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La enfermedad de von Willebrand (EVW), descripta
por Erik von Willebrand, es la alteracion hemorra-
gipara mas frecuente!?. Sus principales sintomas
son sangrados muco-cutaneos como epistaxis, del
tracto gastrointestinal, gingivorragia, menorragia y
excesivo sangrado post trauma o post cirugia. Esta
enfermedad se debe a un defecto, cuali o cuantitati-
vo de la molécula del factor von Willebrand (VWF)
(-9 El VWF es una proteina multimérica compues-
ta por subunidades idénticas que presentan varios
dominios funcionales: dominio A1, que contiene el
sitio de union a la glicoproteina Ib (GPIb) plaqueta-
ria; dominio A3, sitio de unién al colageno, dominio
Cl, sitio de interaccion con las integrinas y domi-
nio D-D3, sitio de union al FVIII®. Las principales
funciones del VWF son promover la adhesion pla-
queta-plaqueta y plaqueta sub endotelio (hemostasia
primaria) asi como unir y estabilizar al FVIIL. La
concentracion plasmatica de VWF estd dada por un
equilibrio complejo entre su velocidad de sintesis,
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almacenamiento y secrecion desde los granulos de
Weibel- Palade, la velocidad de protedlisis controla-
da por ADAMTS 13 y la velocidad de depuracion®.
Aquellas mutaciones que afectan estos procesos
producen diferentes fenotipos de la enfermedad
de von Willebrand. Ademas, existen muchos otros
factores que influencian la concentracion de VWF
como el estrés, la inflamacion y el ejercicio fisico.
que producen aumento de los niveles plasmaticos de
VWE, los cuales también aumentan fisiologicamen-
te durante el embarazo. Los individuos del grupo
sanguineo 0 presentan valores de VWF significati-
vamente menores que los no 0. Se ha reportado que
los pacientes grupo 0 presentan una velocidad au-
mentada de depuracion del VWF©?, Algunas guias
recomiendan la utilizacion de valores de referencia
grupo sanguineos especificos para el diagndstico de
esta enfermedad®”.

La enfermedad de von Willebrand se clasifica en 6
tipos diferentes: tipo 1 (defecto parcial en la canti-
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dad de VWF), tipo 3 (falta total de produccion de
VWF) y los tipos 2A, 2B, 2M y 2N (defectos cuali-
tativos). Esta clasificacion se basa en los hallazgos
fenotipicos al medir los niveles de FVIII, VWF an-
tigénico (VWF: Ag) y actividad de VWF, medida
como cofactor de ristocetina (VWF:RCo) o ensayo
de union al colageno (VWF:CB) (Tabla 1).

Tabla 1. Nomenclatura para las actividades
de FVIII y factor von Willebrand®

FVIII Nomenclatura
recomendada
FVIII proteina FVIII
FVIII antigeno FVIII:Ag
FVIII funcién FVIII:C
Factor von Nomenclatura
Willebrand recomendada
Proteina madura VWF
Antigeno VWF:Ag
Act1v1dqd de cgfactor VWF-RCo
de ristocetina
Capac1da(} de union a VWF-CB
colageno
Capacidad de unir )
FVIII VWEF:FVIIIB

Asi, si la razon VWF:RCo/VWEF: Ag es < 0.7 (6 0.6
para algunos autores) sugiere un defecto tipo 2 y si
en cambio la razon VWF:RCo/ VWF: Ages> 0.7 (6
0.6 para algunos autores) con Ag disminuido sugiere
un defecto tipo 119, Estas pruebas fenotipicas pue-
den ser complementadas con el analisis multiméri-
co, la aglutinacion inducida por ristocetina (RIPA),
el ensayo de union de FVII (VWF:FVIII union),
la cuantificacion del nivel de propéptido (VWF:pp)
que esta ligado a la produccion de VWF y en algu-
nos casos seleccionados el analisis genético. Como
parte del diagnostico de esta enfermedad es nece-
sario que el paciente tenga una historia personal de
sangrado, lo cual puede establecerse en forma estan-
darizada utilizando algin puntaje de sangrado!®!".
Existen diversas causas por la que es dificil realizar
el diagnostico de la enfermedad de von Willebrand.
Una de ellas es que los niveles plasmaticos de los
individuos normales se solapan con los de los indi-
viduos afectados que presentan la enfermedad. Asi,
los métodos usuales para establecer los rangos de
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referencia de los ensayos fenotipicos (por ej. media
+ 2x desvio estandar) por definicion adscribe apro-
ximadamente 2,5 % de la poblacion normal con va-
lores bajos de VWF. Ademads, el VWF es una pro-
teina reactante de fase aguda y se incrementa con el
ejercicio fisico, el estrés, la infeccion y en algunas
patologias, por lo que es dificil la deteccion de ni-
veles ligeramente disminuidos del factor. Por otro
lado, como se verd mas adelante, las metodologias
utilizadas para el diagnostico tienen alto limite de
deteccion y alto CV en los rangos de baja actividad,
lo cual dificulta el diagnostico sobre todo de las for-
mas mas severas. Teniendo en cuenta estas variables
y dependiendo de los resultados que se obtienen,
pacientes con déficit leves del VWF tipo 1 pueden
no ser identificados (falsos negativos), individuos
con valores en el limite inferior normal podrian ser
calificados como déficit de VWF (falsos positivos),
mientras que los individuos tipo 3 podrian clasifi-
carse errobneamente como tipo 1 6 tipo 2. El diag-
noéstico podria mejorarse incrementando el panel de
pruebas, mejorando las metodologias utilizadas y
respetando estrictamente la fase preanalitica®!?.

En resumen, para investigar la enfermedad de von
Willebrand los laboratorios clinicos debe realizar las
pruebas globales, tiempo de protrombina, el tiem-
po de tromboplastina parcial activado, la actividad
de FVIII, los niveles antigénicos y la actividad del
VWEF através del ensayo con ristocetina y/o colage-
no. (Figura 1)1012.13),

Tener en cuenta que si el paciente presenta un APTT
normal y tiene sospecha clinica alta o moderada se
deben realizar las pruebas especificas para cuantifi-
car el VWF. El tiempo de sangria, atin haciéndolo
con los dispositivos recomendados, es poco repro-
ducible y operador dependiente y no es buen pre-
dictor para la EVW tipo 1, incluso en algunas guias
de diagndstico ya no se lo menciona. La utilidad del
PFA100/200 es discutida; el estudio multicéntri-
co Europeo sugiere que tiene alto valor predictivo
negativo para excluir EVW, pero reportan que da
normal en el VWF 2N. Sin embargo otros autores
reportan que el PFA da normal en algunos indivi-
duos con EVW tipo 1 con niveles plasmaticos entre
30y 50 %Y.
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Figura 1. Algoritmo de diagnostico de la enfermedad de von Willebrand
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Existen desérdenes adquiridos que mimetizan la
enfermedad de von Willebrand a los que el von Wi-
llebrand factor Subcomitee de la ISTH ha denomi-
nado sindrome de factor von Willebrand adquirido
(AVWS). En la mayoria de los pacientes con sindro-
me de VW adquirido, a excepcion de los pacientes
hipotiroideos quienes exhiben un descenso en la sin-
tesis del factor, el VWF es sintetizado normalmente.
Los niveles bajos de VWF se deben a su remocién
acelerada del plasma para la cual se han sugerido
cuatro mecanismos fisiopatologicos: a) autoanti-
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cuerpos especificos o no especificos que forman
complejos inmunes que contienen VWF inactivo,
resultando en descenso de actividad y de concentra-
cion antigénica; b) absorcion de VWF en las células
malignas; ¢) pérdidas de los multimeros de alto peso
molecular bajo condiciones de alto shear stress. En
estos dos ultimos casos se produce un descenso de
la actividad del VWF permaneciendo el nivel anti-
génico practicamente normal y d) incremento de la
degradacion proteolitica de la molécula de VW lo
cual ocurre en numerosas situaciones clinicas en las
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cuales existen proteasas circulando. Ninguno de los
mecanismos propuestos parece ser enfermedad es-
pecifico y el mismo mecanismo podria ser responsa-
ble del AVWS en diferentes enfermedades®'?.

El diagnostico del AVWS esta basado en las mismas
pruebas diagnosticas que se utilizan para el estudio
del déficit congénito en individuos sin historia de
sangrado ni antecedentes familiares. Siempre se
deben realizar las pruebas para excluir la presencia
de anticuerpos, midiendo la actividad de von Wille-
brand en los experimentos de mezcla de volimenes
iguales de plasma de paciente y plasma normal in-
cubado a 37 °C entre 1 y 4 horas. Se ha desarrollado
recientemente un kit de ELISA para medir anticuer-
pos anti VWF pero atin no ha sido estandarizado.

Diagnostico de la enfermedad de von Willebrand

Variables preanaliticas. Se debe realizar un estric-
to control de las variables preanaliticas"'®. Es reco-
mendable que el paciente no realice ejercicio la no-
che previa y la mafiana en que se realiza el estudio.

Determinacion de factor VIII. La determinacion
de FVIII se realiza habitualmente por ensayo coagu-
lable en una etapa. La recomendacién internacional
es realizar el dosaje en tres diluciones para dismi-
nuir el CV del ensayo!”!'®. La curva de calibracion
debe realizarse con un calibrador calibrado frente a
un estandar internacional de FVIII y se debe realizar
en batch cuando se utilizan curvas en coaguldome-
tros automaticos o semiautomaticos de tres puntos
o cuando el control lo requiera; en curvas con mas
puntos se debe recalibrar por cambio de lotes de re-
activos o cuando el control interno lo indique. La
muestra debe procesarse antes de 4 hs de extraida.
También podria realizarse el dosaje de FVIII por
técnicas cromogénicas.

Determinacion del VWF:Ag

Los niveles de VWF:Ag fueron inicialmente de-
terminados por técnicas de ELISA, actualmente se
realizan por ensayos inmunoturbidimétricos (VWF-
LIA) automatizados con Ac monoclonales o el sis-
tema ELFA (BioMerieux —VIDAS) que han demos-
trado ser confiables y mas rapidos. Se han reportado
CV menores de 10 % para los distintos métodos tur-
bidimétricos en los programas de evaluacion exter-
na y existen reportes de que los VWF-LIA tienden a
sobreestimar el valor de VWF antigénico respecto a
lo hallado por ELISA, en especial en presencia del
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factor reumatoideo. Estos métodos antigénicos di-
fieren mas a concentraciones bajas de VWF®:19),
Niveles bajos de VWF:Ag sugieren la EVW pero
no distinguen los subtipos, por lo cual es necesario
determinar también la funcionalidad del VWF para
completar el diagnostico®*1219),

Determinacion de la actividad del factor

von Willebrand

Estas técnicas examinan la habilidad del VWF para
unirse a la GPIb plaquetaria o al colageno. Si bien
ambas pruebas exploran diferentes aspectos de la
funcion del VWE, ambas son sensibles a la pérdida
de los multimeros de alto peso molecular.

Investigacion de la union del VWF a la glicopro-
teina Ib plaquetaria

El método de referencia para estudiar la funcion del
VWEF es el ensayo del cofactor de ristocetina (VWEF:
RCo), basado en la habilidad de VWF para inducir
la aglutinacion de las plaquetas en presencia de ris-
tocetina monitoreada en un agregémetro. Los dime-
ros de ristocetina se unen a la molécula de VWF in-
duciendo un cambio conformacional que facilita la
unioén del mismo al complejo glicoproteico Ib-1X-V
de la membrana plaquetaria in vitro, reconociendo
la presencia de los multimeros de alto peso molecu-
lar y de la integridad del sitio de unién a GPIb®'%.
Hay que tener en mente que utilizar ristocetina en
lugar del shear stress para inducir la union del VWF
a las GPIb no es fisiologico. Asi, variaciones en las
secuencias (por ejemplo p.P1467S y el alelo H de
pD1472H), que afectan los sitio de union a risto-
cetina del dominio A1, podrian conducir a estimar
niveles bajos de VWF:RCo en ausencia de un real
defecto fisiologico del VWFU?),

El método tradicional por agregometria consiste en
enfrentar plasma del paciente con plaquetas norma-
les (lavadas y fijadas en formol o liofilizadas) y ris-
tocetina, monitoreando la aglutinacion a través de la
trasmision de luz en un agregémetro. La velocidad
de reaccion (pendiente de la curva de agregacion) se
compara contra la de un calibrador. Es un método
muy laborioso y variable con un CV entre 15 a 25
%; ademas tiene un limite de deteccion entre 15 y
20 IU/dL segtin diversos reportes®!%!?, El problema
mas importante quizas sea su baja reproducibilidad
con altos CV inter ensayo e inter laboratorio segiin
lo muestran los distintos programas de evaluacion
externa de la calidad"®.
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Por estos inconvenientes, en los ultimos afios se han
desarrollado nuevos métodos para estudiar la fun-
cionalidad de esta molécula. El VWF Subcomittee
of the Standarization and Scientific Comittee (SSC)
of the ISTH desarroll6 las guias para establecer qué
funcion del VWF mide cada ensayo y como deberia
nombrarse cada uno (Tabla 2)@V,

Tabla 2. Nomenclatura aprobada para los distintos ensa-
yos de actividad del VWF, adaptado de las guias
del VWF Subcomittee of the Standarization
and Scientific Comittee (SSC) of the ISTH®?

Abreviatura para
ensayos de actividad
de VWF

Descripcion

Actividad de cofactor de
ristocetina: todos los ensa-
yos que usan plaquetas y
ristocetina.

VWE:RCo

Todos los ensayos que es-
tan basados en la unién in-
ducida por ristocetina del
VWF a un fragmento no
mutado de GPIb.

VWEF:GPIbR

Todos los ensayos basados
en la union espontanea del
VWF a un fragmento de
GPIb con ganancia de fun-
cion.

VWEF:GPIbM

Todos los ensayos basados
en la unién de un anticuer-
po monoclonal a un epitope
del dominio A1 del VWF

VWEF:Ab

Los ensayos de actividad de cofactor de ristoceti-
na (VWF:RCo) son aquéllos que utilizan plaquetas
(nativas, fijadas en formol o liofilizadas) y ristoce-
tina. Esta guia los clasifica en: ensayos VWF:RCo
de primera generacion (manual), de segunda gene-
racion (semiautomaticos), de tercera y cuarta gene-
racion (totalmente automatizados) y VWF:RCo por
citometria de flujo.

Determinacion de VWF: RCo por quimiolumini-
cencia. El reactivo consiste en un fragmento de la
GIb alfa inmovilizada a una fase solida por unién
a un Ac monoclonal y un segundo Ac monoclonal
anti VWF conjugado con isoluminol. Este ensayo se
automatiza en el sistema AcuStar (Instrumentation
Laboratory). Se ha reportado que este ensayo tiene
un menor limite de deteccion y correlaciona bien
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con la prueba tradicional®. La propuesta de ISTH
es llamarlo ensayo de uniéon a GPIB inducido por
ristocetina (VWF:GPIbR)?D,

Determinacion por inmunoturbidimetria de la
actividad del VWF (INNOVANCE VWFAC, Sie-
mens). El reactivo consiste en particulas de polies-
tireno recubiertas con un anticuerpo anti GPIb que
son puestas en contacto con una GPIb mutada con
ganancia de funcion que es capaz de unirse al VWF
en ausencia de ristocetina. Diversos autores han re-
portado que este método tiene buena reproducibili-
dad y precision, originando resultados comparables
con el método de referencia en el rango 5-150 Ul/dl
en diferentes coagulometros automaticos®¥. Los
CV en los programas de evaluacion externo repor-
tados estan alrededor de 10 %. La guia de la ISTH
sugiere el nombre de ensayos de union a la GPIb
mutada con ganancia de funcion VWF:GPIbM®D,

Determinacion por inmunoturbidimetria de la
actividad VWF (VWF HemosIL Activity, Instru-
mentation Laboratory). El reactivo consiste en par-
ticulas de latex recubiertas por un Ac monoclonal
dirigido contra el sitio de la molécula de VWF res-
ponsable de la union a la glicoproteina Ib plaque-
taria. El grado de aglutinacion del reactivo de la-
tex es directamente proporcional a la actividad del
VWEF en la muestra y se mide por el descenso de la
transmitancia. En trabajos previos hemos encontra-
do, en concordancia con otros autores, una buena
correlacion (R> 0.92) entre este método y el VWE:
RCo por agregacion en el plasmas de 112 individuos
cuya actividad estaba entre 12 a 185 %*?7. El CV
intraensayo para el control normal fue de 4.2 % y
para el control patologico 3,7 %*. Sin embargo, di-
versos autores sugieren que esta determinacion no
es lo suficientemente confiable para reemplazar al
VWEF:RCo y otros sugieren utilizarla como scree-
ning®**®). Este ensayo reporta la union del dominio
Al del VWF a un anticuerpo monoclonal y no a la
GPIb, existen dudas acerca de si el anticuerpo es ca-
paz de recrear la superficie de la GPIb. Los CV de
los programas externos de calidad estan alrededor
del 15 %. Se sugiere nombrarlo como VWF:Ab®V,

Determinacion de VWF:RCo por citometria de
flujo. Una mezcla de fluorocromo verde y rojo con
plaquetas fijadas en formol se incuba con plasma del
paciente en presencia de ristocetina. Se ha reportado
que este método es simple, preciso y reproducible y
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muy sensible en la EVW tipo 2, el inconveniente es
que hay que disponer de un citometro®”,

Determinacion inmunoturbidimétrica de VWEF:
RCo (HemosILVWEF:RCo, Instrumentation La-
boratory). Es una prueba recientemente desarrolla-
da en la cual el reactivo consiste en particulas de
latex recubiertas con GPIb recombinante capturadas
con Ac monoclonal que orienta la GPIb alfa recom-
binante a interactuar con el VWF en presencia de
ristocetina. Este método recibe el nombre de ensa-
yo de union a GPIb desencadenada por ristocetina
(nombre recomendado VWF:GPIbR).

Se ha reportado que este método muestra buena li-
nealidad hasta 130 UI/dL, con un CV de 4 % para
el control normal y 2,68 % para el control patolo-
gico. Ha demostrado ser un método preciso y sen-
sible para detectar la actividad de VWF, ademas de
presentar una buena concordancia con el método
tradicional®**». En nuestra experiencia la precision
interensayo para el control normal fue 3,2 % y para
el control patoldgico 5.1%.

Comparando muestras de 60 pacientes y conside-
rando un error total permitido de 15 %, los resul-
tados obtenidos por este método y por el método
VWF:actividad fueron estadisticamente equivalen-
tes en el rango evaluado (10-168 % de actividad).
Cuando se compararon los resultados de 30 pacien-
tes obtenidos por el VWF:RCo por inmunoturbidi-
metria con el método tradicional por agregometria,
se obtuvo una buena correlacion (r=0.90). El sesgo
obtenido fue de 18.9 %, pero considerando un error
total permitido de 15 %, los resultados obtenidos
por ambas metodologias fueron estadisticamente
comparables®?,

Ensayo de union al colageno

Existen ELISAs que permiten medir la union del
VWEF del paciente a colageno inmovilizado. Esta
union depende de la presencia de los multimeros
de alto peso molecular y de que el sitio de unién al
colageno esté intacto. Los ensayos que utilizan cola-
geno tipo Il o mezclas de colageno tipo I/111 son los
que han demostrado tener mayor sensibilidad®*333%.
En resumen, las tecnologia automatizadas, desarro-
lladas y mejoradas en los ultimos afios para la detec-
cion de la actividad del VWE, tienen un menor CV
y menor limite de deteccion, y lentamente estan re-
emplazando al método tradicional seglin los progra-
mas de evaluacion externa de calidad. Es necesaria
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mayor experiencia en su utilizacion para establecer
claramente cuales son sus limitaciones y su verda-
dero desempefio®*3®. Finalmente, la sugerencia de
las guias internacionales para el diagnostico de la
enfermedad es establecer las historia personal o fa-
miliar de sangrado con un puntaje, realizar un panel
amplio con las pruebas FVIII, VWF:Ag, VWF:RCo
y VWF:CB y confirmar el diagnostico, tanto positi-
vo como negativo, en al menos dos oportunidades.
El hallazgo de algunos resultados de estos ensayos
disminuidos, sin historia previa de sangrado, debe-
ria ser considerado como AV W S®::10.3536),
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