se sospecha pudieran padecer estos
trastornos. Ademas, sirve para racionalizar la investiga-
cion de las hemorragias en el laboratorio y para evaluar
la propension de los pacientes a las mismas.

Diagnostico de laboratorio

La EVW es un trastorno de la coagulacion hereditario
causado por una deficiencia cuantitativa y/o cualitativa
del FvW. A continuacion se describe un enfoque para el
diagnostico fenotipico de la EvW. El analisis molecular

Pictorial Blood Loss Assessment Chart. http://elearning.wth.org/
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ISTH Bleeding Assessment Tool. http://elearning.wth.org/

también puede aportar informacién importante para
complementar el diagndstico de laboratorio, y se aborda
detalladamente en la monografia complementaria de la
presente, la nimero 56 de la serie de la FMH, Tratamiento
de la hemofilia, titulada Diagndéstico molecular de la enfer-
medad de von Willebrand [1].

Diagnéstico fenotipico

El FvW es una glicoproteina multimérica y multifuncional
con varios dominios que contienen diversos sitios de unién
funcionales. Por lo tanto, se requiere mas de una prueba
para evaluar todas las funciones de FvW y, a menudo, el
diagnostico de la EvW resulta complicado. Hay diferen-
tes ensayos bioquimicos disponibles para analizar las
funciones de esta compleja glicoproteina, que es necesa-
rio realizar paso a paso, como se describe a continuacién.

La valoracidn de laboratorio inicial de la hemostasia, cono-
cida como ‘pruebas de deteccidn iniciales, abarca conteo
sanguineo completo (CSC), tiempo de tromboplastina
parcial activada (TTPA), tiempo de protrombina (TP), y
fibrinégeno (Figura 1). Estas pruebas no pueden excluir o
confirmar la presencia de EvW, pero pueden indicar si una
deficiencia de factor de coagulacion pudiera ser la causa
potencial de los sintomas hemorragicos de un paciente [5].
Dado que los pacientes con EvW tipo 2B pueden presen-
tar trombocitopenia, debe valorarse el conteo plaquetario.
En la EvW, la deficiencia de FVIII es secundaria a la defi-
ciencia o disfuncion del FvW, su proteina portadora. Por
lo tanto, en la EVW los resultados del TTPA son prolon-
gados solamente si el nivel de FVIII es lo suficientemente
reducido (i. e.: EVW tipo 3 o EvW tipo 2N). En algunos
laboratorios también se realizan los ensayos de tiempo de
sangria (TS) y analizador de la funcion plaquetaria (PFA-
100%). No obstante, los resultados del TS son susceptibles
a la variabilidad del operador, y la prueba también carece
de sensibilidad [6]. Algunos estudios han demostrado
que los resultados del ensayo PFA-100° son anormales
en la mayoria de los pacientes con EvW; sin embargo, el

Compendio de herramientas de valoraciéon, FMH. http://elearning.wfh.org/

MCMDM-1 VWD Bleeding Questionnaire. http://elearning.wth.org/
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ensayo PFA-100° carece de sensibilidad y especificidad
para usarse como unica prueba de deteccion [7,8].

En la Figura 2 se resume un algoritmo para el diagnéstico
de la EvW, que abarca pruebas de primer y segundo niveles.

Pruebas de primer nivel para el diagndstico

de la EvW

Las pruebas de primer nivel miden el nivel plasmatico de
la actividad coagulante del FVIII (FVIII:C), el nivel del
antigeno del FvW (FvW:Ag), y la funcion del FvW depen-
diente de las plaquetas (actividad de union del FvW al
receptor plaquetario GPIba), usualmente medida como
actividad en presencia del cofactor ristocetina (FvW:RCo).
Los resultados de estas pruebas deberian expresarse ya
sea en unidades internacionales por decilitro (UI/dl) o en
unidades internacionales por mililitro (UI/ml), segun la
norma de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) [5].

FVIII:C

La FVIII:C se determina mediante un ensayo de coa-
gulacion de una etapa® basado en el ensayo de TTPA, o
mediante un ensayo de coagulacion de dos etapas®. Los
niveles de actividad del FVIII también se miden por medio
de un ensayo cromogénico’ [9]. Entre estos, el mas comun
es el ensayo de coagulacion, que mide la capacidad del
FVIII de un paciente para reducir el tiempo de coagula-
cién de plasma deficiente en FVIIIL.

FyW:Ag

El ensayo FvW:Ag mide la concentracion de la glicopro-
teina FVW en el plasma del paciente. El ensayo FvW:Ag
se realiza con el método de inmunoabsorcion ligado a
enzimas (ELISA)® o mediante inmunoensayo automati-
zado con (microparticulas de) latex (LIA).

Actividad de union del FvW al receptor plaquetario
GPIba

A continuacion se explican las pruebas disponibles para
medir la principal actividad funcional del FvW. La acti-
vidad de unién del FvW al receptor plaquetario GPIba
generalmente se valora mediante el ensayo FvW:RCo, que
mide la capacidad del FvW plasmatico para aglutinar a
las plaquetas en presencia de ristocetina [10]. Durante los
ultimos diez aflos se han incorporado nuevos ensayos para
valorar la actividad de union del FvW al receptor plaque-
tario GPIba a fin de superar las limitaciones del ensayo
FvW:RCo [11]. Por lo tanto, el Comité Cientifico y de
Normalizacion (SSC por sus siglas en inglés) de la ISTH
aprobo una nueva nomenclatura que facilita la distincion
entre ensayos que difieren en sus detalles funcionales [12].
La nomenclatura de consenso clasifica los ensayos que
miden la actividad de unién del FvW al receptor plaque-
tario GPIba de la siguiente manera:

1) Ensayos FvW:RCo. Estas pruebas utilizan plaque-
tas intactas en diferentes formas (nativas, fijadas en
formalina o liofilizadas reconstituidas) y ristocetina.
Los ensayos FvW:RCo se subdividen en ensayos de
primera generacion (manuales), de segunda gene-
racién (semiautomatizados), de tercera generacion
(totalmente automatizados), de cuarta generacion
(totalmente automatizados modificados), y métodos
de citometria de flujo.

No obstante, estos ensayos presentan algunas limita-
ciones, tales como un elevado coeficiente de variacién
(CV; que puede superar el 30% cuando los valores son
<15 Ul/dl), variabilidad de la ristocetina o del reac-
tivo plaquetario de un lote a otro (ya sea preparado
localmente o liofilizado comercialmente), y una ines-
tabilidad intrinseca del sistema de ensayo. Los ensayos
de primera y segunda generacién también requieren
mucho tiempo y estan pobremente estandarizados.
Una desventaja mas es que el ensayo FvW:RCo mide

5 Diagndstico de la hemofilia y otros trastornos de la coagulacion: Manual de laboratorio, FMH. http://elearning.wth.org/

Seccién 23: Ensayos de factor basados en el TTPA.

6 Diagndstico de la hemofilia y otros trastornos de la coagulacién: Manual de laboratorio, FMH. http://elearning.wth.org/
Seccién 25. Ensayo de coagulacion de dos etapas para el factor VIII:C.

7 Diagndstico de la hemofilia y otros trastornos de la coagulacion: Manual de laboratorio, FMH. http://elearning.wth.org/

Seccién 26: Ensayo por método cromogénico del factor VIIL:C.

8 Diagndstico de la hemofilia y otros trastornos de la coagulacion: Manual de laboratorio, FMH. http://elearning.wth.org/
Seccién 30: Ensayo del antigeno del factor von Willebrand (FvW:Ag) por método ELISA).
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dos parametros: 1) la unién de la ristocetina al FvW;
2) la unién del FvW “activado” por la ristocetina a las
plaquetas [12]. Flood et al. [13,14] describieron dos
variantes de secuencia en la regién de union para la ris-
tocetina del dominio Al (p.P1467S y el alelo H de un
polimorfismo comun p.D1472H) que provocan falsas
reducciones en los niveles de FvW:RCo. No obstante,
el ensayo FvW:RCo se utiliza ampliamente y sigue
siendo aceptado como el método de referencia para
la valoracion de la actividad del FvW dependiente de
las plaquetas.

2) Ensayos de union del FvW a la GPIba, desencadenada
por ristocetina (FvW:GPIbR). Estas pruebas utilizan ris-
tocetina y un fragmento de GPIba capturado por un
anticuerpo monoclonal (mAb) con el que se recubre
una placa ELISA o una particula magnética o de latex
(para los ensayos automatizados mejorados). Como lo
describieron Vanhoorelbeke et al. [15] y Federici et
al. [16], hay diferentes anticuerpos disponibles para
capturar el fragmento de GPIba, que puede ser una
proteina derivada de plasma o recombinante. Hay
una buena correlacion entre los ensayos FvW:RCo y
FvW:GPIbR; si bien los ensayos FvW:GPIbR demos-
traron una mayor precision, un mejor CV y un limite
de deteccion mas bajo [12].

3) Ensayos de unién del FvW a la GPIba con una muta-
cion de ganancia de funcion (FyW:GPIbM). Estas
pruebas utilizan fragmentos de GPIba recombinan-
tes con una mutacion de ganancia de funcién (rGPIbM),
que espontaneamente se unen al FvW sin ristocetina.
Pueden utilizarse rGPIbM con diferentes mutaciones
de ganancia de funcién. Sin embargo, no se detecta
ninguna diferencia en la union entre la rGPIbM y
el FvW cuando se introducen dos de cualquiera de
tres mutaciones de ganancia de funcién (p.G233V,
p.D235Y y p.M239V) [17]. Los ensayos FvW:GPIbM
utilizan rGPIbM capturada en una placa ELISA o en
una particula de latex, recubierta con un mAb. Se ha
informado que los ensayos FvW:GPIbM se correlacio-
nan con el ensayo habitual FvW:RCo; no obstante, la
precision, el CV vy la sensibilidad de los ensayos mas
nuevos es mejor [11,18,19].

4) Ensayo de actividad del FvW con base en su union al
anticuerpo monoclonal (FvW:Ab). Este se utiliza para el
ensayo comercial automatizado inmunoturbidimétrico

mejorado con latex, en el que un mAb se dirige con-
tra un epitope en el domino Al del FvW que participa
en la unién de la GPIba. Una de las ventajas de este
ensayo es su aplicabilidad a diferentes plataformas y,
por ende, su factibilidad para laboratorios no especia-
lizados. Dado que el ensayo FvW:Ab mide la unién del
FvW a un mAb y no a la GPIba, no esta claro si este
anticuerpo es capaz de imitar precisamente la union
de la GPIba al FvW [20]. Por lo tanto, no puede con-
siderarse un verdadero ensayo de actividad y tampoco
recomendarse como sustituto del ensayo FvW:RCo.

Pruebas de segundo nivel para el diagnostico

de la EvW

Las pruebas de segundo nivel son necesarias para definir
y clasificar las variantes de la EvW. Se aplican cuando se
detectan niveles bajos de FvW y/o cuando se descubre
una discrepancia entre la concentracion de la proteina
FvW vy sus funciones dependientes de las plaquetas (i.
e.: FvW:RCo/FvW:Ag <0.6). Niveles reducidos de FVIII
relacionados con valores normales o casi normales para
el FvW, que dan lugar a una relaciéon FVIIL:C/FvW:Ag
<1 [21], podrian estar relacionados con la EvW tipo 2N
o con hemofilia A leve.

FyW:CB

La interacciéon del FvW con el coldgeno es fundamental
en condiciones de fuerte cizallamiento para que se inicie
el tapdn plaquetario en los sitios de lesion. El principal
sitio de unién del coldgeno fibrilar es el dominio A3 del
FvW [22], aunque también se ha informado de la inte-
raccion del dominio A1l con el colageno tipos IV y VI
[23,24]. El ensayo de la actividad de unién al coldgeno
(FvW:CB) mide la capacidad del FvW para unirse al cola-
geno. Como en el caso del FvW:RCo, los resultados del
FvW:CB dependen del tamarfio de los multimeros del FvW,
lo que quiere decir que los multimeros mas grandes se
unen al colageno con mayor afinidad que los pequenios.
La sensibilidad y capacidad del ensayo FvW:CB para dis-
criminar entre subtipos de la EvW depende de la fuente
y del tipo de colédgeno utilizado [25]. El ensayo FvW:CB
puede usarse como substituto del analisis de multimeros
del FvW, siempre que esta tltima prueba no se encuen-
tre disponible, a fin de valorar la ausencia de multimeros
de alto peso molecular (MAPM). Aun si algunos estu-
dios apuntan a que los ensayos FvW:CB pueden mejorar
la diferenciacion del tipo 2M de la EvW del tipo 24, en
la practica médica y de laboratorio el ensayo FvW:CB no
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forma parte de las pruebas habituales para la EvW [26,27].
Los defectos de union al coldgeno también se describen en
la EVW tipo 2M (FvW:CB/FvW:Ag <0.6) debido a muta-
ciones en el dominio A3 [28,29].

Actualmente hay diversos kits ELISA disponibles comer-
cialmente para evaluar esta funciéon del FvW. Un ejemplo
se describe en la publicacién Diagndstico de la hemofilia y
otros trastornos de la coagulacién: Manual de laboratorio®,
pero muchos otros se han utilizado con éxito.

RIPA

Solamente se ha informado de unos cuantos métodos
[30-33] que distinguen la EvW tipo 2B de otros tipos de
EvW (e. g.: EvW tipo 2A o tipo 1). Entre estos métodos,
la aglutinacién plaquetaria inducida por ristocetina (RIPA
por sus siglas en inglés) es la mas ampliamente utilizada
[34]. El ensayo RIPA'™, realizado con plasma rico en pla-
quetas (PRP) del paciente, evalta la afinidad del FvW por
el receptor plaquetario GPIba con diferentes concentra-
ciones de ristocetina. Por lo tanto, la disponibilidad de
una muestra de sangre fresca para este ensayo es obliga-
toria. Bajas concentraciones de ristocetina (<0.7 mg/ml)
no provocan la aglutinacion de las plaquetas en el PRP de
sujetos normales, mientras que la misma cantidad de ris-
tocetina podria causar aglutinacion plaquetaria en el PRP
de pacientes con EvW tipo 2B. Por el contrario, a mayo-
res concentraciones de ristocetina (entre 0.7 y 1.2 mg/
ml) capaz de inducir la aglutinacién plaquetaria en suje-
tos normales, la aglutinacion plaquetaria inducida por la
ristocetina esta alterada en pacientes con EvW tipo 3, 2A
y 2M. Mutaciones con ganacia de funcién en el receptor
plaquetario GPIba provocan la EvW de tipo plaqueta-
rio (EvW-TP), también conocida como pseudo-EvW. El
ensayo RIPA no permite distinguir la EvW tipo 2B de la
EvW-TP; no obstante, puede determinarse un diagnos-
tico diferencial mediante pruebas de mezcla de plaquetas
[35] o del analisis molecular del gene del FvW y del gene
de la GPIba.

Andlisis de multimeros del FvW

El patrén multimérico del FvW plasmatico es importante
para su actividad funcional. Los MAPM son la forma mas
hemostaticamente activa del FvW. Estas moléculas se unen
al coldgeno y a las plaquetas con una afinidad considerable-
mente mayor que los multimeros de bajo peso molecular.
Debido a su tamaiio, los MAPM también son mas eficaces
para mediar la adhesion y agregacion plaquetarias, espe-
cialmente en condiciones de fuerte cizallamiento [36]. El
analisis de la estructura multimérica del FvW es complejo
y consume tiempo, pero util para el diagnéstico de la EvW.

El analisis multimérico de baja resolucion del FvW!!
(geles de agarosa de baja concentracion) puede detectar
la pérdida de MAPM (Figura 3, panel A), permitiendo dis-
tinguir a los pacientes con EvW tipo 1 de los pacientes con
EvW tipo 2, y distinguir el tipo 2A de la EvW [pérdida de
MAPM y multimeros de peso molecular (MPM) interme-
dio] del tipo 2M (patrén multimérico normal). Los geles
de resolucién intermedia!! (preparados con mayores con-
centraciones de agarosa) permiten observar la estructura
multimérica interior, que muestra la estructura de triple-
tes de cada uno de los oligomeros. En una persona normal,
el patrdn de tripletes estd formado por una banda central
y dos sub-bandas externas [37]. En algunos pacientes con
EvW pueden observarse alteraciones en la estructura de
tripletes (Figura 3, panel B). Muy pronto estara disponi-
ble comercialmente un método semiautomatizado para
el andlisis multimérico de baja resolucion del FvW.

FyW:FVIIIB

El ensayo de union FvW-FVIII (FvW:FVIIIB) evalua la
capacidad del FvW de unirse al FVIII. Este ensayo es indis-
pensable para diferenciar un diagnéstico de EvW tipo
2N de uno de hemofilia A leve, dado que ambos trastor-
nos estan relacionados con una reduccién moderada de
los niveles plasmaticos de FVIII, y niveles normales de
FyW:Ag y FEvW:RCo (FVIIL:C/FvW:Ag <1) [21]. La prueba
FvW:FVIIIB mide la capacidad del FvW plasmatico de
unirse a un FVIII exégeno, usando un inmunoensayo en

9 Diagndstico de la hemofilia y otros trastornos de la coagulacién: Manual de laboratorio, FMH. http://elearning.wth.org/
Seccién 31: Ensayo de unién al colageno del factor von Willebrand (FvW:CB).

10 Diagndstico de la hemofilia y otros trastornos de la coagulacion: Manual de laboratorio, FMH. http://elearning.wth.org/

Seccién 39: Pruebas de la funcion plaquetaria.

11 Diagndstico de la hemofilia y otros trastornos de la coagulacion: Manual de laboratorio, FMH. http://elearning.wth.org/

Seccidn 33: Analisis multimérico del FvW.
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fase solida'? [38]. En el diagnostico diferencial, los resulta-
dos obtenidos de este ensayo pueden ser: 1) una capacidad
de unién normal del FvW al FVIIIL, lo que genera un diag-
nostico de hemofilia A leve; 2) una capacidad de unién
marcadamente reducida del FvW al FVIII, que da lugar
a un diagndstico de EVW tipo 2N. Existe la posibilidad
de un tercer resultado utilizando este ensayo: una capaci-
dad de unién moderadamente reducida del FvW al FVIIL
Este hallazgo es habitual en portadoras asintomaticas de
la EVW tipo 2N, quienes generalmente presentan nive-
les normales de FVIII (FVIIL:C/FyW:Ag >1), y también
se observa en algunos pacientes con variantes IIE de la
EvW tipo 2A.

Hay kits ELISA disponibles comercialmente para medir
FvW:FVIIIB.

Andlisis del FvW intraplaquetario

Ademas de los cuerpos Weibel-Palade de las células endo-
teliales, el FvW también se almacena dentro de los granulos
a de las plaquetas. En contraste con el FvW plasmatico,
el FvW plaquetario esta enriquecido con multimeros de
FvW hemostaticamente activos de tamano ultra grande o
inusualmente grande (FvW-UL) [39]. El FvW plaquetario
puede evaluarse usando los mismos ensayos adoptados
para el FvW plasmatico (FvW:Ag, FvW:RCo, FvW:CB
y analisis multimérico). No obstante, para interpretar
correctamente los resultados de cada ensayo, es nece-
sario primero establecer un rango normal, obtenido de
una pequeiia poblacién de individuos sanos. Como en el
caso del ensayo RIPA, las plaquetas deben aislarse a par-
tir de una muestra de sangre fresca. Hay pocos métodos
disponibles para la extraccion del FvW de las plaquetas,
y ninguno estd estandarizado. Mannucci et al. [40] des-
cribieron tres diferentes subgrupos de pacientes con base
en los niveles de FvW plaquetario: 1) ‘plaquetario bajo’:
pacientes con FvW:Ag y FvW:RC plaquetarios reducidos;
2) ‘plaquetario normal’: pacientes con FvW:Ag y FvW:RCo
plaquetarios dentro del rango normal; y 3) ‘plaquetario
discordante, pacientes con concentraciones normales de
FvW:Ag plaquetario, pero niveles desproporcionadamente
reducidos de FvW:RCo plaquetario. Se ha demostrado
que estas subcategorias predicen la respuesta del FvW
plasmatico del paciente después de la administracion de

DDAVP (desmopresina: 1-desamino-8-D-arginina vaso-
presina), por lo que podrian ser clinicamente relevantes.

Prueba de infusion de desmopresina (DDAVP)

La desmopresina 6 DDAVP es un derivado sintético de la
hormona antidiurética vasopresina que estimula la libera-
cidon de FvW de los cuerpos Weibel-Palade de las células
endoteliales [41,42]. La desmopresina se ha utilizado para
el tratamiento de la forma leve de la EvW, y su mecanismo
farmacoldgico de accion e indicaciones se han estudiado
ampliamente [3,41]. La prueba de desmopresina puede
utilizarse para valorar la respuesta del paciente antes de
la administracion de desmopresina para la prevencion o
el tratamiento de hemorragias. Para probar la respuesta de un
paciente se administra, ya sea por via subcutdnea o intrave-
nosa, una dosis terapéutica de desmopresina (0.3 pg/kg peso
corporal), y se miden los valores FvW:Ag, FvW:RCo al
inicio y 1, 2 y 4 horas después de la infusion. La valora-
cién 4 horas después de la infusion es necesaria a fin de
identificar a pacientes con una depuracion acelerada del
FvW quienes serian potenciales candidatos para trata-
mientos alternos [43].

Proporcion ppFvW/FyW:Ag

Un incremento en la proporcidn entre el propéptido del
EvW (ppFvW) y el FvW (ppFvW/FvW:Ag), que consti-
tuye un marcador de depuracion acelerada del FvW, se
ha encontrado en pacientes con EvW y en pacientes con
coagulacion intravascular diseminada [44-46]. Hay dife-
rentes kits ELISA disponibles comercialmente para medir
la concentracién plasmatica del ppFvW. No obstante, este
ensayo es relativamente nuevo y no se utiliza ampliamente
en el diagnostico de la EvW.

Evaluar la proporcion ppFvW/FvW:Ag es una buena alter-
nativa a la prueba de desmopresina a fin de investigar la
tasa de depuracion del FvW [47].

Problemas y consideraciones con respecto a los
analisis de laboratorio

Tipos de sangre ABO y envejecimiento

Los tipos sanguineos ABO tienen un efecto importante
en las concentraciones plasmaticas de FvW y FVIII [48].
Los sujetos con grupo sanguineo tipo O tienen concen-
traciones de FvW cerca de 25% mas bajas que personas

12 Diagndstico de la hemofilia y otros trastornos de la coagulacion: Manual de laboratorio, FMH. http://elearning.wth.org/
Seccién 32: Ensayo de union del factor VIII para el diagnostico de la variante Normandia de la enfermedad de von Willebrand.
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con tipos sanguineos diferentes al tipo O, como conse-
cuencia de la mayor depuracion del FvW relacionada con
la presencia de antigenos O en las moléculas del FvW, en
comparacion con moléculas de FvW que presentan anti-
genos diferentes a O [49].

Los niveles tanto de FvW como de FVIII aumentan con
la edad. En adultos, el FvW se incrementa en aproxima-
damente 1% a 2% por afio [50].

Problemas previos a los andlisis

La fase preanalitica abarca diversos procedimientos, desde

preparacion del paciente hasta recoleccion, manejo, trans-
porte y almacenamiento de muestras. La fase preanalitica

es considerada la parte mds vulnerable de la totalidad del

proceso de pruebas, y los problemas preanaliticos represen-
tan cerca del 70% de los errores de los laboratorios clinicos.

Antes de las pruebas de laboratorio es importante tomar
en cuenta el historial clinico del paciente a fin de detectar
cualquier situacion patoldgica que se sabe puede afectar
los niveles de FvW (e. g.: enfermedades cardiovasculares,
trastornos autoinmunes, cancer, enfermedades linfoproli-
ferativas o mieloproliferativas, e hipotiroidismo). También
deben tomarse en cuenta embarazo y estrégeno / anti-
conceptivos orales ya que estan relacionados con un
incremento en los niveles de FvW y otros factores de la
coagulacion. Es importante evitar el estrés (e. g.: ansiedad
o llanto en el caso de nifios asustados) antes de tomar la
muestra de sangre [51] ya que incrementan las proteinas
de fase aguda (e. g.: FvW y FVIII). No se recomienda el
ejercicio fisico hasta dos horas antes de las tomas de sangre
y los sujetos deberian tener un minimo de cinco minu-
tos de reposo antes de la toma. Otros factores externos,
tales como inflamacion y cirugia, incrementan los niveles
plasmaticos de FvW [51]. Por consiguiente, es necesario
repetir las pruebas en sujetos en los que se sospecha la
EvW y los bajos niveles de FvW deben confirmarse con
por lo menos dos tomas de sangre en ocasiones diferentes.

Recoleccion, manejo y transporte de muestras

El Colegio de Pato6logos Estadounidenses (CAP por
sus siglas en inglés), asi como el Instituto de Normas
de Laboratorio Clinico (CLSI por sus siglas en inglés y

13 NCCLS H51-A Ed.1 (2002): https://infostore.saiglobal.com/
14 NCCLS H21-A4 Ed.4 (2003): https://infostore.saiglobal.com/

anteriormente NCCLS), recomiendan la recoleccién de
sangre en una solucién tamponada de citrato al 3.2%.
Después de la recoleccion es importante mezclar inmedia-
tamente la sangre mediante inversion a fin de garantizar la
distribucion del anticoagulante: debe evitarse agitarla ya
que esto induce la hemolisis y/o la activacion de plaquetas
y factores. Las muestras hemolizadas, ictéricas y lipémicas
pueden afectar los resultados de las pruebas. Antes de su
procesamiento en el laboratorio, las muestras deben eva-
luarse para detectar la presencia de precipitados, coagulos,
hemodlisis, ictericia y lipemia’?,'*. No obstante, la mayoria
de los instrumentos de coagulacion totalmente automa-
tizados cuentan con un sistema de deteccion de longitud
de ondas multiple para detectar muestras inadecuadas.

La temperatura y el transporte son variables clave en el
manejo de muestras. No se recomienda el transporte de
sangre completa en condiciones de refrigeracion. Las
muestras deberian transportarse a temperatura ambiente
(15°C-25°C) en el menor tiempo posible [52,53]. De hecho,
el manejo inadecuado de sangre completa (i. e.: transporte
a temperaturas de 2°C-8°C) antes de su centrifugacion
puede causar reducciones falsas del FvW y del FVIII [51].

Después de su extraccion, la sangre entera debe procesarse
rapidamente (idealmente en un plazo de una hora) para
obtener plasma. Los ensayos de FvW deberian realizarse en
plasma ‘pobre en plaquetas’ o ‘sin plaquetas’'’; para garan-
tizar la eliminacion de las plaquetas, los tubos de muestras
podrian necesitar un doble centrifugado. Después de la
centrifugacion, si los ensayos fueran a realizarse dentro
de las siguientes dos horas, los tubos de muestra debe-
ran permanecer tapados y a temperatura ambiente. Si
no fuera posible realizar las pruebas al plasma dentro de
las siguientes dos horas, entonces las muestras deberian
congelarse, de preferencia a una temperatura de -70°C o
menor, y analizarse dentro de los 18 meses siguientes [51].
Si el plasma no se centrifugé adecuadamente, durante el
proceso de congelamiento podrian liberarse proteasas o
particulas de la membrana plaquetaria que podrian afec-
tar los resultados de las pruebas de FvW.

Las muestras congeladas pueden deteriorarse durante el
transporte; se recomienda su entrega réapida y las alicuotas
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deberian entregarse en hielo seco. Para evitar la forma-
cion de crioprecipitado, antes de realizar las pruebas, las
muestras de plasma congelado deberian descongelarse
durante por lo menos cinco minutos en un bafio de agua
a una temperatura de 37°C. Después de esto, las mues-
tras deberian revolverse suavemente.

Clasificacién de la EVW

Como se menciond anteriormente, la actual clasificacion
de la EvW se basa en defectos cuantitativos parciales o
completos (EvW tipos 1y 3) o defectos cualitativos (EvW
tipo 2) del FvW. La clasificacion anterior restringia la
EvW a mutaciones del gene del FvW [54], pero este cri-
terio se ha ampliado (Cuadro 1). Pudiera ser posible que
mutaciones en otros genes pudieran generar un trastorno
indistinguible de la EvW, causado por mutaciones intra-
génicas del FvW [34]. La monografia complementaria de
esta, TOH 56, Diagndstico molecular de la enfermedad de
von Willebrand, ofrece un andlisis detallado del enfoque
genotipico para el diagndstico de la EvW [1].

EvW tipo 1

La EvW tipo 1 se caracteriza por una deficiencia cuantita-
tiva parcial de FvW. Las manifestaciones hemorragicas en
pacientes con EvW tipo 1 se atribuyen a un decremento en
la concentracién de FvW, y no a una disminucién selec-
tiva en los multimeros grandes hemostaticamente eficaces
o a anormalidades especificas en los sitios de unién de
los ligandos. El hallazgo de laboratorio habitual en casos
de EvW tipo 1 son niveles reducidos de FvW con acti-
vidades funcionales normales del FvW en comparacion
con FvW:Ag. La proporcién de MAPM en relacién con la
totalidad de multimeros del FvW es normal o no esta par-
ticularmente reducida [34]. La EvW tipo 1 generalmente
se hereda con un patrén autosémico dominante, aunque
se ha informado de casos graves de EvW tipo 1 debidos a
mutaciones heterocigotas compuestas [55].

EvW tipo 2

La clasificacion de la EvW tipo 2 se basa en defectos fun-
cionales especificos del FvW que afectan la agregacion
y/o adhesién plaquetaria, o que afectan la supervivencia
del FVIII plasmatico [34]. El Cuadro 2 ofrece un resumen
de las variantes cualitativas del FvW (EvW tipo 2) que se
describen con mayor detalle a continuacion.

EvW tipo 2A

La EvW tipo 2A se caracteriza por una disminucion en la
adhesion del FvW dependiente de las plaquetas debido

a una deficiencia selectiva de los MAPM. La EvW tipo

2A se caracteriza por una deficiencia relativa variable de

multimeros grandes. La pérdida de multimeros gran-
des se relaciona con un decremento en las interacciones

FvW-plaquetas (i. e.. FvW:RCo) y en las interacciones

FvW-tejido conectivo (i. e.: FvW:CB) [56] en relacion
con FvW:Ag. La EvW tipo 2A constituye un grupo de

variantes heterogéneas (anteriormente clasificadas como

IIA, IIE, IID y IIC), en las que cada subgrupo se debe

a un mecanismo patogénico molecular diferente. Con

excepcion de la EVW tipo 2A IIC, las variantes de la EvW
tipo 2A se heredan con un patrén autosémico domi-
nante. Actualmente, para discriminar entre las diferentes

variantes del tipo 2A se requiere el andlisis multimérico

de resolucién intermedia o la secuenciacion del gene del

FvW, y estas técnicas no estan ampliamente disponibles

[34]. Las variantes mas comunes del tipo 2A, documen-
tadas en la anterior version de la clasificacion de la EvW
como ITA [57], se caracterizan por la pérdida de MPM
alto e intermedio, que podria ser el resultado del defecto

en la integracion y secrecién de los multimeros o de una

mayor susceptibilidad intrinseca a la escision por una des-
integrina y metaloproteinasa con motivo trombospondina

tipo 1, numero 13 (ADAMTS-13) [34]. Como consecuen-
cia de esto ultimo, dichas variantes también presentan un

incremento en las bandas de tripletes. La segunda variante

mas comun de la EvW tipo 2A, anteriormente identificada

como IIE [58], se caracteriza por una modesta pérdida de

MAPM, relacionada con la ausencia de bandas de triple-
tes satélite debida a una menor susceptibilidad al efecto

proteolitico de ADAMTS-13. Una variante poco comun

de la EVW tipo 2A, anteriormente identificada como IID

[59], se caracteriza por la pérdida de MAPM relacio-
nada con la presencia de bandas ‘impares’ en el analisis

multimérico de resolucion intermedia. Otro grupo poco

comun de variantes de la EvW tipo 2A, anteriormente

identificado como IIC [58], se caracteriza por la pérdida

de MPM alto e intermedio, relacionada con la ausencia

de bandas de tripletes satélite debido a una menor suscep-
tibilidad al efecto proteolitico de ADAMTS-13. Como se

menciond anteriormente, la EVW tipo 2A IIC se hereda

con un patrén autosémico recesivo.
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EvW tipo 2B

La EvW tipo 2B se debe a una mayor afinidad del FvW al
receptor plaquetario GPIba y se caracteriza por ensayo
RIPA aumentado (i. e.: aglutinacién plaquetaria en pre-
sencia de bajas concentraciones de ristocetina) [30]. La
mayor afinidad de esta variante del FvW por el receptor
plaquetario GPIba resulta en una unién espontanea del
FvW a las plaquetas in vivo, que da lugar a la formacion
de agregados, con la consiguiente pérdida de MAPM
y, ocasionalmente, trombocitopenia [60]. Asimismo, la
interaccién espontanea entre el FvW y la GPIba acelera
el efecto de escision de ADAMTS-13 sobre el FvW, lo
que genera una mayor disminucién de MAPM [61]. La
EvW tipo 2B se transmite como trastorno autosémico
dominante.

La EvW tipo 2B comparte la mayoria de las caracteristi-
cas clinicas y de laboratorio de la EYW-TP, un trastorno
hemorragico autosémico dominante descrito por primera
vez por Weiss et al. (1982) [62] y por Miller y Castella
(1982) [63]. La EvVW-TP también se caracteriza por un
ensayo RIPA aumentado, pero en este caso la interaccién
espontanea entre el FvW y el receptor plaquetario GPIba
se debe a la presencia de mutaciones de ganancia de fun-
cidn en el receptor plaquetario [64].

EvW tipo 2M

La EvW tipo 2M se caracteriza por una disminucion en la
adhesion del FvW dependiente de las plaquetas, no relacio-
nada con la ausencia de MAPM. Mutaciones identificadas
en pacientes con EvW tipo 2M afectan la interaccion del
FvW con la GPIba plaquetaria o con el colageno, pero
no afectan la integracion de los multimeros (por ende, la
inicial M). La menor adhesion plaquetaria disminuye la
exposicion de las subunidades del FvW al efecto de esci-
siébn de ADAMTS-13, lo que genera una reduccién en
las bandas satélite. La EvW tipo 2M se hereda con un
patrén autosémico dominante. La mayoria de los casos
de EvW tipo 2M se ha identificado con base en un valor
para el FvW:RCo desproporcionadamente bajo en com-
paracion con el FvW:Ag. Los analisis de primer nivel (i.
e.; FVIIL:C, FvW:Ag y FvW:RCo) para la EvW tipo 2M y
2A son similares y el diagndstico diferencial se determina
mediante el andlisis de los multimeros [65]. Se ha infor-
mado de varios casos de pacientes con EvW tipo 2M que
presentan un FvW:CB desproporcionadamente bajo en
comparacion con el FvW:Ag [28,29].

EvW tipo 2N

La EvW tipo 2N se caracteriza por una menor capacidad
del FvW para unirse al FVIIL. La primera descripcion de
esta variante fue en un paciente de la region de Normandia
(por ende, la inicial N). En particular, hay una disminu-
cién del FVIIL:C en comparacion con el nivel normal de
FvW:Ag, y el patrén multimérico del FvW es normal. Por
lo tanto, la EvW tipo 2N puede diagnosticarse incorrec-
tamente como hemofilia A leve, aunque la primera es un
trastorno autosdmico recesivo y la segunda se hereda
como trastorno ligado al cromosoma X. El diagndstico
diferencial se determina mediante un inmunoensayo en
fase solida para valorar la capacidad de unién del FvW
del paciente al FVIII (FvW:FVIIIB) [38]. Como alterna-
tiva puede realizarse el analisis genético tanto del F8 como
del FvW. En contraste con la EvW tipo 2B, tipo 2M y la
mayoria de las variantes del tipo 2A, la EvVW tipo 2N se
hereda con un patrén autosémico recesivo.

EvW tipo 3

La EvW tipo 3 se caracteriza por una deficiencia casi com-
pleta de FvW tanto plasmatico como plaquetario [66]. La
EvW tipo 3 se hereda como rasgo recesivo, y los parientes
heterocigotas generalmente presentan sintomas hemo-
rragicos leves o nulos [67,68]. Los valores de FvW:Ag,
FvW:RCo y FvW:CB son <1 UlI/dl y los niveles de FVIII:C
también son muy bajos (<10 Ul/dl) [4,69].

Sindrome von Willebrand adquirido

El sindrome von Willebrand adquirido (SYWA) es un
trastorno de la coagulaciéon poco comun relacionado
con defectos en la concentracidn, estructura o funcién
del FvW. El SYWA se presenta en personas sin historial
personal o familiar previo de hemorragias. El sindrome
estd relacionado con enfermedades linfoproliferativas o
mieloproliferativas, enfermedades cardiovasculares, tras-
tornos autoinmunes y cancer, y generalmente se presenta
en personas de edad avanzada. Los resultados de laborato-
rio para el SYWA son similares a los de la EvW y pueden
abarcar disminucion en los valores de FvW:Ag, FvW:RCo y
EVIILC. La distribucién de los multimeros del FvW puede
ser normal, pero podria haber ausencia de MAPM, como
ocurre en la EVW tipo 2A [70,71]. Una mayor depuracién
del FvW plasmatico es uno de los mecanismos patogéni-
cos que se han propuesto para explicar la deficiencia de
FvW en pacientes con SYWA [72].

9



10

Tratamiento de la hemofilia No. 55

Aloanticuerpos y autoanticuerpos del FvW

Los aloanticuerpos contra el FvW constituyen una com-
plicacion poco comun, con una prevalencia que va de
5.8% a 9.5% en pacientes con EvW tipo 3 [73-75]. No
hay informes de aparicion de aloanticuerpos en pacientes
con EvW de tipo 1 o tipo 2. Los pacientes con aloanti-
cuerpos anti-FvW generalmente pierden o carecen de la
respuesta hemostatica a la infusion de concentrados de
FvW. Los pacientes en los que se presenta un inhibidor,
particularmente pacientes con titulos elevados de aloanti-
cuerpos anti-FvW, pueden sufrir reacciones anafilacticas
graves o que ponen en peligro la vida cuando vuelven a
ser expuestos al FvW. Estos casos se caracterizan por la
activacion del sistema del complemento y la formaciéon
de complejos inmunes [75].

Mientras que los aloanticuerpos anti-FvW son exclusivos
de los pacientes con EvW tipo 3 repetidamente expues-
tos al FvW, los autoanticuerpos desempefian un papel en
la patogénesis de algunos pacientes con SYWA, especial-
mente en quienes padecen trastornos linfoproliferativos.
En contraste con la hemofilia adquirida, que se atribuye
a anticuerpos neutralizantes contra el FVIII, diversos
mecanismos patogénicos pueden causar trastornos estruc-
turales o funcionales del FvW. Entre estos se cuentan
autoanticuerpos que interfieren ya sea con la funciéon
plaquetaria [76,77] o con la unién al colageno [78,79],
o aumentando la depuracion del FvW plasmatico del
paciente [72]. Solamente 20% de los pacientes con SYWA
tienen anticuerpos contra el FvW, lo cual indica que los
métodos disponibles podrian no ser adecuadamente sen-
sibles para detectar anticuerpos o que el SYWA pudiera
no siempre tener una base autoinmune [5]. No obstante,
la presencia de autoanticuerpos anti-FvW, junto con la
aparicion tardia de la diatesis hemorrégica, el historial
familiar de hemorragias negativo, los hallazgos de labo-
ratorio similares a la EvW, y la presencia de un trastorno
subyacente generalmente relacionado con el SYWA, con-
tribuyen a apoyar el diagndstico de SYWA. Asimismo, el
seguimiento de los niveles de FvW y de autoanticuerpos
anti-FvW podria ayudar a los médicos a monitorear la
eficacia del tratamiento.

Ensayo para la deteccion de aloanticuerpos
anti-FvW

No hay un método de laboratorio estandarizado para la
identificacion de aloanticuerpos anti-FvW. Los ensayos
disponibles estan basados en el principio de un estudio de
mezclas para demostrar la inhibicion de la funciéon del FvW
dependiente de las plaquetas, aunque existen recomenda-
ciones para evaluar la funcién del FvW mas ampliamente
(incluyendo su union al colageno y al FVIII) [80]. Los ensa-
yos de mezclas imitan a los ensayos de Bethesda para la
deteccion de inhibidores en casos de hemofilia. Las acti-
vidades del FvW se evaltan'® en una mezcla de plasma
del paciente y en lotes de plasma normal después de dos
horas de incubacién a 37°C. El titulo del inhibidor anti-
FvW se calcula mediante la dilucién actual de plasma del
paciente que inhibe el 50% del lote de plasma normal en
una dilucion 1:2, en comparacion con la mezcla de con-
trol. Los resultados negativos de los ensayos de mezclas no
pueden excluir completamente la presencia de inhibido-
res dado que los aloanticuerpos pueden afectar regiones
no funcionales de la proteina del FvW.

Ensayos para la deteccion de autoanticuerpos
anti-FyW

La presencia de autoanticuerpos parece estar relacionada
con una tendencia hemorragica mas grave en pacientes
con SYWA [81,82]. A diferencia de la hemofilia adquirida,
que siempre se caracteriza por autoanticuerpos neutrali-
zantes anti FVIII, en el SYWA los autoanticuerpos contra
el FvW rara vez se identifican con pruebas de mezclas
que detectan la actividad funcional del FvW. Estas prue-
bas podrian no detectar titulos bajos de anticuerpos que
son clinicamente importantes. Por lo tanto, los estudios
de mezclas rara vez son utiles para el diagnostico clinico
del SYWA. Siaka y Tiede describieron dos ensayos ELISA,
usando FvW purificado adherido a las placas, para detec-
tar autoanticuerpos anti-FvW [81,83] independientemente
de su actividad neutralizante. Recientemente, Franchi et
al. [84] describieron un nuevo método combinado (un
ensayo ELISA seguido de un ensayo de confirmacién)
para detectar autoanticuerpos anti-FvW.

15 Diagndstico de la hemofilia y otros trastornos de la coagulacion: Manual de laboratorio, FMH. http://elearning.wth.org/

Seccién 34: Medicidn cuantitativa de los inhibidores del FVIIIL.
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CUADRO 1. Cambios en la clasificacidon de la EvW

ANTERIOR

ACTUAL

La EvW es causada por mutaciones en el locus del FyW.

La EVW no se restringe a mutaciones del gene del FvW.

La EVW tipo 1 incluye una deficiencia cuantitativa parcial
de FvW. La distribucién y estructura de los multimeros
del FvW plasmético es indistinguible de lo normal.

La EVW tipo 1 incluye una deficiencia cuantitativa parcial
de FVW. El FvW plasmatico podria contener subunidades
mutantes, pero presenta una actividad funcional normal
en relaciéon con el nivel de antigeno. La proporcién de
multimeros grandes no esta disminuida considerablemente.

EvW: enfermedad de von Willebrand; FvW: factor von Willebrand. (Adaptado con autorizacién de Sadler et al, JTH 2006) [34]

Diagnéstico de la EVW en paises con
pocos recursos

El diagndstico de la EvW requiere de mas de un ensayo,
y algunos de ellos no estan disponibles en todo el mundo.
No obstante, hay solo unos cuantos ensayos que son indis-
pensables para el diagnostico de la EvW. Las pruebas de
primer nivel indispensables son FVIII:C y FvW:Ag, con
FvW:RCo a fin de confirmar o excluir un diagndstico
de EvW tipo 3. En la mayoria de los casos, estas prue-
bas también permiten el diagndstico de la EvW tipo 1
y tipo 2, aunque no tienen la capacidad para distinguir
entre las diferentes variantes de la EvW tipo 2 (i. e.: 2A,
2B, 2M y 2N).

El FVIIL:C puede determinarse mediante un ensayo de
coagulacién de una etapa basado en el ensayo de TTPA'S,
técnica que puede realizarse con recursos muy limitados.!”
El FvW:Ag puede medirse usando el método ELISA, ya
sea con placas microtituladas previamente recubiertas, o
recubriendo las placas microtituladas en el laboratorio.'®
Para determinar el FvW:RCo, idealmente los laboratorios
de paises en vias de desarrollo tendrian acceso a un agre-
gometro y la preparacion de plaquetas se realizaria en el
mismo laboratorio, en presencia de ristocetina. También
existen métodos manuales para la determinacion del
FvW:RCo usando placas que han sido lavadas y fijadas
en el mismo laboratorio o que estan disponibles en kits
comerciales [85]. Si no se tuviera acceso a ninguna de

estas, las determinaciones de TTPA y de tiempo de san-
gria pueden generar pruebas para apoyar o excluir un
diagnostico de EvW tipo 3.

Es muy importante excluir la presencia de un inhibidor
del FvW (aloanticuerpos anti-FvW) en pacientes con EvW
tipo 3, particularmente en quienes solamente han estado
expuestos a la terapia de reemplazo de FvW una vez o unas
cuantas veces. La presencia de un inhibidor podria ocasio-
nar una grave reaccion anafilactica, que pudiera incluso
poner en peligro la vida, si estos pacientes volvieran a ser
expuestos al FEvW. Por ende, los ensayos de mezclas que
imitan al ensayo de Bethesda constituyen una prueba de
segundo nivel indispensable para el diagnostico de la EvW,
incluso en un contexto de recursos limitados.

Conclusién

El diagndstico de laboratorio de la EvW puede resul-
tar complejo debido a factores externos y a variables de
laboratorio que pueden incidir en las concentraciones plas-
maticas del FvW. Para realizar un diagndstico exacto es
necesaria una buena colaboracién entre médicos y espe-
cialistas de laboratorio. Un diagndstico fenotipico de EvW
puede confirmarse mediante caracterizacion genotipica.
La monografia complementaria de la presente, TOH 56,
Diagnéstico molecular de la enfermedad de von Willebrand,
ofrece un analisis profundo del enfoque genotipico para
el diagndstico de la EvW [1].

16 Diagndstico de la hemofilia y otros trastornos de la coagulacién: Manual de laboratorio, FMH. http://elearning.wth.org/
Secci6n 23: Ensayos de factor basados en el TTPA (Ensayo de una etapa de FVIIL:C, FIX, FXI o FXII)

17 One-Stage Assay of Factor VIII (FVIII) - Lab Manual Video. http://elearning.wfh.org/

18 Diagndstico de la hemofilia y otros trastornos de la coagulacion: Manual de laboratorio, FMH. http://elearning.wth.org/
Seccién 30: Ensayo del antigeno del factor von Willebrand (FvW:Ag) por método ELISA).
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CUADRO 2. Principales caracteristicas de la EVW tipo 2

Tipo de

Patrén multimérico Herencia
EVvW

Rasgo diagnéstico caracteristico

Deficiencia variable de MPM alto Variable; véase

2A e intermedio; véase la seccidn
especifica a continuacion.

la seccién
especifica a
continuacion.

Decrementos en la unién del FvW a
las plaquetas (i. e.: F¥W:RCo) o en las
interacciones entre el FvW y el tejido
conectivo (i. e.: FYW:CB) en relacién con
FvW:Ag debidos a la pérdida de MPM alto e
intermedio.

Pérdida de MPM alto e
intermedio, relacionada con
un aumento en las bandas de
tripletes.

1A Dominante

Pérdida de MPM alto e intermedio.
Mayor susceptibilidad a la accién proteolitica
de ADAMTS-13

Leve pérdida de MAPM,
IIE relacionada con ausencia de Dominante
bandas de tripletes satélite.

Leve pérdida de MAPM.
Menor susceptibilidad a la accién proteolitica
de ADAMTS-13.

Pérdida de MAPM, relacionada
con presencia de multimeros

Pérdida de MAPM, relacionada con presencia

1ID . . Dominante .
impares entre oligbmeros de bandas impares.
normales.
Pérdida de MPM alto e " . .
. . . Pérdida de MPM alto e intermedio.
intermedio, relacionada con . e ., ..
Ic ausencia de bandas de tripletes Recesiva Menor susceptibilidad a la accién proteolitica
i P de ADAMTS-13.
satélite.
2B Leve pérdida o pérdida de Dominante Mayor alﬁnidad por la GPlba Plaque.taria.
MAPM. Ocasionalmente, trombocitopenia.
Patrén multimérico normal con Menor adhesiéon del FvW dependiente de las
2M una disminucién en bandas Dominante plaquetas, no relacionada con la ausencia de
satélite. MAPM.
2N Patrén multimérico normal. Recesiva Menor capacidad de unién al FVIII.

ADAMTS-13: una desintegrina y metaloproteinasa con motivo trombospondina tipo 1, nimero 13; EvW: enfermedad de von Willebrand;
FVIII: factor VIII; FYW: factor von Willebrand; FvW:Ag: antigeno del FvW; FYW:CB: actividad de unién del FvW al coldgeno; FvW:RCo:
actividad del FvW en presencia del cofactor ristocetina; GPlba: glicoproteina Iba; MAPM: multimeros de alto peso molecular; MPM:

multimeros de peso molecular.
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FIGURA 1. Valoracién de laboratorio inicial de la hemostasia

Valoracién de laboratorio

:

Pruebas
hemostaticas iniciales

e CSCy conteo plaguetario
e TTPA

e TP

e Fibrindgeno

Si el historial de hemorragias
fuera importante, considerar
realizar ensayos iniciales de
FvW.

Identificacion de otras casusas, e. g.
Ll plaquetas*, TP anormal aislado

Posible referencia para otra
valoracién adecuada

Positivo

Valoracién inicial
(historial, examen fisico,
BAT ISTH)

TTPA prolongado aislado que se

corrige en un estudio de mezclas 1:17, —p»

o ausencia de anormalidades

Negativo

No se necesita mas valoracién

Pruebas de primer nivel
(ensayos iniciales para EvW)

e FVII:C
* FVW:Ag
e FvW:RCo

>1 resultados

Pruebas de segundo nivel
e FVW:CB
e RIPA
e Andlisis multimeros FvW
e FVW:FVIIIB
e Analisis FvW
intraplaquetario
e Prueba con DDAVP
¢ Relacién ppFvW/FvW:Ag
e Estudios moleculares

Ausencia de
resultados
anormales

'

Referir para otra
valoracién adecuada

Si la evaluacion clinica inicial apuntara a un trastorno de la coagulacién deberian realizarse las ‘pruebas de hemostasia iniciales’, seguidas de
o junto con los siguientes ensayos (‘ensayos iniciales de FvW') indicados en el algoritmo (adaptado de Nichols, 2008) [5].

* Disminucién aislada en el conteo plaquetario podria presentarse de vez en cuando en la EVW tipo 2B.

T No se debe sospechar la presencia de un inhibidor del FVIII si se obtiene correccién tanto inmediatamente como dos horas después de la
incubacion del estudio de mezclas del TTPA. Podria estar indicada la investigacion de otros factores intrinsecos y de anticoagulante lipico.

CSC: Conteo sanguineo completo; DDAVP: desmopresina (1-desamino-8-D-arginina vasopresina); EVW: enfermedad de von Willebrand;
FVIII: factor VIII; FVIII:C: actividad coagulante del FVIII; FvW: factor von Willebrand; FYW:Ag: antigeno del FvW; FVW:CB: actividad de unién
del FvW al coldgeno; FVW:FVIIIB: ensayo de unién del FvW al FVIII; FvW:RCo: actividad del FvW en presencia del cofactor ristocetina;
ppFvW: propéptido del FvW; PT: tiempo de protrombina; RIPA: aglutinacion plaquetaria inducida por ristocetina; TTPA: tiempo de

tromboplastina parcial activada.
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FIGURA 2. Algoritmo propuesto para el diagnéstico y la clasificacion de la EVW

1) Historial hemorréagico 2) Niveles de FvW 3) Historial familiar
(positivo) (reducidos) (presente)

Criterios

Pruebas
de

FvW:RCo

FvW:RCo/
FVW:Ag

FVIII:C

< 11U/dl

primer
nivel

FVIII:C/FYW:Ag

<0.7mg/ml >1.2 mg/ml <0.6 <1

Multimeros de Pruebas

de

Prueba con

DDAVP FVW:FVIIIB

APM del FvW

segundo
nivel

Ausente Presente Vida media corta No responde

EVW tipo Responde
2B

Diagndstico molecular

APM: alto peso molecular; DDAVP: desmopresina:1-desamino-8-D-arginina vasopresina; EvW: enfermedad de von Willebrand; FVIII: factor
VIII; FVIIIC: actividad coagulante del FVIII; FvW: factor von Willebrand; FvW:Ag: antigeno del FvW; FYW:FVIIIB: ensayo de unién del FvW al
FVIII; FvW:RCo: actividad del FvW en presencia del cofactor ristocetina; ppFvW: propéptido del FvW; RIPA: aglutinacién plaquetaria inducida
por ristocetina.

Adaptado con autorizacién de Federici et al., (Haematologica 2009) [21].

La valoracién inicial de un paciente en quien se sospecha EVW deberia tener en cuenta el historial personal y familiar de manifestaciones
hemorragicas. Enseguida deberfan evaluarse los niveles de FVIII:C, FvW:Ag y FvW:RCo.

*No obstante, en el caso de tipos de la EVW con caracter hereditario recesivo (i. e.: EVW tipos 3, 2AlIC y 2N) el historial familiar del paciente

podria ser negativo.

Pruebas de primer nivel: Puede diagnosticarse EVW tipo 3 en caso de FVW:Ag indetectable. El FVIII:C siempre se encuentra reducido en
EvW tipos 3 y 2N. Puede encontrarse reducido o normal en todos los demas tipos de EvW. Una reduccién proporcional tanto de FvW:Ag
como de FvW:RCo con una relacion FvW:RCo/FvW:Ag >0.6 sugiere EVW tipo 1. Cuando la relacion FvW:RCo/FVW:Ag es <0.6, deberia
sospecharse EVW tipos 2A, 2By 2M. Si la relacion FVIIE:C/FYW:Ag es <1 deberfa sospecharse EvW tipo 2N o hemofilia A leve, mientras que
la relacion FVIII:C/FVW:Ag >1 generalmente se relaciona con EVW tipo 1.

Pruebas de segundo nivel: La EVW tipo 2B se caracteriza por un ensayo RIPA aumentado (aglutinacién plaquetaria con bajas
concentraciones de ristocetina, <0.7 mg/ml), mientras que los resultados del ensayo RIPA se ven afectados en pacientes con EvW tipos 2A
y 2M (>1.2 mg/ml). El anélisis de baja resolucion de multimeros del FvW puede detectar la pérdida de MAPM, permitiendo diferenciar la
EvW tipo 2A (pérdida de MPM alto e intermedio) del tipo 2M (patrén multimérico normal). La relacion ppFvW/FvW:Ag aumenta en la EvW
tipo 1 con una reduccién en la vida media del FvW. Las pruebas de infusién de desmopresina (DDAVP) pueden identificar a pacientes sin
respuesta bioldgica, con respuesta biolégica corta o con respuesta a la DDAVP. La prueba de uniéon FYW:FVIIIB es esencial para determinar
un diagndstico diferencial entre hemofilia A leve y EVW tipo 2N, y deberia realizarse siempre que la relacion FVIII:C/FYW:Ag sea <1.

El diagnéstico fenotipico puede complementarse con el analisis molecular como una mayor aportacion.
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FIGURA 3. Comparacién de la estructura multimérica del FvW plasméatico de pacientes con EvW y de
personas sanas. Analisis de multimeros del FYW de resolucién baja (A) e intermedia (B).

A B

N 2M 2A 2B N N 2A 1A 2B
Panel A. Las columnas 1y 5 muestran una estructura multimérica Panel B. La columna 1 (N) muestra una estructura
normal, de una persona normal (control 6 N). La columna 2 (EvW multimérica normal, de una persona normal (control). La
tipo 2M) muestra un patrén multimérico normal. La columna 3 (EvW columna 2 (EvW tipo 2A 1I1A) y la columna 3 (EvW tipo 2B)
tipo 2A 1IA) y la columna 4 (EVW tipo 2B) muestran la ausencia de muestran un aumento en las bandas de tripletes.
MAPM.

EvW: enfermedad de von Willebrand; FVW: factor von Willebrand; MAPM: multimeros de alto peso molecular.
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Abreviaciones
ADAMTS-13 Una desintegrina y metaloproteinasa con motivo trombospondina tipo 1, nimero 13
AFP Analizador de la funcién plaquetaria
BAT Bleeding Assessment Tool
Herramienta de valoracién de hemorragias
CAP College of American Pathologists
Colegio de Patdlogos Estadounidenses
CLSI Clinical Laboratory Standards Institute
Instituto de Normas de Laboratorio Clinico
CSC Conteo sanguineo completo
Cv Coeficiente de variacién
DDAVP Desmopresina (1-desamino-8-D-arginina vasopresina)
ELISA Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
EvW Enfermedad de von Willebrand
EVW-TP Enfermedad de von Willebrand tipo plaquetario
FMH Federacién Mundial de Hemofilia
FVIII Factor VIII
FVIII:C Actividad coagulante del Factor VIII
FvW Factor von Willebrand

FvW (en cursiva)

Gene del Factor von Willebrand

FvW:Ab

Ensayo de la actividad del factor von Willebrand con base en su unién al anticuerpo monoclonal

FvW:Ag Antigeno del factor von Willebrand
FvW:CB Actividad de unidn al coldgeno del factor von Willebrand
FVW:FVIIIB Ensayo de unién del factor von Willebrand al FVIII
FvW:GPIbM Ensayo de unidn del factor von Willebrand a la GPlba con una mutacién de ganancia de funcion
FvW:GPIbR Ensayo de unién del factor von Willebrand a la GPlba, desencadenada por ristocetina
FvW:RCo Actividad del cofactor de ristocetina
FvW-UL Factor von Willebrand ultra grande (o inusualmente grande)
GP Glicoproteina
ISTH International Society on Thrombosis and Haemostasis
Sociedad Internacional sobre Trombosis y Hemostasia
LIA Inmunoensayo con (microparticulas de) latex
mAB Anticuerpo monoclonal
MCMDM-1 Marcadores moleculares y clinicos para el diagndstico y tratamiento del tipo 1 (de la EvW)
MPM Multimeros de peso molecular
MAPM Multimeros de alto peso molecular
OMS Organizaciéon Mundial de la Salud
PBAC Pictorial Bleeding Assesment Chart
Pictograma para la evaluacién de pérdida de sangre
ppFvW Propéptido del factor von Willebrand
PRP Plasma rico en plaquetas
rGPIbM Fragmentos de GPlba recombinante con mutacién de ganancia de funcién
RIPA Ensayo de aglutinacién plaquetaria inducida por ristocetina
SSC Standardization and Scientific Committee
Comité Cientifico y de Normalizacién (de la ISTH)
SVWA Sindrome von Willebrand adquirido
TOH Tratamiento de la hemofilia
TP Tiempo de protrombina
TS Tiempo de sangria
TTPA Tiempo de tromboplastina parcial activado
Ul Unidad internacional
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