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Utilidad clinica de la prueba

El factor von Willebrand (FVW) es una glicoproteina compuesta por multimeros
con pesos moleculares que pueden variar desde 500 KDa hasta 20.000 kDa, que
se sintetiza en las células endoteliales y en los megacariocitos, y se almacena en
los cuerpos de Weibel-Palade y en los granulos alfa de las plaquetas [1]. El papel
del FVW en la hemostasia primaria es mediar la adhesién de las plaquetas a los
componentes de la matriz extracelular, a través de los complejos glucoproteicos
plaquetarios GPlba y allb3p; en la hemostasia secundaria, se asocia con el factor
VIII para prevenir su degradacién y favorecer la generacion de trombina para la
formacién del trombo final [2].

La utilidad principal de la prueba antigeno del FVW (FVW:Ag) es diagnosticar la
enfermedad de von Willebrand (EVW), la cual es un trastorno hemorragico causa-
do por una reduccién o alteracién cualitativa del FVW, que puede ser hereditario
en la mayoria de los casos, o adquirido cuando es secundario a otras patologias.
Desde el punto de vista clinico, se caracteriza principalmente por hemorragias
mucosas y cutaneas. Se diferencian varios tipos de EVW: el tipo 1 (el mas frecuen-
te ~85 % de los casos), que es un déficit cuantitativo parcial del FVW con trans-
mision autosdmica dominante; el tipo 2 (~25 % de los casos), que se subdivide
en 2A, 2B, 2M y 2N, e incluye todas las alteraciones cualitativas relacionadas con
la estructura multimérica del FVW que afectan su funcién, con transmisién auto-
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sémica dominante o recesiva; y el tipo
3 (uno por milléon de individuos), que
se caracteriza por la ausencia casi com-
pleta del FVW en el plasma y en los
compartimentos celulares, con trans-
mision autosémica recesiva [3].

Esta prueba también es (til para el diag-
néstico de la EVW adquirida, en donde
existe un déficit de FVW, pero asociado
a diversos estados clinicos como mielo-
ma, linfoma, lupus eritematoso sistémi-
co e hipotiroidismo [4]; también se ha
descrito que el grupo sanguineo influ-
ye en los niveles del FVW, observando-
se una disminucién en los sujetos con
grupo de sangre O [5]. Por otra parte,
existen condiciones donde puede ha-
ber un incremento del FVW, por ejem-
plo, al ser una proteina de inflamacion,
sus valores aumentan cuando el endo-
telio vascular estad afectado, como en
el periodo posoperatorio, infecciones,
céancer, afeccién hepética o renal, o
puede aumentar en ciertas condiciones
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fisiolégicas como la edad, el embarazo,
el esfuerzo fisico, el estrés, y con el uso
de la pildora anticonceptiva [5].

Fundamento de la prueba

La prueba se basa en una técnica de
inmunoensayo de latex automatizado
(LIA) con un principio inmunoturbidi-
métrico, donde el aumento de la turbi-
dez de una suspensién de microparti-
culas de latex es medida por fotometria.
Los anticuerpos especificos del FVYW
que se fijan covalentemente sobre las
superficies de las microesferas de latex,
se mezclan con el plasma en estudio,
provocando una reaccién antigeno-an-
ticuerpo con la aglutinacion de las mi-
croesferas. Esto conduce al aumento de
la turbidez de la mezclay, porlo tanto, a
un aumento de la absorbancia del me-
dio. La magnitud de este aumento co-
rresponde a la cantidad del FVW conte-
nido en el plasma de estudio (figura 1).

Agregacion del latex
proporcional al nivel de FVW

Figura 1. Técnica de inmunoensayo de latex automatizado (LIA) para la determinacién del

antigeno del factor von Willebrand (FVW:Ag).
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Muestra y almacenamiento

Las muestras son plasmas frescos re-
cogidos en anticoagulante de tipo ci-
trato. Para obtener el plasma (pobre en
plaquetas), la muestra tomada debe
centrifugarse 8 minutos a 3.200 rpm. El
plasma se puede conservar 8 horas a
20+5°C,24 horasde 2°Ca8°C,y por
1 mes a -20 °C. Antes de usarlo, si esté
congelado, se debe colocara 37 °C du-
rante 5 minutos. No se debe congelar
nuevamente.

Interpretacion de los
resultados

Los valores de referencia normales del
antigeno del FVW (FVW:Ag) en el adul-
to son de 50 % a 160 %, que son equi-
valentes a 50 Ul/dL y 160 Ul/dL, respec-
tivamente; no obstante, cada laboratorio
debe establecer su propio intervalo de
referencia; ademas, el resultado debe in-
terpretarse en funcién del estado clinico
y bioldgico del paciente. Se puede esta-

Antigeno del factor von Willebrand (FVW:Ag)

blecer el diagndstico de EVW tipo 1 con
un nivel de FVW <30% (Ul/dL) con o sin
manifestaciones hemorrégicas, y si es de
30 % (Ul/dL) a 50 % (Ul/dL) con sangrado
[5]. Por si sola esta prueba puede confir-
mar la presencia de la EVW y las variantes
1y 3, que cursan con déficit cuantitativo,
pero se necesita su interpretacion en con-
junto con otras pruebas para la clasifica-
cién de las demés variantes de la EVW [6].

Limitaciones y ventajas de
la prueba

Entre las limitaciones, es posible que se
subestime el nivel del FVW:Ag de los
plasmas, especialmente en los turbios;
en otros casos, como sucede con la pre-
sencia del factor reumatoide, se puede
sobreestimar el nivel de FVYW:Ag. En
muchas circunstancias no es posible
discriminar los casos de deficiencia se-
vera del FVW (como la tipo 1 con <5 %
[Ul/dL] o latipo 3 con <1 % [Ul/dL])[6], 0
distinguir las variantes inusuales de tipo
2 cuyo nivel de FVW:Ag sea normal.

Actividad del cofactor de ristocetina (FVW:RCo)

Ristocetin cofactor activity (VWF:RCo)

Utilidad clinica de la prueba

La medicion de la actividad del FVW es esencial para hacer el diagndstico
y clasificacién de la EVW. Tradicionalmente, la actividad del FVW en presen-
cia del cofactor ristocetina (FVW:RCo) se ha considerado el estdndar de oro
para evaluar la funcion del FVW dependiente de plaquetas, y fue desarrollada
después del descubrimiento de que las plaquetas se agregaban cuando se
adicionaba el antibidtico ristocetina [7]. Esta prueba refleja especificamente la
capacidad del FVW de interactuar con el receptor plaquetario GPlba en con-
diciones fisioldgicas, las cuales se pueden reproducir in vitro con la adicién de
la ristocetina [6].
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Fundamento de la prueba

La prueba FVW:RCo mide la capaci-
dad del FVW de aglutinar plaquetas
exdgenas normales fijadas en formal-
dehido, ante la presencia del cofactor
antibidtico ristocetina. La cantidad de
aglutinacién inducida por la ristocetina
estd directamente relacionada con la
concentracion del FVW, y se determina
como porcentaje de actividad a través
de un agregémetro.

Muestra y almacenamiento

Las muestras son plasmas frescos re-
cogidos en anticoagulante de tipo ci-
trato. Para obtener el plasma (pobre en
plaquetas), la muestra tomada debe
centrifugarse 8 minutos a 3.200 rpm. El
plasma se puede conservar 8 horas a
20+5°C,24 horasde 2°Ca8°C,y por
1 mes a -20 °C. Antes de usarlo, si estd
congelado, se debe colocar la muestra
a 37 °C durante 5 minutos. No se debe
congelar nuevamente.

Ristocetina
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Procedimiento

Para el procesamiento de la muestra se
realizan diluciones en buffer salino 1:2
(50 % actividad) del plasma de control
y 1:4 (25 % actividad) del plasma en
estudio. Luego, en el agregémetro se
hace una lectura de las plaquetas ac-
tivadas con buffer salino y se incuban
por 1 minuto, se adiciona el agonista
(ristocetina) y después de 45 segundos
se adicionan las diluciones previas. La
ristocetina induce la agregacién pla-
quetaria que es proporcional a la can-
tidad FVW, esta agregacién se registra
como turbidez en el plasma, y el agre-
gdémetro genera una curva de agrega-
cién plaquetaria en porcentaje y tiem-
po (figura 2).

Interpretacién de los resultados

Los valores de referencia normales es-
tédn entre 56 % a 187 %, que son equiva-
lentes a 56 Ul/dLy 187 Ul/dL, respecti-
vamente; sin embargo, se recomienda
que cada laboratorio establezca un va-
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Figura 2. Agregacion plaquetaria inducida por ristocetina. A) Estimulacion de la agrega-
cién plaquetaria con ristocetina. B) Representacion esquematica del resultado. FVW: factor

von Willebrand; FVIII: factor VIII.

178

Volumen 27, Nimero 2, 2023 M



lor de referencia para su poblacion, sis-
tema de instrumentos y reactivos. Por
si sola esta prueba puede confirmar
la presencia de la EVW, pero se debe
realizar en conjunto con la del FVW:Ag
para calcular el indice entre el FVW:Ag
versus FVW:RCo y poder diferenciar
los pacientes tipo 1 de los tipo 2. Si el
indice es >0,7 se asociaa EVW tipo 1,y
si es <0,7 se asocia al tipo 2; asi mismo,
se necesita su interpretaciéon en con-
junto con otras pruebas para la clasifi-
cacion final de las demas variantes de
la EVW tipo 2 [6]. En |a tabla 1 se ob-
serva cdmo se encuentra esta prueba
en los tipos y subtipos de EVW.

Actividad del cofactor de ristocetina (FVW:RCo)

Limitaciones y ventajas de
la prueba

Esta prueba evalta la actividad del
FVW dependiente de plaquetas bajo
condiciones no fisioldgicas, por lo
que presenta varias limitaciones, entre
ellas, gran variabilidad entre labora-
torios y baja sensibilidad cuando hay
niveles bajos en plasma de FVW:Ag
(<10 % [Ul/dL]), que pueden llevar a
un error diagndstico. Ademas, falla en
diagnosticar la EVW cuando se admi-
nistran concentrados de factor VIl o
1-deamino-8-D-arginina  vasopresina
(DDAVP).

Tabla 1. Actividad del cofactor de ristocetina en los tipos y subtipos de enfermedad de von Wille-
brand (EVW)

. Subtipo Subtipo Subtipo Subtipo q
Prueba  Tipo 1 2A 2B 2M 2N Tipo 3
) . Muy baja Variablemente . . Muy baja
FVW:RCo  Baja <20 % (UI/dL) baja Baja Normal o baja <59% (Ul/dL)

Multimeros de factor von Willebrand

von Willebrand factor multimers

Utilidad clinica de la prueba

El FVW se secreta en la corriente sanguinea como una estructura dimérica o mul-
timérica, que se clasifica de acuerdo al peso molecular de sus multimeros en peso
molecular bajo (LMW, del inglés, Low Molecular Weight), peso molecular interme-
dio (IMW, del inglés, Intermediate Molecular Weight), peso molecular alto (HMW,
del inglés, High Molecular Weight) y ultra alto (UHMW, del inglés, Ultra High Mo-
lecular Weight). Los multimeros UHMW no circulan normalmente en el plasma
en condiciones fisioldgicas, ya que son degradados répidamente por la proteasa
ADMTS13, formando multimeros de diferentes tamafios. Debido a que la activi-
dad hemostética de los multimeros es directamente proporcional a su tamafio,
el déficit o la ausencia total de multimeros en la EVW va a producir manifestacio-
nes hemorragicas en menor o mayor intensidad, dependiendo del tamafio de
los multimeros afectados [8]. La prueba de anélisis de los multimeros del FVW
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por electroforesis es relevante para la
clasificacién de los subtipos de la EVW,
y se usa en conjunto con pruebas como
el FVYW:Ag, FVW:RCo vy actividad del
factor VIII (FVIII:C), entre otras. El pro-
posito del correcto diagndstico y clasi-
ficacion de los subtipos de la EVW es
poder dar, finalmente, un tratamiento
adecuado al paciente con EVW.

Fundamento de la prueba

Esta prueba se basa en la técnica de
electroforesis e inmunofijacién en gel
de agarosa, que permite evaluar la dis-
tribucion y presencia de los multimeros
del FVW en el plasma de acuerdo a su
peso molecular. En el gel, los multime-
ros son separados e inmunoprecipita-
dos con un antisuero especifico anti-
FVW. Por ultimo, la utilizacién de un
anticuerpo marcado con peroxidasa
y un substrato especifico, hace que se
puedan visualizar las diferentes bandas
en el gel (figura 3).

Peso molecular
de los multimeros

Ultra-alto (UHMW) {
>10.000 KDa

Alto (HMW)
5.500a 10.000 kDa

Intermedio (IMW) 1
3.000 a5.000 kDa

Bajo (LMW)
500 a 2.500 kDa

r

Patrén de banda
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Muestra y almacenamiento

Las muestras son plasmas frescos reco-
gidos en anticoagulante de tipo citrato.
Para obtener el plasma, la muestra toma-
da debe centrifugarse 8 minutos a 3.200
rpm, pero este siempre debe congelarse
de forma inmediata entre -70 °C a-80 °C,
antes de realizarse el andlisis de la mues-
tra. De esta manera se conserva hasta por
un maximo de 18 meses. Para realizar el
estudio, la muestra se debe descongelar
hasta alcanzar temperatura ambiente.
No se deben guardar las muestras ni a
temperatura ambiente nia 2 °C u 8 °C.

Interpretacion de los
resultados

En una muestra normal, la electrofore-
sis se visualiza como bandas donde se
pueden distinguir los multimeros LMW
que migran mas rapidamente, segui-
dos de los IMW, y luego por las bandas
de movimiento mas lento que son las

Actividad hemostatica

++++ (condiciones no fisioldgicas)

+++

++

Figura 3. Distribucion de los multimeros del FVW por electroforesis en gel de agarosa, de
acuerdo a su peso molecular. La actividad hemostética de los multimeros es directamente
proporcional a su tamano. Tomado y adaptado de [8].
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de los multimeros HMW [6]. Los tipos
de EVW 1, subtipos 2M y 2N muestran
un patrén de electroforesis normal (fi-
gura 4A), pero con intensidad de las
bandas disminuida en el tipo 1. Para la
EVW 2A, el patréon muestra una pérdida
o disminucién de los multimeros IMW
y HMW (figura 4B), en tanto que los
pacientes con EVW tipo 2B se caracte-
rizan por una pérdida o disminucién de
los multimeros HMW (figura 4C). Final-

HMWM

IMWM

LMWM

Figura 4. Patrones de distribucion de los
multimeros de FVW por electroforesis. A)
Patréon normal; B) patrén con ausencia de
multimeros grandes (HMWM) e intermedios
(IMWM), correspondiente a la enfermedad
de von Willebrand subtipo 2A; C) patrén de
electroforesis con pérdida de multimeros
de alto peso molecular (HMWM), corres-
pondiente a la subtipo 2B.
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Multimeros de factor von Willebrand

mente, en los pacientes con EVW tipo
3, debido a que tienen ausencia total
de multimeros de FVW, no se observan
bandas migratorias. Es de importancia
mencionar que esta prueba es la que
permite distinguir los subtipos 2M y 2A,
ya que en el resto de las pruebas para
EVW, sus resultados son similares [6].

Se recomienda la interpretacién del
gel tan pronto como sea posible, ya
que la calidad de este se deteriora con
el tiempo dependiendo de las condi-
ciones de almacenamiento (luz, calor,
etc.). El almacenamiento prolongado
de los geles en un lugar seco y lejos de
la luz, debe realizarse solo con el pro-
posito de archivar la informacion.

Limitaciones

Por lo general, debido a que esta prue-
ba presenta un limite de deteccion de
multimeros cuando la concentracion
del FVW es baja, es posible que en es-
tos casos, algunos multimeros no sean
detectados por este método.
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