Enfermedad de von Willebrand.
Novedades en diagndstico de laboratorio

>>> Laenfermedad de von Willebrand (VWD) es el defecto hemorragico congénito
mas frecuente, aunque puede ser también, un trastorno adquirido que no siempre es
correctamente diagnosticado. En la siguiente revisiéon se evalian todas las herra-

mientas diagndsticas y se plantea un gran desafio a futuro.
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La enfermedad de von Willebrand (VWD)
se caracteriza por sangrado mucocutdneo o
sangrado post-cirugia o trauma, con alteracion de
la adhesidn y agregacion de las plaquetas, asi
como de la estabilizacion y transporte del factor
VI (FVIII). Es debida a la deficiencia y/o defecto
del factor von Willebrand (VWF), glicoproteina
multimérica producida enlas células endotelialesy
en los megacariocitos, que circula en el plasma
unidoal FVIII. (1-4).

Factor von Willebrand (VWF)

El VWF tiene un rol esencial tanto en la
hemostasia primaria como en la secundaria. A
través de la interacciéon de sus dominios funcio-
nales con proteinas de la pared vascular como el
colageno, el FVIII de la coagulacion y los recep-
tores plaquetarios glicoproteinas Ib (GPIb )y
lIb/Illa (GPIIb/IlIa) contribuye a la unién de las
plaquetas al subendotelio, a la interaccion plaque-
ta-plaqueta, como asi también a la proteccién y
localizacién del FVIII en los sitios de dafio vascular

(3)-

El VWF se halla, ademas, involucrado en
otros procesos como la inflamacién y la angio-
génesis. El gen VWF esta localizado en el cromo-
soma 12 (12p13.2) (2,3). Tiene 52 exones que codifi-
can una proteina de 2813 aminoacidos compuesta
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por la péptida sefal (prepéptida), el propéptido
(VWFpp) y la subunidad madura. La proteina se
compone de varios dominios (D1, D2, D', D3, A1, A2,
A3, D4, C1-C6, CK), responsables de la diferente
capacidad de unidn de la molécula. EIl VWF
circulante estd compuesto por multimeros de
peso molecular entre 500 a 20.000 kDa, producto
de un complejo proceso que involucra dimeriza-
cion (C-terminal), multimerizaciéon (N-terminal),
escisién del VWF- pp (N-terminal) y modificacién
post-traduccional por glicosilacién y sulfatacion
ligada a N-y O (1-3). Los multimetros, transpor-
tados y almacenados en los cuerpos de Weibel-
Palade (WPB) de la células endoteliales o en los
granulos de la plaquetas (3), se secretan en forma
constitutiva o se almacenan para su liberacion
frente al desafio hemostatico (2) VWFy VWFpp se
secretan en una proporcién de 1:1(2,3). En el plas-
ma, la accion de la metaloproteinasa ADAMTS13
sobre el dominio A2 del VWF reduce el tamafio de
los multimeros y su funciéon hemostatica (1,3), las
formas multiméricas ultra grandes (UL- VWF)
pueden interactuar espontaneamente con las
plaquetas. En condiciones normales (baja fuerza
de cizallamiento) el VWF exhibe muy baja afinidad
por las plaquetas; cuando se expone el colageno
subendotelial por una lesion, el VWF se une a él a
través del dominio A3y el incremento de la fuerza
de cizallamiento induce un cambio de forma (glo-
bular-desplegado) que revela el sitio de unién a la
GPIb en el dominio A1 (3). El proceso de depura-
cion del VWF involucra diferentes receptores
celulares segun las caracteristicas moleculares del
VWE.

Variantes en la secuencia del gen VWF
interrumpen o afectan uno o mas de los pasos del
proceso de biosintesis (2) y dan lugar a variantes
delaVWD.

Los conocimientos actuales sobre los
aspectos funcionales y estructurales del VWF, asf
como su biosintesis y regulacion genética, junto al
desarrollo de nuevas metodologias de estudio
abre un nuevo panorama en la identificacidn,
caracterizacion y clasificacion de la VWD, con su
consecuente efecto sobre el manejo terapéutico.

Palabras claves: factor von Willebrand, enferme-
dad de vonWillebrand, diagndstico.
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Enfermedad de von Willebrand (VWD)

LaVWD es el defecto hemorragico congé-
nito mas frecuente (1-4). El patrén de herencia es
autosémico, en general dominante, aunque hay
casos recesivos (1,2) Ademas de los defectos
congénitos hay trastornos adquiridos, no siempre
correctamente diagnosticados. La prevalencia del
sindrome de von Willebrand adquirido (AVWS)
estd en aumento (5). Los mecanismos fisiopato-
|6gicos son diversos (depuracién aumentada,
inhibicién, degradacién, adsorcién)(5).

~>>> CLASIFICACION

La VWD es un trastorno heterogéneo. En
base a las caracteristicas fenotipicas se describen
diferentes tipos segun se trate de una deficiencia
cuantitativa parcial (tipo 1) o total (tipo 3), o bien
de diferentes defectos cualitativos (tipos 2A, 2B,
2M, 2N) (1-3). EIVWD tipo 1 es el mas frecuente (70-
80% de los casos), en tanto que el VWD tipo 3, la
formamas severa de la enfermedad, es un defecto
raro (<5%delos casos)(1-4,6).

= > Tabla 1. Tipos, mecanismos, herencia y
genética delaenfermedad de von Willebrand

Tipo Mecanismo Herencia Genética

Cambio de sentido (85-90%).
Alelo nulo (10-15%).
Oligogénico. Penetrancia y
expresion variable

1 Deficiencia parcial de| Autosoémica
VWF dominante
(60-70% de los casos)

Autosoémica

dominante.

Autosomica
recesiva

o [|Deficiencia cualitativaj
(25-30% de los casos)

2A |Disminucion de la Autosomica Cambio de sentido principal-
adhesion a plaquetas dominante. mente: D2, D3, A2 y CK
(G'Plba) povr disminu- Autosémica Cambio de sentido: region
cion selectiva de HM recesiva VWFpp
WM e IMWM
2B [Disminucion de la AutosOémica Cambio de sentido: Al
afinidad dominante.
IVWF < GPIba
2M |Disminucion de la Autosdémica Cambio de sentido: A1
adhesion a plaquetas| dominante
sin disminucion
selectiva de HMWM
2N |Disminucion de la Autosémica Cambio de sentido: D’y D3
afinidad recesiva
VWF « FVIII
AutosOémica

3 Virtual deficiencia Principalmente alelo nulo;

recesiva

completa cambio de sentido, cambio
de VWF (1-2% de Codominante | ip sentido, inserciones,
los casos) deleciones grandes-pequeiias;

frecuente consanguinidad

FVIIL: factor VIIL; GPIba: glicoproteina Ib alfa; HMWM: multimeros
de alto peso molecular; IMWM: multimeros de peso molecular intermedio;
VWE: factor von Willebrand; VWFpp: propéptido de factor von Willebrand.




La tabla 1 resume caracteristicas del me-
canismo fisiopatolégico, modo de herencia y
alteraciones genéticas asociadas a los diferentes
tipos de VWD, para facilitar su comprensién y
clasificacién.

En el VWD tipo 3 no se detecta proteina
circulante o sus niveles son muy bajos (<1-5 Ul/dL)
(1-3), lo mismo ocurre con el VWFpp. El fenotipo
es heterogéneo; puede observarse produccion
nula de VWF, asi como defectos cualitativos o
cuantitativos en la formacién de los WPB (2). Se
hereda de forma recesiva o codominante (homo-
cigotos o heterocigotos compuestos para dos
alelos nulos del VWF) (1,2. La codominancia se
observa enaproximadamente 50% de los casos; los
portadores heterocigotos presentan un fenotipo
tipo 1 leve (1,2). El 5-10% de los VWD tipo 3 puede
desarrollar anticuerpos anti-VWF (neutralizantes
0 no) en respuesta a la terapéutica de reemplazo,
lo cual complica aiin mas el tratamiento (7). En los
VWD tipo 2, el fenotipo generalmente es pene-

trante y esta determinado por defectos en aspec-
tos funcionales particulares de la molécula del
VWEF (1-3). El VWD tipo 2A se caracteriza por
alteracion en la unién a la GPIb y alteracidon del
patrén multimérico (1-3). Es el mds comun de los
defectos cualitativos; la mayoria de las variantes
afectan el procesamiento del VWF, algunas de
ellas son dificiles de clasificar al afectar varios
aspectos superpuestos de la compleja biosintesis
del VWF (2). Enla mayoria de las variantes (80%) la
alteracion se encuentra en el dominio A2 del VWF
(exdn 28), cerca del sitio de clivaje de ADAMTS13,
y en A1, provocando mayor susceptibilidad al
ataque por ADAMTS13 y/o retencidn intracelular
(1-3). Otras sustituciones se hallan en los dominios
D2 (VWFpp)y D'D3, ambas regiones involucradas
enlamultimerizacién del VWF (10%), asi como en el
dominio C-K, queregulaladimerizacién (10%) (1-3).

El VWD tipo 2B presenta moléculas de
VWF con aumento de la capacidad (ganancia de
funcién) de unién a la GPIb (1-3,8). Se observa
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pérdida de multimeros de alto peso molecular
(HMWM) y trombocitopenia crénica (1-3,8). Los
sintomas hemorragicos pueden verse agravados
por situaciones que aumenten los niveles plasma-
ticos de VWF, incluyendo inflamacién, trauma-
tismo o embarazo (2). Las variantes se localizan
exclusivamente en el dominio A1 (exdn 28) (2). El
diagndstico genético molecular es importante
para distinguirlo de su fenocopia, el VWD tipo
plaquetario (PT-VWD), debido a variantes en la
secuencia del gen GPIBA que provocan aumento
de la capacidad de unién al VWF (2,9). Reciente-
mente se ha descripto presencia de inhibidor anti-
VWF enun paciente tipo 2B.

El VWD tipo 2M se caracteriza por menor
capacidad de unién del VWF, ya sea a la GPIb
(defecto en el dominio A1) o al coldgeno (defecto
enlos dominios A1y A3), sin alteracién significativa
del patrén multimérico (1-3). Las variantes pueden
mostrar diferencias en su interaccién con los
distintos tipos de coldgeno (I, 11, IVy V1) (2).

El VWD tipo 2N implica alteracién de la
capacidad de unidn del VWF al FVIII y protedlisis
acelerada de este ultimo. Se caracteriza por nive-
les normales del antigeno y de la actividad del
VWEF, pero bajos de la actividad coagulante del
FVIII (5-40 Ul/dL); con frecuencia se diagnostica
erréneamente como hemofilia A leve (2). El geno-
tipo puede ser homocigoto o heterocigoto com-
puesto (dos alelos 2N diferentes o un alelo 2N y un
alelo nulo) (2). Las variantes de la secuencia del
VWEF se localizan en la regién que corresponde a
D'D3; las formas severas, en particular, correspon-
denadefectosenelloopflexible delaregién D' (2).

El VWD tipo 1 es la forma mds prevalente,
representando hasta el 80% de todos los casos (1-
4,6). No existe consenso sobre el fenotipo, si bien
se define en general como una deficiencia cuanti-
tativa leve o moderada, con niveles de VWF en
plasma entre 5y 50 Ul/dL. Niveles inferiores a 30
Ul/dL serfan diagndsticos, ya que estan fuerte-
mente asociados a severidad clinicay presencia de
mutaciones en el gen VWF (3). En tanto pacientes
con fenotipo hemorragico y niveles entre 30-50
Ul/dL deberian considerarse como “posible VWD
tipo 1” o individuos con “bajo VWF” (1-3). Sélo en
aproximadamente 30-35% de los pacientes con
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VWD tipo 1 se han detectado alteraciones en la
secuencia del gen VWF, que pueden afectar
cualquiera de los dominios del VWF (2). Son
defectos cuantitativos debidos a alelos nulos o en
la mayoria de los casos, consecuencia de cambios
en la estructura primaria del VWF (1,2). Las
variantes pueden llevar a una alteracion de la
sintesis por cambios en el promotor, retencion
intracelular (en la mayoria de los casos) y también
defecto enla depuracién del VWF (1,2). Las varian-
tes que afectan la secrecion suelen asociarse a
cambios en los dominios D1, D2 y D3 del VWF;
aquéllas correspondientes a depuracidnacelerada
(tipo 1C) son menos frecuentes (15-20% de los
casos) y afectan predominantemente los domi-
nios D3, A1y D4 del VWF (2). Las variantes que
implican un cambio de sentido (mutaciones con
sentido equivocado), ejercen un efecto domi-
nante negativo sobre elalelo normal, lo cualllevaa
un fenotipo mas severo que el observado en
individuos heterocigotos de alelos nulos (1).

~>=>> VARIABILIDADY CONTROVERSIAS

Los niveles de VWF plasmaticos varian
ampliamente. Hoy sabemos que hay modifi-
cadores genéticos, fuera del VWF, y factores
fisiolégicos que pueden jugar un papel en esta
variabilidad. Los niveles de VWF estdan significa-
tivamente influenciados por variables fisioldgicas
(edad, ejercicio, ciclo menstrual, embarazo) o
patolégicas (inflamacidn, cédncer) y también por
variables genéticas como larazay el grupo sangui-
neo ABO, uno delos principales responsables dela
variabilidad genética (1-6); los niveles de VWF en
individuos tipo “0” son 25%-35% mds bajos que en
los tipo “no-0” (1-4,6).

En general se acepta como rango de refe-
rencia 50- 150 Ul/dL, pero existe discusion respec-
to a los valores de corte sugeridos para el diag-
ndstico o el tratamiento (1,10). Esto es parti-
cularmente critico en el caso del VWD tipo 1.
Cuanto mas bajo sea el valor de corte, mas consis-
tente serd el fenotipo hemorragico, el patrén
hereditario y la identificacién de variantes de la
secuencia del VWF (1,3). Valores de VWF <30 Ul/dL
podrian ser considerados diagndsticos; valores
entre 30-50 Ul/dL en individuos con tendencia
hemorragica podrian ser considerados como
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“VWEF bajo” o interpretados como “posible VWD
tipo 1”. Hay controversias porque no todos los
casos con disminucion de VWF presentan sangra-
dos clinicamente relevantes e individuos con
fenotipo “posible VWD tipo 1” podrian requerir
tratamiento previo a cirugia o frente a un episodio
hemorragico (1). Un nivel bajo de VWF podria ser
considerado como indicador de mayor riesgo de
sangrado (1). Algunos VWD tipo 1 presentan
variantes en lasecuencia del VWF, mientras que en
otros el nivel de VWF estaria determinado por
otros loci genéticos (1). También es factible que
pudieran contribuir al fenotipo hemorragico otros
defectos hemostaticos, como los trastornos leves
delafuncién plaquetaria (1)

Otro dilema surge por el aumento fisiol6-
gico del VWF con la edad, a una tasa aproximada
de 0,8% por afio (1-3). Niveles fisioldgicamente mas
bajos en lainfancia podrian interpretarse errénea-
mente como indicativos de VWD; los valores de
VWEF en adultos mayores, con criterios de VWD
tipo 1 en lajuventud, pueden normalizarse, pero a
pesar deello presentarriesgo hemorrégico (2).

>>> DIAGNOSTICO

El diagndstico correcto es complejo y no
siempre sencillo. Las dificultades estan relacio-
nadas con la variabilidad del fenotipo hemorra-
gico, la variacion de los niveles de VWF y la
compleja clasificacion de la enfermedad en una
amplia gama de tipos y subtipos. El enfoque
diagndstico se basa en dos aspectos principales: la
evaluacién de la historia hemorragica (personal o
familiar), a fin de estimar el fenotipo clinico y las
pruebas de laboratorio para evidenciar la deficien-
cia y/o las anormalidades del VWF, del FVIII o
ambos (1,5).

Para abordar el diagndstico es preciso
tener presente que se trata de un trastorno hete-
rogéneo, reflejo de la compleja estructura y bio-
sintesis del VWF e influenciado por factores
adicionales, genéticos (no debidos al gen VWF) y
no genéticos, que determinan la expresion
fenotipica clinica y de laboratorio (1-4, 6,11). Los
individuos afectados presentan niveles disminui-
dos de una o varias de las funciones del VWF. Ala
heterogeneidad se suman las dificultades para
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estan-darizar las pruebas diagndsticas. Ademas,
no siempre coexisten la historia de sangrado y la
deteccién de la disminucién o alteracién del VWF,
hay superposicién del fenotipo (clinico/labo-
ratorio) de VWD con el fenotipo “sano” y no hay
consenso en los valores de corte para las diferen-
tes pruebas. Esto plantea el problema tanto del
subdiagndstico como del sobre diagndstico (1,3).

Valoracién de los antecedentes personales o fa-
miliares de sangrado

Es el primer paso a considerar paraindicar
la evaluacion de laboratorio. Un historial hemo-
rragico positivo es altamente especifico (>95%)
aunque menos sensible (50%-60%) alapresenciade
VWD (3). El interrogatorio médico es fundamen-
tal; la gravedad de un trastorno hemorragico
puede juzgarse a partir de la edad de inicio, de su
naturaleza traumatica, de su frecuencia, de la
multiplicidad de los sitios de sangrado y/o del
requerimiento transfusional (2,4-6).

Se han postulado diferentes sistemas de
valoracion delos sintomas mediante cuestionarios
estructurados y sistemas de puntuacién (1,5);
entre ellos cabe mencionar el cuestionario ISTH-
BAT (International Society on Thrombosis and
Haemostasis Bleeding Assess- ment Tool)
(https://bh.rockefeller.edu/ISTH-BATR/), aproba-
do por la Sociedad Internacional de Hemostasia y
Trombosis (1,3). Estas herramientas permiten la
comparacion cuantitativa de la gravedad de la
tendencia hemorragica (3,5), pero tienen limita-
ciones, dependen de la edad y del nimero de
desafios hemostaticos previos, son poco especifi-
cas y carecen de informacidn sobre la frecuencia
delahemorragia(3,5)

Pruebas diagnésticas

El otro aspecto diagndstico es la caracte-
rizacion del fenotipo a través de una investigacion
de laboratorio apropiada para evidenciar la
deficiencia y/o las anormalidades del VWF, del
FVIII o deambos (1-4, 6,11).

Hay diferentes pruebas para detectar la
presencia del VWF y/o productos de su sintesis,
evidenciar caracteristicas estructurales de la



molécula, asi como evaluar su funcién pleiotrd-
pica, permitiendo la clasificacion del defecto en
sus diferentes tipos (1-4, 6,11). La tabla 2 resume el
nombre y la abreviatura de las pruebas mas
significativas, asi como su utilidad aplicada al
diagndstico del VWD (1-3). En la practica, el diag-
ndstico se basa en la deteccidn de la disminucidn
de la actividad del VWF, ya sea su capacidad de
unién a GPIb o a coldgeno, seguida de la carac-
terizacion adicional del tipo de VWD (11). Para ello
se requieren ensayos adicionales, ademas de la
estimacion de la proteina y del FVIII (1, 3, 5,
12).Discutiremos la interpretacién y utilidad de los
elementos diagndsticos disponibles para caracte-
rizar fenotipica y genotipicamente alos individuos
con VWD, teniendo en consideracion las nuevas
metodologias o nuevos enfoques diagndsticos.
Los estudios pueden dividirse en pruebas de
evaluacion inicial, basicas o de primer nivel y
complementarias o de segundo nivel; veremos su
contribucién al diagndstico y clasificaciéon del
VWD.

> > Tabla 2. Utilidad de las pruebas para
evaluar el fenotipo de laboratorio

Pruebas basicas

VWEF:Ag Mide la concentracion de la proteina (VWF)
VWF:RCo Prueba funcional; evaliia unién a la GPIbao.
VWE:Actividad |Pruebas funcionales que evaltan unién a la

GPIba

- VWEF:GPIbR interaccion VWF—GPIba
en presencia de ristocetina

- VWF:GPIbM interaccion VWF—GPIba
mutada (sin ristocetina)

- VWF:Ab anticuerpos que detectan la
region del VWF que se une a la GPIba

(epitope que une GPIb)

(PD-VWFact)

Mide la actividad coagulante

FVIIIL:C v i :
Util en el manejo clinico en general

Pruebas comple-
mentarias

RIPA pjas dosis | Detecta hiper-respuesta a ristocetina (gana-

ncia de funcion)

Analisis multimé
rico

Analiza el patron multimérico, reflejo de
la estructura molecular

VWEF:FVIIIB Evalua la capacidad del VWF de unir FVIII
VWF:CB Evalua union al colageno; depende del tipo
de colageno (I, I1L, IV, VI)
VWFEpp Mide la concentracion del propéptido,

refleja la sintesis de VWF

VWE:Ag: antigeno de factor von Willebrand; VWE:RCo: actividad de
cofactor de ristocetina; (PD-VWFact): pruebas de funcionalidad respecto
a la capacidad del factor von Willebrand de interaccionar con la glicopro-
teina Ib alfa (GPIba); VWF:GPIbR: capacidad de union a GPIba
(“normal-variante natural”) inducida por ristocetina; VWF:GPIbM:
capacidad de union espontanea a GPIbo mutante (ganancia de funcion);

VWE:Ab: deteccion del sitio de union a GPIba (epitope dominio Al)
mediante un anticuerpo monoclonal; FVIII:C: actividad coagulante del
factor VIII; RIPA: agregacion inducida con ristocetina; VWF:FVIIIB:
unioén al FVIIL; VWE:CB: unién al colageno; VWFpp: propéptido del
factor von Willebrand.

Pruebas de evaluaciéninicial

Incluyen las pruebas de hemostasia pri-
maria [recuento de plaquetas, tiempo de sangria
(TS), analizador de la funcién plaquetaria (PFA-
100/200)] y secundaria [tiempo de tromboplastina
parcial activado (TTPA), tiempo de protrombina
(TP), tiempo de trombina (TT)]. Tienen escasa
importancia en el diagndstico de VWD. Si bien el
TS y el PFA-100/200 podrian dar alterados por el
defecto de adhesidén y agregacion de plaquetas o
el TTPA por la disminucién de FVIII, la obtencidn
de resultados normales de estas pruebas no per-
miten descartar un defecto a nivel del VWF; es
decir, sdlo sirven para alertar sobre un posible
defectoencasodedaralteradas.EITPyel TTnose
modifican por defectos del VWF, pero siempre es
conveniente incluirlos en un estudio inicial a fin de
evidenciaralguna otra posible alteracion.

-El recuento de plaquetas suele ser normal en la
mayoria de los casos de VWD; sdlo puede obser-
varse trombocitopenia leve a moderada en el
VWD tipo 2B (8).

-EI TS tiene una correlacidn relativa con el nivel de
VWEF en VWD tipo 1. Actualmente se sugiere no
realizarlo (3).

-El PFA-100/200 (Dade Behring, Marburg, Alema-
nia) depende de la capacidad de unién del VWF a
las plaquetas, pero un resultado normal no per-
mite excluir formas leves de VWD (5,13). La sensi-
bilidad, especificidad y valor predictivo positivo
para VWD son bajos, lo cual limita su utilidad como
pruebade evaluaciéninicial (13).

-EI TTPA da prolongado sélo en los casos de VWD
con disminucién de los niveles de FVIIl. Ademas,
los resultados dependen de la sensibilidad de los
sistemas equipo-reactivo a la disminucion leve o



moderadade FVIII(14).

-Pruebas diagndsticas basicas o de primer nivel
Incluyen la medicidn de la concentracion plasma-
tica del antigeno de VWF (VWF:Ag) y de su
actividad (capacidad de unién del VWF a plaque-
tas), evaluada histéricamente mediante el ensayo
de actividad del cofactor de ristocetina (VWF:-
RCo), junto ala medicién de la actividad coagulan-
tedel FVIII(FVII1:C)(1,3-6,11,12)

-No se incluye en general en este grupo la deter-
minacion de la capacidad de unién de VWEF al
colageno (VWF:CB), aunque existen diferentes
criterios alrespecto (1,3,4,6,11).

-EIl VWEF: Ag suele determinarse mediante ensayos
inmunoenzimaticos (ELISA) o inmunoensayos
automatizados de aglutinacion de particulas de
latex (LIA) (12,15). La correlaciéon entre ambas
metodologias es buena, con sensibilidad y especi-
ficidad semejantes. La prueba ELISA tiene un
“limite inferior de deteccién” mas bajo, lo cual
facilita una mejor distincion entre los VWD ti- pos 1
y 3, pero su coeficiente de variacién puede ser
mayor (3,12). El VWF posee gran variabilidad
bioldgica, que resulta en un rango de referencia
amplio (5). No existe un nivel de corte inferior
claramente definido que permita distinguir entre
VWD, “posible VWD” o “VWEF bajo”, e individuos
sanos; la interpretacion depende del fenotipo

clinico (3,5).

-La actividad de VWF se mide mediante el ensayo
de VWF:RCo, que refleja la capacidad del VWF de
adherirse a plaquetas (5,16). Sibien esla prueba de
referencia, posee baja reproducibilidad, precision
y sensibilidad, en especial a valores bajos de VWF

(1,3,12).

-Recientemente se han desarrollado ensayos auto-
matizados (mencionados en la tabla 2) (17), los
cuales reflejan la capacidad de unidn del VWF a
plaquetas con mayor precision y sensibilidad que
el VWF:RCo (1,5,18). Estos ensayos utilizan frag-
mentos de GPIb recombinante en lugar de pla-
quetas (5,17). En algunos ensayos se utiliza risto-
cetina para desencadenar la unién VWF-GPIb
(indicada como VWF:GPIbR); en otros se emplea
unfragmento de GPIbrecombinante con ganancia
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de funcién, capaz de unir al VWF en ausencia de
ristocetina (VWF:GPIbM)(5,17).

-También hay ensayos que emplean anticuerpos
(VWF:ADb) capaces de detectar la regién de la
molécula del VWF que se une a la GPIb (5,17). La
nomenclatura sugerida para denominar los dife-
rentes ensayos que evallan la capacidad delVWF
de interaccionar con la GPlb es PD-VW- Fact (17).
Las nuevas metodologias, asi como las modifi-
caciones o adaptaciones a diferente instrumental,
poseen buena reproducibilidad, sensibilidad y
correlaciéon con el VWF:RCo, pero todas ellas
deben ser validadas en cada laboratorio, antes de
ser aplicadas al uso clinico (18). Es preciso tener
presente que en algunas variantes de VWD puede
haber discrepancias entre los resultados de las
diferentes pruebas (18,19). La sensibilidad para
detectar alteraciones por disminucion de HMWM
es diferente en los distintos ensayos, siendo
mayor para VWF:GPIbM y VWF:CB, intermedia
para VWF:RCo y VWF:GPIbR y menor para
VWF:Ab (20). A pesar de las diferencias observa-
das, lamayoria de estas pruebas serian capaces de
diferenciar entre VWD tipo 1y VWD tipo 2(20). Los
nuevos ensayos automatizados, aplicando el
principio de quimioluminiscencia, permiten obte-
ner no sdlo resultados mas rapidos y repro-
ducibles, sino que ademds combinan la deteccidn
de varios aspectos del VWF (VWF:Ag, VWF:RCo,
VWF:CB) a la vez (21). Sus resultados son compa-
rables alos obtenidos aplicando otros principios. A
su vez, el sistema de quimioluminiscencia muestra
algunas ventajas: posee mejor nivel minimo de
sensibilidad y menor variabilidad inter-ensayo (21).

Un estudio colaborativo reciente (19),
organizado por el Subcomité de VWF de la
Sociedad Internacional de Hemostasia y Trombo-
sis (SSC-IS- TH), compara los resultados de dife-
rentes ensayos para evaluar la capacidad de unidn
de VWF ala GPI. En él se observa que todos los en-
sayos evaluados tienen buena correlacién con el
VWF:RCo (r:0.963-0.989), sin diferencias clini-
camente significativas, si bien, como fuera previa-
mente observado, algunos pacientes se compor-
tan de modo diferente en distintos ensayos, lo cual
pareceria depender de la prueba en si misma (19).
Como se menciond anteriormente, la sensibilidad
del VWF:RCo es baja; en general su limite de
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deteccidn es aproximadamente 10 Ul/dL. Los
nuevos ensayos poseen mayor sensibilidad, con
valores de limite de deteccién entre 3-6 Ul/dL para
la mayoria de ellos; incluso, dos ensayos (VWF:
GPIbM-ELISA “in house” y VWF:GPIbR-quimiolu-
miniscencia) mostraron ser capaces de detectar
actividad <1 Ul/dL (19).Contar con una medida de
la actividad de VWF mas confiable, en el rango de
concentraciones bajas, es importante para poder
clasificar correctamente pacientes con VWD mo-
derada a severa. Segun lo esperado, los coeficien-
tes de variacion fueron mayores en los niveles de
actividad patoldgicos que en los normales,
mostrando en general los nuevos ensayos menor
variacioninter-laboratorio (19).

-EI FVI11:C se determina por la técnica tradicional
en una etapa o por la técnica amidolitica con sus-
tratos cromogénicos (22).

-La combinacion de los resultados de VWF:Ag y de
la actividad de VWF (capacidad de unién a
plaquetas) permite clasificar los VWD tipo 1,2y 3
(1,3,11). En el VWD tipo 3 el VWF:Ag estd (virtual-
mente) ausente, mientras que en el VWD tipo 1 se
observa una disminucién parcial del VWF:Ag,
proporcional a la actividad VWF (1-6,11,12). En el
VWD tipo 2, que comprende los defectos funcio-
nales del VWF, la relacién entre la actividad de
VWF y el VWF:Ag se halla disminuida (actividad de
VWF/VWF:Ag<0,6) (1-6,11,12). La medicién de
FVIlI:Cesimportante para estimar su contribucion
al fenotipo hemorragico, especialmente relevante
en el VWD tipo 3 (1-6,11,12). Por otra parte, la dismi-
nucion de FVIII:C en relacidn a la cantidad de
VWEF:Ag (FVIII:C/VWF:Ag<0,6) puede ser indica-
tivo de VWD tipo 2N, caracterizado por una redu-
ccion de la capacidad del VWF de unir al FVIII(1-
6,11,12)

Ensayos complementarios o de segundo nivel

Si bien las pruebas bdsicas detectan la
mayoria de los individuos con VWD, se requieren
ensayos complementarios para identificar y clasifi-
car los diferentes tipos y subtipos de VWD, lo cual
importa para elmanejo terapéutico (1, 5,11).

La prueba de agregacion plaquetaria in-
ducida porristocetina (RIPA) a bajas dosis permite
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evidenciar aquellos individuos con VWD tipo 2B,
que muestran agregacidon a concentraciones de
ristocetina por debajo de la concentracion um-
bral (hiper-respuesta) (12,23). Un aspecto critico
es la concentracion de ristocetina utilizada (8).
Puede ser 0,5 mg/mL, teniendo presente que
segun las variantes la hiper-respuesta puede
observarse a dosis mas altas (P1266L) o mas bajas
(V1316M) (incluso 0,3 mg/mL). Los ensayos de
mezcla con plasma o plaquetas del paciente y del
normal, permiten revelar si la hiper respuesta es
debida a un componente plasmatico o plaque-
tario, contribuyendo al diagndstico diferencial
entre VWD tipo 2B y PT-VWD (8,9,23). Esto se
complementa con el resultado de la agregacion
inducida por crioprecipitados, ausente en VWD
tipo 2B y presente en PT-VWD, mas alla del aporte
del estudio genético molecular, clave en el diag-
néstico diferencial de ambas patologias (2,8,9).

El analisis de los multimeros del VWF,
aplicando electroforesis en geles de diferente
composicidn (12,24), permite evidenciar altera-
ciones del patrédn multimérico. La ausencia o dismi-
nucién de las formas multiméricas de diferente
peso molecular puede detectarse de modo cualita-
tivo o cuantificarse mediante densitometria,
habiéndose actualmente desarrollado métodos
comerciales (5,12,24). La disminucidn selectiva de
los HMWM es distintiva del VWD tipo 2Ay 2B; en el
tipo 2A puede haber ademas disminucién de los
multimeros de peso molecular intermedio
(IMWM). EI VWD tipo 2M se caracteriza por
presentar toda la gama de multimeros. En algunos
VWD tip-o 1 puede observarse una disminucion
sutil de los HMWM. Cuando el defecto es produ-
cto delaumento de la depuracién del VWF pueden
observarse formas multiméricas de mayor peso
molecular (ULMWM), como ocurre en el VWD
tipo 1C. A pesar de sus limitaciones, el andlisis del
patron multimérico es relevante en el diagndstico
dealgunos casosde VWD (25).

El ensayo deuniéondel VWF al FVIII

(VWEF:FVIIIB) contribuye al diagndstico
del VWD tipo 2N, poniendo en evidencia la menor
afinidad de la molécula de VWF andémala por el
FVIII (26,12). Comuinmente se aplican técnicas de
ELISA paraevaluarestaactividad (26).



La prueba denominada VWF:CB, evaluala
capacidad de la molécula de VWF de unirse al
colageno. Los ensayos mas comunes aplican técni-
cas de ELISA o quimioluminiscencia, aunque tam-
bién puede emplearse citometria de flujo (27,12).
Los resultados dependen del tipo de coldgeno (I,
[11, IV y VI) utilizado (2). Si bien no hay consenso
respecto a la inclusion del VWF:CB dentro de las
pruebas de primer nivel, ello permitiria detectar
los VWD tipo 2M con defecto exclusivo en la capa-
cidad de unidn al coldgeno que, de otro modo, no
serian detectados (1). Sin la determinacién del
VWEF:CB, individuos con VWD tipo 2M podrian ser
clasificados como tipo 2A o tipo 1(11,27). Ademas,
se propone evaluar la unién a varios tipos de
colageno, a fin de poder detectar variantes mole-
culares del VWD tipo 2M con distinta res- puesta
segun el coldgeno utilizado (2,11,27).

La cuantificacidon de la concentracion del
VWFpp serealiza por técnicas de ELISA (12,28). Su
determinacion es de utilidad enlaidentificacion de

variantes con aumento de la depuracion del VWF,
que presentan alteracion de la relacion VWFpp/
VWF:Ag basal, con valores aumentados (>2-3)
respecto a los controles normales u otras varian-
tes con sobrevida normal, como se observa, por
ejemplo, en el VWD tipo 1 C (1-3,28,29). También
contribuye a discriminar entre VWD tipo 1 severo
(VWF:Ag muy disminuido, VWFpp normal) y VWD
tipo 3 (VWF:Ag y VWFpp disminuidos o ausen-

tes)(1,2,5,29)-

Un aspecto adicional, que contribuye al
diagndstico y clasificacion del VWD, es la respues-
taobservadaluego de laadministracion de desmo-
presina (DDAVP) (4,6,11,30). Los pacientes se
pueden dividir en tres grupos: a) vida media redu-
cida, b) sensible a DDAVP, ¢) no sensible a DDAVP
(30). Si los nive- les de VWF decaen antes de lo
esperado, sugieren la presencia de una variante
con sobrevida acortada (4,6,11,30). Se observa
ademas la alteracién de la relacién VWFpp/
VWF:Ag basal (1,3,29). Si las plaquetas decaen
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luego de 1-2 horas de laadministraciony se detecta
disminucién de la relacién PD-VWFact/ VWF:Ag o
VWF:CB/VWF:Ag (valores <0,6), puede ser
indicativo de VWD tipo 2B (30). Estimar los cocien-
tes PD-VWFact/VWF:Ag y VWF:CB/ VWF:Ag,
después de administrar DDAVP, permite identifi-
car la disociacién actividad/antigeno tipica de los
pacientes con VWD2Ay VWD2M (11,30).

Deteccidon de anticuerpos anti-VWF Men-
cionamos previamente que los pacientes con
VWD tipo 3 pueden desarrollar aloanticuerpos (7)
y que el mismo fenémeno podria darse también en
otros tipos de VWD, como el 2B. La baja recupe-
raciéon del VWF y/o su rdpida depuracién luego de
la infusidon de concentrados, es indicador de la
presencia de un aloanticuerpo (7). En casos de
sospecha de AVWS, en el contexto de defectos
autoinmunes, lo que se investiga es la presenciade
autoanticuerpos (5,7). Tanto los aloanticuerpos
como los autoanticuerpos pue- den ser de tipo
neutralizantes (inhiben al VWF) o no neutra-
lizantes (forman complejos sin inhibir la funcién,
pueden aumentar la depuracién). Los anti-VWF
neutralizantes son detectados en estudios de
mezcla (paciente + normal); la accién inhibitoria,
en general inmediata, puede manifestarse sobre
una o varias de las actividades del VWF e incluso
sobre el FVIII:C (5,12). Los anti-VWF no-neutra-
lizantes son detectados mediante pruebas de
ELISA (5,12). Lamentablemente no hay protocolos
claramente definidos o consensuados para su
estudio.

Control delaterapéutica

AUn hoy se debate cdmo monitorear la
respuesta a la terapia de reemplazo. Dado que los
concentrados difieren en el contenido de FVIIl y
VWEF, seria importante poder monitorear ambos
parametros, a fin de asegurar que se alcancen los
niveles deseados (1); o al menos FVIII, en caso de
no contar con la determinacidn de la actividad de
VWF (VWF:RCo). Hay que considerar que la activi-
dad de VWF puede ser no detectable, ainluego de
la infusion de concentrados, en el caso de pacien-
tes con anticuerpos neutralizantes de titulo muy
alto (7). Ademads, por el potencial riesgo trom-
bdtico asociado a niveles supra-fisiolégicos de
FVIII, es importante monitorear los niveles de
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FVIII durante el tratamiento prolongado, especial-
mente con concentrados de baja pureza (7).

Laevaluacidndelarespuestaal DDAVP se
realiza determinando basicamente los niveles de
VWEF:Ag, VWF:RCo y FVIII antes de la adminis-
tracion de ladrogayluego de 1,2y 24 horas poste-
riores a la misma; algunos grupos sugieren incluir
un controltambiénalas 4 horas (4,6,11,12).

La determinacidon concomitante de prue-
bas de funcidn fibrinolitica, como el tiempo de lisis
de euglobulinas, permiten detectar individuos con
hiperrespuesta (4,6), lo cual podria contrarrestar,
en parte, el efecto terapéutico del DDAVP. Por
otra parte es un indicador de respuesta a la droga
administrada, independiente de la respuesta del
VWE, sirviendo asi como un control de lamisma.

Analisis genético molecular

El analisis del gen VWF no se realiza de
rutina, ya que las pruebas fenotipicas suelen ser
suficientes para el diagndstico (1, 2, 4, 6,11). Se
aplica en casos seleccionados, como metodologia
de diagndstico complementaria principalmente
en VWD tipo 2y 3(1,2,4,6,11). Permite detectar las
variantes de la secuencia del VWF responsables de
los VWD tipo 2N y 2B (1,2,8); fundamental para el
diagndstico diferencial con las fenocopias, la
hemofilia A leve (12) y el PT-VWD (9) con
alteraciones en los genes FVIIl y GPIBA respecti-
vamente. En las familias con VWD tipo 3 puede ser
util para el asesoramiento genético (podria
aplicarse potencialmente al diagndstico prenatal)
y para evaluar el riesgo de desarrollo de aloanti-
cuerpos (2) El diagndstico genético para el VWD
tipo 1 es un desafio; sélo se detectan alteraciones
en el gen VWF en aproximadamente el 65% de los
casos (2,10),lo que contrasta conlatasade mas del
90% de diagndstico genético para VWD tipo 2y 3.
La relacién genotipo-fenotipo en el VWD tipo 1 se
caracteriza por expresion variable y penetracion
incompleta (1,2). La variabilidad puede estar
asociada, en parte, con la expresion de mond-
meros andmalos dentro de la estructura multimé-
rica, al igual que ha sido descrito como base
patogénica potencial para la expresion variable de
una sustitucion de tipo 2 (2). Hoy sabemos
también que hay modificadores genéticos, fuera
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del VWF y factores fisiolégicos que pueden jugar
un papelenlaexpresiondel VWF.

La mayor parte (65%) de la variabilidad de
los niveles de VWF en poblacion sana es causada
por factores genéticos (2,31) y uno de sus princi-
pales determinantes es el grupo sanguineo ABO
(1,2). La interaccidon genotipo-medio ambiente
también es importante. La edad es un factor
modificador del fenotipo, que puede llegar a
normalizarse a lo largo del tiempo en pacientes
VWD tipo1(2).

Hay hoy evidencias de una predisposicion
étnica al VWD; algunas variantes detectadas en
poblaciones caucasicas, asociadas a VWD tipo 1y
también a VWD tipo 2, estdn presentes en
poblaciones africanas normales, lo cual, al menos
en parte, podria justificarse por herencia conco-
mitante junto a otras variantes genéticas que
pudieran modificarlos niveles de VWF (2).

Gracias a estudios de asociacidn de geno-
ma completo (GWAS) se han identificado otros
locigenéticos queregulanlos niveles de VWF (29).

Es probable que los genes STX2y STXBP5
estén implicados en la secrecion de VWEF, al
interactuar con proteinas (SNARE) que participan
en la exocitosis de los WPB (29). Por otra parte los
determinantes de grupo ABO, asi como los genes
CLEC4M, SCARA5y STAB2 probablemente influyen
en la depuraciéon del VWF (29). Alteraciones en
estas proteinas podrian explicar los niveles bajos
de VWF en pacientes en los cuales no se detecta
variacidon en la secuencia del VWF. Queda mucho
por dilucidar, dado que estas variantes, a pesar de
afectar moderadamente los niveles de VWF, no
parecen asociarse con el fenotipo hemorragico
(29). Adiferenciadelo hallado en VWD tipo 1,no se
encontraron asociaciones entre loci genéticos
fuera del VWF y la variacién del nivel VWF en
individuos con VWD tipo 2 (29). La VWD tipo 1
muestra heterogeneidad no sdlo de locus, sino
ademas alélica. Los VWD tipo 1/variantes nega-
tivas tienden a estar asociados con un fenotipo de
sangrado mas leve (2). Es posible que en indivi-
duos con VWD tipo 1, en los cuales no se han
detectado variantes en la secuencia del VWF con
las técnicas habituales, las variantes patogénicas
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puedan encontrarse en secuencias intrinsecas
profundas o en regiones de regulacidn distales del
gen VWEF, que requieran una caracterizacion
detallada de todo el gen para identificarlas.
También es cada vez mas evidente que los loci
externos al gen VWF contribuyen al fenotipo VWD
tipo1.

Las nuevas metodologias aplicadas al
estudio de la relacidon genotipo-fenotipo abren
una perspectiva fascinante. Estudios recientes
muestran que el analisis molecular de regiones
relevantes del VWF, incluyendo regiones intro-
nicas y del promotor, permite identificar nume-
rosas variantes en la secuencia del gen VWF,
verificar su potencial efecto patogénico mediante
analisis in silico y asi clasificar o reclasificar
pacientes con VWD, identificar portadores asinto-
maticos o pacientes enlos cuales se habia excluido
la VWD por el fenotipo de laboratorio (10). Estos
estudios muestran una alta proporcién de indivi-
duos en los cuales se identifican variantes poten-
cialmente patoldgicas, con elevada correlacion
genotipo-fenotipo; lo cual podria cambiar el
paradigma diagndstico, sugiriendo que el estudio
molecular podria pasar a formar parte de la
primera linea de pruebas para el estudio de ruting,
lo quellevaria a un tratamiento mas personalizado
y efectivo de los pacientes con VWD (10). Los
esfuerzos para descubrir el conjunto completo de
determinantes genéticos de la varia- bilidad del
VWEF deberian conducir a una mejor comprension
de los mecanismos bioldgicos y de los complejos
desdrdenes clinicos en los que el VWF juega un
papel central, contribuyendo asi a la identificacion
de individuos afectados y a un manejo mas
adecuado delos mismos (31).

> >> CONCLUSIONES

Los ensayos desarrollados recientemente
tendientes a determinar la concentracion y la
funcionalidad del VWF deberian contribuir a
mejorar la precision y disminuir los errores en su
evaluaciodn. Si bien el repertorio actual de pruebas
permite diagnosticar y clasificar a una alta propor-
cion de pacientes con VWD (11), queda el desafio
de determinar por qué la severidad del fenotipo
hemorragico no siempre se correlaciona con los
resultados de las pruebas de laboratorio (5). Seria
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interesante el desarrollo de ensayos capaces de
valorar la regulacion de la capacidad hemostatica
del VWF, incorporando el efecto del flujo, asicomo
la interaccion con componentes de la pared
vascular, para una evaluaciéon mas fisiolégica de la
funcién.

Por otra parte, la investigacion actual
tiene como propdsito aclarar la relaciéon genotipo-
fenotipo en la VWD (31). La innovacidén en las
técnicas de secuenciacion ha facilitado la realiza-
cién del andlisis genético molecular permitiendo
descubrir variantes patogénicas en el gen VWF y
contribuir a aclarar el rol de la genética en la
categorizacion del VWD (2,10). La combinacién de
los resultados de los estudios genéticos y los
estudios funcionales permite hoy comprender
mejor los determinantes genéticos de los niveles
del VWF, el papel que juegan las variantes fuera
del locus del VWF en la regulacion de los niveles
plasmaticos del VWF, asi como las variantes
genéticas que contribuyenalriesgo de sangrado.

La perspectiva, respecto a los aspectos
diagndsticos, es la introduccion de ensayos mas
rapidos y reproducibles, que permitan evaluar
mejor las multiples funciones del VWF, junto a la
implementacion, gracias a la innovacion en las
técnicas de secuenciacidon, de la identificacidn
rutinaria de variantes enla secuencia del VWF o de
sus genes modificadores.

Declaracion de conflictos deinterés:

La autora declara que no posee conflictos de
interés.

>>> BIBLIOGRAFIA

Leebeek FW, Eikenboom JC. Von Willebrand's Disease. N
EnglJ Med.2016;375:2067-2080.

Swystun LL, Lillicrap D. How much do we really know about
von Willeband disease? Curr Opin Hematol. 2016; 23: 471-478.
Castaman G, Linari S. Diagnosis and treatment of von
Willebrand disease and rare bleeding disorders. J Clin Med.
2017;6,45.

Woods Al, Blanco AB, Kempfer AC y col. Factor von
Willebrand y Enfermedad de von Willebrand: nuevos
enfoques diagndsticos. Acta Bioquim Clin Latinoam. 2016;
50:273-289.

James AH, Eikenboom J, Federici AB. State of the art: von
Wille-brand disease. Haemophilia. 2016; 22 Suppl 5: 54-59.

Revista Bioanalisis | Diciembre 2020 | 108 ejemplares

Woods Al, Kempfer AC, Paiva J y col. Diagnosis of von Wille-
brand disease in Argentina: a single institution experience.
AnnBlood.2017;2:22(1-24).

7. Disease. Semin Thromb Hemost. 2017; [Epub ahead of
print].

Castaman G, Federici AB. Type 2B von Willebrand Disease: A
Matter of Plasma Plus Platelet Abnormality. Semin Thromb
He-most.2016; 42: 478-82.

Sanchez-Luceros A, Woods Al, Bermejo E, y col. PT-VWD po-
sing diagnostic and therapeutic challenges - small case
series. Platelets. 2017;28:484-490.

Batlle J, Pérez-Rodriguez A, Corrales 1y col. Molecular and cli-
nical profile of von Willebrand disease in Spain (PCM-EVW-
ES): Proposal for a new diagnostic paradigm. Thromb
Haemost. 2016;115: 40-50.

Favaloro EJ. Diagnosis or Exclusion of von Willebrand
Disease Using Laboratory Testing. Methods Mol Biol. 2017;
1646:391-402.

Blanco AN, Kempfer AC, Meschengieser S y col. Factor von
Wi- llebrand. Fundamentos para el Manejo Prdctico en el
Laboratorio de Hemostasia. Blanco A, Kordich L, Bermejo E,
Forastiero R, Lauricella AM, Pieroni G, Quintanal, Scazziota
A. 2013, p 377- 474, 2da Edicidn. Federacién Bioquimica de la
Provincia de Bue-nos Aires, La Plata.

Favaloro EJ. Clinical utility of closure times using the platelet
functionanalyser-100/200. AmJ Hematol. 2017; 92: 398-404.
Toulon P, Eloit Y, Smahi My col. In vitro sensitivity of different
activated partial thromboplastin time reagents to mild
clotting factor deficiencies. Int J Lab Hematol. 2016; 38: 389-
396.

Favaloro EJ, Mohammed S, Patzke J. Laboratory Testing for
von Willebrand Factor Antigen (VWF:Ag). Methods Mol Biol.
2017;1646:403-416.

Mohammed S, Favaloro EJ. Laboratory Testing for von Wille-
brand Factor Ristocetin Cofactor (VWF:RCo). Methods Mol
Biol.2017;1646: 435-451.

Bod¢ I, Eikenboom J, Montgomery R y col. Platelet-
dependent von Willebrand factor activity. Nomenclature
and methodology: communication from the SSC of the
ISTH. J Thromb Haemost. 2015;13:1345-1350.

Just S. Laboratory Testing for von Willebrand Disease: The
Past, Present, and Future State of Play for von Willebrand
Factor Assa- ys that Measure Platelet Binding Activity, with
or without Risto- cetin. Semin Thromb Hemost. 2017; 43: 75-
91.Szederjesi A, Baronciani L, Budde Uy col. Aninternational
co- llaborative study to compare different von Willebrand
factor gly- coprotein Ib binding activity assays: the
COMPASS-VWF study. J Thromb Haemost. 2018 [Epub
ahead of print].

Favaloro EJ, Bonar R, Hollestelle MJ y col. Differential sensi-
tivity of von Willebrand factor activity assays to reduced
VWF molecular weight forms: A large international cross-
laboratory study. Thromb Res. 2018;166: 96-105.

Favaloro EJ, Mohammed S. Towards improved diagnosis of
von Willebrand disease: comparative evaluations of several
automa- ted von Willebrand factor antigen and activity
assays. Thromb Res. 2014;134:1292-1300.

Adcock DM, Strandberg K, Shima M, Marlar RA. Advantages,
disadvantages and optimization of one-stage and
chromogenic factor activity assays in haemophilia A and B.



IntJ Lab Hematol. 2018 [Epub ahead of print].

Frontroth JP, Favaloro EJ. Ristocetin-Induced Platelet
Aggrega-tion (RIPA) and RIPA Mixing Studies. Methods Mol
Biol.2017;1646:473-494.

Oliver S, Lau KKE, Chapman K, Favaloro EJ. Laboratory
Testing for Von Willebrand Factor Multimers. Methods Mol
Biol.2017;1646:495-511.

Pérez-Rodriguez A, Batlle J, Corrales | y col. Role of
multimeric analysis of von Willebrand factor (VWF) in von
Willebrand di- sease (VWD) diagnosis: Lessons from the
PCM-EVW-ES Spani- sh project. PLoS One. 2018; 13:
€0197876.

Mohammed S, Favaloro EJ. Laboratory Testing for von Wille-
brand Factor: Factor VIII Binding (for 2N VWD). Methods
Mol Biol.2017;1646: 461-472.

Favaloro EJ, Mohammed . Laboratory Testing for von Wille-
brand Factor Collagen Binding (VWF:CB). Methods Mol Biol.
2017;1646:417-433.

Stufano F, Boscarino M, Bucciarelli P y col. Evaluation of the
Utility of von Willebrand Factor Propeptide in the Differential
Diagnosis of von Willebrand Disease and Acquired von Wille-
brand Syndrome. Semin Thromb Hemost. 2018 [Epub ahead
of print].

Sanders YV, van der Bom JG, Isaacs Ay col. CLEC4M and
STXBP5 gene variations contribute to von Willebrand factor
level variationin von Willebrand disease. J Thromb Haemost.

2015;13:956-966.

Federici AB. Current and emerging approaches for assessing
von Willebrand disease in 2016. Int J Lab Hematol. 2016; 38
Suppl1:41-49.

Desch KC. Regulation of plasma von Willebrand factor.
F1000Res.2018;7:96. M

iCHROMA'IL

Resultados de anticuerpos

anti SARS-CoV-2 en 10 minutos

Resultados cuantitativos
para IgM e IgG.

Lectura automatizada
de la reaccion.

Kits de
25 determinaciones.

Muestra: 10 pl de suero,
plasma o sangre total.

Int. Avalos 3651 | (1605) | Munro, Buenos Aires, Republica Argentina
Tel./Fax: (54 11) 4512 5666 | ventas@gematec.com.ar | www.gematec.com.ar

GEMATEC ¢

equipamiento para medicina




