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Determinacion de los multimeros
del factor von Willebrand en
poblacion mexicana

RESUMEN

Antecedentes: la enfermedad de von Willebrand es un padecimiento
hereditario en el que la estructura, funcién y concentracién del factor
de von Willebrand estan alteradas y, en consecuencia, también la
interaccion plaqueta-factor de von Willebrand-endotelio. En México no
hay registros epidemioldgicos de la enfermedad, s6lo se han efectuado
algunos estudios aislados desde el punto de vista clinico y hematolégico.

Material y métodos: estudio retrospectivo efectuado en 155 mexicanos
mestizos, 75 de ellos con diagnéstico presuntivo de enfermedad de
von Willebrand, 15 con sospecha de hemofilia Ay 65 donadores sanos
(testigos). Se realizaron pruebas: bésicas de coagulacion, especiales y
de clasificacién: analisis de la composiciéon multimérica.

Resultados: 15 pacientes se diagnosticaron con hemofilia A; de
los 75 sujetos con sospecha de enfermedad de von Willebrand se
diagnosticaron 50 de la manera siguiente: tipo 1 (62%), tipo 2 (22%)
[subtipos: 2A (14%), 2B (2%) y 2N (6%)] y tipo 3 (16%).

Conclusion: el analisis de los multimeros del factor de von Willebrand
es un método que cumple con las caracteristicas adecuadas para
el diagnéstico de la enfermedad de von Willebrand, por lo que es
necesario implementar esta metodologia para su estudio y mejorar su
diagnéstico especifico.

Palabras clave: multimeros del factor de von Willebrand, enfermedad
de von Willebrand.

Determination of von Willebrand factor
multimers in Mexican population

ABSTRACT

Background: Von Willebrand disease is an inherited disease in which
the structure, function, and concentration of von Willebrand factor
are altered, as well as the platelet von Willebrand factor endothelium
interaction. In Mexico there are no epidemiological records of the
disease. Only a few isolated studies have been reported from the clinical
and hematological standpoint.

Methods: We studied 155 Mexican Mestizos: 75 with presumptive
diagnosis of von Willebrand disease, 15 with suspected diagnosis of
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hemophilia A and 65 healthy donors (controls). Basic coagulation tests,
special tests and classification test (analysis of multimeric composition)

were carried out.

Results: There were 15 patients with clinical diagnosis of hemophilia A,
75 patients with suspected von Willebrand disease of which 50 were
diagnosed as the following types and subtypes: Type 1 (62%), Type 2
(22%) [subtypes: 2A (14%), 2B (2%), and 2N (6%)] and Type 3 (16%).

Conclusion: It has been reported that analysis of von Willebrand factor
is a method that meets the characteristics for the diagnosis of von
Willebrand disease. It is necessary to implement this methodology to

study and improve the specific diagnoses.

Key words: Multimers of vWF, von Willebrand disease.

ANTECEDENTES

La enfermedad de von Willebrand constituye
un grupo heterogéneo de padecimientos he-
reditarios en los que la estructura, funcién y
concentracién del factor de von Willebrand
(VWEF) estan alteradas. Como en varias coagulo-
patias, se encuentra afectada principalmente la
hemostasia primaria; en este caso particular, en
la interaccién plaqueta-VWF-endotelio, ya que
es un trastorno que se distingue por hemorragia
mucocutanea de intensidad variable.'?

El gen del factor de von Willebrand se localiza
en el cromosoma 12, en el brazo corto distal
de la region p13.2; codifica para una glico-
proteina que se sintetiza en megacariocitos,
plaquetas y células endoteliales.> Su sintesis
se inicia como un pro-péptido en el reticulo
endopldsmico, forma dimeros mediante puen-
tes disulfuro; posteriormente se transporta al
aparato de Golgi, donde la proteina vuelve a
crear puentes disulfuro y, por consiguiente,
series de multimeros de diferentes tamafos
que van desde dimeros simples (225 kDa)
hasta multimeros (de mas de 20 unidades,
~120,000 kDa).*5

DIAGNOSTICO CLiNICO

La historia clinica permite al médico hacer
una aproximacién diagndstica, junto con
los signos y sintomas que experimentan los
pacientes, asi como los diversos factores
que modifican las concentraciones del factor
de von Willebrand. Es importante tomar en
cuenta las recomendaciones descritas en las
guias de practica clinica y los exdmenes del
laboratorio quimico hematolégico, como las
pruebas basicas de hemostasia y las pruebas
confirmatorias, que incluyen el estudio de los
multimetros del factor de von Willebrand que
proporcionan informacién de gran utilidad y
que debe ser interpretada en relacién con el
contexto clinico, lo que brinda mayor posibi-
lidad de un diagndstico certero y tratamiento
adecuado para estos pacientes.

Exdamenes de laboratorio quimico-clinico

Pruebas bdsicas de hemostasia

El diagnéstico de laboratorio quimico clinico de
las alteraciones hemorragicas precisa de procedi-
mientos de escrutinio para valorar la hemostasia
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primaria y secundaria, que comprenden la cuenta
completa de elementos formes de la sangre, como
plaquetas, tiempo de sangrado, tiempo de protrom-
bina, tiempo de tromboplastina parcial activada
y tiempo de trombina. El tiempo de sangrado es
especialmente (til en la evaluacion de los trastor-
nos de la hemostasia primaria, que es el caso de
la enfermedad de von Willebrand; existen varios
métodos para realizarlo, como el de Duke, Ivy o
técnicas automatizadas. El tiempo de protrombina,
el tiempo de tromboplastina parcial activada y el
tiempo de trombina se utilizan para evaluar la he-
mostasia secundaria; el tiempo de tromboplastina
parcial activada puede ser prolongado, debido a
la disminucién en las concentraciones del factor
VIII (FVIII) de la coagulacién; sin embargo, en
ocasiones puede encontrarse normal.®

Pruebas confirmatorias

Después de que la historia clinica, los antecedentes
personales y familiares y las pruebas de escrutinio
han orientado al diagndstico de enfermedad de
von Willebrand, se deben realizar pruebas que
permitan confimarlo. EIVWF es una glicoproteina
relacionada con el FVIII; en los pacientes con en-
fermedad de von Willebrand pueden encontrarse
anormalidades en ambas proteinas. El FVIII se
evalGa mediante la prueba de la actividad coagu-
lante (FVIII:C), que puede estar disminuida incluso
en 90% en estos pacientes debido a la deficiencia
del factor de von Willebrand.”

Los métodos inmunolégicos que miden la
concentracién del antigeno del factor von
Willebrand (FVW:Ag) en plasma, como el ra-
dioinmunoandlisis o el electroinmunoanalisis,?®®
tienen la desventaja de su baja sensibilidad.
Otros métodos de mayor sensibilidad son la
inmunoelectroforesis (ELISA)," la contrainmu-
noelectroforesis o la electroforesis en sulfato.''?
La prueba inmunolégica mas recomendada
para la caracterizacién precisa del factor de von
Willebrand es la inmunoelectrotransferencia en
dodecilsulfato de sodio (SDS) en geles de polia-

crilamida, también denominada como prueba
para el estudio de los multimetros del VWF."3

La funcién del factor de von Willebrand se
analiza mediante métodos que involucran a la
ristocetina. Uno de ellos es la prueba de cofactor
de ristocetina (von Willebrand factor ristocetin
cofactor activity, FVW:RCo), que determina la
aglutinacion dependiente del VWF plasmatico.
La otra prueba es llamada agregacion plaqueta-
ria inducida por ristocetina (ristocetin-induced
platelet aggregation, RIPA)."

Prueba para el estudio de los multimetros del
factor de von Willebrand

Es una técnica que evallda de manera precisa
la composicién multimérica del factor de von
Willebrand, y se conoce como electroforesis
en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de
sodio (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide
gel electrophoresis, SDS-PAGE). Las muestras
de plasma a estudiar son tratadas con dodecil-
sulfato de sodio, y los multimeros adquieren
carga uniforme; en consecuencia, la separacién
electroforética en los geles de poliacrilamida
dependera s6lo del tamafio de los multimeros.
Posteriormente, se hace electrotransferencia a
membranas de nitrocelulosa con una corriente
constante de 200 mA durante cinco horas,
seguida de la unién con inmunoglobulina de
conejo anti-VWF humano a 4°C toda la noche.
Se realizan lavados y se incuba dos horas a
temperatura ambiente, con conjugado de ca-
bra anti 1gG de conejo. Finalmente, después
de varios lavados, se revela utilizando un
cromégeno y peroxido de hidrogeno. Como
resultado, aparecen bandas tefiidas de color
rojo en la parte superior, que corresponden
a multimeros de alto peso molecular (APM),
bandas de peso molecular intermedio (PMI) y
multimeros de bajo peso molecular (BPM). El
patron multimérico en los diferentes tipos de
enfermedad de von Willebrand corresponde
a1, 2M y 2N; se observan todos los tipos de
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multimeros. En el tipo 2A no hay multimeros
de alto peso molecular ni de peso molecular
intermedio. En el tipo 2B no se prestan los
multimeros de alto peso molecular, y el tipo
3 carece de multimeros (Figura 1).27

Pruebas moleculares

Los estudios moleculares han proporcionado el
conocimiento completo del gen del factor de von
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Willebrand, sus caracteristicas generales, interac-
ciones y conformacion, su estructura, asi como
sus principales variantes, sea no patolégico o
patolégico, incluso en pacientes mexicanos en
los que se ha descrito un gran nimero de muta-
ciones en él.’>'¢ Distintos autores han destacado
la dificultad para establecer el diagnéstico de
la enfermedad de von Willebrand debido a las
diversas formas moleculares que adopta el factor
del mismo nombre."”
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Figura 1. Esquema general de la técnica SDS-PAGE para andlisis de los multimeros del factor von Willebrand.
A) Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS. B) Electrotransferencia a membranas de nitrocelulosa. C) Unién
con inmunoglobulina de conejo anti-VWF humano y con anti IgG de conejo. D) Revelado e interpretacién de

los multimeros.
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Factores que modifican las concentraciones del
factor de von Willebrand

En respuesta a estimulos fisiolégicos y farma-
colégicos tales como la trombina, la fuerza de
cizallamiento (shear stress) o la desmopresina,
entre otros,'® se libera el factor de von Willebrand
de sus sitios de almacenamiento en la célula
donde se sintetiza; los multimeros extremada-
mente grandes de alto peso molecular se unen
a la superficie de la célula endotelial a través
de la interaccion con la proteina P selectina de
los cuerpos de Weibel-Palade. El factor de von
Willebrand interviene en la hemostasia primaria
y secundaria, uniéndose con diversos receptores
de las células sanguineas, mediando la adhesién
de las plaquetas a la pared vascular dafada y
participando en la agregacién plaquetaria como
acarreador y protector del FVIII:C."°

Los factores que pueden alterar las concentracio-
nes del factor de von Willebrand son: raza, edad,
grupo sanguineo ABO, epinefrina, mediadores
inflamatorios y hormonas endocrinas, particular-
mente las vinculadas con el ciclo menstrual y el
embarazo, durante el cual se incrementan (dos
a cinco veces). Los africanos y afroamericanos
tienen en promedio concentraciones mas altas
que la poblacién caucasica. Las diferencias
étnicas parecen de mayor importancia que el
grupo ABO; la raza afroamericana tiene concen-
traciones mas elevadas del FvW:Ag, pero no del
FvW:RCao. El ejercicio fisico moderado o extremo
en personas sin enfermedad de von Willebrand
conlleva un rapido vy significativo aumento de
las fracciones de FvW:Ag y FVIII:C. Después del
ejercicio extremo, el reposo de 15 a 30 minutos
no es suficiente para realizar la prueba, por tanto,
se recomienda diferir el estudio.?’

Los defectos cuantitativos o cualitativos del factor
de von Willebrand pueden afectar simultdneamen-
te a varios factores sanguineos, lo que origina los
diferentes tipos y subtipos del padecimiento.?’ En
2006, la Sociedad Internacional de Trombosis y

Hemostasia (International Society of Thrombosis
and Haemostasis, ISTH) publicé las Gltimas re-
comendaciones respecto a la clasificacién de la
enfermedad.” Una caracteristica del factor de von
Willebrand es su capacidad para formar “redes”
por medio de agregados o multimeros; para clasi-
ficar los tipos y subtipos de la enfermedad de von
Willebrand, se representa la distribucién normal de
los multimeros que comprende a los multimeros
de bajo, intermedio y alto peso molecular.>'>??

Las coagulopatias mas frecuentes son la hemofilia
Ay B, y la enfermedad de von Willebrand. La pre-
valencia de esta Gltima varia segtin la poblacion
estudiada, aunque se ha reportado que es mayor
de 1%.%* En México no hay registros epidemio-
|6gicos del padecimiento, sélo se han efectuado
algunos estudios aislados desde el punto de
vista clinico y hematolégico. En uno de ellos
se describieron 34 casos en 28 familias, incluso
tres con nuevas mutaciones relacionadas,'>?42
y recientemente Majluf Cruz y colaboradores'®
publicaron un estudio piloto de 133 pacientes
con sospecha de enfermedad de von Willebrand.

MATERIAL Y METODOS

Estudio retrospectivo efectuado en 155 mexica-
nos mestizos, 75 con diagnéstico presuntivo de
enfermedad de von Willebrand, 15 con sospe-
cha diagnéstica de hemofilia Ay 65 donadores
sanos (testigos) provenientes del servicio de
Hematologia del Hospital de Especialidades
del Centro Médico Nacional (CMN), La Raza,
del Hospital General, de México Eduardo Li-
ceaga del Hospital Infantil de México Federico
Gémez y de la Clinica de Hemofilia del Banco
Central de Sangre del CMN Siglo XXI. Los su-
jetos se evaluaron vy refirieron de acuerdo con
la exploracion fisica y la historia familiar. Para
las decisiones clinicas se tomaron en cuenta
las recomendaciones contenidas en la guia
de practica clinica Diagndstico y tratamiento
de la enfermedad de von Willebrand, México,
Secretaria de Salud, 2010.2°
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Este proyecto fue aprobado por el Comité de
Etica del Hospital General de México. Los sujetos
sanos se seleccionaron bajo los lineamientos
de la Norma Oficial Mexicana NOM-253-
SSA1-2012, que rige los bancos de sangre.

Todos los participantes respondieron un cuestio-
nario para determinar las diferentes variables y
firmaron una carta de consentimiento informado.
Los procedimientos se realizaron de acuerdo con
las Normas Eticas del Comité de Investigacién de
la Regulacién en Seres Humanos (nacionales e
institucionales), sobre la base de la Declaracion
de Helsinki de 1975, revisada en 2013.

Se efectuaron pruebas basicas o de escrutinio
como: tiempo de sangrado, funcién plaquetaria,
tiempo de protombina, tiempo de tromboplas-
tina, tiempo de tromboplastina parcial activada
y cuantificacion de fibrinégeno, a partir de
muestras de sangre con el anticoagulante citrato
de sodio en un coagulémetro automéatico ACL
ELITE PRO (Automated Coagulation Laboratory,
IL Diagnostics).2”-3°

Pruebas especiales

La actividad del factor VIl coagulante (FVIIII:C)
se midi6 utilizando un ensayo de una etapa en
un analizador ACL ELITE PRO.?' Se determind el
factor de von Willebrand antigénico (FYW:Ag) y
después la actividad del cofactor de ristocetina
del factor de von Willebrand (FvW:RCo), de
acuerdo con el procedimiento indicado por el
fabricante.3233

Prueba de clasificacion

El analisis de la composicién multimérica del fac-
tor de von Willebrand se hizo por SDS-PAGE. Las
muestras de plasma a estudiar se tratan con SDS,?
se separan electroforéticamente en poliacrilami-
da; después se electrotransfieren a membranas
de nitrocelulosa y se unen con inmunoglobulina
de conejo anti- factor de von Willebrand humano
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(Dako, Carpinteria, California). Tras varios lava-
dos, se incuba con conjugado de cabra anti IgG
de conejo (Dako, Carpinteria, California). Final-
mente, se revela. La prueba se llevé a cabo segtin
la descripcién de Budde y colaboradores.?72134

RESULTADOS

Se realizo el estudio en los tres grupos: donado-
res sanos, pacientes con diagndstico presuntivo
de enfermedad de von Willebrand, y con he-
mofilia A. Las caracteristicas generales de estos
grupos se enlistan en el Cuadro 1.

El Cuadro 2 indica los valores promedio de las
pruebas basicas y especiales; los resultados del
grupo testigo estan dentro de los valores de refe-
rencia. En los pacientes presuntivos de hemofilia
A, el tiempo de tromboplastina parcial activada
esta considerablemente prolongado, y la actividad
del FVIII:C notablemente disminuida con respecto
al grupo testigo y a los valores de referencia. Los
pacientes con sospecha de enfermedad de von
Willebrand mostraron variaciones en el tiempo
de sangrado, tiempo de tromboplastina parcial
activada, FVIII:C, FvW:Ag y FvW:RCo.

La agregacion plaquetaria y el andlisis de los
multimeros del factor de von Willebrand en los

Cuadro 1. Caracteristicas generales de los grupos
estudiados

Pacientes
Donadores Pacientes con
sanos con VWD hemofilia A

Cantidad (n) 65 75 15
Media 32.75 22.3 14
(Rango de (18-56) (3-63) (9-15)
edad en afos)
Ninos 0 24 15
Adultos 65 51
Mujeres 38 36
Hombres 27 39 15

n: ndmero de individuos de estudio o pacientes. VWD:
enfermedad de von Willebrand.
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Cuadro 2. Valores promedio obtenidos en las pruebas de hemostasia de la poblacién estudiada

Pacientes

Donadores sanos VWD
BT (min) 2.45 8.05
APTT (segundos) 29.67 42.15
PT (segundos) 13.32 13.12
TT (segundos) 21.92 22.50
Fibrinégeno (mg/dl) 278.66 308.99
FVIII: C (%) 87.9 45.75
VWE: Ag (%) 92.5 53.42
VWE: RCo (%) 106.3 29.53

Pacientes con hemofilia A Valores de referencia

contraindicado 1.15a3.15
59.00 27 -35
13.80 12-18
21.80 21.8-25.7
291.40 200 - 400
17.50 > 65
107.00 > 70
106.40 84 -112

BT: tiempo de sangrado; APTT: tromboplastina parcial activada; PT: tiempo de protrombina; TT: tiempo de trombina; FVIIII:C:
actividad del factor VIII coagulante; VWF:Ag: factor de von Willebrand (VWF) antigénico; VWF:RCo: actividad del cofactor

de ristocetina del VWF; VWD: enfermedad de von Willebrand.

pacientes con diagnéstico clinico de hemofilia
A fueron iguales a los de los testigos sanos; sin
embargo, es importante mencionar que clini-
camente manifestaban sintomas hemorragicos.
En la Figura 2 se muestran algunos corrimientos
electroforéticos del VWF en pacientes con sospe-
cha de enfermedad de von Willebrand. El Cuadro
3 es un resumen del diagndstico integral de los
pacientes y testigos, tomando en consideracién
las manifestaciones clinicas y las pruebas de
hemostasia basicas y especiales.

DISCUSION

La enfermedad de von Willebrand debe su
nombre a Erick von Wilebrand, quien describio
un trastorno hemorragico hereditario con ca-
racteristicas similares a la hemofilia, por lo que
inicialmente se denominé pseudohemofilia.! En
este estudio se analizaron 15 pacientes con diag-
nostico clinico de hemofilia Ay 75 con sospecha
de enfermedad de von Willebrand de acuerdo
con la historia clinica, los sintomas y las pruebas
de laboratorio de evaluacién de la hemostasia
primaria y secundaria. La correlacién clinica-
laboratorio demostré la gran variabilidad de este
padecimiento. Se ha mencionado que en casos en
los que s6lo el FVIIl es anormal, la enfermedad de
von Willebrand puede confundirse con hemofilia

Figura 2. Analisis de multimeros de factor von Wille-
brand en pacientes con sospecha de enfermedad de
von Willebrand. S: Sano. B: Blanco. 1y 2 pacientes
con patrén multimérico normal. 3, 4 y 5 pacientes con
ausencia de multimeros de alto peso molecular. 6 y
7 pacientes con un patrén con ausencia de bandas o
ausencia total de multimeros.

A; y en los casos en los que el tiempo de sangrado
es anormal, puede confundirse con alteracion pla-
quetaria.*® En el Cuadro 2 se enlistan los valores
promedio de las pruebas basicas y especiales, de
pacientes y testigos. En él se observan claramente
las diferencias entre los sujetos con hemofilia Ay
con enfermedad de von Willebrand. Los pacientes
hemofilicos mostraron actividad del factor VIII
(también llamado factor antihemofilico) muy
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Cuadro 3. Caracteristicas de las diferentes pruebas de los grupos de estudio

Pruebas basicas y

Pruebas de clasificacion

Grupo especiales Analisis de multimeros RIPA Subgrupo n
Testigo N MN N NA 65
Hemofilia A N MN N NA 15
APTT?, FVIII:.C|,
VWEF:Ag|, VWF:RCo |, Se encontraron disminuidos N VWD 1 31
los demas normales todos los multimeros
FVII:C|, VWF:Ag| Ausencia de multimeros de
EVW y por lo menos 2 de APM, disminucién de los de N VWD 2A 7
v los demas pardmetros PMI, disminuidos los de PMI y
alterados aumento de los de BPM
APTT?,PT1BT?,FVIII:C|, Disminucion de los multime- HA VWD 2B 1
VWF:Ag|, VWF:RCo| ros APM
APTT?,TS?,FVII.C, MN N VWD 2N 3
VWF:Ag|, VWF:RCo|
APTT?,BT?,FVIII:Cl ||, Ausencia de todos los multi- N VWD 3 8
VWEF:Ag|, VWF:RCo| meros
Sin clasificacién N MN N ND 25

VWD: enfermedad de von Willebrand. N: normal, 1: aumentado, |: disminuido, \: ligeramente disminuido.

HA: hiperagregacion, NA: no aplica, ND: no determinado.

MN: multimeros normales, APM: alto peso molecular, PMI: peso molecular intermedio,

BPM: bajo peso molecular.

disminuida y tiempo de tromboplastina parcial
activada prolongado; todos los demas parametros
estudiados fueron normales, incluido el patrén
electroforético de los multimeros del factor de von
Willebrand y la agregacién plaquetaria inducida
por ristocetina (RIPA).

En cuanto a la poblacién que se sospecha padece
la enfermedad de von Willebrand, se ha senalado
que puede dividirse en variantes debidas a la defi-
ciencia cuantitativa del factor de von Willebrand
y en variantes causadas por alteraciones cualita-
tivas. Las alteraciones cuantitativas pueden ser
moderadas, como en el tipo 1, o muy evidentes,
como en los tipos 2 y 3. En la Figura 2 se observan
algunos patrones multiméricos obtenidos en este
estudio; las posiciones identificadas como 1y 2
corresponden a un patrén normal. Las posiciones
3 a5 incluyen pacientes con enfermedad de von
Willebrand sin multimeros de alto peso molecular
y que pertenecen al tipo 2. Los nimeros 6 y 7 son

de pacientes con patrén de ausencia de bandas,
por lo que representan al tipo 3.

El estudio de los pacientes con sospecha de
enfermedad de von Willebrand es complejo y
costoso, es por ello que s6lo se recomienda
realizarlo una vez que las pruebas basicas y
la historia clinica lo indican; en este caso, es
necesario hacer una evaluacién completa que
incluya el analisis de la composicion multiméri-
ca del factor de von Willebrand y la agregacion
plaquetaria inducida por ristocetina, con el fin de
catalogar los tipos y subtipos de la enfermedad.
De acuerdo con los resultados, 47 de los 75
pacientes tuvieron un diagnodstico concluyen-
te; esto es, fueron clasificados segtn el tipo y
subtipo correspondiente de enfermedad de von
Willebrand. Tres pacientes se diagnosticaron con
tipo 2N. En el Cuadro 3 se resumen los resultados
de los pacientes de acuerdo con su clasificacién
por tipo; 31 sujetos tenian enfermedad de von
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Willebrand tipo 1 que, como se muestra, fue la
mas comun y se distinguié por la disminucién
cuantitativa del factor de von Willebrand, el cual
funcionalmente es normal. Fsta es la forma de
enfermedad de von Willebrand mas frecuente
en todo el mundo (70%) y coincide con lo ob-
servado en los pacientes estudiados, en quienes
la incidencia fue de 62%, tomando en cuenta
s6lo a los diagnosticados con grupo y subgrupo
(Figura 3);%*° ademas, se aproxima a lo reportado
por Majluf y colaboradores en otro estudio en
pacientes mexicanos.'®

En la enfermedad de von Willebrand tipo 2 hay
una alteracién del factor de von Willebrand que
resulta en la interaccién defectuosa entre las
plaquetas, dicho factor y la pared endotelial. El
tipo 2 incluye cuatro subtipos (2A, 2B, 2M, y 2N)
y se manifiesta en 15 a 30% de los casos, >’ lo
que concuerda con la cifra de 22% encontrada
en este trabajo (suma de los subtipos 2A, 2B
y 2N), en tanto que la reportada por Majluf y
colaboradores es mucho menor (7.5%).'® El mas
comun de estos subtipos es el 2A, que se distin-
gue por la ausencia de multimeros de alto peso
moleculary la distribucién normal o disminuida
de los de peso molecular intermedio, como se
observé en este estudio. Un detalle distintivo
de estos sujetos fue el aparente aumento de los
multimeros de bajo peso molecular.

A un paciente se le diagnosticé enfermedad de
von Willebrand tipo 2B (2%); los reportes en la
bibliograffa internacional son de 5.6%,” ya que
se distinguié por el aumento en la afinidad del
factor de von Willebrand por la glicoproteina
Ib de las plaquetas, al igual que otros subtipos;
también es muy heterogénea en las concentra-
ciones de FvW:Ag. El patr6n multimérico muestra
deficiencia de los multimeros de alto peso mo-
lecular y algunas veces trombocitopenia. Es
importante realizar el andlisis de multimeros
porque la enfermedad de von Willebrand tipo 2B
se confunde en ocasiones con la purpura trom-
bocitopénica idiopdtica, actualmente conocida

Hemofilia A,
n=15 Sanos, n= 65

50 con
diagnostico

1
1
]
]
1
[
[
1
1
1
1
]
1
]
1
1
1

6% EVW 2N
2% EvW 2B

Figura 3. Representacion del diagnéstico de los dife-
rentes pacientes de este estudio. Ndmero de indivi-
duos en cada uno de los tres grupos de participantes
(arriba). Nimero de pacientes con diagnéstico con-
cluyente de enfermedad de von Willebrand. Pacientes
con diagnéstico de enfermedad de von Willebrand y
sin diagndstico concluyente (intermedio). Porcentaje
de los diferentes tipos y subtipos de pacientes con
enfermedad de von Willebrand de este estudio (abajo).

como trombocitopenia inmunitaria primaria,
cuyo andlisis electroforético revela un factor de
von Willebrand normal.?®

A ocho pacientes se les diagnosticé EvW tipo
3, la variedad que originalmente describi6 Erick
von Willebrand (1926), que se distingue por la
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ausencia de FvW:Ag circulante y concentracio-
nes disminuidas de FVIII:C, y es la forma mas
severa de la enfermedad. Estos pacientes tienen
predisposicion a desarrollar anticuerpos contra
la proteina del factor de von Willebrand. En esta
variante ocurren mas de 80% de las mutaciones
descritas en esta proteina, como pequefas de-
lecciones, inserciones, mutaciones puntuales
y mutaciones sin sentido a lo largo de todo
el gen, que alteran la estructura y funcién del
factor de von Willebrand.* En todo el mundo, y
segln lo descrito por Majluf y colaboradores,'®
este tipo de padecimiento afecta generalmente
de 1 a 3% de los sujetos con enfermedad de
von Willebrand. En este estudio se encontré en
16% de los casos clasificados y, por lo general,
se observa en familias en las que existe algin
grado de consanguinidad, como en el caso de
los pacientes revisados.>'%3

A los tres sujetos restantes, cuyo andlisis de
multimeros fue normal, con concentraciones
de FVIII:C, VWF:Ag y VWF:RCo bajas, se les
diagnostico enfermedad de von Willebrand tipo
2N," debido a que la hemorragia fue causada
principalmente por disminucién del FVIII:C, y
debe diferenciarse de la hemofilia clasica leve.
En estos pacientes, se recomienda complementar
con las pruebas de unién del factor de von Wille-
brand a colageno (FYW:CB) y afinidad de enlace
FvW:FVII1.7#0 En todo el mundo, se ha reportado
en 3.3%, y en el estudio de Majluf y colabora-
dores'® no hubo este subtipo de pacientes.>'

Finalmente, en los 25 pacientes restantes,
los resultados de laboratorio y el analisis de
multimeros fueron normales; sin embargo,
experimentaron epistaxis, hematomas y san-
grado gingival, pese a que no se pudo llegar al
diagndstico concluyente de enfermedad de von
Willebrand. Melo y colaboradores®® sugirieron
que el diagnéstico genético directo puede ser
una opcidn para las variantes cualitativas de este
padecimiento, como en el caso de estos pacien-
tes sin diagndstico concluyente; mientras que en
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las cuantitativas, los estudios de hemostasia e
inmunoldgicos supondrian una alternativa para
el diagndstico de portadores, especialmente en
los casos de alta penetrancia.'>?

Hay que considerar que existen mutaciones en los
diferentes dominios del factor de von Willebrand,
por ejemplo en el ex6n 28, que codifica para
los dominios D3, A1, A2 y A3, en donde se han
reportado mas de 200 mutaciones vinculadas con
la enfermedad de von Willebrand. Es necesario
realizar estudios moleculares para conocer las
mutaciones existentes, establecer el diagndstico
y asignar el tratamiento adecuado.'>1%4!

También es importante hacer el diagnéstico dife-
rencial con otras coagulopatias, como la alteracion
en los receptores de las plaquetas, que interviene
en la adhesion y agregacion plaquetaria, y los
trastornos en la secrecién plaquetaria en la que los
pacientes sufren también problemas hemorragicos.

Para poderlos diferenciar es necesario determinar
la densidad de los receptores Gp lIb/llla 'y Ib/IX/V
por citometria de flujo, utilizando anticuerpos
monoclonales, o en el caso de alteraciones en la
secrecion por agregacion plaquetaria con diferen-
tes agonistas, también es posible ver la disminucion
de los granulos por microscopia electrénica.

Con las pruebas aplicadas, incluido el andlisis
de multimeros, fue posible clasificar a 66.67%
de los pacientes de acuerdo con el tipo y
subtipo de la enfermedad de von Willebrand.
El andlisis de multimeros es una prueba para
clasificar los tipos 1 y 3, y los subtipos 2A y
2B, como se ha descrito. En México constituye
una herramienta importante para el tratamiento
de los pacientes; no obstante, es fundamental
efectuar pruebas de biologia molecular, como
PCR en tiempo real o electroforesis capilar,
que permitan detectar variantes o alteraciones
como: deleciones, mutaciones que llevan a un
corrimiento del marco de lectura o sin sentido
en los genes relacionados con la enfermedad de
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von Willebrand en pacientes sintomaticos que
no pueden ser diagnosticados con las pruebas
basicas, especiales y de clasificacion. Dada la
complejidad que implica el estudio completo
del gen, es dificil realizar la bisqueda de alguna
mutacion en particular, por lo que atiin no se han
integrado las estrategias de biologia molecular
entre las pruebas de diagnéstico disponibles.

CONCLUSIONES

La enfermedad de von Willebrand es un com-
plejo trastorno de sangrado congénito que se
distingue por diferentes defectos cuantitativos
y/o cualitativos en el factor de von Willebrand.
Su identificacion sigue siendo un reto para el
médico debido a la variabilidad clinica y de
laboratorio. Muchos pacientes son oligosinto-
maéticos y no hay una sola prueba de laboratorio
totalmente diagnodstica, por lo tanto, debe utili-
zarse una combinacién de la historia médica del
paciente, asi como varias pruebas de laboratorio
para diagnosticar y definir con precisién la
enfermedad. La introduccién de técnicas mole-
culares efectuada en las Gltimas dos décadas ha
incrementado en gran medida la capacidad para
caracterizar las variantes genéticas del padeci-
miento; sin embargo, en contraste, el desarrollo
de los métodos para clasificar el fenotipo de la
enfermedad ha sido mucho mas lento.

En México, existen pocos trabajos relacionados
con la enfermedad de von Willebrand, debido a su
complejidad, a la dificultad diagnéstica y, como
lo indican Majluf y colaboradores,™ a la poca
conciencia de su existencia; es por ello que su
prevalencia aiin no se ha determinado. El analisis
de los multimeros del factor de von Willebrand es
un método que cumple con los requerimientos
para diagnosticar la enfermedad, el actual “es-
tandar de oro”;*' no obstante, es técnicamente
exigente y dificil de estandarizar. Si se toma en
consideracion que aun en los centros de tercer
nivel en México los enfermos de von Willebrand
no cuentan con un diagndstico definitivo, se hace

necesario implantar este método para estudiarlo
y mejorar su diagndstico especifico.'>'°
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