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Introduccion

La enfermedad de von Willebrand (VWD) es la
patologia hemorragica hereditaria autosdémica mas
frecuente. Causa sangrado significativo en apro-
ximadamente 1 de cada 1000 sujetos” aunque su
prevalencia ha sido estimada entre 1% hasta 1 en
10000@. Afecta a ambos sexos por igual pero hay
mas mujeres diagnosticadas probablemente por el
sangrado excesivo en la poblacion femenina en edad
reproductiva. No muestra preferencias por ninguna
raza o zona geografica especifica.

La VWD es consecuencia de defectos cuantitativos
y/o cualitativos del factor von Willebrand (VWF),
una glicoproteina multimérica que se sintetiza en las
células endoteliales y en los megacariocitos y cuya
funcion es promover la adhesion de las plaquetas al
subendotelio y la agregacion, a través de su union a
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la glicoproteina Ib y al complejo IIb/Illa asi como al
coldgeno de la matriz subendotelial. El VWE, ade-
mas, estabiliza el factor VIII en la circulacion y lo
protege de su degradacion proteolitica. El sangrado
en la VWD se explicaria por la dificultad en iniciar
la adhesion al sitio de injuria y la formacion del ta-
pon plaquetario, asi como por los niveles disminui-
dos de factor VIII.

La clasificacion de la VWD ha sido basicamente la
misma en los ultimos 10 afos. Existen 6 tipos dife-
rentes: VWD1 y VWD3, deficiencias cuantitativas
ya sea parcial (tipo 1) o total (tipo 3) y defectos cua-
litativos, VWD2A, 2B, 2M y 2N. El tipo 1, con una
disminucion leve a moderada de un VWF normal,
constituye el 65 al 80% de los casos; el tipo 2 que
agrupa a aquellos con VWF funcionalmente anor-
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mal, se presenta en el 20 al 35% de los casos y el
tipo 3, con ausencia completa del VWEF, afecta alre-
dedor de 1 por millon de habitantes.

La clasificacion correcta de los diferentes tipos ba-
sada en parametros clinicos y de laboratorio es muy
importante para el manejo terapéutico de los pacien-
tes.

Factor von Willebrand: estructura

El gen del VWF se localiza en el brazo corto del
cromosoma 12 y esta formado por 52 exones. Existe
un seudogen con replicacion parcial en el cromo-
soma 22, que entorpece el analisis molecular. El
exon 28 codifica sitios esenciales y es la region que
presenta mas mutaciones. El gen del VWF codifica
la sintesis de un pre-pro-VWF de 2813 aminoaci-
dos. Esta proteina sufre importantes modificaciones
postranslacionales. Primero la remocion del péptido
sefal, de 22 aminoacidos, luego la dimerizacion del
pro-VWF a través de puentes disulfuro. Los dimeros
son transportados desde el reticulo endoplasmico al
aparato de Golgi donde se forman los multimeros.
El propéptido (VWFpp) es liberado por probable ac-
cion de la furina dando lugar al VWF maduro. Tanto
el VWF como el VWFpp son liberados al plasma en
relacion 1:1. Luego de la multimerizacion el VWF
es almacenado en los cuerpos de Weibel Palade de
las células endoteliales y en los granulos alfa de las
plaquetas, de donde puede ser liberado por diversos
estimulos.

El VWF almacenado asi como el recién liberado tie-
nen formas multiméricas extragrandes que son muy
reactivas y se unen a la GPIb. E1 VWF liberado es
clivado por una metaloproteasa, ADAMTS 13, en el
dominio A2. Hay dos tipos de secrecion del VWF
desde las células endoteliales: 1) constitutiva y 2)
regulada. Cuando aumenta el nivel del VWF plas-
matico, también aumenta el factor VIII pero no se
sabe si esta asociacion se produce dentro o fuera de
la célula endotelial.

El VWF tiene una vida media de 8 a 12 horas y el
propéptido 2 a 3 horas. El grupo sanguineo O fa-
voreceria la depuracion del VWF; los portadores de
grupo O tienen niveles 20 a 30% menores de VWF.

Diagnéstico clinico y de laboratorio
Segun Federici® se necesitan tres criterios para rea-
lizar un diagnostico correcto de VWD:

1) historia personal de sangrado desde la infancia

2) disminucion de la actividad del VWF en plasma
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3) historia familiar de sangrado, para poder esta-
blecer si la herencia es dominante o recesiva.

Con respecto al laboratorio tenemos pruebas de
ler nivel que incluyen: VWF:RCo (cofactor de ris-
tocetina) u otra prueba que explore la interaccion
VWEF/GPIb, VWF:Ag, factor VIII y aglutinacion
con ristocetina (RIPA) y pruebas de 2do nivel como
la determinacion de la estructura multimérica, del
propeptido (VWFpp), la respuesta a la infusion de
desmopresina, la unién del factor VIII (VWF:FVIIIB)
y la union al colageno (VWF:CB). El diagnostico
molecular resulta util para confirmar defectos espe-
cificos, especialmente en los VWD tipo 2 como los
2A, 2B, 2N y 2N ya que las mutaciones estan agru-
padas en exones especificos del gen del VWEF. La
probabilidad de encontrar mutaciones en el tipo 1 es
mas alta solo en aquellos con valores de VWF por
debajo de 30U/dl.

Historia clinica

Los sintomas mas frecuentes son sangrado mucocu-
taneo excesivo, como epistaxis, equimosis faciles,
sangrado post extraccion dentaria o post cirugias
y menorragia en las mujeres, Los desafios quirar-
gicos mas importantes que ponen de manifiesto la
tendencia hemorragipara son la amigdalectomia,
adenoidectomia, cirugia de nariz, cirugia de mama,
de cuello uterino y las cesareas. El sangrado suele
ser inmediato pero a veces es demorado, como en
los trastornos fibrinoliticos. El sangrado post parto
es poco frecuente en los casos leves y puede ser in-
mediato (hemorragia post parto primaria) o luego de
varios dias (hemorragia post parto secundaria). Las
hemartrosis son excepcionales, salvo en el VWD
tipo 3, que se comporta como la hemofilia. Sintomas
como hematuria, sangrado digestivo o hemorragia
cerebral no podrian ser explicados solo por la enfer-
medad de von Willebrand.

El sangrado es generalmente leve a moderado en el
VWD tipo 1 y suele ser mas severo en los 2A, 2By
2M. No hay una correlacion clara entre los sintomas
y los niveles del factor VWF. Para evaluar el sangra-
do de una manera mas objetiva se han utilizado los
“bleeding scores” (BS) o scores de sangrado. Tos-
setto y col.” desarrollaron un BS para confirmar el
diagnodstico de VWD vy para evaluar la tendencia al
sangrado. La Sociedad Internacional de Trombosis
y Hemostasia ha recomendado el uso de otra herra-
mienta para poder cuantificar la severidad del san-
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grado, el ISTH-BAT®,
El ISTH-BAT es utilizado ampliamente y se ha visto
una buena correlacion entre los subtipos de VWD,
los niveles de VWF y el score®®. Estos scores no
serian aplicables en nifios ya que la poblacion pedia-
trica ha tenido, en general, menos desafios hemos-
taticos y en esos casos la historia familiar adquiere
mayor relevancia

Los pacientes con VWD pueden ser clasificados
segun los niveles basales de VWF:RCo en leves
(31-56U1/dl), moderados (10-30 Ul/dl) y severos
(<1oul/dl). El BS muestra en general una correla-
cion inversa con los niveles basales de VWF:RCo.

VWD tipo 1

Abarca el 65 al 75% de los casos en la mayoria de
las series. Su fenotipo es muy heterogéneo con nive-
les de VWF que oscilan entre 5 y 40% segtn el de-
fecto molecular. En este tipo de VWD los niveles de
VWEF:RCo y VWF:Ag son concordantes. La heren-
cia es autosdmica dominante y se han detectado mu-
taciones en alrededor del 65% de los casos. A ma-
yor severidad, mayor es la posibilidad de encontrar
una mutacién. Los mecanismos fisiopatologicos que
resultan de la mutacion incluyen un amplio rango
de funciones alteradas como transcripcion defectuo-
sa, “splicing” aberrante, anomalias en el deposito y
secrecion y depuracion o “clearance” acelerado. El
grupo sanguineo O es mas prevalente en este tipo de
VWD. En el grupo de pacientes sin mutacion detec-
table en el locus del VWF es posible que los bajos
niveles de VWF resulten de modificadores externos.
En la variante Vicenza (VWDVicenza) hay mayor
velocidad de depuracion.

El tipo 1 leve es el que presenta mas dificultades
para el diagnostico por su penetrancia variable.

VWD tipo 2
Es una anomalia cualitativa. Constituye el 20 al 30%
de los casos. Suelen ser mas sintomaticos.

VWD2A

Existe una discordancia entre los niveles antigéni-
cos y funcionales del VWF, el cociente VWF:RCo/
VWF:Ag es menor a 0.6, con ausencia de los mul-
timeros grandes e intermedios. Hay dos tipos de
VWD2A: uno resulta de la retencion intracelular
y el otro, mas frecuente, es producto de proteolisis
con pérdida de los multimeros grandes en la circula-
cion. La mayoria de las mutaciones se localizan en
el exon 28, en los dominios A2 y A17. La herencia

suele ser dominante aunque hay mutaciones en el
dominio D2 que son recesivas y se expresan en el
homocigoto o en el doble heterocigoto.

VWD2B

En esta variante, existe una ganancia de funcion del
VWEF en su interaccion con la GPIb. Se producirian
agregados VWF-plaquetas, con trombocitopenia
resultante y pérdida de los multimeros grandes. La
trombocitopenia puede ser leve, moderada o no pre-
sentarse inicialmente. Situaciones como el embara-
7o, infecciones o la exposicion a la desmopresina
pueden hacer aparecer la trombocitopenia que no
estaba presente anteriormente. El cociente VWF:R-
Co/VWF:Ag también es <0.6. Para el diagndstico
es fundamental la prueba de agregacion con ristoce-
tina en baja concentracion (<0.8mg/mL). La heren-
cia es dominante y las mutaciones estan situadas en
el exon 28. El fenotipo es similar al del seudo-von
Willebrand o von Willebrand plaquetario pero en
este caso la alteracion esta en el receptor plaqueta-
rio, GPIba, que presenta mayor avidez por el VWF
plasmatico. Como el patron plasmatico es similar
en ambas patologias se requieren pruebas de mez-
cla con plasma y plaquetas normales para estable-
cer si el problema es plasmatico o plaquetario®. En
el caso del VWD plaquetario las plaquetas pueden
agregar en presencia de crioprecipitado o concentra-
do de VWF sin ristocetina®.

VWD2M

Hay discordancia entre el VWF:RCo y el VWF:Ag
(<0.6) pero los multimeros son normales. Habria
una alteracion en la interaccion con las plaquetas.
Las mutaciones se localizan en el exon 28, general-
mente en el dominio Al pero hay también algunos
casos con mutaciones en A3, exones 30-31, con de-
fecto en la union al colageno.

VWD2N

En esta variante esta afectada la union al factor VIII.
Los niveles de VWF son normales, salvo en hete-
rocigotos compuestos. El factor VIII esta disminui-
do como en la hemofilia A leve, con valores entre 5
y 40% 19y un cociente FVIII:C/VWF:Ag <I. El
diagnostico diferencial es fundamental por la tera-
péutica, ya que el tipo 2N no va a responder al con-
centrado de Factor VIII sino al de von Willebrand.
El diagnéstico se basa en la union al FVIIIL. La he-
rencia es autosdmica recesiva, los heterocigotos
suelen ser asintomaticos. Las mutaciones se situan
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en los exones 18 a 20 (dominio D’/D3) pero tam-
bién pueden estar en el sitio de clivaje por la furina
para la remocion del propéptido. Si no se encuentran
mutaciones en estos exones habria que buscar alte-
raciones en el gen del factor VIII !V,

VWD3

El VWF es indetectable. El factor VIII es muy
bajo (1-5U/dL). La herencia suele ser autondémica
recesiva, homocigotos en casos de consanguinidad
o dobles heterocigotos. El sangrado es severo y de
aparicion temprana y puede haber hemartrosis como
en la hemofilia. Las mutaciones pueden estar a todo
lo largo del gen del VWF.

Pruebas diagnosticas

Ante la sospecha clinica se deben solicitar las prue-
bas de laboratorio que nos van a permitir arribar a
un diagnostico. Como los sintomas de la VWD son
similares a los de las trombocitopatias, se deben in-
cluir en el estudio las pruebas de funcion plaqueta-
ria. El VWF puede fluctuar y en las formas leves los
valores pueden normalizarse ante cuadros inflama-
torios, infecciosos, en el embarazo, con la ingesta
de anticonceptivos orales o con el ejercicio. En ni-
fos pequetios el estrés puede también modificar los
resultados. Por lo tanto, muchas veces es necesario
repetir el estudio antes de descartar el diagnostico.
El tiempo de sangria no siempre estd prolongado,
es poco reproducible y puede ser normal en las for-
mas leves, por lo que tiene una utilidad limitada. El
uso del PFA-100 (platelet function analyzer) per-
mite una evaluacion rapida en sangre entera de la
actividad plaquetaria von Willebrand dependiente,
pero serviria solo como “screening” y no como he-
rramienta diagnostica®.

Pruebas de primer nivel
* Factor VIII
* VWF:Ag (antigeno plasmatico)
* VWF:RCo (cofactor de ristocetina)

Factor VIII

En pacientes con VWD 2A, 2B y 2M el factor VIII
suele ser normal. E1 VWF es el transportador y esta-
bilizador del factor VIII, y el cociente FVIIL:C/VW-
F:Ag normal es 1. Un cociente FVIII:C/VWF:Ag
>1 sugiere VWDI1 y <I sugiere VWD2N.

VWEF:Ag
Se utilizan anticuerpos anti-VWF. Originalmente se
utilizaba el método de Laurell pero actualmente se
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prefiere el enzimoinmunoensayo (ELISA) de mayor
sensibilidad. También se puede utilizar un método
inmunoturbidimétrico (LIA) menos sensible.

VWEF:RCo

El cofactor de ristocetina es el método standard para
medir la actividad del VWF. Se basa en la propiedad
de un antibiotico, la ristocetina, de aglutinar pla-
quetas frescas o fijadas en presencia del VWF que
interacciona con la GPIb plaquetaria. El método no
es muy sensible y no resulta confiable por debajo
de 15U/dL. Es poco reproducible con un coeficiente
de variacion del 8 al 15%.También puede utilizarse
un ELISA con GPIb derivada del plasma o recom-
binante con mayor sensibilidad y menor coeficiente
de variacion. Hay ensayos automatizados de union
VWEF-GPIb sin presencia de ristocetina con resulta-
dos promisorios?,

Agregacion con ristocetina (RIPA)

Se utilizan en principio dos concentraciones de ris-
tocetina, 1,2mg/mL y 0,7 mg/mL. Evalua el VWF
plasmatico y la funcion de la GP1b. Enel VWD 3 la
agregacion con ristocetina (1,2) suele estar ausente
o disminuida. Pero no siempre coincide el valor
del VWF con el resultado de la agregacion ya que
la prueba es poco sensible. La agregacion con dosis
bajas de ristocetina (<0,8mg/dL) se utiliza para la
deteccion del VWD2B que presenta hiperrespues-
ta por ganancia de funcion del VWF. También se
observa hiperagregacion en el von Willebrand pla-
quetario. Cuando se observa hiperagregacion con
ristocetina, es importante descartar que el paciente
no hiperagregue con otros agonistas como ADP, por
ejemplo. La hiperagregacion no debe ser global sino
exclusiva con ristocetina.

Pruebas de segundo nivel

Estudio de multimeros

La estructura multimérica puede ser analizada por
electroforesis en gel de agarosa de baja o alta resolu-
cion. Los multimeros pueden ser de bajo, intermedio
o0 alto peso molecular. El estudio de los multimeros
es util para el diagnostico de los tipos 2A, 2B y 2M
pero no sirven para hacer diagnostico de VWD que
no se haya realizado previamente con las determina-
ciones clasicas. En el VWD1, VWD2M y VWD2N
todos los multimeros estan presentes. En el VWD2A
faltan los multimeros de peso alto e intermedios. En
el VWD2B faltan los multimeros de alto peso mole-
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cular en la mayoria de los casos, aunque hay casos
con multimeros relativamente normales

Union al colageno (VWF:CB)

Es un ensayo sensible a la ausencia de los multime-
ros grandes. Puede resultar una alternativa para dis-
tinguir entre VWD2A y 2M utilizando el cociente
VWE:CB/Ag en reemplazo del estudio multiméri-
co", En algunos escasos pacientes con mutaciones
en el dominio A3 con VWF:RCo normal y multime-
ros normales, el VWF:CB es anormal. No es claro
cuando se justificaria realizar esta prueba; se podria
incluir en aquellos casos con historia de sangrado
que quedan sin diagnostico.

Union al factor VIII (VWF:FVIIIB)

Permite el diagnostico del VWD2N para diferen-
ciarlo de la hemofilia A. La técnica presenta dificul-
tades, es poco reproducible.

Propeptido (VWFpp)

El VWFpp y el VWF unidos en forma nocovalente
estan depositados en los granulos alfa de las plaque-
tas y megacariocitos y en los cuerpos de Weibel-Pa-
lade de las células endoteliales. En plasma se diso-
cian y circulan en forma independiente, con distinta
vida media. El cociente VWFpp/VWF:Ag >1 per-
mitiria identificar pacientes VWDI con sobrevida
acortada y también seria util para el diagnéstico de
VWD adquirido™* 19,

Respuesta a la desmopresina

Desde el lado clinico es muy importante verificar
que el paciente responde adecuadamente a la des-
mopresina, que corrige fundamentalmente el valor
del factor VIII y del VWF:RCo y que esta correc-
cion dura por lo menos dos horas, que es la duracion

promedio de las cirugias habituales. En general los
VWDI1 responden pero puede haber respuesta tran-
sitoria en aquellos con depuracion acelerada. En el
VWD2A el VWF:RCo suele no aumentar y en el
VWD2B puede empeorar la trombocitopenia, Pero
se aconseja hacer la prueba igual antes de descartar
el beneficio de la desmopresina. En el VWD2N la
respuesta es variable y el VWD3 no responde. No
conviene evaluar la respuesta en nifios a menos que
el paciente requiera una cirugia.

Estudio genético

La utilidad del diagnostico genético es manifiesta en
los VWD tipo 2, especialmente cuando el fenotipo
es confuso. En cambio, no se justifica el estudio ge-
nético en el VWDI1 considerando que solo en el 35%
de los casos habrd una mutacion “candidata”(®.
Cuando el VWF:Ag es <20UI/dL es mas probable
encontrar una variacion en la secuencia‘'?.

Anti-VWF

Hay anticuerpos que inhiben el VWF y pueden de-
tectarse en pruebas de mezcla con plasma normal.
Son de utilidad en aquellos pacientes en tratamiento
profilactico con concentrados de FVIII/VWF con
respuesta clinicamente inadecuada.

Diagnostico de VWD en Argentina

En nuestro pais estamos en condiciones de realizar
todas las pruebas descriptas anteriormente. No to-
dos los centros cuentan con todos estos recursos por
lo que muchas veces es necesario derivar al paciente
a instituciones que puedan completar estudios como
el analisis de los multimeros y la biologia molecular.
El estudio genético solo se realiza en las variantes
del tipo 2 y en el VWD plaquetario®.

Primer nivel
- Factor VIII (FVIIIL:C)

- VWEF:Ag (Antigeno de VW)

- Aglutinacion inducida por ristocetina (RIPA)
Segundo nivel

- Prueba de respuesta a la desmopresina

- VWFpp (propéptido)

- VWF:FVIIIB (union al factor VIII)
- VWEF:CB (unién al colageno)

- Biologia molecular

Tabla 1
Pruebas de laboratorio para diagnoéstico de VWD

- VWF:RCo (Cofactor de ristocetina) o pruebas que exploran interaccion VWF-GPIb

- Estudio de multimeros en geles de alta y baja resolucion
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Diagnostico de hemofilia adquirida

La hemofilia adquirida (HA) es una patologia au-
toinmune que resulta de la aparicion de un anticuer-
po anti factor VIII. Se presenta con sangrado severo
en un individuo sin antecedentes previos de san-
grado. El sangrado puede poner en peligro la vida
del paciente o afectar la viabilidad de alguno de los
miembros. Es una patologia poco frecuente, afecta
1 a 2 casos por millon de habitantes. La incidencia
aumenta con la edad; en mayores de 85 afios se pre-
senta en 14.7/millon/afio". Es muy rara en nifios.
Hay una distribucion bimodal, con un pico entre los
20 y 30 afios y otro entre los 68 y 80 afios. El pe-
queno grupo de menor edad corresponde a mujeres
que desarrollan el inhibidor periparto. En la mitad
de los casos la aparicion es espontanea. Entre las
patologias subyacentes ademas del post-parto, se
encuentran los desordenes autoinmunes, neoplasias,
enfermedades linfoproliferativas, drogas. Los inhi-
bidores que aparecen en relacion con el embarazo,
son mas frecuentes en los primeros cuatro meses
post parto y hasta un afio después, aunque también
hay casos anteparto. Pueden presentar remision es-
pontanea®”. Los anticuerpos son Ig G policlonales,
predominantemente Ig G1 e Ig G4. Reaccionan con
los dominios A2, A3 o C3 del factor VIII y bloquean
la interaccion del factor VIII con el factor IX, los
fosfolipidos y el VWF. El sangrado es severo, hay
hematomas musculares, retroperitoneales pero no
hemartrosis a diferencia de la hemofilia hereditaria.
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Diagnéstico de laboratorio (Tabla 2)

El tiempo de tromboplastina parcial activado
(TTPA) esta prolongado y no corrige en la mezcla
con plasma normal. Estos anticuerpos son tiempo y
temperatura dependientes, las mezclas con plasma
normal deben ser incubadas 2 horas a 37°. El factor
VIII esta disminuido y aunque los factores IX, XI'y
XII también pueden estar disminuidos, el descenso
del factor VIII es mucho mas marcado. En cambio,
en el inhibidor lupico, todos los factores de meca-
nismo intrinseco estan parejamente descendidos. A
diferencia de los pacientes con hemofilia e inhibi-
dor, en la hemofilia adquirida hay factor VIII resi-
dual. Hay dos tipos de cinética en los inhibidores
de FVIIL: tipo 1: de ler orden, con relacion lineal
entre el FVIII residual y la concentracion del anti-
cuerpo, propio de la hemofilia congénita y tipo 2:
de segundo orden con inactivacion incompleta del
FVIII, caracteristico de la forma autoinmune. El titu-
lo del inhibidor se determina por el método Bethes-
da. Una unidad Bethesda es la cantidad de anticuerpo
que neutraliza el 50% del factor VIII de un pool de
plasma normal luego de 2 horas a 37°. El plasma del
paciente se incuba con plasma normal, con dilucio-
nes crecientes del paciente hasta llegar a un 50% de
FVIIIL La inversa de la dilucion da el valor de las
unidades Bethesda®". Para el diagnostico de esta pa-
tologia el aspecto clinico es fundamental. Sangrado
severo de comienzo brusco sin historia previa de he-
morragia asociado a TTPA prolongado que no corrige
con plasma normal deben orientar hacia la bisqueda
del inhibidor de FVIII. El diagnostico temprano me-
jora claramente el pronostico .

Tabla 2
Diagnostico de hemofilia adquirida
- Paciente con sangrado severo sin historia previa de hemorragia
- TTPA muy prolongado, que no corrige con el agregado de plasma normal y es tiempo-temperatura
dependiente (potencia con la incubacion de 2 horas a 37°)

- Factor VIII mucho mas disminuido que el resto de los factores de via intrinseca
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