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RESUMEN

Introduccién: La EVW es un desorden de la coagulacion causada por
defectos en la concentracion, estructura o funcién del FVW, siendo el
trastorno hemorragico hereditario autosémico mas frecuente. Para su
diagnéstico es necesario aplicar un amplio panel de pruebas diagnésticas
entre las que se encuentra el analisis de la estructura multimérica del
FVW. Material y métodos: Se llevé a cabo un western blot para el
estudio de la estructura multimérica del FVW en los 556 pacientes
reclutados en el proyecto espafiol PCM-EVW-ES y en 39 sujetos
utiizados como controles normales. Se estudi6 la sensibilidad,
especificidad y los valores predictivos de esta prueba diagnéstica.
Ademéas mediante analisis estadistico se estudi6 la relacion entre el
andlisis multimérico y la puntuacion hemorragica y las razones
FVW:RCo/FVW:Ag y FVW:CB/FVW:Ag. Resultados: Trescientos
veintisiete sujetos presentaron una estructura multimérica del FVW
normal, que se distribuyen del siguiente modo: 76 no cumplian criterios,
149 tipo 1, 5 tipo 2B, 38 tipo 2M, 9 tipo 2N, 30 portadores tipo 3, 11
portadores tipo 2N y 9 sin clasificar. Los 229 sujetos restantes
presentaron alguna alteracion en su estructura multimérica clasificados en
los siguientes subtipos: 6 tipo 1 smeary, 110 tipo 2A, 30 tipo 2B, 34 tipo
2A/2M, 42 tipo 3 y 7 sin clasificar. Su sensibilidad y especificidad fueron
del 97,81% y 97,62%, respectivamente. Se observd una relacion directa
entre la puntuacién hemorragica y las razones FVW:RCo/FVW:Ag y
FVW:CB/FVW:Ag con la estructura multimérica del FVW. Conclusiones:
El andlisis multimérico del FVW es un método que cumple con las
caracteristicas adecuadas para el diagnéstico de la EVW, por lo que es
necesario implementar esta metodologia para su estudio y mejorar su

diagnéstico especifico.

Palabras clave: analisis multimérico, enfermedad de von Willebrand,

factor von Willebrand, diagnéstico.

9

Estudio detallado del analisis multimérico del FVW: PCM-EVW-ES



RESUMO

Introducion: A EVW é unha desorde da coagulacion causada por
defectos na concentracion, estrutura ou funcibn do FVW, sendo o
trastorno hemorréaxico hereditario autosémico mais comun. Para 0 seu
diagnéstico é necesario aplicar un amplo panel de probas diagnésticas
entre as que se atopa a andlise da estrutura multimérica do FVW.
Material e métodos: Levouse a cabo un western blot para o estudo da
estrutura multimérica do FVW nos 556 doentes recrutados no proxecto
espafiol PCM-EVW-ES e en 39 suxeitos empregados como controis
normais. Foi estudada a sensibilidade, especificidade e os valores
predictivos desta proba diagnostica. Ademais mediante andlise estatistico
estudouse a relacion entre a analise multimérica e a puntuacion
hemorraxica e as razéns FVW:RCo/FVW:Ag e FVW:CB/FVW:Ag.
Resultados: Trescentos vinte e sete suxeitos presentaron unha
estrutura multimérica do FVW normal distribuindose do seguinte xeito: 76
non cumpren criterios, 149 tipo 1, 5 tipo 2B, 38 tipo 2M, 9 tipo 2N, 30
portadores tipo 3, 11 portadores tipo 2N e 9 sen clasificar. Os 229
suxeitos restantes presentaron algunha alteracion na slUa estrutura
multimérica clasificados nos seguintes subtipos: 6 tipo 1 smeary, 110 tipo
2A, 30 tipo 2B, 34 tipo 2A/2M, 42 tipo 3 e 7 sen clasificar. A sUa
sensibilidade e especificidade foron do 97,81% e 97,62%,
respectivamente. Observouse unha relacion directa entre a puntuacion
hemorraxica e as razons FVW:RCo/FVW:Ag e FVW:CB/FVW:Ag coa
estrutura multimérica do FVW. Conclusions: A andlise dos multimeros do
FVW é un método que cumpre coas caracteristicas axeitadas para o
diagnéstico da EVW, polo que € necesario aplicar esta metodoloxia para
o0 seu estudo e mellorar o diagnéstico especifico.

Palabras clave: andlise multimérico, enfermidade de von W.illebrand,
factor von Willebrand, diagnéstico.
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ABSTRACT

Introduction: VWD is a bleeding disorder caused by defects in
concentration, structure or function of VWF, being the most frequent
autosomal hereditary bleeding disorder. For its diagnosis it is necessary to
apply a broad panel of diagnostic tests including the analysis of the VWF
multimer structure. Material and methods: We carried out a western blot
to study the VWF multimeric structure in the 556 patients recruited in the
Spanish project PCM-EVW-ES and 39 subjects used as normal controls.
Sensitivity, specificity and predictive values of this diagnostic test were
studied. Addition by statistical analysis was studied the relationship
between the multimeric analysis and the bleeding score and
VWF:RCo/VWF:Ag and VWF:CB/VWF:Ag ratios. Results: Three hundred
twenty-seven subjects had a normal multimeric structure of VWF which
are distributed as follows: 76 no criteria, 149 type 1, 5 type 2B, 38 type
2M, 9 type 2N, 30 carriers 3, 11 carriers 2N and 9 unclassified. The
remaining 229 subjects had some alteration in their multimeric structure
classified into the following subtypes: 6 type 1 smeary, 110 type 2A, 30
type 2B, 34 type 2A/2M, 42 type 3 and 7 unclassified. Its sensitivity and
specificity were 97.81% and 97.62%, respectively. A direct relationship
was observed between the bleeding score and VWF:RCo/VWF:Ag and
VWF:CB/VWF:Ag ratios with the VWF multimer structure. Conclusions:
The multimeric analysis is a method appropriate for the diagnosis of VWD
characteristics, so it is necessary implement this methodology to its study

and improves their specific diagnosis.

Keywords: multimeric analysis, von Willebrand disease, von Willebrand

factor, diagnostic.
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1. INTRODUCCION

1.1 PERSPECTIVA HISTORICA

En 1926, el médico finlandés Erik von Willebrand describio por primera vez
un desorden hemorragico que habia observado en varios miembros de una
familia que residia en la isla de Fl6go, archipiélago de Aland en el Golfo de
Bostnia.® El propositus era una nifia de 5 afios, Hjérdis S., que sufria
frecuentes episodios de sangrado nasal. Hjordis era una de 12 hermanos
de los cuales todos menos 2 habian tenido sintomas de sangrado (Figura
1).

7
+‘+‘fﬁﬂjf‘ i ‘ i .T‘BT‘ &5&!

Dagny Anna Thomas Dagny Harald Sylvia Runar I Hjordis Greta Gerda Lars
2y 4y Ny 2y 44y Ay 40 y=] 13y 5y 34y 20y

s e g%l

Heiga Viking FRobert Birgitta Roger Cecilia Tage Borje Jan Uluf Anders Monika Lars-Uwe
17y 10y 17y 15y 13y 10y Sy 6y 1y By 4y 1y

. Sangrado severo
[1 © sintomas de sangrado leve

Figura 1. Arbol genealdgico de la familia S. Foglé.

Los sintomas predominantes de esta enfermedad consistian en
hemorragias nasales, gingivorragias y después de una extraccion dental,
hemorragias del tracto genital femenino y sangrado de heridas triviales.
Sin embargo, las hemartrosis, comunes en hemofilia, eran relativamente
raras. Afectaba tanto a mujeres como a varones por lo que parecia ser de
tipo hereditario autosémico dominante. Von Willebrand finalmente
denomind a esta enfermedad como “Hereditar Pseudohemofili”® e
interpretd la causa de esta enfermedad como un defecto en la alteracién
funcional plaquetaria y en las paredes de los vasos sanguineos.
12
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En 1957,° un grupo de investigadoras suecas (Nilsson, Blomback y
Francken) describieron 13 miembros de 10 familias en Suecia que tenian
desérdenes hemorragicos severos caracterizados por una deficiencia en el
factor VIII (FVIII), tiempo de sangrado prolongado, herencia autosémica
dominante y variable expresividad clinica. La transfusion de concentrados
plasmaticos ricos en fibrinbgeno y FVIII a estos pacientes no sélo les
corregia los episodios hemorragicos sino que ademas les elevaba el nivel
de FVIII plasmaético y les acortaba el tiempo de hemorragia. Este hallazgo
demostraba que el defecto no era plaquetario ni capilar y que residia en la
carencia de un factor plasmatico. Es mas, la administracion a estos
pacientes con plasma procedente de pacientes hemofilicos, carente de
FVIII, también era capaz de corregir el tiempo de hemorragia de los
pacientes con enfermedad de von Willebrand (EVW), que a su vez no se
corregian con las transfusiones de las plaquetas. Estos estudios indicaban
gue el defecto hemostético en los pacientes con EVW podia ser corregido
con una proteina del plasma, la cual debia ser diferente del FVIIlI.

Al comienzo de los afios 70, la purificacion parcial del FVIII rendia una
proteina que se llamé “factor VllI-related antigen”, la cual era deficiente en
el plasma de los pacientes con EVW mientras que en los pacientes con
hemofilia A se encontraba en cantidades normales.*

En 1972,° Holmberg y Nilsson indicaron la posibilidad de diferentes
variantes genéticas de la EVW ya que algunos miembros de las familias
afectadas mostraron tener niveles normales de factor von Willebrand
(FVW), antiguamente conocido como “factor VIII- related antigen”. Peake et
al, en 1974, demostraron que la EVW podria estar asociada con
anormalidades cualitativas del FVW.°

Ya a mediados de los 80 se consigui6 clonar el acido desoxirribonucleico

complementario (ADNc) del FVIII (1984) y del FVW (1985), lo que permitié

un mejor entendimiento de estos dos factores. Gracias al descubrimiento

en 1985 de la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y

de la aplicacién de la Tag polimerasa en 1987, se pudieron identificar
13
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mutaciones puntuales en los acidos desoxirribonucleicos (ADNs) de gran
ndmero de hemofilicos y pacientes con EVW.” El gen del FVW (FVW)
humano esta localizado en el brazo corto del cromosoma 12 (12p13.2) y
esta dividido en 52 exones y 51 intrones. Su estructura gendémica fue
publicada en 1989 por Mancuso et al.® El conocimiento de la estructura y
secuencia del gen condujo al hallazgo de mutaciones en diferentes tipos de
EVW.

1.2 FACTOR VON WILLEBRAND

El FVW es una glicoproteina adhesiva de gran tamafio, cuyo peso
molecular oscila entre 0.5 y 20x10° kilodaltons (KDa), de caracter
multimérico que participa en la coagulacién. Se encuentra en el plasma
sanguineo, en los granulos a de las plaquetas, en los corpusculos de

Weibel-Palade del endotelio y en el tejido conectivo subendotelial.’

Su concentracion plasméatica es aproximadamente 10 pg/mL, que
corresponde a 100 Ul/dL o 100%, aunque su rango de normalidad suele
ser amplio y puede variar entre 50-200%. Su vida media es de 8 a 12

horas.®

1.2.1 Biosintesis del FVW

El FVW es sintetizado en las células endoteliales™ y en los
megacariocitos.'? Se sintetiza en forma de molécula precursora de ~ 2813
aminoacidos (aa) (300-350 KDa), que se conoce como pre-pro-FVW.
Contiene un péptido sefial de 22 aa, un propéptido de 741 aa y una
proteina madura de 2050 aa. Mediante una serie de complejos eventos
post-translacionales, esta molécula es modificada para producir una
subunidad de FVW maduro de 2050 aa (con peso molecular de ~ 260
kDa) que es secretada de la célula de sintesis (Figura 2).

14
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Figura 2. Resumen de los cambios post-translacionales que tienen lugar durante la

biosintesis del FVW. Las barras de la derecha de este esquema representan la proteina

precursora del FVW y el procesamiento de los productos derivados de ello. El area rayada indica

el propéptido y el area oscura el FVW maduro. WB = cuerpos de Weibel Palade; SV = vesiculas

secretoras; * = interaccion no covalente; S = puentes disulfuro.

El propéptido inicia el proceso de formacion de la proteina del FVW en el
reticulo endoplasmatico y forma dimeros mediante puentes disulfuro en las
posiciones carboxiterminales, por la enzima disulfuroisomerasa.
Posteriormente se lleva a cabo la glicosilacién y se transporta al aparato de
Golgi donde la proteina madura de 2050 aa forma puentes de disulfuro en
las porciones aminoterminales de los dimeros, y como consecuencia, una
serie linear de multimeros de diferentes tamafos que van desde una sola
unidad fundamental de 225 kDa (protémero) hasta 120 000 kDa.*® (Figura

2).

La multimerizacion continta después del transito por el aparato de Golgi,
donde comienza la ruptura del propéptido.'* Este es esencial en la
formacién de los multimeros, y de hecho in vitro, la expresién de una

variante a la que le faltaba este fragmento no polimerizaba, aunque los

15
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dimeros se formaban normalmente,™ lo que implica que la dimerizacién y

la multimerizacion son reacciones independientes.

La estructura de la proteina del FVW esta formada por varios dominios
repetidos en el orden D1-D2-D’-D3-A1-A2-A3-D4-B1-B2-B3-C1-C2-CK. El
FVW posee la capacidad de interaccionar con residuos de otras proteinas
en distintos dominios de cada subunidad, lo cual induce a pensar que el
proceso de multimerizacion sirve para aumentar estos lugares de unién,
incrementando su eficacia (Figura 3). Los dominios D1, D2, D’ y D3
participan en la regulacion del proceso de formacion de multimeros, y las
regiones D’ y D3 también median la unién con el FVIIl y la heparina.*®
Tanto el dominio A1 como el A3 poseen propiedades de unién al
colageno.’’'® Ademas el dominio Al contiene lugares de unién para la
heparina y los sulfatidos. Los sitios donde el FVW se une a las plaquetas
son: en el dominio Al al receptor plaquetario Gplb/IX (Gplb/IX) y en el
dominio C2 al receptor Gplib/llla (Gplib/illa).*"**

Subunidad madura de FVW

Sitio de union a la GPIb/1X plaguetar.

Colageno, Sulfatidas, Heparina

" Proteolisis del FVW en Tyr®#

Met®*® por ADAMTS13

Sitio unién
Formacion de multimeros.

‘ @ Gpllb/ll1a plaquetar
| Sitio de union al FVIII y la ﬁ

heparina Sitio de unién al colageno

Figura 3. Representacion esquematica de la subunidad madura del FVYW y sus
dominios de union.
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1.2.2 Secrecién y almacenamiento del FVW

El FVW se distingue de otras proteinas en que puede ser excretado por
mas de una ruta, la constitutiva y la reguladora. La mayoria del FVW,
posiblemente el 95%, es secretado constitutivamente. Esto supone que
tan pronto se produce la sintesis, las moléculas son liberadas. La ruta
reguladora implica el almacenamiento del FVW bien en los cuerpos de
Weibel-Palade que se originan a partir del aparato de Golgi o en los
granulos a de las plaquetas cuando el FVW procede de los
megacariocitos.’’ En las células endoteliales, el FVW estad formado
fundamentalmente por multimeros de alto peso molecular (MAPM),
mientras que el FVW secretado constitutivamente por el camino no
regulado, contiene generalmente pequefios polimeros y una alta

proporcién de pro-FVW no procesado (Figura 4).

Secrecién regulada
(multimeros de FVW)

Sintesis Glicosidacién o .
Glicosidacion y sulfonacion.

\ Almacenamiento 7 0y

de ARN i6 ' /

del FVV:/“ HDIIEEE G2 Formacion de multimeros del FVW i;/ S
€ / dimeros ‘3‘%

Nicleo Reticulo Aparato | Sl &%}

endoplasmico de Golgi Weibel-Palade

Secrecidn constitutiva ' e
(pro-FVW y multimeros y f.'I |
pequefios) '\%

Figura 4. Esquema del procesamiento y secrecion del FVW.

El FVW comparte estos sitios de almacenamiento con otras proteinas que
se liberan en respuesta a una variedad de estimulos fisiol6gicos y
farmacolégicos, incluyendo trombina, fuerza de cizallamiento (shear
stress) y desmopresina.?* Actualmente, se sabe que tras su liberacién de
la célula donde se sintetiza, los multimeros del FVW extremadamente
grandes y de alto peso molecular se unen a la superficie de la célula
endotelial mediante interaccion con la proteina P selectina de los cuerpos
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de Weibel-Palade. En este sitio, se ven sometidos a la fuerza de
cizallamiento del flujo sanguineo y a la reduccién fisiolégica de su tamafio
por fragmentacion proteolitica controlada, por la metaloproteinasa
ADAMTS13 que actla sobre ellos en el dominio A2, entre los aas 1605 y
1606 (Figura 3).”*** Este proceso origina las diferentes formas del factor
gue van desde dimeros simples, hasta las 20 unidades que forman el
multimero mas complejo. La degradacién proteolitica de los multimeros es
un evento normal, ya que éstos tienen un elevado potencial trombogénico,
por los sitios de interaccion con las plaquetas, y la pared de los vasos
sanguineos. En condiciones de homeostasis esta reaccion inhibe el
crecimiento del trombo que forman las plaquetas.?*?® Asi la regulacién
normal del tamafio del multimero del FVW y la preservacion de los
diversos sitios de union en la subunidad del FVW son indispensables para

su funciodn fisioldgica.

1.2.3 Funciones del FVW

El FVW realiza dos funciones bioldgicas esenciales:® 1) Actlia como
puente de unidn especifico entre: (I) plaquetas y pared vascular (adhesion
plaquetar), y (ll) entre las propias plaquetas (agregacién plaquetar y
formacion del trombo). 2) En la hemostasia secundaria modula la
supervivencia y funcién del FVIII, protegiéndolo de una degradacién
proteolitica prematura.

Asi el FVW es una pieza clave en la interaccion endotelio-plaqueta, y
desempefia un papel relevante en la formacion del trombo en la pared

vascular.
1.3 LA ENFERMEDAD DE VON WILLEBRAND

La EVW es el trastorno hemorragico hereditario autosémico mas
frecuente.? Este desorden de la coagulacién es causado por defectos en
la concentracion, estructura o funcion del FVW.
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La EVW es muy heterogénea, con diferentes fenotipos cuya
sintomatologia clinica varia en su gravedad. Las manifestaciones clinicas
mas caracteristicas son hemorragias mucocutdneas (epistaxis,
hematomas, hemorragia en cavidad oral y menorragias). Los hematomas
de partes blandas, asi como la hemartrosis, son raras y acontecen en los
casos graves como consecuencia de deficiencia de FVIII. ?’ La variabilidad
de estas manifestaciones en la EVW es una caracteristica destacable.

En estudios llevados a cabo sobre la EVW,?®% |a prevalencia en mujeres
es aproximadamente el doble de la documentada en varones,
probablemente debido al potencial Unico de menorragia (sangrado

excesivo durante la menstruacion).

En el afio 2011 se llevd a cabo una encuesta con el fin de obtener una
aproximacion de la prevalencia de la EVW en Espafia, con la participaciéon
de un elevado nimero de centros (36 centros, 5 CTH entre ellos).* Se
estimé una prevalencia de pacientes con diagnéstico claro de EVW de
122 por millén de habitantes, bastante mas alta que la observada en otros
paises europeos. La prevalencia estimada en Italia oscila entre 40 y 100
pacientes por millén de habitantes.®! Estos resultados pueden indicar un
sobrediagndstico de la EVW en Espafia o bien una subestimacion inicial
en otros paises.

1.3.1 Clasificacion

De acuerdo con la revisién actualizada para la clasificacién de la EVW,*
se distinguen tres grandes grupos (Tabla 1).

Estas categorias se corresponden con diferentes mecanismos
fisiopatolégicos con distintos patrones clinicos y requerimientos

terapéuticos:

e La EVW tipo 1 es la forma mas comudn, suponiendo

aproximadamente el 75% de los casos, aunque debido a su gran dificultad
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de diagndstico, su prevalencia podria variar. Se refiere a una deficiencia

parcial cuantitativa. Su herencia es autosémica dominante.

Tabla 1. Clasificacién revisada de la EVW.

TIPO DESCRIPCION FRECUENCIA
1 Deficiencia cuantitativa parcial del FVW 65-80%
2 Deficiencia cualitativa del FVYW 20-35%
oA Disminucién de la adhesion plaquetar del FVW 'y

deficiencia selectiva de los MAPM*

B Aumento de la afinidad del FVW por la glicoproteina Ib
plaquetar

oM Disminucién de la adhesion plaquetar del FVW sin
deficiencia selectiva de los MAPM

2N | Disminucién de la afinidad del FVW por el FVIII

o o 1 x millén de
3 Deficiencia virtualmente completa del FVYW _
habitantes

*MAPM: multimeros de alto peso molecular del FVW. Tomado de Sadler et al.*

e La EVW tipo 2A incluye variantes cualitativas con la funcion de las
plaguetas disminuida, asociada con la ausencia de MAPM. El diagndstico
de este subtipo depende de la distribucion de sus multimeros. En una
clasificacién anterior® se distinguen distintos subtipos en funcién del grado
de proteolizacion de la molécula del FVW (2A/lIA, 2A/IIC, 2A/IID y2A/IIE)

e La EVW tipo 2B se caracteriza por un aumento en la afinidad del
FVW por la Gplb plaquetar. Esto conduce a una union espontanea de las
formas multiméricas de mayor tamafo a las plaquetas, lo que conlleva una
disminucion tanto del FVW como de las plaquetas. Su herencia es

autosdmica dominante.

e La EVW tipo 2M incluye variantes en las que la union a las
plaguetas estd disminuida pero no esta asociada con la ausencia de
multimeros de gran tamafio. Este fenotipo podria estar causado por
mutaciones que inactivan el sitio de unién especifico del FVW a las
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plaguetas o con el subendotelio. Su transmision también es autosémica

dominante.

e La EVW tipo 2N se refiere a variantes con un marcado
decrecimiento de la afinidad del FVW por el FVIII. El nivel de FVIII es bajo,
a menudo <10%, y el FVW no siempre esta disminuido. Cuando el nivel de
FVW es normal, puede confundirse con la hemofilia A. Su transmisién es
recesiva y su prevalencia podria ser mas alta de lo que actualmente se

aprecia.

e La EVW tipo 3 es un desorden recesivo en el que no se detecta
FVW. La ausencia de FVW causa un defecto secundario de FVIII y un
severo defecto combinado en la adhesién plaquetar y formacion del

trombo.

Aunque ésta es la clasificacion internacionalmente aceptada, por parte de
investigadores relevantes vienen incluyendo diferentes tipos a los ya
especificados. Por ello, y especialmente de cara este registro, nos hemos
visto obligados a incluir algunas modificaciones que consideramos
indispensables, a la espera de una nueva clasificacion internacional. A
continuacién se indican las modificaciones o nuevos subtipos de EVW
propuestos:

e Tipo 1 Histérico (1H): deficiencia cuantitativa parcial en el pasado
pero con valores normales del FVW en la actualidad.

e Tipo 1 “smeary”: deficiencia cuantitativa parcial con un patrén
multimérico del FVW anormal.

e Tipo 2CB: disminucién la afinidad del FVW por colageno tipo IV y VI.

e Tipo 2 “clearance” (2C): deficiencia cualitativa del FVW con una
reduccién de su supervivencia in vivo.

e Compuestos heterocigotos: fenotipo mixto causado bien por dos
mutaciones que afectan cada una a un alelo (ej. 1/2N; una mutacion
tipo 1 y una mutacion tipo 2N) o por una mutacion que provoca dos
fenotipos distintos.
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1.3.2 Diagngstico

El diagnéstico de la EVW se basa en la historia clinica de diatesis

hemorragica (personal y familiar) y en distintas pruebas de laboratorio.
=>» Historia clinica de diatesis hemorragica

Debe enfocarse la historia personal de diatesis hemorragica patoldgica,
sopesando la intensidad o gravedad, frecuencia y duracion del episodio,
asi como de las actuaciones médicas acontecidas con anterioridad para
controlar las hemorragias. Asimismo, también debe ser considerado
cualquier dato relevante de diatesis hemorragica en la historia familiar, y
tener en cuenta posibles medicaciones recientes recibidas por el paciente.

Es muy aconsejable realizar una anamnesis sistemética a través de un
cuestionario que incluya la sintomatologia hemorragica mas frecuente en
la EVW, con el fin de obtener la informacion mas objetiva posible.
Recientemente, se ha propuesto un sistema estandarizado de puntuacion
de sintomas (“bleeding score” (BS) o puntuacion hemorragica) en base a

un baremo hemorrégico (Anexo ).

=>» Pruebas de laboratorio

Deben considerarse tres niveles de estas pruebas en el proceso
diagnéstico: pruebas de deteccion o cribado, pruebas de confirmacién y
pruebas de definicién del subtipo (Tabla 2). *°

=  Factor VIl procoagulante (FVIII:C)

Mide la actividad procoagulante del FVIII. En el contexto de la EVW, tiene
interés para valorar la deficiencia secundaria de esta proteina, bien
debida a la disminucién del FVW, su proteina transportadora y protectora,
o por anomalia molecular de esta Ultima, que le impide unirse
adecuadamente a la primera, como sucede en el tipo 2N. Su titulacion
también es de interés para valorar si existe o no desproporcion entre el
FVIll 'y el FVW.
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Tabla 2. Pruebas de laboratorio para diagnosticar la EVW

PRUEBAS DE CRIBADO

e Analisis de funcién plaquetar (PFA-100)

e Recuento plaquetar

e Tiempo de tromboplastina parcial ativado (TTPA)

PRUEBAS CONFIRMATORIAS

e Antigeno del FVYW (FVW:AQ)

e Adhesioén plaquetar dependiente del FVW (FVW:RCo)

e Actividad del FVIII (FVIII:C)

PRUEBAS PARA LA DEFINICION DEL SUBTIPO

e Aglutinacion plaquetar inducida por ristocetina (RIPA)

e Analisis multimérico

e Capacidad de unién del FVW al colageno (FVW:CB)

e Capacidad de unién del FVW al FVIII (FVW:FVIIIB)

e Estudio de mutaciones del FVYW

Tomado de Budde et al. ¥

=  Antigeno del FVW (FVW:AQ)

Mide la concentracion de la proteina del FVW independientemente de su
actividad funcional. Existen diversos métodos disponibles, siendo los mas
utilizados en la actualidad los ELISA y los basados en turbidometria
automatizados que emplean particulas de latex (LIA: latex-inmuno-assay).

= Actividad del FVW como cofactor de la ristocetina (FVW:RCo)

Representa la actividad funcional del FVW y mide su capacidad de
interaccion con el receptor Ib de plaquetas normales inducida por el
antibidtico ristocetina. En realidad, in vivo el papel de la ristocetina lo
ejerce el estrés circulatorio en la microcirculacion, que es el que causa los

cambios conformacionales del FVW que conducen a su interaccién con la
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plaqueta. Puesto que detecta la interaccion entre el FVW y Gplb, el
FVW:RCo es un test especialmente indispensable para el diagnéstico de
EVW de los tipos 2A y 2M. Se disponen de distintos métodos de medicion
de este parametro en donde la aglutinacion del FVW a plaquetas lavadas
o fijadas en presencia de ristocetina es medida por transmision de luz en
un agregémetro (considerado el método “Gold standard”).

= Capacidad de unién del FVW al colageno (FVW:CB)

Se determina utilizando la técnica de ELISA. Entre otros aspectos permite
identificar las anomalias selectivas en la unién del FVW al colageno. En
aquellos laboratorios en los que no se puede realizar el analisis
multimérico del FVW, la técnica del FVW:CB podria ayudar a discriminar
entre la mayoria de los tipos 2A (llA, IIC, 1ID) y el tipo 2M, siempre y
cuando la razén FVW:RCo/FVW:Ag esté decrecida.

= Razones FVW:RCo/FVW:Ag, FVW:CB/FVW:Aq y FVIII:C/FVW:Ag

Las razones de estos parametros pueden ser de ayuda a la hora de
orientar una forma variante. Asi, por ejemplo, ante un FVW:RCo/FVW:Ag
< 0,5-0,7 orienta a la existencia de una forma variante 2A, 2B o 2M; y ante
un FVIIL.C/FVW:Ag descendido puede orientar a una forma 2N,
precisando la comprobacion con otras pruebas adicionales, incluso el
estudio genético. Sin embargo, los puntos de corte de estas razones
todavia estan siendo motivo de estudio, aunque la mayoria de

laboratorios utilizan 0,6 6 0,7.

= Capacidad de unién del FVW al FVIII (FVW:FVIIIB)

Mide la normalidad del FVW en el dominio a través del cual se une al
FVIII normal. Su objetivo es confirmar el tipo 2N de EVW, que es recesiva.
Se realiza habitualmente mediante método ELISA.
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=  Andalisis multimérico del FVW

Consiste en el analisis electroforético cualitativo del FVW, en geles de alta
y baja resolucion de agarosa que permite la separacién de esta proteina
en forma de una serie linear de multimeros segun su diferente tamafio
molecular. Los geles de alta resolucion permiten observar el grado de
proteolizacion de la molécula y los de baja resolucién la ausencia o no de

multimeros.

Esta metodologia es laboriosa, requiere mucho tiempo en su realizacién y
exige amplia experiencia, por lo que su uso se circunscribe a centros
altamente especializados en el estudio de la EVW o dedicados a la

investigacion en esta area.

= Estudio genético del FVW

Los estudios genéticos permiten encontrar mutaciones y polimorfismos
gue, ademas de completar el diagndstico, facilitan el consejo genético. En
el afo 2012 se aplico por primera vez la técnica de Secuenciacion de
Nueva Generacién o “Next Generation Sequencing” (NGS) al FYW %

= Limitaciones e inconvenientes de las pruebas diagndsticas

Las pruebas mencionadas anteriormente presentan ciertas limitaciones o

inconvenientes: '

1. FVW:Ag — mide el nivel de proteina pero no su funcionalidad.

2. FVW:RCo - precision pobre, alta variabilidad y baja sensibilidad en
niveles bajos de FVW.

3. FVW:CB - medida de actividad con mayor precisibn, menor
variabilidad y mayor sensibilidad a bajos niveles de FVW. Las
pruebas comerciales disponibles difieren en cuanto a sensibilidad a
MAPM del FVW, y por lo tanto la discriminacion de EVW tipo 1y 2.
En la actualidad, ni el colageno tipo IV ni el colageno tipo VI forman
parte de la rutina clinica de la EVW, sin embargo recientemente se

han descubierto mutaciones que manifiestan una disminuida unién a
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estos dos tipos de colageno, las cuales se asocian a clinica
hemorragica (EVW tipo 2CB).

4. Razoén actividad/Ag — los valores de corte para la discriminacion de
los tipos 2 de EVW varian con los ensayos (0,5-0,7).

El diagnédstico de esta enfermedad es dificil, dada su heterogeneidad y la
necesidad de un amplio panel de pruebas necesarias para concretar su
fenotipo. Mientras que un diagnéstico certero es facil ante una reduccion
grave del FVW, el diagndstico de formas leves debe hacerse sopesando el
posible riesgo de un tratamiento excesivo. La exclusién de la EVW debe
basarse en la repetida observacion de resultados normales, y en la
congruencia entre FVW:Ag y FVW:RCo.

Dada estas dificultades diagnoésticas, el objetivo del presente trabajo es
analizar la estructura multimérica del FVW en una amplia cohorte de
pacientes diagnosticados con EVW asi como evaluar el uso de esta
prueba en el diagndstico y clasificacion de esta enfermedad. Para ello se
valor6 su sensibilidad y especificad en el diagndstico de variantes
cualitativas de la EVW y su relacién con las restantes pruebas fenotipicas
empleadas en el laboratorio.

2. METODOLOGIA

2.1 DISENO DEL ESTUDIO

Para la realizacién de este estudio se utilizaron los pacientes reclutados
en el proyecto “Pérfil clinico y molecular de pacientes con enfermedad de
von Willebrand en Espafia (PCM-EVW-ES)” llevado a cabo entre 2010 y
2015. En este proyecto participaron 38 centros distribuidos por todo el
territorio espafol, siendo el CHUAC (A Corufia), el Hospital La Fe
(Valencia) y el Bang de Sang i Teixitis (Barcelona) los tres laboratorios
centrales de dicho proyecto. Para mas informacion sobre el protocolo de

este proyecto ver Batlle et al., 2016. 3®
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Ademas, se reclutaron 39 sujetos sanos no relacionados con ningun
paciente que se utilizaron como controles normales para el estudio

fenotipico y genético.

En la realizacion de este estudio se respetaron las Normas de Buena
Practica Clinica, se siguieron los principios éticos para las investigaciones
médicas en seres humanos recogidos en la Declaracién de Helsinki y se
cumplié la Ley de Proteccion de Datos de Caracter Personal (LOPD).
Cada participante incluido en este proyecto firm6 el correspondiente

consentimiento informado, siendo motivo de exclusion el no firmarlo.

2.2 ANALISIS MULTIMERICO DEL FVYW

Este ensayo esta basado en el método descrito originalmente por Ruggeri
y Zimmerman en 1981%* y modificado por el equipo investigador de A
Corufia.”® Las muestras plasmaticas tras ser diluidas en un tampén de
carga segun la cantidad de antigeno del FVW, se someten a electroforesis
no reductora en presencia del agente desnaturalizante dodecilsulfato
sédico (SDS, Sigma - Aldrich S.A., Madrid, Espafia), en geles de baja
resolucion al 1% (Agarosa Seakem HGT (P), lberlabo S.A., Madrid,
Espafia) y geles de alta resolucion al 2% (Agarosa Type VII, Sigma -
Aldrich S.A., Madrid, Espafia).

A continuacién, las proteinas son transferidas mediante transferencia
eléctrica (Hoeffer TE65, Amersham Bioscience, Piscataway, EE. UU.) a
una membrana immobilon de polifluoruro de vinilideno (PVDF) (Millipore
Corporation, Bedford, MA, EE. UU.), tratada previamente con metanol y
agua destilada. La visualizacion de los multimeros se consigue mediante
la incubacién de la membrana primero con un anticuerpo (Ac) de conejo
anti-FVW humano (Dako, Glostrup, Dinamarca), después con un Ac de
cabra anti-lgG de conejo (Dako, Glostrup, Dinamarca) y por ultimo con un
Ac anti-IgG de cabra que contiene fosfatasa alcalina (Sigma - Aldrich S.A.,
Madrid, Espafa), el cual desarrolla color usando una tincion histolégica
para dicha enzima y sustratos cromogénicos (Fast Blue RR SALT, Sigma-
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Aldrich S.A., Madrid, Espafia). Después de la tincién, las membranas
fueron escaneadas mediante el programa Adobe® Photoshop versién 7.0.

Asi mismo se evalu6 su sensibilidad y especificidad en comparacion con

el diagnéstico final.

2.3 ANALISIS ESTADISTICO

Se efectud un estudio descriptivo de las siguientes variables: BS, FVIII:C,
FVW:Ag, FVW:RCo, FVW:CB, FVW:RCo/FVW:Ag, FVW:.CB/FVW:Ag,
FVII:.C/FVW:Ag y analisis multimérico. Las variables cuantitativas se
expresaron como media * desviacion estandar (DE) y las variables
cualitativas como valor absoluto (n) y porcentaje.

Se utilizé la prueba t de Student para comparar la puntuacion hemorragica
media y las razones medias RCo/Ag y CB/Ag en funcion del patrén
multimérico observado. El andlisis de la varianza (ANOVA) se aplicé para
determinar si existen diferencias significativas entre las medias de las
razones anteriores en funcion del tipo de anomalia multimérica observada
en el FVW. En todos los casos, se consider6 estadisticamente
significativo valores de “p” por debajo de 0,05. Para la realizacion del

analisis estadistico se utilizd el paquete estadistico R-Commander.

3. RESULTADOS

Aunque en este registro se reclutaron un total de 556 pacientes
procedentes de 330 familias histéricamente diagnosticados de EVW en
sus centros locales, tras el estudio fenotipico central y estudio genético se
observé que solamente 480 pacientes cumplian al menos uno de los
criterios de inclusion.®* En los 556 sujetos reclutados se estudié la
estructura multimérica del FVW en geles de agarosa-SDS de alta y baja
resolucion. No se detectaron anormalidades multiméricas en los 39

sujetos control ni en los 76 sujetos que no cumplian con los criterios de
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inclusion. A continuacion se presentan los resultados obtenidos de este

estudio segun el tipo de EVW:
3.1EVWTIPO 1

Ciento treinta y tres pacientes (27,7%) fueron diagnosticados de EVW tipo
1, bien porque se encontré una mutacion descrita como tipo 1 y/o porque
su estudio fenotipico se corresponde con la EVW tipo 1 (FVW:Ag,
FVW:RCo y FVW:CB =< 30%). En funcion del estudio del patron

multimérico de la molécula del FVW distinguimos:

3.1.1 EVW tipo 1 con patron multimérico normal

Ciento veintisiete de los 133 pacientes con EVW tipo 1 (95,5%)
presentaron una estructura multimérica del FVW normal con presencia de
todos los multimeros, semejante a la de los sujetos control (Figura 5). Los
datos del BS, FVII:C, FVW:Ag, FVW:RCo, FVW:CB asi como de las
razones FVW:RCo/FVW:Ag, FVW:CB/FVW:Ag y FVIIE:C/FVW:Ag se
resumen en la Tabla 3. Tres pacientes presentaban valores de FVW:Ag <
6% y se consideraron como EVW tipo 1 grave, no obstante, su molécula

de FVW presentaba todos los multimeros.

A

b 4
’

g R R s
= | 1 RN

1 2 2A N LN N 1 2 2A N N

Figura 5. Andlisis multimérico del FVW plasmatico en pacientes con EVW tipo 1. (A)
Representa el patron multimérico en gel de agarosa-SDS de baja resolucién (1%). (B) Muestra el
perfil multimérico en gel de alta resolucion (2%). Los pacientes 1 y 2 presentan una estructura
multimérica normal en ambos geles, aunque como se puede observar el paciente 2 (EVW tipo 1
grave) tiene una cantidad de FVW menor que el paciente 1. LN= Lisado plaguetar normal; N=
Plasma normal; 2A= control patolégico de EVW 2A.
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A nivel genético, 15 de estos pacientes no presentaron ninguna mutacion
en el FVYW y 112 presentaron al menos una (67 con al menos una
mutacion descrita como tipo 1 y 45 con mutacibn no descrita

previamente).

3.1.2 EVW tipo 1 con patron multimérico “smear”

Los 6 pacientes restantes (4,5%) presentaron un patrén multimérico
anormal, caracterizado por la presencia de componentes anormalmente
extendidos, que no estaban organizados de un modo discontinuo sino que
aparecian como una difuminacién, no claramente artefactual, en la parte
superior del gel de baja resolucion (Figura 6A). En los geles de alta
resolucion el patron de bandas satélites era normal (Figura 6B). Los
valores obtenidos en las restantes pruebas fenotipicas se resumen en la
Tabla 4.

Estos seis pacientes, pertenecientes a dos familias de centros distintos,
fueron clasificados como EVW tipo 1 “smeary”, al presentar una estructura

multimérica en “smear”.
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Figura 6. Analisis multimérico del FVW plasmatico en pacientes con EVW 1 "smeary". (A) Gel de
agarosa - SDS de baja resolucion (1%). (B) Gel de agarosa - SDS de alta resolucién (2%). Los pacientes
1y 2 pertenecen a la primera familia con la mutacién c.7082-13G>C y los pacientes 3-6 pertenecen a la
segunda familia con la mutacién p.P1842H. En ambas familias observamos un patréon en “smear” en el
gel de baja resolucion (A) y un patrén semejante al del sujeto normal en el gel de alta resolucién (B). LN =

lisado plaquetar normal; N = Plasma normal; 2A = control patolégico de EVW 2A.
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A nivel genético cada familia presentaba una mutacion: para la familia 1 la
mutacion responsable se encontré en el intron 41 ¢.7082-13G>C y no fue
descrita previamente mientras que para la familia 2 la mutacién se localiz6
en el exén 28 p.P1824H, descrita anteriormente como causante de EVW

tipo 1.
3.2 EVW TIPO 1 HISTORICO (1H)

Veintidés casos se clasificaron como EVW tipo 1H (4,6%). Se trata de
pacientes que en el pasado fueron considerados EVW tipo 1 con valores
de FVW:Ag < 30% pero actualmente presentaron valores superiores a
este nivel. Sin embargo, todavia presentan sintomas clinicos y no deben
ser considerados como sujetos completamente normales con respecto a
la hemostasia. El patrén multimérico para este grupo de pacientes fue
normal, tanto en geles de baja como alta resolucion (Figura 7). Sus

valores fenotipicos aparecen resumidos en la Tabla 3.

Todos estos pacientes, excepto en uno, presentaban mutacion en el
FVW. De las 22 mutaciones diferentes encontradas, el 50% estaban

descritas previamente como mutaciones causantes de EVW tipo 1.
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Figura 7. Analisis multimérico del FVW plasmatico en pacientes con EVW tipo 1H. Los pacientes
1- 7 presentan una estructura multimérica similar a los sujetos normales, tanto en geles de baja (1%)
(A) como alta resolucion (2%) (B). LN = Lisado plaquetar normal; N= Plasma normal; 2A = control

patolégico de EVW 2A.
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3.3 EVW TIPO 2A

Se diagnosticaron 110 pacientes (22,9%) con EVW tipo 2A. Este tipo se
caracteriza por una marcada reduccion del FVW:RCo y del FVW:CB,
como se puede observar en la Tabla 4, en relacién con la cantidad de
proteina (FVW:Ag) lo que supone que las razones actividad/Ag se
encuentren disminuidas (razén < 0,70). Mientras que en geles de baja
resolucion la estructura multimérica del FVW experimentan una pérdida
de multimeros de alto e intermedio peso molecular (Figura 8A), en geles
de alta resolucién observamos una mayor proteolizacion de la molécula
por su mayor afinidad al enzima ADAMTS13 (Figura 8B). El andlisis
multimérico permite distinguir subtipos de la EVW 2A (lIA, IIC, IID y lIE)
segun el grado de protedlisis de la molécula. En esta poblacion se han
detectado 9 pacientes con EVW 2A/IIE y un paciente EVW 2A/1ID.

Todos los pacientes presentaron una mutacion descrita previamente
como causante de este tipo de EVW. Practicamente el total de estas
mutaciones responsables de EVW 2A se localizan en los exones 26 y 28,
aunque pueden estar localizadas por todo el FVW. La mutacion p.
C1149R (exon 26) fue la responsable del subtipo 2A/IIE mientras que el
subtipo 2A/1ID fue causado por la mutacion p.C2773S (exén 52).

3.4 EVW TIPO 2B

Treinta y cinco pacientes (7,3%) presentaron caracteristicas fenotipicas y
mutaciones que se corresponden con la EVW tipo 2B. Los pacientes de
este grupo presentan dos tipos de resultado en el estudio multimérico:

3.4.1 EVW tipo 2B con patrén multimérico normal

De estos 35 pacientes con EVW tipo 2B, cinco (14,3%) presentaron una
estructura de la proteina del FVW completamente normal, tanto en geles
de baja como de alta resolucién (Figura 8). El resto de pruebas
fenotipicas también se encontraban dentro del rango de normalidad pero
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tras el estudio genético la mutacion encontrada se caracterizaba por un
aumento en la afinidad del FVW por la Gplb plaquetar. Los valores del
BS, FVII.C, FVW:Ag, FVW:RCo, FVW:CB y las razones
FVW:RCo/FVW:Ag, FVW:CB/FVW:Ag y FVIII:C/FVW:Ag se resumen en la
Tabla 3.
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Figura 8. Analisis multimérico del FVW plasmaético en pacientes con EVW tipo 2A y 2B. (A) Gel
de agarosa — SDS de baja resolucién (1%). (B) Gel de agarosa — SDS de alta resolucion (2%). Carril 1
y 2: pacientes con un perfil multimérico caracteristico de un 2A/IIA, con pérdida de MAPM en el gel de
baja resolucién (A) y aumento de la proporcion relativa de bandas satélites en el gel de alta
resolucién (B). Carril 3: paciente con un perfil multimérico 2A/IIE, con reducciéon de todos los
multimeros pero especialmente los MAPM en el gel de baja resolucion (A) y en el gel de alta
resolucién (B) una marcada disminucién en la proporcidon de bandas satélites. Carril 4: paciente con
EVW 2A/IID, caracterizado por una marcada disminucién de los MAPM en el gel de baja resolucion
(A) y un patrén de bandas anormal en el gel de alta resolucién (B) . Carril 5: paciente con EVW 2B en
el que se observé una disminucion de MAPM en el gel de baja resolucion (A) y un aumento en la
proporcion relativa de las bandas satélites en el gel de alta resolucion (B). Carril 6: paciente con EVW
2B y analisis multimérico normal, con todos los multimeros tanto en geles de baja como alta
resolucion. N= Plasma normal; MAPM = multimeros de alto peso molcular

3.4.2 EVW tipo 2B con patrén multimérico anormal

Los 30 pacientes (85,7%) restantes presentaron una disminucion de los
MAPM en geles de baja resolucion (Figura 8A). Como se puede observar
en la Tabla 4 este tipo de pacientes también se caracteriza, al igual que el
tipo 2A, por la disociacion entre el FVW:RCo y el FVW:CB con el FVW:Ag
(raz6n < 0,7). En geles de alta resolucion (Figura 8B) se observo un

aumento en la proporcion relativa de las bandas satélites.
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Las mutaciones responsables de esta variante fueron localizadas todas

en el exdén 28.

3.5 EVW TIPO 2M

Treinta y ocho pacientes (7,9%) presentaron una disminucién en la union
del FVW a las plaquetas, por lo que fueron clasificados como EVW 2M.
Este tipo de EVW se caracteriza por una disminucién del FVW:Ag,
FVW:CB y principalmente del FVW:RCo lo que implica que la razon
FVW:RCo/FVW:Ag se encuentra por debajo del 0,7 (Tabla 3). Sin
embargo la estructura multimérica del FVW no se ve alterada en ningun

paciente de este tipo (Figura 9).

Los 38 pacientes presentaron alguna alteracion genética en el FVW; en
18 pacientes se encontré al menos una mutacion descrita como 2M, 13
con mutacion no descrita previamente y 7 presentaron una 0 MAas
mutaciones descritas anteriormente como causantes de otros tipos de

EVW.
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Figura 9. Analisis multimérico del FVW plasmatico en pacientes con EVW 2M. En la figura se
muestra una familia de cuatro miembros todos clasificados como EVW tipo 2M, el perfil multimérico
es semejante al control normal tanto en geles de baja resolucion (A) como en geles de alta resolucion
(B). LN = Lisado plaquetar normal; N = Plasma normal; 2A = control patolégico de EVW 2A.
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3.6 EVW TIPO 2A/2M

Treinta y cuatro pacientes (7,1%) fueron clasificados como EVW 2A/2M,
puesto que presentaban caracteristicas fenotipicas semejantes a los
pacientes con EVW 2A (Tabla 4) pero, a diferencia de estos, su perfil
mutimérico se caracterizaba por una disminucion de todos los
componentes, lo que estaba mas pronunciado en los multimeros de mas
alto peso molecular. Ademas, estos Ultimos estaban caracterizados por la
presencia de unos componentes anormalmente extendidos que se

presentaban en forma de difuminacion (Figura 10).

Todos los sujetos con EVW 2A/2M presentaban al menos una mutacion,
siendo el cambio nucleotidico p.R1374C en el exdn 28 el mas frecuente,

afectando a un 67,6% (23 pacientes), mutacion predominante en Galicia.
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Figura 10. Analisis multimérico del FVW plasmatico en pacientes con EVW 2A/2M. (A) Gel de
agarosa- SDS de baja resolucién (1%). (B) Gel de agarosa-SDS de alta resolucion (2%). En la figura se
muestra una familia de seis miembros, todos clasificados como EVW tipo 2A/2M. LN = Lisado plaquetar
normal; N = Plasma normal; 2A = control patolégico de EVW 2A.

3.7 EVW TIPO 2N

Los 9 pacientes clasificados como tipo 2N (1,9%) no mostraron ninguna
alteracion multimérica, tanto en geles de baja como alta resolucion (Figura
11). Todos ellos presentaban una razén FVIII:C/FVW:Ag < 0,5%.
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A nivel genético, todos ellos presentaban mutaciones descritas
previamente como causantes de EVW tipo 2N. Dado que este tipo de
enfermedad se hereda de forma recesiva es necesario que la mutacion se
presente en homocigosis (5 sujetos) o que una mutacién en heterocigosis
se encuentre asociada a un alelo nulo (dobles heterocigotos) (4 sujetos).

Cuando estas mutaciones se presentan en heterocigosis (alelo afecto y
alelo normal), se consideran que los pacientes son portadores de EVW
tipo 2N (n = 11). Los valores de las restantes pruebas fenotipicas se
encuentran resumidos en la Tabla 3. La estructura multimérica de estos
pacientes también sigue un patron semejante a los controles normales
(Figura 11).
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Figura 11. Andlisis multimérico del FVW plasmético en pacientes con EVW 2N y
portadores de EVW 2N. El paciente 1, con EVW tipo 2N, y el paciente 2, portador de
EVW 2N, presentan un patron multimérico semejante a los controles normales. LN =
Lisado plaquetar normal; N= Plasma normal; 2A = control patolégico de EVW 2A

3.8 EVW TIPO 3

Se diagnosticaron un total de 42 pacientes con EVW tipo 3 (8,7%). Estos
pacientes se caracterizan por una ausencia practicamente total de la
proteina plasmatica del FVW (FVW:Ag < 3%), por lo tanto presentan un
andlisis de su estructura multimérica con ausencia de todos los

multiméros, tanto en el estudio de geles de baja resolucién como de alta
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resolucion (Figura 12). Los valores de los restantes datos de laboratorio

se muestran en la Tabla 4.

Mutaciones de cambio de sentido, sin sentido o de “splicing” son las
responsables de este fenotipo cuantitativo grave. Dado que esta variante
de EVW se caracteriza por una herencia autosémica recesiva es
necesaria la presencia de estas mutaciones en estado de homocigosis o
doble heterocigosis, afectando a ambos alelos.

Treinta familiares de estos pacientes con EVW tipo 3 presentan tras el
estudio genético una mutacién en heterocigosis descrita como tipo 3. Por
lo que estos pacientes son considerados como portadores de EVW tipo 3.
A pesar de la alteracion genética de uno de los alelos del FVW, los datos
clinicos fenotipicos presentan valores dentro del rango de la normalidad
(Tabla 3) y su estructura multimérica es semejante a la de los sujetos

normales (Figural2).
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Figura 12. Andlisis multimérico del FVW plasmatico en pacientes con EVW tipo 3 y portadores tipo
3. Los paciente 1 y 8, con EVW tipo 3, presentan una ausencia total de todos los multimeros, en la
figura A y B. Los pacientes 2-7 son portadores de EVW tipo 3, familiares del paciente 1. Su estructura
multimérica es similar a los sujetos normales, tanto en geles de baja (A) como alta (B) resolucién. LN =
Lisado plaquetar normal; N= Plasma normal; 2A = control patolégico de EVW 2A

3.9 PACIENTES SIN CLASIFICAR

Un grupo de 16 sujetos fueron diagnosticados como pacientes con EVW
pero no fue posible incluirlos en ningln tipo a la espera de ampliar el

estudio. Nueve presentaban tanto un perfil multimérico, en geles de baja y
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alta resolucion, como las restantes pruebas fenotipicas dentro del rango
de normalidad (Tabla 3). Sin embargo presentaron alguna mutacion no
descrita en el FVW. Los 7 pacientes restantes presentaron una estructura
multmérica propia de pacientes con EVW tipo 2A o 2B, con pérdida de
MAPM en geles de baja resolucion y aumento en la proporcion relativa de
bandas satélites en geles de alta, asi como los restantes datos de las
pruebas fenotipicas (Tabla 4). La presencia de mutaciones no descritas
previamente y la no realizacion de la prueba RIPA en los hospitales
locales imposibilitan la distincion de estos pacientes como tipo 2A o tipo
2B.
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Tabla 3. Valores medios + desviacion estandar y rango de normalidad de los datos de laboratorio con patréon multimérico normal

1 1H 2B 2M 2N Portadores Portadores 2N S_ir_l Rango
(n=127) (n=22) (n=5) (n=38) (n=9) 3 (n=30) (n=11) CI?:lﬂg)ar Normal

Multimeérico N N N N N N N N N

BS (puntos) | 89+105 | 59 +87 54+63 76+57 77+25 1,5+2,6 09+1,6 07+1.73 253(('\;'))1
FVIII:C (%) 388+235 | 628+186 @ 63,6+303 | 49,6 +354 131 +89 | 930+287 | 814+316 69.6+261 | 1017 +272
FVW:Ag (%) 19,1+119 | 546+34,0 | 47,0+£14,6 389+445 | 834+77,2 | 56,9+23,8 69,7+ 234 56,8 + 31,4 101,4 + 35,3
FVW:RCo (%) | 21,4+115 | 499+19,7 | 496+318 | 232+33,6 | 829+454 | 582+17,6 | 899%282 | 538 +315 99,0+ 336
FVW:CB (%) 178+112 | 443+218 | 37,0 £16,8 | 27,7+£285 | 80,1+75,0 | 48,7+154 745 +251 51,0 + 26,6 109,1 + 46,5
RCo/Ag 1,2+0,3 1,0+0,3 1,1+05 0,5+ 0,4 1,2+0,3 1,1+0,2 1,3+0,2 1,06 +0,2 09+0,1
CB/Ag 09+02 | 09+£02 0,8 £0,2 08+02 | 09+01 0,9+0,2 1,102 09402 11402
FVIII:C/Ag 22+11 1,4+0,8 1,3 £0.3 1,6 0,9 0,3 +0,2 1,8+0,7 1,2+04 16+08 11402

N = normal; H = hombres; M = mujeres
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Tabla 4. Valores medios + desviacion estandar y rango de normalidad de los datos de laboratorio con patron multimérico anormal

Multimérico
BS (puntos)
FVIII:C (%)
FVW:Ag (%)
FVW:RCo (%)
FVW:CB (%)
RCo/Ag

CB/Ag

FVIII:C/Ag

1
(n =6)

Smear
6,0+51
42,0+ 12,5
19,4 + 16,0
19,9 £13,07
15,1 + 13,2
1,1+0,2

0,7+0,1

29+13

2A
(n =110)
IMAPM

9,8+4,9
36,7 +£19,8
29,8 + 18,6
8,077

129+7,8
0,3+0,3

0,5+0,3

15+0,7

2B
(n = 30)
IMAPM

112+5,8
48,5 + 22,9
43,1+ 25,7
223+129
21,6 +14.8
05+0,1

0,5+0,2

1,3+0,5

2A/2M
(n = 34)

Smear
10,1+4,9
329+11,2
23,0 £14.;3
12,1 + 14,6
15,2+6,9
0,5+0,3

0,7+0,2

1,7+£0,7

3
(n =42)
ATM

120+7,3

49+34

4,2 +£0,9

Sin clasificar
(n=7)
IMAPM

8,5+59
44,3 + 13,9
351+131
157+9,1
164+7,2
0,4+0,2

05+0,1

13+0,4

Rango

Normal

N
<3 (H)
<5 (M)*

101,7 £ 27,2
101,4 + 35,3
99,0 + 33,6
109,1 + 46,5
09+0,1

1,1+£0,2

1,1+£0,2

IMAPM = disminucion de multimeros de alto peso molecular; ATM = ausencia de todos los multimeros; N = normal; H = hombres;

M = mujeres
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3.10 SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD

Para el estudio de la capacidad predictiva de esta prueba diagnéstica, se
contrasta el resultado del analisis multimérico con el diagnéstico final de los
480 pacientes considerados con EVW.

Tabla 5. Cuadro sobre el estudio de la capacidad predictiva del analisis multimérico

DIAGNOSTICO FINAL

EVW con EVW sin

anomalias anomalias Total
estructurales estructurales
. Anormal 223 6 229
ANALISIS
3 Normal 5 246 251
MULTIMERICO

Total 228 252 480

Sensibilidad = 97,81%
Especificidad = 97,62%
Valor predictivo positivo = 97,38%

Valor predictivo negativo = 98,01%

Como se puede observar en la Tabla 5, tanto la sensibilidad como la
especificidad de esta prueba son muy altas, superior al 97% en ambos
casos. La probabilidad de padecer algun tipo de EVW con alteracion
cualitativa si el analisis multimérico es anormal es del 97,38% (valor
predictivo positivo) mientras que la probabilidad de padecer algun tipo de
EVW sin alteracién en la estructura del FVW cuando el resultado del analisis
multimérico es normal es del 98,01% (valor predictivo negativo).

3.11 RELACION ENTRE EL PATRON MULTIMERICO Y EL BS Y
LAS RAZONES ACTIVIDAD/Ag

El BS medio cuando el patron multimérico del FVW es normal era 7,06

mientras que la media en el patron multimérico anormal era 9,98.

Al realizar la prueba t de Student para comparar si estas medias eran

estadisticamente distintas, obtuvimos un estadistico t = 4,23 y un p-valor =
41
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1.416e-05. A un nivel de significacion del 5%, resulta un contraste
significativo por lo que existe evidencia estadistica de que la presencia de
alteraciones cualitativas en la molécula del FVW concluyen en una

sintomatologia de sangrado mas elevada.

En cuanto a la razon FVW:RCo/FVW:Ag, la media para el grupo de patrones
multiméricos normales era 1,07 mientras que para los patrones anormales
era 0,43. Con un p-valor < 2,2e-16, la prueba t de Student indicé que ésta
diferencia resulta estadisticamente significativa a cualquier nivel de
significacion. La media de la razén FVW:CB/FVW:Ag para el grupo de los
multiméricos normales fue 0,92 mientras que para multiméricos alterados fue
0,56. Aunque esta diferencia es menor a la observada con la razén anterior,
la diferencia de estas medias resulta significativa a cualquier nivel de
significacion (p-valor < 2,2e-16). Por lo que existe una relacién entre el
patrén multimérico y las razones RCo/Ag y CB/Ag, siendo ambas razones
inferiores a 0,6 cuando el perfil multimérico del FVW se ve alterado.

Con el andlisis de las varianzas (ANOVA) se estudio la posible existencia de
diferencias significativas entre las medias de ambas razones en funcion de
las distintas anormalidades multiméricas observadas (smear, |MAPM vy
ATM).

Grafica de medias

20
I

15

Media
RCo/Ag =1

1

IMAPM ATM Smear

Multimérico

Figura 13. Gréfica de medias de larazon FVW:RCo/FVW:Ag en funcidn de las distintas

anormalidades multiméricas
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En el grafico anterior (Figura 13) podemos observar que las medias
muestrales de la razon FVW:RCo/FVW:Ag fueron bastante diferentes en
funcion del defecto multimérico observado, sin embargo, los desviaciones
estandar de los grupos fueron relativamente grandes. La media y desviacion
estandar de esta razén para los diferentes perfiles multiméricos se resume

en la siguiente tabla (Tabla 6):

Tabla 6. Media y desviacién estandar de la razén FVW:RCo/FVW:Ag
en funcién del perfil multimérico

Multimérico MEDIA DE n

IMAPM 0,38 0,32 140
ATM 1,43 0,59 42
Smear 0,59 0,35 40

El test ANOVA proporcion6 un estadistico F = 117 y un p-valor < 2e-16. Para
cualquier nivel de significacion razonable (0,05), el contraste ANOVA es
altamente significativo, es decir, los datos evidencian diferencias
significativas en la razon FVW:RCo/FVW:Ag entre los distintos perfiles

multiméricos.

Con la prueba DSH de Tukey se compararon las medias dos a dos. El p-
valor para cada contraste resulto inferior a 0,05, por lo que a un nivel de
significacion del 5%, los tres contrastes resultaron significativos, es decir,
cada patron multimérico anormal presenté una razéon FVW:RCo/FVW:Ag

estadisticamente diferente.

Las medias muestrales de la razén FVW:CB/FVW:Ag fueron bastante
diferentes en funcién de las distintos perfiles multiméricos anormales, sin
embargo, los desviaciones estandar de los grupos fueron bastantes grandes,
como se puede observar en la Figura 14. La media y desviacién estandar de

esta razoén para los diferentes perfiles multiméricos se resume en la Tabla 7.
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Grifica de medias
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Figura 14. Gréfica de medias de larazon FVW:CB/FVW:Ag en funcién

del patrén multimérico
El test ANOVA proporcioné un estadistico F = 30,65 y un p-valor = 1,86e-12.
Para cualquier nivel de significacién razonable (0,05), el contraste ANOVA
fue altamente significativo, es decir, los datos evidencian diferencias
significativas en la razén FVW:CB/FVW:Ag entre los distintos perfiles
multiméricos.

Tabla 7. Media y desviacién estandar de la razon FVW:CB/FVW:Ag

en funcioén del perfil multimérico

Multimérico MEDIA DE n

IMAPM 0,52 0,26 140
ATM 0,84 0,27 42
Smear 0,72 0,19 40

Con la prueba DSH de Tukey se compararon las medias dos a dos. El p-
valor resulté inferior a 0,05 en los contrastes excepto entre los multiméricos
ATMy “smear”, por lo que a un nivel de significacion del 5%, este contraste
no resultd significativo, es decir, que la razén FVW:CB/FVW:Ag no muestrd
diferencias significativas entre una ausencia total de multimeros y un patrén
en “smear” pero si entre el patrén en “smear” y una pérdida de multimeros y
entre la ausencia total de multimeros y una pérdida parcial.
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4. DISCUSION

El objetivo del presente estudio fue analizar la estructura multimérica de los
pacientes reclutados en el proyecto PCM-EVW-ES. Nunca antes se habia
realizado un estudio similar en una cohorte de pacientes tan amplia. Los 480
pacientes diagnosticados finalmente de EVW fueron clasificados en los
distintos subtipos de la EVW de acuerdo a los resultados obtenidos en las
pruebas fenotipicas, entre las que se incluye el analisis multimérico, y el
estudio genético. Estas subdivisiones no siempre pueden ser de relevancia
clinica en cuanto a fines de diagnostico. Sin embargo, las subdivisiones
facilitan la comprensién de la alteracion de los procesos fisiopatolégicos en
casos anormales de FVW y en muchos permiten realizar predicciones del
tipo de mutacion y su ubicacion en el FVW.

En cuanto al andlisis multimérico, 251 pacientes presentaron una estructura
multimérica normal del FVW, al igual que los 39 sujetos sanos utilizados
como controles normales, frente a los 229 pacientes restantes que

presentaron alguna alteracién multimérica en su estructura.

Todos los 155 pacientes clasificados como EVW tipo 1, presentaron razones
FVW:RCo/FVW:Ag y FVW:CB/FVW:Ag superiores a 0,7. Sin embargo,
gracias al andlisis multimérico en 6 de ellos se encontr6 una anormalidad en
la estructura de la molécula del FVW, presentando un patrén en “smear”. De
acuerdo con la clasificacion de la EVW del afio 1994,% la cual era muy
estricta en cuanto a que anomalias cualitativas no deben estar presentes en
pacientes tipo 1, estos pacientes serian considerados como EVW tipo 2 por
su alteracién multimérica. La actualizaciéon de la clasificacién en 2006,*
utiliza una definicion de la EVW tipo 1 mas flexible permitiendo la inclusion
de anomalias cualitativas, siempre y cuando no interfieran con una
funcionalidad normal y permitan el tratamiento exitoso con desmopresina.

41,42

Asi, siguiendo con la nomenclatura de la bibliografia existente, estos

pacientes fueron considerados como EVW tipo 1 smeary.
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Veintidoés pacientes tipo 1 con multimérico normal fueron subclasificados
como EVW tipo 1H. Varios estudios llevados a cabo sobre el aumento de los

d*#  demuestran un

niveles de los factores hemostaticos con la eda
aumento de los niveles de FVW y FVIII en pacientes con EVW tipo 1 en
funcion de la edad pero sin mitigacién en el fenotipo de sangrado. Asi, en

pacientes tipo 1, el FVW puede llegar a normalizarse con el envejecimiento.

Los tipos 2A 'y 2B de la EVW se caracterizan por ser variantes cualitativas de
esta enfermedad en la que se observan principalmente anomalias en la
estructura multimérica del FVW. En el caso de la EVW 2A, gracias a la
técnica del multimérico se puede distinguir entre los distintos subtipos en
funcién del grado de proteolizacion de la molécula del FVW en geles de alta
resolucion (2A/IIE y 2A/IID). Los 5 pacientes con EVW tipo 2B y patron
multimérico normal, ya fueron descritos anteriormente por Holmberg et al en
1993, a los que clasific6 como tipo 2B Malmé.* Inicialmente este tipo de
pacientes fueron considerados como tipo 1 New York por su patron
multimérico normal sin embargo deben ser considerados como tipo 2 al ser
una variante funcional del FVW debidos a un aumento en la afinidad del
FVW por la Gplb plaquetar.

Un grupo de 34 pacientes presentaron datos fenotipicos tipicos de la EVW
tipo 2A (FVW:RCo/FVW:Ag y FVW:CB/FVW:Ag < 0,7). Este tipo de EVW
estd asociado a una disminucibn de MAPM. Sin embargo, el perfil
multimérico que encontramos en estos pacientes presentan todos los
multimeros pero con patron en “smear”. Por eso estos pacientes fueron
clasificados como tipo 2A/2M. Una de las debilidades de la presente
clasificacion es que no hay ninguna recomendacion para tipos en los que
dos diferentes alteraciones fenotipicas estan presentes en un determinado
paciente asociado con una Unica mutacion. Esta debilidad ya fue puesta de
manifiesto anteriormente asociada a la mutacién p.R1374C.***" En este
estudio ademds de esta mutacion se encontraron otras alteraciones
nucleotidicas asociadas a estos pacientes (p.R1315Cy p.R763S vy
p.C2491R).
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La sensibilidad y especificidad estudiada en esta cohorte de pacientes a la
hora de discernir variantes cuantitativas y cualitativas es muy alta, siendo
superiores al 97%. Es por esto que para algunos autores el analisis
multimérico es considerado el “Gold standard” en el diagnostico de la
EVW.*

En cuanto a la relaciébn entre la estructura multimérica del FVW vy la
puntuacién hemorragica, observamos estadisticamente que existe una
diferencia significativa entre la puntuacién hemorragica de los pacientes con
un perfil multimérico normal y los que presentan alguna alteracién en su
estructura, presentando estos Ultimos una sintomatologia hemorragica
mayor. Las anormalidades multiméricas observadas generalmente estan
relacionadas con la pérdida, disminucion o difuminacién de los MAPM, que
son los multimeros hemostaticamente mas efectivos, por lo que la molécula
de FVW estructuralmente alterada no puede realizar correctamente sus

funciones en la hemostasia.

Ciertos autores consideran que la técnica del andlisis multimérico puede ser
sustituido por las razones de FVW:RCo/FVW:Ag y FVW:CB/FVW:Ag. Esto
puede estar apoyado por las diferencias estadisticamente significativas en la
medias de ambas razones en cuanto al perfil multimérico. Sin embargo, y
como ya se ha comentado anteriormente, existen casos en los que nos
encontramos con razones > 0,7 pero multimérico anormal (ej. EWV tipo 1
“smeary”) y otros en los que la estructura multimérica no se corresponde con
la esperada segun la clasificacion actual (ej. EVW tipo 2A/2M). Por lo que es
necesario la aplicacion de todas estas pruebas diagnésticas para una
correcta clasificacion y diagndstico de la EVW.

5. CONCLUSIONES

1. La enfermedad de von Willebrand es un complejo trastorno

hemorragico cuya identificacion sigue siendo un reto debido a la

a7
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variabilidad clinica y al amplio panel de pruebas de laboratorio
requeridas para diagnosticar y definir con precision la enfermedad.

. Anormalidades multiméricas muy sutiles pueden ser de limitada
relevancia clinica, pero la identificacion del subtipo de EVW permite
identificar los mecanismos fisiopatoldgicos alterados y asi mejorar el
tratamiento y bienestar de los pacientes con EVW.

Los resultados de este estudio refuerzan el papel y la importancia del
analisis multimérico para el diagnéstico de la EVW, con una
sensibilidad y especifidad para determinar variantes cualitativas
superior al 97%. Aunque dada la complejidad de esta metodologia

debe llevarse a cabo su simplificacion y mejor estandarizacion.
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8. ANEXOS
8.1 ANEXO I. PUNTUACION HEMORRAGICA

PUNTUACION HEMORRAGICA

Sintoma -1 0 1 2 3 4
Presion local | Transfusion
No o o} sanguinea o
Epistaxis trivial >5o0masde | Solamente | cauterizacion terapia
(menos 10 min. consulta o] sustitutiva o
de 5) antifibrinolitico | desmopresina
No o
i o >1cmy no
Cutéaneo trivial Solamente
- trauma
(<1cm) consulta
Transf.
No o
Sangrado de o . ) sang.o
. trivial >5o0masde Hemostasia )
heridas ) Solamente L terapia
- (menos 5 min. quirdrgica i
menores consulta sustitut.,
de 5) )
desmopresina
Transf.
i Hemostasis sang.o
) Referido al L i
Cavidad oral - Solamente | quirdrgica o terapia
No menos 1 L )
consulta | antifibrinolitica sustitut.,
desmopresina
) Hemostasis
Asociada con L
) quirdrgica,
Ulcera,
) » transf. sang.,
Sangrado hipertension i
} ; - ) terapia
gastrointestinal No portal, Espontaneo )
} sustitut.,
hemorroides, .
o ) desmopresina
angiodisplasia L
antifibrinolitico
Ningdn Referido en y
Transfusién
No hecho o . > 25% de i
» o Referido en < sanguinea o
Extraccion de |sangrado en| ningin todos los Resutura o i
i 25% de todos . terapia
dientes al menos 2 | sangrado procesos, | presion local o
) los procesos sustitutiva o
extracciones| enl no )
) . desmopresina
extrac. Intervencion
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PUNTUACION HEMORRAGICA

Sintoma -1 0 1 2 3 4
Cirugia No sangrado | Ningin | Referido |Referido en >|Hemostasia | Transfusion
en al menos|hecho o|en < 25% |25% de todos |quirdrgica o |sanguinea o
2 cirugias sangrado |de todas|los procesos, | antifibrinolitico | terapia
en 1|las no intervencion sustitutiva o
cirugia | cirugias desmopresina
Menorragia - Antifibrinolitico, | Legrado, Transf. sang.
No Solamente | uso de pildora |terapia férrica |o terapia
consulta sustitut.,
desmopresina
o}
histerectomia
Hemorragia Legrado, Transfusion
post-parto No sangrado | No Solamente | terapia férrica | sanguinea o | Histerectomia
en al menos | partos o |consulta |o terapia
2 partos no antifibrinoliticos | sustitutiva o
sangrado desmopresina
en 1
parto
Hematomas - Espontaneo o | Espontaneo o
musculares Nunca No terapia | Espontaneo, traumatico, traumatico,
post- no terapia requiere requiere
trauma desmopresina | intervencion
(o] terapia | quirargica o
sustitutiva transfusion
sang.
Hemartrosis - Espontaneo o | Espontaneo o
Nunca No terapia | Espontaneo, traumatico, traumatico,
post- no terapia requiere requiere
trauma desmopresina | intervencion
(o] terapia | quirargica o
sustitutiva transfusion
sang.
Sangrado SNC - Nunca - - Subdural, Intracerebral,
ninguna ninguna
intervencién | intervencion
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