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LA ENFERMEDAD DE

VYON WILLEBRAND

HILDA REYNA INES ROLDAN ARMAS



CAPITULO |

OBJETIVO E INTRODUCCION



OBJETIVO

E! objetivo de este trabajo es elaborar un documento que sirva de
apoyo al personal del Sector Salud involucrado en el estudio de la hemostasia

para el diagnostico diferencial.de la enfermedad de von Willebrand.

Actualizar los conceptos de este padecimiento con la incorporacién de

los Ultimos reportes aparecidos en la literatura médica.

Ademas, proporcionar a los alumnos que estudian la materia de
Hematologia, las bases suficientes para la mejor comprensién de uno de los

trastornos de la hemostasia.

Considero importante el estudio de esta enfermedad de von
Willebrand debido a la incidencia de estos casos en nuestro pais, ya la Sociedad
de Hemofilia reportaba en 1984, 13 casos de hemofilicos por millén de habitante
en el mundo (el 30% es enfermedad de von Willebrand) y la trascendencia para
las personas afectadas es mayor debido a que es una enfermedad de por vida,
asl que al realizar procedimientos quirirgicos 0 un mal manejo de estos pacientes
con defectos en la coagulacion podria poner en peligro la vida o la calidad de ella,

por lo que un acertado diagndstico facilita el manejo y el control del paciente.



INTRODUCCION

La Hemostasia es el proceso por el cual el aparato circulatorio se
protege de la pérdida excesiva de sangre; la lesién de los vasos desencadena
una serie de reacciones complejas como la vasoconstriccion, agregacién
plaquetarié y coagulacion que culminan con la formacion del coagulo que detiene

la hemorragia sin entorpecer la circulacion sanguinea en el vaso dafado.

La magnitud del dafio tisular es un factor que rige ia intensidad de la
hemostasia, pero en general se considera que segundos después de la lesion a
un vaso, los reflejos nerviosos y el espasma de los musculos lisos del sitio dafiado
hacen que se contraigan las paredes por la secresion de seratonina, adrenalina y
lipoproteinas. La vasoconstriccion dura unos 10 minutos en vasos finos y tarda
hasta 30 minutos en vasos de mayor calibre, y disminuye el flujo de la corriente

sanguinea.

Las plaguetas circulantes convergen en la lesién para tocar las fibras de colageno
y adherirse a ellas en el endotelio roto, estimulando la secresion de ADP, el cual
activa a un nimero mayor de plaquetas en la lesion y el agregado evita mayor
pérdida hematica al formarse un coagulo gelatinoso, esta fase esta influida por

agentes en la sangre y los tejidos que estimulan e inhiben la coagulacion.

Alrededor de 60 seg. después de la lesidn, comienza la coagulacién gracias a los
sistemas extrinseco e intrinseco; el sistema extrinseco es activado con la
liberacién de tromboplastina tisular y con ayuda del factor IV (iones de calcio) y
fosfolipidos forman un complejo que activa al factor X (Stuart Prower). (esquema
No. 1).



ESQUEMA No. 1

Representacion diagramatica de la cascada de la coagulacion..

Sistema extrinseco

Sistema Intrinseco (exdgenc)
(enddgeno)
Dario tisular
FXH§ — FXila Tromboplastina tisular

Fil (eliminado)

FX| —» FXla
1 FVila «——— Fy|I
FX —» FXa — —_»
Caz'.'
FW/FVA — FVllla/ FW — | o
4 v
FXa
ca?* FVa <— FV  FXIH
PL | { 1
Fll ? Flz —
rombina
Protrombina | i FXhia
lCaz*
. Fl —— & Fibrina — Fibrinas — Fibrina
Fibrinégeno {monémero) {polimero (polimer
inestable) estable
a = factor de la coagulacién activado

PL  =fosfolfpido



En el sistema intrinseco se activan los procoagulanies sanguineas para
producir tromboplastina plasmatica que requiere que el factor Il interactie con el
factor VIl (praconvertina) en presencia de iones de calcio, luego es estimulado por
el contacto con la superficie o lesion vascular y el factor Xl (Hageman), activa al
Xl que en presencia de iones de calcio activa al factor IX (Christmas). La forma
activada de la proteina plasmatica en presencia de fosfolipidos plaquetarios

transforma el factor Vil para que forme el complejo que active al factor X.

Casi simultdneamente las dos vias intrinseca y extrinseca convergen al
activar al factor X reacciona con e! factar V (proacelerina) en presencia de iones
calcio y fosfalipidas plaquetarios forman el complejo convertidor de protombina,
que en un lapso de 15 segundas comienza a desdoblar el factor Il (protombina)
para formar trombina, que es una enzima que transforma el fibrindgeno en fibrina,

estabiliza el codgulo final y comienza la lisis después que ha sanado la lesion.

Es importante sefalar que la deficiencia en algun factor de esta serie
de reacciones o cascada dificulta la coagulacion y se le denomina defecto. Esta

deficiencia puede ser de origen congénito o adquirido.

Entre las deficiencias de factores mas importantes se considera a las siguientes:

¢ -Factor I (Fibrin6geno).- ocasiona hemorragia intensa con amenaza a la vida

en sus dos formas hipofibrinogenemia y afibrinogenemia (natural o adquirida).

¢ -Factor Il o Hipoprotrombinemia.- hereditaria o adquirida, generaimente se
reconoce por la deficiencia de vitamina K y suele acompafarse de niveles
bajos de los factores ViI, IX y X.



-Factor IX.- ocasiona a veces hemofilia B (enfermedad de Christmas), este
factor se forma en higado y para su sintesis se requiere |la presencia de

vitamina K.

-Factor Xl.- no produce sintomas y es de caracter recesivo autosémico.

-Factor Xll.- similar al anterior, en ocasiones surge una forma adquirida por

nefrosis, hipovitaminosis K, anticoagulante y enfermedad hepatica,

-Factor Vill.- puede heredarse como recesivo autosémico, suele causar
sintomas de coagulacién anormal, epistaxis, equimosis y gingivorragia; la
forma adquirida se debe a hipovitaminosis K, administracién de warfarinay en
hepatopatia . Este defecto ocasiona dos transtornos congénitos. hemofilia A

(forma clasica) y la enfermedad de von Willebrand.

La hemofilia A es un transtorno recesivo ligado al sexo, transmitido por

mujeres que afecta a varones y se caracteriza por hemartrosis y hemorragia de

musculos y vias gastrointestinales.

La enfermedad de von Willebrandes de menor intensidad que la

hemcdfilia A, se caracteriza por funcién plaquetaria anormal, debido a la carencia

de un componente plasmatico llamado factor von Willebrand maduro y
deficiencia del factor VIII, transmitida como rasgo dominante autosémico, los
sintomas incluyen epistaxis, equimosis y hemorragia capilar posterior a extraccién
dental. La coagulacion intravascular diseminada y la fibrindlisis a veces inducen la

deficiencia adquirida del factor VIII.
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E! defecto de la coagu'acion referente a los transtornos plaquetarios se
dividen segun sea el tipo en: anormalidad en el numero (trombocitopenia y

trombocitosis) 6 de funcidn (trombastenia y trombocitopatia).

Para considerar otro defecto de la coagulacion nos referimos a defectos
vasculares que son debidos a la permeabilidad vascular anormal (deficiencia de

vitamina C) o la fragilidad (purpura).

Los pacientes con requerimientos transrfusionales con enfermedad de
Von Willebrand (y pacientes hemofilicos) presentan alto riesgo de desarrollar
algunas de las complicaciones entre Jas que se incluyen: hepatitis
postransfusional, paludismo transmitido por sangre transfundida; asi coma riesgo
elevado de padecer artropatia hemofilica y desarrollar invalidez progresiva; o
bien, presentar hemorragias viscerales, musculares profundas o en el sistema

nervioso central.



CAPITULO i

GENERALIDADES:

HISTORIA Y DEFINICION



HISTORIA
La enfermedad de von Willebrand es un desorden hemorragico
hereditario que se detectd por primera vez en numerosos miembros (3 ramas) de
una familia (23 de 66) nat6ivas de las islas Aland, situadas alo largo‘da las costas
de Finlandia (75). Esto se caracterizaba con un tiempo de sangria prolongado. El
desorden motivo que el investigador Eric von Willebrand efectuara los primeros
estudios, reportandolos en 1926 y 1931.

En 1957, se informd que muchos miembros de esta familia tenian
también una moderada deficiencia de factor VIH, asociado tambien con un
prolongado tiempo de sangria, hecho observado en algunos pacientes de otros

paises durante los 5 aiios precedentes.

Con el avance de la tecnologia se identificd la combinacion de
alleraciones en la molécula del factor VIl acompafiado de la prolongacién en el

tiempo de sangrado, y en conjunto sirven ahora para diagnosticar la enfermedad.

En nuestro pais, se ha detectado ia enfermedad desde hace 18 afios.
En el estudio més reciente efectuado en el IMSS en 1983 (1, 7), resulté que de 60
pacientes el 78% fueron del sexo femenino y el 22% de sexo masculino, con
edades que fluctuaban de 11 a 55 afios. Estos pacientes procedian de 24 familias
ubicadas en el Distrito Federal, Estado de México, Hidalgo y Sonora y todos con

ancestros de origen europeo y generaimente de raza bianca (1).

Este desorden de la hemostasia ha sido denominado con varios nombres como:
seudohemofilia, hemofilia vascular, angiohemadfilia, trombopatia constitucional,
tiempo de adherencia prolongada idiopatica y trombopatia de von Willebrand-

Jurgens; y parece que el mas acertado es el que se usa en la actualidad.
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DEFINICION

El factor VIl tiene dos actividades biologicas: coagulacion y
participacion en la hemostasia primaria (procoagulante). Cada uno de estos
componentes tienen distintas propiedades bioquimicas, inmunoldgicas y de orden

geneético.

La enfermedad de von Willebrand se debe a un trastorno en la

molécula del complejo factor VIIIVW.

La deficiencia aislada del factor Vill con actividad procoagulante
(FVIII:.C), es lo que caracteriza a la hemofilia cldsica, enfermedad que se transmite

ligada al cromosoma X.

La disminucién o alteracién funcional del factor Vil referido a la
coagulacion (FVIILR) se relaciona con la enfermedad de von Willebrand ya que
es el compiejo FVIII/VW del subendotelio que se adherira a los receptores de las
plaguetas en la formacién del codgulo.

Se ha determinado que la enfermedad de von Willebrand tiene un
patrén hereditario que depende de un gen autosémico dominante producido por
alteraciones cuanti y cualitativas del factor von Willebrand. Este factor es una

glicoproteina multimérica que se sintetiza en células endoteliales y en

megacariocitos, su funcién es ser cofactor para la agregacién plaquetaria al ‘

subendotelio, ya que acarrea el factor VIl procoagulante circulante de la sangre.



La subunidad vW madura contiene 2050 residuos de aminoacidos y
mas de 22 cadenas laterales de carbohidratos. El gen del factor vW consiste de
aproximadamente 180 kilobases y contiene 52 exones, y se localiza en el extremo
del brazo corto del cromosoma 12, ademds ahora se sabe que existe un

pseudofactor vW en el cromosoma 22,

El factor von Willebrand juega un papel critico en la regulacion de la

actividad del FVIIl por diversos mecanismos:

= E| FVW estabiliza al factor Vill en su secresion de la célula,

= El FW protege al FVill de la activacion por factor Xa, de la

inactivaciéon por proteina C activa, pero no de la aclivacion por

trombina.

=>El FYW previene al FVIIl del enlace a fosfolipidos y plaquetas

activadas.

=>El FVYW funciona como acarreador de FVIll a la vecindad de las

plaquetas adhiriéndose al endotelio dafiado.

La enfermedad de von Willebrand se caracteriza por un patrén bien
definido de los resultados de laboratorio, en las pruebas de hemostasia; tiempo de
tromboplastina parcial activado (TTPA), Tiempo de Protombina (TP), Tiempo de
Trombina (TT), Tiempo de sangrado, Tiempo de agregacién plaquetaria, tiempo

de lisis de euglobulina, recuento plaquetario y nivel de fibrinégeno.

En nuestro pais, en la mayoria de los casos (ya que la intensidad de la

enfermedad es variable), se determind que los estudios de TP, TT, fibrindgeno,
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lisis de euglobulinas y recuento plaquetario dan valores normales (dentro de las

referencias). El TTP resulté prolongado.,

El diagndstico de la enfermedad se apoyo en la determinacion del
factor VIII antigénico disminuido, considerandose no tan relevante el tiempo de

sangrado para el diagndstico, ya que aumenta cuando hay ingestion del acido
acetil salicllico, de acuerdo al Dr. R. Ambriz (1).

Como esta enfermedad es de caracter hereditario, presenta diferentes
intensidades, que se basan en el patrén de transmision genética, las alteraciones
de laboratorio encontradas en cada caso en particular o su forma de reaccion al

tratamiento, las variedades se clasifican de acuerdo al esquema No. 2
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ESQUEMA No. 2

VARIANTES PRINCIPALES DEL SINDROME DE VON WILLEBRAND SEGUN WINTROBE

autosomico con
niveles normales
en plasma
FVII:.C y FVIILLAg

Niveles en Deﬁcu.e:nte Respugsta Retencion
. agregacion con | desproporcionada anormal
plasma de: . . . .
ristocetina a la transfusion plaquetaria
wviiic VillAg
gen dominante bajo bajo + + + variante clasica. Tipo |
autosomico
gen recesivo muy muy + - + variante recesiva.
autosomico bajo bajo Plaquetas y células
(homocigoto) endoteliales clinicamente
deficientes severas en
VIlIAg
recesivo ligado al | bajo normal - - - variante Tipo ll, puede
gen x o alto ser cualitativamente
anormal
gen dominante normal | normal + + + variante Tipo B,

cualitativamente anormal,
predominancia de formas
moleculares de peso ligero,
no precipitadas por etanol,
concovalina A o
crioprecipitacion; movilidad
electroforética anodal y
anormalmente rapida,
contenido reducido de
carbohidratos e
inmunoensayo aberrante

+ = PRESENCIA,
- = AUSENCIA.

ESTA CLASIFICACION ENFATIZA EL CRITERIO GENETICO.
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El tiempo de coagulacion es por definicién prolongado en todas las
variantes, de acuerdo a M. Wintrobe (76).

En el caso del gen autosomico recesivo, afecta a homacigotos,
frecuentemente son el producto de matrimonjos consanguineos y tienen bajos
niveles de factor VIll:C y deficiencias tisulares de Vill:Ag. l.os heterocigotos son
asintomaticos. Los dobles heterocigotos con la forma dominante del desorden
también presentan severas alteraciones en la coagulacion y mas marcados los
resultados de las pruebas de laboratorio a veces hasta llegar al grado de no
distinguir las variantes dominante y recesiva. La variante ligada al gen X se ha
documentado en los familiares. Esta forma del sindrome (variante tipo 1) difiere

en algunas aspectos del dominante autosdmico y del recesivo autosomico,

Otros desdrdenes hereditarios se han asociado a la enfermedad de
von Willebrand en familiares como son: anemia falciforme (forma de hoz),
telangiectasia hemorrégica hereditaria, hemofilia A, disfuncidn plaquetaria,
trombocitopenia, deficiencia de factor Xii (variante San Diego de la enfermedad
de von Willebrand).

Behring propane la siguiente clasificacion det Esquema No. 3
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ESQUEMA No. 3

TABLA DE CLASIFICACION ACTUAL. BEHRING

Tipo
Tipoi TipollA Tipoll B TipoliC TipollD Tipo Ilf Plagueta
Transmisién genética| dominante | dominante | dominante recesivo dominante recesivo dominante
FVilli.C disminuido | normalo normal o normal o normal o bajo normal o
onormal | ligeramente | figeramente | ligeramente | ligeramente 1-5Ul/di ligeramente
bajo bajo bajo bajo bajo
FVW:Ag bajo cercano a casi normal normatl <5 disminuido
normal normal ui/di
ELISA/IRMA bajoo bajo bajo bajo bajo <0.1 bajo
disminuido Uidi
FvW:Rcof bajoo bajo bajo bajo bajo ausente bajo
disminuido '
Muitimeros del FVW todos en | ausencia de | ausencia de | ausencia de | ausencia de no hay ausencia de
en plasma cantidad | multimeros | muitimeros | multimeros { multimeros | proteina mutltimeros
reducida | intermedios mas grandes, grandes, grandes
y grandes grandes estructura bandas
anormal de { aberrantes
tripletas

TOMADA DEL BEHRING HAEMATE P BOOKLET (77), Y ES LA MAS RECIENTE CLASIFICACION.
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Indice de siglas.- Es conveniente introducir algunas definiciones y analisis de
siglas:

FVIll Factor VIl es una proteina involucrada en el patron intrinseco de la

coagulacion y que tiene tres propiedades medibles.

FVIII:C.- Actividad procoagulante, factor antihemofilico, es la actividad
coagulante del plasma normal, capaz de corregir defectos de cuagulacion
del plasma hemofilico y se determina con una prueba de tiempo de
tromboplastina parcial midiendo la coagulacion del plasma diluido en un

plasma deficiente de factor VIl

FVIlI:R .- factor von Willebrand especifico, es la proteina ‘polimérica de gran
tamanio que corrige los defectos de la funcién plaquetaria de la enfermedad
de von Willebrand, es necesaria in vivo para que la adherencia
plaquetaria y el tiempo de sangrado sean normales y se determina con dos

pruebas.

FVIll R:Ag.- Actividad antigénica, es necesaria in vivo factor para que la
adherencia plaquetaria y el tiempo de sangrado sean normales al unirse el
factor VW y formar un complejo, se determina por inmunoelectroforesis
cuantitativa de Laurell con la modificacion de Zimmerman y con placas

fotograficas, agarosa y antisuero de conejo dirigido contra VIIIR:Ag.

FVIll R.RCo 6 FVIilr.- es la propiedad del factor VIll de ser soporte de la
agregacion de plaquetas normales inducida por ristocitina. Dan falsos

positivos a esta prueba los pacientes afectados por enfermedades



plaquetarias primarias como el sindrome de Bernard Soulier, y no es

prueba sensible para una enfermedad de von Willebrand leve.

FvW 6 FVIIIIFVYW. - Factor von Willebrand, causa la aglutinacion de plaquetas al
subendotelio de la region dafada. Se determina por el método de
floculacién macroscépica de Allain usando formaldehido para la fijacion de

plaquetas y pruebas especificas como se vera mas adelante.

TS.-Tiempo de hemorragia o sangrado, sirve para evaluar la funcion
hemostatica global y detectar transtornos congénitos y adquiridos en la

funcién plaquetaria; se determina por el método lvy

FC.- Fragilidad capilar sirve para evaluar la fragilidad de las paredes capilares e

identificar deficiencia plaquetaria, se detemina por la técnica Rumpel-Lude.

TTPa.- Tiempo de tromboplastina parcial activada, sirve para identificar
deficiencias de los factores de la coagulacion en vias instinsecas, se

determina por el método Biggs y Douglas.

TP.- Tiempo de protombina, sirve para evaluar sistema extrinseco de la
coagulacion y para determinar la reaccién a los anticoagulantes ingeribles;

se determina por el método de Quick.

TT.- Tiempo de trombina, sirve para determinar deficiencia de fibrindgeno,
facilita el diagnéstico de coagulacion intravascular diseminada y
enfermedad hepatica, permite evaluar el tratamiento con heparina,

estreptocinasa o urocinasa.



pdf.- Productos de degradacion de fibrina, que sirve para detectarlos en la
circulacién, para diferenciar la coagulacion intravascular y determinar el

grado de fibrindlisis durante la coagulacién

Recuento plaquetario.- sirve para evaluar la produccion de plaquetas, los
efectos de la quimioterapia o radioterapia en ella, se determina por

recuentos directos.

Agregacién plaquetaria.- sirve para detectar trastornos hemorragicos

congeénitos y adquiridos de las plaquetas.

CP.- Consumo de protombina, sirve para detectar deficiencias de plaquetas o
factores de coagulacion esenciales para la formacion de tromboplastina

(Factores Vi, IX, XI Y Xiil), se emplean los métodos de Bigg y Sen.

Medicion de factores I, V, Vil y X.- sirve para identificar deficiencia de factor
especifico, estudiar defectos congénitos, vigilar la administracion de

anticoagulantes y estudiar el sistema de coagulacion extrinséco.

Fibrinégeno plasmético.- sirve para facilitar el diagnéstico de trastornos
hemorragicos ya que sus niveles ¢stan alterado$ o disminuidos en

etiologias caracteristicas.

Lisis de euglobulinas.-Esta prueba se utiliza para evaluar la fibrinélisis aunque

no es especifica, pero si se refleja la actividad inicial de la hemostasis.

Factor VIil.- Es una proteina involucrada en el patrén intrinseco de la

coagulacion, es una molécula compleja compuesta de al menos dos
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componentes disociables, cada uno con diferentes propiedades bioquimicas y

funcionales.

El FVIﬂ es una macromolécula que puede concentrarse por
crioprecipitacion y filtracion en gel, determinandose un peso molecular de
1'000,000 a 2'000,000, contiene una alta concentracion de acido silico y otros
carbohidratos, El factor Viii es inestable en plasma con citrato y es rapidamente

inactivado por agentes fuertemente quelantes.

Silber y Finlay (59), en 1982 después de examinar la interaccion del
factor VW porcino con plaquetas humanas en presencia de ristocetina, asumen
que el factor VW es un tetramero con un peso molecular de 9.5 x 105, con
94000 sitios de unién por plaqueéta y con un promedio de enlace constante de
2.1x10-8 y observaron en este experimento que el factor VW humano compite
con la proteina porcina por estos sitios de enlace solo en presencia de

ristocetina.

En el mismo aflo EP Kirby (44) en su estudio de la aglutinacién de
plaquetas humanas por factor VIilR bovino, determiné que la optima
aglutinacion ocurre a un pH de 6.5 a 7.5 y el punto isoeléctrico del factor VIIi:R

fue de 4.3, o que indica que tiene una carga negativa neta a pH fisiolégico.

El factor Vill puede ser disociado I/n vitro en dos subunidades:
FVilLlAg y FVII:.C, a partir de sangre heparinizada y completado por una
filtracion en gel con amortiguadores de alto contenido de iones Calcio, 0 aun por

pasar este factor VIl a través de una columna conteniendo inmunoabsorbentes
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preparados a partir de Ac heterdlogos. Esta disociacién es mas facil si primero

se concentra por crioprecipitacion.

Bajo circunstancias normales FVII.Ag contiene las actividades
correspondientes a FVIII:R y FVIIIIFVW y el factor responsable para la retencion

plaquetaria en columnas de vidrio y con perlas como soporte.

Hay evidencias indirectas de que FVIIIWWF puede ser un
componente separado que reside en la porcion rica en carbohidratos de la

molécula FVIIl:Ag unida por enlace covalente.

La interpretacién esquemética de la subunidad del factor VIll la dan

BG Firkiny M.A. Howard (segin Wintrobe, 76) y proponen que sea

vV Viii:Ag
W z==zsz]=seszzszs Fvili:C
Enlace covalente
F
ACARREADORA DE
PROTEINAS PARA
FVIili:.C
FVIli.C - Factor de actividad coagulante.
VWF - Factor de von Willebrand
FVIll:Ag - Factor VIl referido al antigeno.

En la actualidad se manejan otros esquemas, este solo se refiere a la

subunidad.
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La proteina relacionada con el factor Vill:R, segundo componente
molecular del FVIII, tiene gran tamaiio, se encuentra compuesta de mulltimeros
en una poblacién heterogénea y tiene un peso molecular de 850,000. Las
subunidades que la componen tienen un peso molecular de 195,000 a 240,000,
su compasicion bioquimica corresponde a la de una glucoproteina, con 5 a 6%
de carbohidratos como hexosa, hexosamina y acido sidlico. Esta proteina se

identifica por medio de anticuerpos precipitantes de conejo (FVIll R:Ag).

Esta proteina FVIIER es deficiente en los pacientes con la
enfermedad de von Willebrand, también esta proteina es la causante de la
agregacion plaquetaria inducida por ristocitina en la prueba que identifica alguna
funcidn del factor von Willebrand

Jeanneau y Sultan (33) en 1982 informaron que el factor VIII/VWF:Ag
(VIIIR:Ag) ha sido localizado en las células endotellales humanas por un método

con inmunoperoxidasa y microscopia electrénica.

Kadhom et al (34) en 1988 hicieron un estudio del antigeno del factor
Vill procoagulante en tejidos humanos como higado, pulmén, bazo, placenta y
cordén umblical por una técnica de inmunoperoxidasa usando un complejo
avidina-biotina (ABC) y concluyeron que las células andoteliales del higado son
el mejor sitio de aimacenamiento del FVIil y que el puimén y la placenta pueden

ser una fuente sustancial de FViil.

El factor VIIl:Ag se ha identificado en las plaquetas en la membrana

externa y en la fraccion granular,

Algunos autores consideran que el sitio de la sintesis para el factor

Vill es el sistema reticulo endotelial (sistema fagocito mononuclear). El riiidn
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participa en esta sintesis, debido a que produce una proteina de bajo peso

molecular que exhibe actividad de FVIII:C in vitro.

La concentracion plasmatica de factor VIl es 1 a 8 ug/ml. Solo una
pequena cantidad de FVIII esta presente en la linfa, el tiempo de vida media en
una transfusion a paciente hemofilico es de 3 a 6 h, aunque hay un componente

lento con un tiempo de vida media de 8 a 18h.

Y. Katagiri y Col.(35) en 1990 estudiando la localizacion del factor vW
indica que la glicoproteina Ib de la membrana plaquetaria (GPIb) funciona como
receptor para trombina y factor de von Willebrand en presencia de ristocetina.
El dominio' de enlace del factor de von Willebrand existe en una pequefia
region entre residuos Asp235 y Lys262; el dominio interactuante de trombina, en
contraste, se localiza entre los residuos Phe216 y Ala274, con un posible centro
de interaccién en la secuencia de Phe216 a Thr240 en la cadena alfa de la

glicoproteina Ib de la plaqueta.

2 .. ) . n
U Dominio: “Dominio es una unidad contpacta, globular de I estructura proteica™ L, Stryer”,
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ETIOLOGIA Y FISIOPATOLOGIA



ETIOLOGIA

En 1933 von Willebrand y Jurgens en uno de sus escritos originales
llegaron a la conclusion de que existia un defecto de adhesividad o agregacion
plaquetaria en sus pacientes; el instrumento que emplearon para medir estas
propiedades fue un trombdmetro capilar que media el tiempo de formacion del
trombo de sangre en tubos capilares. Los autores dijeron que este tiempo era

normal en pacientes de hemaofilia ligada al sexo.

En 1956 se informd que el tiempo de sangria en pacientes con la
enfermedad de von Willebrand se acortaba transitoriamente después de recibir
una transfusion de plasma pobre en plaqdetas. Despudés se demostré que el
factor responsable de este efecto se hallaba en la fraccion rica de factor Vill en
plasma normal; luego se determind que el factor antihemorrdgico era distinto al
factor Viil, puesto que un efecto similar sobre el tiempo de sangria podia darse en
fracciones de sangre obtenidas de pacientes normales y hemofilicos analizados

de datos obtenidos de la prueba Duke e ivy.

A partir de los afios setentas se determiné que existia algin defecto en
las propiedades adhesivas de las plaquetas, que es el responsable de la
prolongacion del tiempo de sangria y que hay un factor del plasma ausente en la
enfermedad de von Willebrand, necesario para la adherencia plaquetaria normal.
Esto se pudo determinar gracias a la filtracion de sangre venosa a través de una
columna empacada con perlas de vidrio resultando que la retencién plaquetaria

estaba disminuida en pacientes con la enfermedad de von Willebrand.

Otro defecto plaquetario considerado en este tiempo se refiere a la
agregacion con el antibidtico ristocetina, la cual deberia causar la agregacion

plaquetaria cuando se adiciona plasma rico en plaquelas con citrato, la
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agregacion no se da en enfermos von Willebrand y se ha observado que
tampoco en pacientes con el sindrome de Bernard-Soulier. Sin embargo no todos

los pacientes de von Willebrand dan la misma respuesta a la ristocetina.

Se ha visto que la concentracién del factor Viil esta disminuida en
pacientes con la enfermedad clasica de von Willebrand; sin embargo, cuando se
les hace una transfusion de plasma hemofilico aunque deficiente en FVIl,
incrementa en forma progresiva la concentracion de este Ultimo factor. También
ha prdpuesto que el gen (locus) autosomico von Willebrand controla la
produccién de una proteina estructural que se combina con el producto del
cromosoma X para formar una molécula complementaria de FVIIl. También se
dice que los pacientes de la enfermedad von Willebrand pueden ser incapaces
de sintetizar factor VIIl, mientras que los hemofilicos sintetizan una proteina

similar pero funcionalmente inactiva.

Las consideraciones anteriores dieron lugar a pensar que los defectos
plaguetarios y hemostéticos en pacientes von Willebrand pueden ser corregidos
por transfusion de plasma o fracciones plasmaticas que contengan FVIll o ain
fracciones de plasma de hemofilicos, se hicieron otras investigaciones como un
experimento en el que se analizaba que el enlace del factor VIII:R bovino a las
plaquetas causa aglutinacion de las plaquetas y este modelo se emple para ver
la interaccion plaquetaria en el subendotelio con dafio vascular y se pudo
determinar que la ristocitina promueve el enlace del factor VIIl:R bovino a las
plaquetas pero no promueve la agiutinacion de plaquetas por el factor VIII:R

bovino.

Para 1988 ya se consideraba que el factor vW es un factor hemostatico

importante sintetizado por células endoteliales y es una glicoproteina plasmatica
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grande que promueve la adhesion de plaquetas al pre-pro-polipéptido. Durante
sus transporte al exterior de la célula la cadena sencilla de polipéptidos se
ensamblan en multimeros. El propalipéptido puede ser anclado y también ser
secretado. El propolipéptido libre se identifica como el antigeno vWII, una

glicoproteina plasmatica de funcion desconacida.

El factor vW consiste de una serie heterégena de multimeros,
compuesta de aparentemente subunidades glicoprotéicas sencillas unidas por
enlaces disulfuro. La potencia hemostatica del factor vW fue mostrada como la
que incrementa conforme incrementa el tamafio del muitimero. Ei ensamble
muitimérico del factor vW es un aspecto crucial de su biosintesis, ademas el factor
vW puede ser sacrelado y almacenado bajo estimulacién de las células

endoteliales.

Mecanismo de accidn: Las plaquetas de pacientes con la enfermedad de von
Willebrand se adhieren al caldgeno, liberan ADP y se agregan de forma normal,
sin adherirse al labio endotelial de la herida.

Naturateza del defecto del Factor Vill.- La evidencia sugiere que los pacientes
con este desorden tienen una anormalidad cualitativa 0 cuantitativa de una
proteina FVIII/FvW cuya sintesis en células endoteliales esté4 controlada por uno o
mas genes autosomicos. Esta proteina puede enlazar las plaquetas al
subendotelio y asi promover la acumulacién plaquetaria a sitios con dafio
vascular, regulando también el nivel plasmatico de otras proteinas con actividad

FVIIL.C que es un complejo no covalente en plasma.
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Se investigd la interaccion entre FVIIl humano purificado y los
fosfolipidos encontrandose que la zona de actividad de este factor es afin a

algunos fosfolipidos.

Biosintesis.-En el plasma, el factor Vil circuta como un heterodimero consistente
de una cadena pesada de 90 a 200 KDA en un ion metalico dependiente de la
asociacién con una cadena ligera de 80 KDA. Este complejo es enlazado por
interacciones no cavalentes al factor vW, una glicoproteina plasmatica muitimérica
grande la cual media la adhesion de plaquetas al subendotelio dafiado. La
presencia del factor vW es requerida para estabilizar el factor VIl en ptasma. Ei
factor VIl estd compuesto por tres dominios los cuales acurren en el orden Al—A2
-B—>A3-5C1->C2. El dominio A ocurre dos veces en la cadena pesada y una en
la cadena ligera y tienen homologia con ia ceruloplasmina, una proteina con

enlaces de cobre en plasma.

Los dominios C ocurren dos veces en la cadena ligera y tienen

homologia al enlace fosfolipido de as proteinas.

El dominio B del factor VIIl es Unico y contiene 18 de 25 sitios de
glicosilacién que por medio de aspéragina se una al factor Vill y el cofactor
protéico homdlogo: factor V, los dominios B tienen fuertes divergencias pero los
de los factores V y Viil no se requieren para la actividad procoagulante de esas

moléculas in vitro o in vivo.

El factor Vil es translocado dentro del lumen del reticulo endoplasmico
durante el cual una serial péptida de 19 aminoécidos se ancla. La adicién de altas

unidades del oligoscarido manosa ocurre en el reticulo endopldsmico, quien
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después transita al complejo de Golgi donde la mayoria de los sitios de
glicosilacion unidos al amino terminal en la cadena pesada se modifican a
estructuras hibridas. Hay adiciones de oxigeno unidos a azlcares en la cadena
pesada y también hay sulfonacion que ocurre en residuos de tirosina dentro de
las regiones acidas entre los dominios A1 y A2 en el amino terminal derivado del
fragmento que se anclé, asi pues ahi en el complejo de Golgi el factor VIl es
clavado para generar las cadenas pesadas y ligeras donde en presencia del factor
vW ensamblan ambas dentro del complejo estable ligado por un puente de ion
metalico. En ausencia del factor vW, las cadenas pesadas y ligeras son

secretadas disociadas o son rapidamente desligadas.

Los estudios dependientes del tiempo de adhesidén plaquetaria y el
enlace del FVIlI-FVW al subendotelio arterial humano se lievaron a cabo in vitro,
usando el marcador CrS1 para plaquetas y el 1125 para FVII-FvW; encontrandose
que el enlace de FVIII-FVW precede el incremento en la adhesion plaquetaria y
que el arreglo puede ser causado directamente por FVII-FVW o indirectamente

como resultado de un mejor acomodo de ias plaquetas de contacto.

Para determinar la composicion de aminodacidos del fragmento FYW
Nosaki et al (53) disefiaron experimentos utilizando calpain Il porcino (cistina
proteinasa dependiente de calcio) para fijar el factor vW humano en una solucién
de SDS (dodecil sulfato sodio) en 2 fragmentos y electroforesis en gel de

poliacrilamida, separandose los fragmentos principales por electroelucién.

La composicion de aminoacidos de esos fragmentos fue similar a
aquellos de partes equivalentes del FvW humano, la secuencia amino terminal del

fragmento de 165 KDa fue SLSCRPPMVH que coincide con la determinacién de
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Titani en 1986; y la secuencia del fragmentc 145 KDA fue SHRVNCDRGL

comenzando desde el aminoacido 1151.

Para la identificacién de las secuencias repetitivas en los sitios de
iniciacion de la transcripcion en el gene humano del factor vW se determiné
. clonando el que con DNA complementario y oligonucléotido complementario a
areas del factor vW en el RNA mensajero del extremo §terminal de la regién que
no cambia. La secuencia fue de 2158 pares de bases del sitio de iniciacion de a

transcripcion, se reportd el primer exon y el primer entron-exon.

El primer exon incluye la secusncia entre 5°de 250 pares de bases y el
coddn de iniciacién de la translacion comienza en el segundo exon y esto sugiere
un mecanismo de control para la célula de expresion especifica de factor vW. Se
encontraron 32 pares de bases para el sitio de iniciacion de la transcripcion a los
nucléotidos 1030 y 1806 siendo repetitivas las secuencias ALU de
aproximadamente 300 pares de bases. Los eventos recombinantes des estas
secuencias podrian resultar en algunas formas clinicas de la enfermedad VW que

involucran defecto en la transcripeion.

A continuacién se presenta la secuencia completa de nucledtidos del
factor vW del DNA complementario y la secuencia de aminodacidos pronosticada

para el pre profactor vW.
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Sadier et al, Bonthron et al, y Verwei, et al (72) dilucidaron la secuencia
de nucléotidos y la de aminoacidos (las cuales estan representadas por el codigo
de una letra), estan numeradas separadamente, Las flechas indican los sitios de
anclaje para la senal de peptidasa (186) y proteinasa (2410) respectivamente. El
propolipéptido se extiende desde el residuo aminoacido 23 (alanina A) al 763
(arginina R) y el factor vW maduro a partir de 764 (serina S) a la 2813 (lisina K).

Las secuencias subrayadas (N-X-S/T)' representan sitios potenciales
de glicosilacion unidos al extremo amino de la asparagina. Las secuencias arginia
-glisina-asparagina R-G-D presentes en el propolipéptido y el factor vW, estéan en
un rectangulo.

Se determino en 1986 que el RNAm del factor vWV es considerablemente
mds largo que el requerido para enclavar la proteina precursora y esto ha dado

pie a un nuevo concepto de la biosintesis del factor vW.

Es evidente que este RNAm codifica para dos distintas proteinas: la

glicoproteina del factor vwW maduro y el Ag Il de VW,

El esquema mds simple -para la biosintesis del factor vW maduro

incluye solo dos etapas del proceso proteolitico:

Primero una sefial peptidasa remueve el amino terminal del péptido de
22 residuos aminoacidos durante el transporte de la cadena de polipéptido en
crecimiento a través de la membrana del reticulo endopldsmico rugoso y se da la

parte esencial de la glicosilacion.

!'La fémmula general se refiere a NGT-420, NKT-590, NIS-753, NLT-2120, NCT-2770, NLT-3813, NRS-

4670, NRT-4840, NVS-6790, NCT-6990, NFT-7190, NST-7320, NVS-7760, NGT-7860, NNT-8030 Y NGS-
8490.
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Estas molééulas de profactor vW consistentes de 2791 residuos de
amino &cido, formaran dimeros por enlaces disulfuro en intercadena a sus
respectivas terminales carboxilo. Tales dimeros son transportados al aparato de
Golgi, dénde ocurre la sulfatacion de las moléculas y los residuos glicosilados se

convierten en complejos.

De estos procesos resultan subunidades de profactor de peso
molecular de 360.000; la discrepancia entre este valor con el de 275 reportado por
Wagner y Marder (73), se debe probablemente a la estimacion del peso molecular

relativo de glicoproteina en geles de poliacrilamida-SDS.

Del aparato de Golgi a la ultima secresion de la superficie celular, el
factor vW puede seguir dos patrones: puede ser almacenado y liberado bajo
estimulacién con agentes como trombina (patrén regulatorio) o puede liberarse
continuamente (patrén constitutivo), en este Ultimo los dimeros del profactor vW
paralelamente multimerizados (en aparato de Golgi), se transportan a la superficie

celular.

El segundo evento proteolitico divide la molécula del profactor vW en
dos proteinas: el propolipéptido (Ag Il VW) y el factor vW maduro. Asi es comun
que la multimerizacién ocurra en el aparato de Golgi en su parte transversal y los
multimeros grandes puedan ser almacenados en los cuerpos de Weibel-Palade,
estos organelos de almacenamiento contienen una subclase de multimeros
activos del factor vW grandes y pesados consistentes solamente de subunidades

maduras.

Los indicadores sugieren que el evento proteolitico para las moléculas

del profactor vW, destinadas al patrén regulatorio, ocurren dentro de los cuerpos
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de Weibel-Palade, de acuerdo a los experimentos de Montgomery et al. Usando

métodos inmunaldgicos demostraron la presencia del Ag Il de VW.

La estructura repetitiva de la proteina precursora del factor vW,
incluyendo una duplicacién, dos triplicaciones y una cuadriplicabién indican que el
gene cromasomal esté envuelto en eventos duplicativos de al menos 4 diferentes

.dominios (A, B, C, y D para el factor vW). Los dominios D3 en cada dimero estan
involucrados en enlaces disulfuro interdimero pafa formar multimeros. Se han
presentado argumentas que demuestran que IoS daminias D1 y D2 constituyentes
del Agll VW son obligatorios -en fos pracesos de 'multimarizacién. La funcién
principal del dominio D repetido es para facilitar {a formacion de estructuras
multiméricas muy largas, sirven para conectar las plaquetas con ia pared del vaso
dafiado. Se demostré que dos diferentes péptidos (residuos amino écidas 1360-
1385 y 1733-1760, respectivamente) generados de la subunidad del factor vW
maduro, exhiben actividad coldgena enlazante siendo el primero localizado dentro

del domino A-1, mientras que el segundo se localiza en el homélogo A-3.

C. Verweij et al (71, 72), proponen que la mutimerizacion de los

dimeros profactor vW procede de la siguiente manera;

« El dimero asociado por no covalencia, las interacciones intermoleculares son
mediadas por pares de dominios D1-D2, mientras que las interacciones

similares pueden existir entre pares de dominios D-D3.

+ Los enlaces disulfuro entre pares de dominios D3 estabilizan la conexion de

los dimeras profactor vW.

» Finalmente, el proceso protealitico, libera el dimero del propalipéptido.
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Para que se entienda a que nivel del rfactor vW se encuentran las
diferencias que dan lugar a las variantes en la enfermedad vW, mencionaremos la
variante mas estudiada (25), nos referimos a la "Normandia" el cual corresponde
a una anormalidad en cuanto al enlace con el factor VIlI; para lo cual se debid
digerir con tripsina y comparar luego los péptidos resultantes, luego se sometio a
electroforesis que pueda mostrar una banda correspondiente al péptido que va del
aminoacido 1 al 272, los exones se amplificaron en las secuencias 18-24 por el

uso de polimerasa en una reaccion en cadena. Resulté un punto de mutacion C.
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Localizacién .- C. Verweij (71, 72) para la localizacién diferencial del factor vW
empleé una técnica indirecta de inmunofluorescencia en cultivo de células
endoteliales previamente fijadas y tratadas con alcohol/acetona, paraformoldehido
y 2% de triton x-100. . Su localizacion celular fue en células endoteliales lo que es
morfolégicamente consistente con su confribucion en la regulacion de la

tromboresistencia de las paredes de los vasos sanguineos.

Para 1982 se determind la localizacién de los dos factores por
microscopia inmunoelectrénica usando fragmentos Fab acoplados a peroxidasas,

encontrandose estos factores en las células endoteliales humanas.

La topografia del complejo FVIII/FVW fue evaluada por transferencia de
energia fluorescente usando las subunidades del factor VIll modificadas con N-(1-
pirenil) maleimida (NPM donador de fluorescencia) y fragmentos derivados del
FvW modificados con 7 dietil amino-3-(41-maleimidilfenil) -4-metil cumarina (CPM
aceptor de fluorescencia). Se encontré la subunidad del interfactor Vil en la
cadena pesada en el Cys 528 y en la ligera en Cys 1858. La modificacién de la
fluorescencia del homodimero del factor VW (residuo del 1 al 1365), indican
multiples sitios de ataque en Cys 126/135/1360 como determinantes para el
analisis de secuencia en la profeina modificada. Los niveles del aceptor sugieren
una estequiometria equimolar del factor VIl (en las cadenas ligeras) fragmentos
del factor vW en los complejos reconstituidos. Estos resultados indican un arreglo
espacial muy cerrado entre el dominio A3 de la cadena ligera del factor Vill, el
dominio A2 de la cadena pesada del factor Vil y el amino terminal del factor vwW

en el complejo del factor VliI-factor vW.

También para la localizacion del antigeno procoagulante del factor Vil

(VII:-Ag) y el antigeno del factor vW, se investig6 en higado humano, pulmén,
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riidn, cordon umblical y placenta por su técnica de inmunoperoxidasa usando un
complejo de avidina biotina (ABC), resultando la tincion positiva en las células
endotaliales de venas, arterias y sinusoides del higado, tan bien como en células

endoteliales de placenta, pulmén y rifion.

El antigeno del factor vW fue detectado en las células endoteliales
vasculares de todos los drganos explorados. La tincion de la intensidad para
ambos factores (VIll y vW) varia en los diferentes tejidos y muestran un pat;én
distintivo de distribucion en el higado. Del analisis de los resultados se ve que las
células endoteliales del higado son el mejor sitio para que el factor FVIll se
almacene y desde ahi pueda pasar a la circulacién. La intensidad de la brillantez
del teriido de los dos factores en el pulmdn y placenta, sugiere que estos dos

epitelios deben ser una fuente sustancial del factor VIlI.

Otro método desarrollado en 1990 para la localizacién del factor vW
emplea a la glicoproteina IL (GPib) de las plaquetas humanas en presencia de
ristocetina dando como resultado que el péptido de mayor accién se localiza del
Asp249 al Asp273, existiendo una pequefia regidn entre los residuos Asp235 y
Lis262 para el dominio que enlaza al factar VW, en contraste con un posible centro
de interaccion entre los residuos Phe216 aTho240 del segmento Phe216 a Ala276
del GPlb en la cadena alfa donde enlaces de trombina requieren una

conformacidn estricta en este dominio.

En la representacion esquematica de la estructura repetitiva de
profactor vW. La linea superior del siguiente diagrama (esquema 4) representa la
proteina precursora del factor vW. Area sombreada representa al propolipéptido y

el drea oscurecida es el factor vW maduro; y se indican los dominios triplicados
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"A" (A1, Agy A3) y "B" (B4, Ba y B3) ¥ el dominio duplicado "C" (C4, C5); el dominio

cuadruplicado "D" (D4 a D4) y el dominio D' parcialmente duplicado.

Estas repeticiones corresponden con los siguientes residuos de

aminoéacidos.
Ay (1242-1480), A(1480-1673), A3(1673-1875)
B, (2296-2331), "B, (2340-2366), "B (2375-2400)
C; (2400-2518), C, (2544-2663)
D, (34 - 387). D, (387-746), D, (B66-1242), D (1947-2209)
D' (769 866)

En el esquema No. 4 las posiciones de los tripéptidos R-G-D se

muestran como un tridngulo.

La secuencia RGD arginina-glisina-asparagina, esta presente en el

propolipéptido en la parte C terminal del dominio Cqy D, y en el FvW maduro.

Media la actividad celular de |a fibronectina y del FvW al quererse unir
ambos al receptor de la glicoproteina llb/llla de las plaquetas RGD inhibe las

interacciones de ambos con las plaquetas.

Ademas se esquematiza la posicion de los 6 exones que corresponden
a los residuos de aminodcidos como sigue: exon 1 (1226-1685), exon 2 (1685-

1724), exon 3 (1724-1771), exon 4 (1771-1818), exon 5 (1818-1875) y exon 6
(2630-2662).



ESQUEMA 4

REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA ESTRUCTURA REPETITIVA DEL PRO FVYW
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" FISIOPATOLOGIA

Considerando que el defecto basico de la enfermedad de VW es una
anormalidad o deficiencia del factor VIIlFW, y que estos factores de la
coagulacion se requieren para la funcién plaquetaria normal, y las anormalidades
en las etapas iniciales de la hemostasia primaria resultan cuando se encuentran

en concentraciones bajas, constituyen la diatesis de la coagulacion,

Durante muchos afios se consideré que las anormalidades de la
hemostasia primaria en enfermos VW era el resuitado de defectos vasculares
primarios o de una anormalidad intrinseca en plaquetas, y que se podia demostrar

por métodos que midan la adhesion plaquetaria a la superficie subendotelial.

Los inmunoensayos han revelado niveles de actividad subnormales del
factor VIIi:Ag en ila mayoria de los pacientes con enfermedad de vW. Otros
estudios revelaron anormalidades cualitativas de la molécula del factor Vill,
particularmente comtn en la variante de la enfermedad de tipo B, en la cual la
reactividad antigénica deficiente y discrepancia entre los resultados de varios
inmunoensayos son caracteristicos. En homocigotos con la forma recesiva del
desorden, el FVill:Ag no puede demostrarse en células endoteliales o plaquetas

aun después de la transfusion.

De las anormalidades bioquimicas podemos anotar que en la variante B
de la enfermedad de vW el factor VIii presente es anormalmente pequerio,
presentando una anormal movilidad electroforética andédica répida y un contenido
de carbohidratos subnormal, no precipita con concanavalina A, solventes o
croprecipitacion; se ha sugerido que tal factor (pequefic) es el resultado de
sintesis deficiente y una desbalanceada produccién de moléculas pequefias que

no sirven de soporte a la adhesion plaquetaria.
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El subtipo Il B esta caracterizado por la ausencia de multimeros de alto
peso molecular del factor W en plasma pero hay todos los multimeros en
" plaquetas. Hay dos posibilidades para explicar por qué las formas intermedias y
pesadas del factor vW estan ausentes del plasma, la pérdida podria ocurrir
durante el proceso de liberacion del factor vW de las células endoteliales y
plaquetas o iniciar solo cuando los factores VW de nueva sintesis hacen contacto
con los componentes sanguineos. El grupo normal de multimeros que esta
presente en el medio apropiado de cultivo de células endoteliales sugiere que los

multimeros mds pesados desaparecen después del contacto con la sangre.

Consecuentemente el subtipo Il B de la enfermedad vW es obviamente
causado por la sintesis de un factor vW anormal con afinidad incrementada por

las plaquetas, debiéndose la ausencia a un enlace directo a las plaquetas.

Tanto en el tipo Il A coma el tipo Il B se caracterizan por la ausencia
de multimeros pesados en plasma pero en ambaos no se debe a cambios en el

proceso de multimerizacion de la molécula (51).

Otra explicacion para el defecto en el tipo Il B puede ser una mutacion
gue causa un cambio en la molécula del factor vwW comparable con el cambio
inducida par la interaccion con ristocetina, la mutacién debe causar un cambio
relativamente pequefio en la estructura primaria, pofque los pesos moleculares

aparentes del factor vW inmunoprecipitado de células normales son los mismos.
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Transmision genética

ESQUEMA No. 5§

CLASIFICACION DE LA ENFERMEDAD vW
Segun Cornelis L. Verweij

Autosomico dominante

Autosomico dominante

Autosomico dominante

Tipo i

Autosdmico recesivo

Tiempo de sangrado

prolongado

prolongado

prolongado

prolongado

Factor VIII de actividad
procoagulante

(VIII:C)

disminuida

disminuida o normal

disminuida o nomal

disminuida

Antigeno factor vW
(VWFAg)

disminuido

disminuido o normal

disminuido o nommal

disminuido o ausente

Promueve Ia
aglutinacion de
plaquetas lavadas en
presencia de ristocetina
(VWFRCo)

disminuida

marcadamente
disminuida

disminuida o normal

ausente

Agregacion plaquetaria
inducida por ristocetina
en plasma rico en
plaquetas, (RIPA)

disminuida o normal

ausente o disminuida

aumentada

ausente

Estructura multimérica.

normal en plasma y
plaquetas

ausencia de multimeros
grandes y medianos de
plasma y plaquetas

ausencia de solo los

multimeros mas
grandes del plasma
nommal en plaquetas

variable




CAPITULO IV

INCIDENCIA



No se ha informado de predileccion o iInmunidad racial o étnica, pero el
tipo dominante puede sér una de las alteraciones hemorragicas congénitas mas
comunes,; en muchos lugares ocupa el segundo lugar en incidencia después de la
hemofilia tipo A (76). En Suecia para 1976 hablan reportados 240 familias que
manifiestan esta enfermedad representando 10 casos por cada 100,000
habitantes. (75)

Ademas se considera que las manifestaciones leves pueden
permanecer sin diagnosticar, las incidencias de las formas severas se ha

estimado en 1 por 1 millén de personas para 1978, (75).

Dentro de otros estudios de incidencia en pacientes con otra
enfermedad paralela, de Japdn reportaron en 1988 que los pacientes con
enfermedad de von Willebrand resultaron seronegativos a Ac del virus del SIDA,
no asi los hemofilicos tipo Ay B que resultaron seropositivos en un 23.4 y 45.5%

en cada caso. (36)

La fundacion para la hemofilia en italia, reporta en el mismo afio un
estudio para evaluar la prevalecencia y caracteristicas del virus del SIDA y
referirlas a pacientes hemofilicos, se encontré seropositividad en el 23% de estos
enfermos, los de hemofilia B representaron el 44%, luego con el 29% de los

hemofilicos, los de hemofilia Ay los enfermos de VW con el 4%, (29).

Aun se estudia la prevalencia del virus entre los hemofilicos europeos.
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L.a enfermedad de von Willebrand se ha descrito en asociacién con
otras anormalidades de la coagulacién incluyendo disfuncion plaquetaria, aunque
esta puede ser una asociacion relativamente comin pero independiente de los

desordenes heredados o adquiridas.

En un estudio realizado por el Dr. J.M Gerard, et af (27), en un grupo de

523 universitarios en Monitoba, Winnipeg, se encontraron los siguientes datos:

ESQUEMA NO.6

NoO. DE SUJETOS CON DESORDENES EN EL TIEMPO DE COAGULACION

vW NORMAL LEVES SEVERAS | SUJETOS

Alta > 80%

De donde se resume que: los pacientes con un defecto leve de la

coagulacién y un factor vW mayor de 80% tuvieron en promedio un tiempo



prolongado de coagulacidn (9.96 min) que indica significativo problema de

coagulacion, ya que los valores de referencia son 5-8 min,
+ Sodlo 81 pacientes (15%) tuvieron un nivel de Ag vW menor de 50%.

+ Los pacientes con un nivel <50% del Factor vW y sin anormalidad en la

agregacion plaquetaria, tuvieron un promedio de 9.42 min para la coagulacion.

Por lo que en resumen, al menos en esta poblacién los pacientes con
defectos de la funcion plaquetaria tuvieron alteraciones en el tiempo de

coagulacion mas significativa que el correspondiente a los enfermos vW.

Los resultados enfatizan la complejidad de los procesos hemostaticos y
sugieren que hay otros parametros importantes que no se consideran como son
prostaciclina, 13-HODE (acido13-hidroxi-octadecadienoico, Aznar. 3) factores
relajantes dependientes del endotelio y trombomodulina.  Ain donde hay un
defecto primario aislado, los cambios en los niveles de otros componentes pueden

exacerbar la tendencia coagulatoria.

Ademas en el grupo de Manitoba (27) no se encontré correlacién entre
el sexo o el VIII:C y el tiempo de coagulacion; sin embargo se determind una
correlacion negativa con la edad, los pacientes mas jévenes tuvieron tiempos mas

largos.
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CAPITULO V

HISTORIA CLINICA



Las manifestaciones de la coagulacion deficiente en la enfermedad de

von Willebrand son consistentes con el grado de deficiencia del Factor Vi,

La forma dominante es probablemente el tipo mas comun en la
enfermedad, y estos pacientes son solo afectados en forma moderada y muestran
reducciones variables en los componentes del complejo factor VIll. Los pacientes
heterocigotos con la forma recesiva son generalmente asintomaticos, pero el nivel
de FVIll R:Ag, puede a veces ser menor que el de FVIll:C. En los homocigotos

consanguineos los sintomas se manifiestan severos.

Esta alteracion hemorrdgica puede manifestarse en las primeras
semanas de la vida, cuando puede haber hemorragia espontanea de nariz o

encias y tienden a decrecer con la edad.

Las anomalias tanto del nivel de factor VIl como de tiempo de sangria
pueden ser menos acentuadas durante el embarazo ya que en este periodo se

eleva el nivel de factor VIl significativamente.

Algunos pacientes con resultados leves en las pruebas de laboratorio,

pueden ser asintomaticos.

En muchos casos un traumatismo pequefioc va seguido de una
hemorragia excesiva, la menorragia es comun y sorpresivamente no ocurre un

excesivo sangrado post-parto.

Entre los sintomas mas frecuentes estan la epistaxia y la facil

contusion.



Es posible la hemorragia de la mucosa digestiva, no obstante puede ser
prevenida con el tratamiento adecuado. En esta enfermedad no son frecuentes las

pete.quias ni las hemartrosis.
Para el diagnastico en el laboratorio se puede considerar el esquema No. 7.

ESQUEMA No. 7

Secuencia para el Diagnostico

Tiempo prolongado de . Agregacion plaquetaria
coagulaciényconteo | ———w» Andlisls para e gregacienp ey
- ! anormal inducida por
plaguetario normal Vil 'y ViltAg ristocetina
normal
anonmal
Estudios de funcion
plaquetaria Enfermedad
« factor lll plaguetario, WV
« retraccién del coagulo

+ pruebas de agregaciény
disgregacion

Desdrdenes de la funcion
plaquetaria
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ESQUEMA No. 8

TABLA COMPARATIVA DE LOS DESORDENES DE LA COAGULACION HEREDITARIOS SEGUN WINTROBE

A — e — ——— S ———————"
DEsSORDEN TIEMPO DE PTT Tuewo De Trewro DE CONSUMO DE TEWPO DE TGT PRUEBAS EXTRAS
AGLUTINATION PROTONBMNA | COAGULACION PROTOMBINA TROMBINA —
Hemofiia A normal anormai normal anormai anormal normal deficiente en ViliiAg normal o aumentado
plasma relalcién VIIC/VIiIAg baja
Hemofilia B normal anormal normal anormal anormal normal deficiente en
. suero
Enf. de von anormal vanable normal vanable variable normal deficiencia en ViilAg y VIIIC bajos relacion
Wiliebrand normal anormal anormal plasma variable | VIIIC/VIiIAg variable agregacion
plaguetana inducida por
ristocetina y retencién
plaguetaria disminuidas
Afibninoge- usualmente anommal anormal anormal normal anormal normal funcién plagquetaria puede ser
nemia anormal anormal
Disfibrinoge- normal vanable anormal frecuente- normal anormal normal hipofibrinogenemia niveles FDP
nemia anormal mente normal incrementados
Hipoprotom- normal anormal anormal varigble normal normal anormal en pruebas de 2
binemia anormal etapas los resultados de las
técnicas de una etapa pueden
no ser ficiles de interpretar
Deficiencia usuaimente anormal anormal anormal variable normal ligeramente
factorV normai anormal deficiente en
plasma
Deficiencta normal normal anormal normat nermaj en nermal normal
factor Vi pruebas de 2
etapas
Deficiencia normal anermal ancrmat anormal anormaj en normal deficiente en
factor X pruebas de 2 suerc
etapas
Deficiencia normal ancrmal normal anormal anermai normal ligeramente
factor X! deficiente en
_plasma y suero
Deficiencia normal anormal normal anormai anormal normal ligeramente
factor XII deficiente en
plasma y suero
Deficiencia normal normal normal normal normal normal normal pruebas de coagulacién
factor X solubilidad anormales

NOTA: Ei conteo de plaquetas y retraccién de codgulo son normales en todos los desordenes hereditarios de coagulacion.
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CAPITULO Vi

INHIBIDORES DEL FACTOR VW



Se han descrito dos mecanismos inhibidores de este desorden

(enfermedad de von Willebrand).

0 Un inhibidor circulante dirigido contra F-VII.yWF en el plasma, este inhibidor
en una inmunoglobulina 1gG previene la agregacién inducida por ristocetina de
plaquetas normales pero no se liga a plaquetas lavadas y por tanto no es un

anticuerpo antiplaquetario.

3 Un inhibidor de FVI:VWWI no esta presente en sangre, en su lugar hay bajos
niveles de FVIILVWF, factor VIl referida al antigeno (FVIIIR:Ag), y FVIII.C,
posiblemente ambos enlazan el factor VIl a elementos celulares en la sangre

o0 en el tejido.

Los pacientes que heredan la enfermedad de vW desarrollan anticuerpos
contra FVIILVWF como una reaccion’ al plasma o productos plasmaticos

transfundidos.

La persistencia de estos anticuerpos depende de la existencia de idiotipos.
No se sabe bien como pero los inhibidores bloquean la funcién de! FVIIl, y son

bases las que determinan el bloqueo. (75).

Estos inhibidores son IgG policlonal y forma complejos precipitantes.con
FVIILVWF. Hay una tendencia familiar a desarrollar esos inhibidores. Los
inhibidores interfieren significativamente con el tratamiento de la enfermedad de
vW'y pueden ser reducidos parcialmente con terapia de glucocorticoides, o por
infusién continua para inducir tolerancia al FVIII, la que se debe iniciar cuando los
titulos del inhibidor sean <10UB (Unidades Bethesda).
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Se ha observado también en estudios de microscopia electrénica que
disminuye al 50% la actividad especifico del factor vW y de la actividad
procoagulante del factor VIil por la reduccion de 4 a 12 enlaces disulfuro cuando
se someten a una concentraciéon de 04 mM de DTT a imM de DTT,

respectivamente (ditiotreitol).

Se ha determinado también que el yIFN (gamma interferén) y el TNF (factor
necrosante tumoral), actian independientemente y en forma cooperadora para
deprimir la secresion del factor vW de las células endoteliales, ya que interfieren
en el amacenamiento del factor vW, y se toma en cuenta este dato ya que debe

considerarse durante episodios inmunoldgicos o inflamatorios.

Puede haber inhibiciones del receptor para el factor Viliffactor vW de las
plaquetas humanas por trombina en concentraciones que son generadas
fisiologicamente (0.008-0.05 U/ml), este estudio se realizé6 utilizando yodo
marcado ' y el enlace que se forma entre trombina y FVIlI/FVW no se aprecia si
las plaquetas son lavadas con amortiguadores de EDTA y EGTA que inhiben a la

trombina. (23). EGTA al 2% para fijar células.

Se ha determinado también que las proteasas extracelulares producidas
por Pseudomona aeuroginosa, Escherichia coli y S. marcescens digieren la
membrana de plaquetas lavadas y fijadas que genéralmente son estables a la
agregacién del factor vW humano y perdiéndose la agregabilidad de las
plaquetas, lo que nos puede ayudar en el estudio de membranas e interacciones

entre el factor vW y las plaquetas.

La mitomicina C no inhibe o afecta al factor vW de células endoteliales sino
que inhibe a la biosintesis de prostaciclina y esta toxicidad el hombre la expresa

como un sindrome urémico hemolitico y crénico. (19)
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Contrario a los inhibidores, hay sustancias como la desmopresina que
induce Ja adhesion de eritrocitos humanos a la superficie del endotelio
comprobado por estudios de microscopia electronica; esta adhesion se elimina

con anticuerpos vs el factor vW.

Algunas drogas también inducen anormalidades en la coagulacion como
son: cefalotina (altera la polimerizacion de la fibrina) y, otros antibidticos de la
cefalosporina; tetraciclina a dosis intravenosas alta; asparaginasa que produce
hipofibrinogenemia y deficiencia de otros factores de la coagulacion; mitramicina,
que produce diatesis hemorragica y activacion de la fibrinolisis; adriamicina
y daunomicina que activan la enzima fibrinolitica, cumarina que afecta a la

Vitamina K.

El enlace del factor Vlli/factor vW a la membrana plaquetaria en presencia
de ristocetina fue disminuida en el siio de enlace por el uso del anticuerpo
monoclonal ANS 1 que es un anticuerpo contra la glicoproteina | de la membrana

plaquetaria. (57).
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CAPITULO VI

TERAPIA



Antes de la determinacion de que el factor VW circula unido a la
glicoproteina factor vW y que juntos actuan en el n.'necanismo de coagulacion de la
sangre, se consideraba que en pacientes con algun desorden de la hemostasia,
que necesitaran someterse a cirugia, se debia empezar un tratamiento 24 a 48
horas antes a fin de obtener el méaximo de sintesis de FVHIi y se consideraba que
el factor que acorta el tiempo de sangria y estimula la sintesis del factor Vil

estaba presente en el crioprecipitado.

Después ya se consideré que la estimulacion del factor Vill endégeno permitia
elevar y conservar los niveles adecuados en enfermos de hemofilia clasica. El
plasma fresco y el fresco congelado habian sido eficaces para restablecer los
valores normales de factor VI, por lo que se recomenddé entonces la
administracion de plasma fresco, fresco congelado y crioprecipitado, repitiéndose

las transfusiones en dias alternos hasta la curacién completa.

La terapia estaba dirigida hacia el incremento del nivel de FVIll.C y

acortamiento del tiempo de coagulacion,

En pacientes con enfermedad vW cldsica se recomendaba el uso de acido
eaminocaproico en cirugias menores, en pacientes con dafio gastrointestinal
donde el sitio primario es demostrable, semanalmente 0 2 veces a la semana la

administracion de crioprecipitado. (Ponencia Magistral, 78).

La administracion intravenosa de vasopresina diamino-8-Darginina se ha
empleado para prevenir complicaciones hemorragicas en pacientes de cirugia con

enfermedad de von Willebrand.

Se ha utilizado anticuerpos monoclonales contra el factor Vill humano que

neutraliza el factor antihemofilico y activa al cofactor ristocetina, segun estudios
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de inmuno radio ensayo en fase sélida adicionando un anticuerpo monoclonal
dirigido contra un contaminante del factor Vill que es un anticuerpo

antifibrinégeno.

Se considera que la administracion de plasma a algunos concentrados de factor
Vil o crioprecipitado, a pacientes con la enfermedad vW resulta en un incremento
de FVIII:.C y puede disminuir el tiempo de coagulacion prolongado, el cual es
reducido a las 4 h. de la administracion del plasma normal y en 24 h. después de
la transfusion de plasma hemofilico a pacientes con la enfermedad vW. La
disminucion del tiempo de coagulacion seguida a la administracion de
cnoprecipitado u otras fracciones es de menor duracién con respecto a la

elevacion de niveles del FVIII:C.

Cuando los productos sanguineos conteniendo factor VIl son
transfundidos a pacientes con hemofilia A, los niveles de FVilic se elevan
inmediatamente, esta actividad declina en 8 a 10 horas de vida media.
Veinticuatro horas después la actividad es minima, sin embargo el FVIIAg
persiste mas tiempo en la circulacion. En la mayoria de pacientes con la
enfermedad vW la transfusion de factor Vil normal produce una elevacion de
niveles, la actividad plaquetaria se eleva alrededor de las 24 h. y persiste hasta
por 72 h., este fenémeno es altamente variable e irregular; en algunos pacientes
una répida caida en el nivel inicial es seguida de una elevacion de la actividad, a
esta respuesta se le llama sintesis de novo del factor Vil y aparentemente es un

rasgo distintivo de la enfermedad de vW.
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Acerca de las respuestas a transfusiones tenemos que considerar:

O Los niveles post transfusionales del factor Vil no pueden atribuirse al factor
Vilic presente en el transfundido, ya que se obtienen resultados similares
usando plasma normal o con plasma hemofilico A que es deficiente en ese

factor.

(3 La complementacién no es reciproca, la transfusién de plasma de pacientes
con VW no producen una respuesta desproporcionada en pacientes con

hemofilia A.

(3 La desproporcionada elevacion en Vllic aparentemente no estéan referidos a

niveles de VIIIAg.

(3 La relacion Vilic/VIIAg en plasma es anormalmente alta después de la

transfusién.

(3 El factor VIl presente en el plasma de algunos pacientes transfundidos

parecen diferir inmunoldgicamente.

(3 En la variante del tipo B la movilidad electroforética del FVIllAg aparentemente

esta alterada dentro de la circulacién del paciente receptor.

3 En homocigotos con la forma recesiva de la enfermedad y de aquellos con la

variante ll, la respuesta desproporcionada es minima.

Respecto al tiempo de coagulacion, la transfusion de productos
sanguineos conteniendo el FVIIIAg, acortan el tiempo de coagulacién en enfermos
W, este efecto correctivo persiste por algunas horas aun en transfusiones

masivas.
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En la actualidad (segun datos obtenidos en el reciente XXI Congreso

Internacional de Hemofilia, celebrado en México en 1994), se manejan

concentrados como:

. Hemato P(Behring) - Se inactiva con calor, tiene FVIll y FYWy los
virus se inactivan con detergentes, mantiene el
tiempo de sangrado normal en cirugias.

. Profilate (CRTS de Lille) no contiene multimeros grandes.

Para profilaxis se puede emplear un concentrado puro del FVIll en dosis de 40-60
Ul de FVIl:C/Kg corrigiendo durante 6-12 h.

La terapia de sustitucion con derivados de sangre esta indicada en la enfermedad

de vW'tipo lil, lA, 11B, IC y 1D, raramente en tipo I.

) DDAVP (1 desamino-cis-8-D-Ar vasopresina) acetato de desmopresina,

que se emplea en casi todas las ciruglas.

Ph -— glu
/ \
Tyr Ars
| |
cys cys Pro-D Arg-gly -HNHz
\ S — 8 /

MoLEcuila DE DDAVP
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Sus propiedades farmacodinamicas segin Mannucci en 1977 (Ponencia, 78) son

que eleva el factor VIII:C, eleva el nivel del factor vW y slevan la activacion del

plasmindgeno tisular.

Su mecanismo de accién es:

=> actla sobre el endotelio.

=> en cultivos de estas células no tiene efecto.

=> ocasiona que no haya vasoconstriccion,

=>reduce |a filtracion renal (disminuye el volumen de orina)

= se absorbe con facilidad desde mucosas nasales hasta la aplicacion
endovenosa,

=> llega a su maxima actividad en 25-30 min y lo mantiene por 120 min.

=>en algunos pacientes provoca taquifilaxis (agotamiento de reservas naturales

con administraciones posteriores.

indicaciones para su uso:

= Casos de enfermedad vW Tipo | para cuadros de sangrado y extracciones
dentales, en vias intravenosas y subcutanea (parenteral) y nasal (en gotas o en
spray).

La presentacion de uso nasal se puso a la venta en 1986 con una dosis de 300
Hg por aspiracion, se debe hacer una prueba nasal, la respuesta se vuelve
constante administraciones sucesivas.

Aungue la desmapresina provogue retencion de agua y bochornos, tiene a su
favor la disminucién del peligro de virus, agregacion plaquetaria y
trombocitopenia.

=> Casos de hemofilia moderada

= En enfermos vW por su accion sobre (a molécula.
=> En sangrado urémico.

= En desérdenes plaquetarios.

= Reduce la pérdida de sangre en cirugia.
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En ancianos no hay riesgo de complicaciones trombéticas, en embarazadas no se
ha considerado su uso pues se ha visto que en el primer trimestre se vuelven sus

valores normales debido a la gestacion,

Contraindicaciones:
En la enfermedad de vW Tipo 1B porque hay una aglutinacion continua y el

conteo de plaquetas disminuye.

Dosificacion:
0.3-0.4 ng/Kg de peso
via intravenosa 0.4 ug/ml
intranasal 300 pg/dosis

subcutaneo 15 pug/mi

Su efecto es elevar el FVIIl de 2 a 5 veces el valor residual, el nivel de

FvW' se duplica, es un activador del plasmindgeno en 3 veces su actividad.

Para cirugias orales en enfermos VW se usa dosis narmal (0.3 o 0.4 ug/Kg)
en ddsis anterior y luego se administra ac tranexamico.

El tratamiento general recomendado es DDAVP y un antifibrinolitico
sistémico y topico.

En pacientes que desarrollan inhibidares contra el FVIIl se sugiere el uso
del factor Vila recombinante monitoreado pues es un fibrinolitico intrinseco del
patrén exogeno. Estos estudios de firinoliticos son en enfermedad vWII yllAyse

monitorea porque hay un riesgo trombaético con el FVIl a recombinante.
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CAPITULO Vil

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO



Para llegar a hacer el diagndstico de la enfermedad de von Willebrand se debe

iniciarcon la

INVESTIGACION DEL MECANISMO HEMOSTATICO

1. Deficiencia de factores de coagulacion (congénita o adquirida)

2. Presencia de inhibidores en la sangre a la actividad de los factores de la

coagulacion.
3. Fibrindlisis aumentada.
4. Trombacitopenia.
5. Disfuncion plaquetaria

6. Combinacién de los factores antes mencionados.
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PRUEBAS CUALITATIVAS

Si se sospecha de un transtorno de coagulacion.

(A) SiTP esta 'prolongado: suero normal + plasma envejecido + plasma

adsorto; realizar PT con veneno de vibora de Russell.

(B) Si TC, consumo de protombina, TYP con caolin y/o prueba de
generacion de tromboplastina son anormales, realizar TGT, prueba de
inhibidores en TGT o TTP con caolin, usando mezclas de plasma normal y

plasma de prueba.

Si se sospecha de un defecto de plaquetas: resistencia capilar, TS,

consumo de protombina y/o retraccién del coagulo son anormales:
(A) si la cuenta de plaquetas es baja, examinar M.O.

(B) si la cuenta de plaquetas es normal realizar adhesion y agregacion

plaquetaria.

Si se sospecha de un sindrome de desfibrinacion debido a:

Coagulo pequefio, baja cuenta de plaquetas, y PT prolongado. Realizar
determinacion de |; TT, FDP.

Si las pruebas anteriores no revelan la naturaleza del transtorno:

considerar la posibilidad de una deficiencia de factor XIil.
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PRUEBAS CUANTITATIVAS
1.- DEFECTOS DE COAGULACION
(A) Determinacion de Factores I, V, Vil y X,

(B) Determinacién de Factaores VIII, IX, XI, y XII.

2.- DEFECTOS PLAQUETARIOS

Pruebas de funcion plaquetaria.

3.- SINDROME DE DESFIBRINACION

Determinacion de |, Lisis de Euglobulinas, Determinacion de Plasmindgeno

y Factares Vy VI, dimeros D.

Las pruebas de laboratorio recomendadas para el diagndstico de la

enfermedad de von Willebrand, son:
=  Tiempo de sangrado y de coagulacion.
= Tiempo de protrombina (TP).

= Indice de consuma de protrombina.



Tiempo de tromboplastina parcial (TTP).

Retraccion del coagulo (agregacion plaquetaria).
Recuento plaquetario.

Resistencia de la capilaridad Rumpel-lude o del lazo.
Tiempo de trombina (TT).

Tiempo de lisis de englobulina.

Nivel de Fibrinégeno.

Determinacion de la actividad del cofactor de la ristocetina.
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Las siguientes son las pruebas sugeridas (78, 79, 80).

TIEMPO DE SANGRADO

Es la medida combinada de la funcion capilar, nimero de plaquetas y la
habilidad de las plaquetas para adherirse a la pared vascular y formar el codgulo,
se mide cuidadosamente desde el momento que se hace una puncion en la piel y

el tiempo que tarda en coagular.

Método vy

La boisa de aire del esfigmomanometro se coloca airededor del brazo del
paciente y se infla a 40 mm Hg. La superficie epitelial se limpia con etanol al 70%.
Se practican dos punciones de | mm. con lanceta (B-D microlance de 2.5 mm.),
separadas 5-10 cm. Se absorbe con papel filtro a intervalos de 15 seg. Se

registran los tiempos de coagulacién en cada puncion y el mas largo se reporta.

Valores de referencia 2-7 min.

Interpretacion:

Esta prueba ha sido usada por Borchgrevink para medir la adhesion
plaquetaria, se compara el conteo plaquetario de la sangre venosa y la sangre
emitida en la lesion. La diferencia en la adhesividad plaquetaria y resulta que esta
prueba da mayor informacion que el tiempo de coagulacion el cual si es
prolongado se debe a que las plaquetas no se adhieren para formar el tapon

hemostatico.
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TIEMPO DE COAGULACION (METODO LEE Y WHITE)
Fundamento

El tiempo requerido para la formacién de un coagulo es la medida de la

coagulacion.

Material:

-Crondémetro.

-4 tubos de ensaye 10x75mm.
-Jeringa hipodérmica de 3 ml.
BafioMariaa 37°C.

-Sangre venosa.

Técnica:

Extraer 0.5 ml de sangre venosa, poner en marcha el crondmetro en cuanto
la sangre penetre a la jeringa; se coloca la sangre en los tubos de ensayo que
estara en bario Maria. Después de 3 min de reposo, observar cada 30 segundos
hasta la formacion del coagulo mediante la inclinacion de los tubos de ensaye y
registrar este tiempo final en cuando menos 2 de los cuatro tubos. Los tubos de
ensaye deben ser examinados al finalizar 1 hora para apreciar la retraccion del
coagulo y la lisis del tapén hemostatico; se colocan 2 tubos en la centrifuga y el
suero se pipetea y se coloca en otro tubo de ensaye al que se adiciona citrato de

sodio y se emplea para la prueba de consumo de protombina; los demas tubos se
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dejan en el bafio Maria y se inspecciona para observar la lisis durante las

siguientes 24 horas.

Valores de referencia:

5a8min

interpretacion:

La prolongacion del tiempo de coagulacion se debe a deficiencia de los
factores de coagulacidngy a la presencia de anticoagulantes circulantes
(incluyendo heparina), o en trombocitopenias severas, hemofilia (deficiencia del
factor VIiI), la enfermedad de Christmas (deficiencia del factor IX), y raramente la

deficiencia de factor Xil.

76



TIEMPO DE PROTROMBINA (METODO QUICK) (Ref. 80)

Fundamento:

Existe en la sangre una sustancia producida por el higado, que es la
protombina que circula en forma inactiva, pero que activada por un complejo
ezimatico denominado protrombinasa en presencia de calcio ionizado, la convierte

en una sustancia insoluble, que es la fibra (armazdn del coagulo).
La teoria clasica de la coagulacion determina el proceso mediante:

cabb
Protombina + Tromboplastina —> trombina

Trombina + Fibrindgeno  —> fibrina

Material:

Tubos de ensaye de 10 x 75 mm,

Pipetas de 1 ml graduadas en 0.1 ml.

Reactivos: Patron de plasma normal.
Cloruro de calcio 0.02 M.
Oxalato de sodio anhidro 0.1 M.

Suspensién de tromboplastina

Cronémeto,

Centrifuga

Solucién de protombina

Se suspende el extracto de cerebro seco de conejo-acetona (0.03 g)en 5
ml de una solucién de NaCl 9 g/l y calentado a 37°C por 15 a 30 min con
ocasional agitacion.
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Técnica:

Se corren la muestra y el patron de la misma forma. Los. 2.25 ml de
sangre venosa se vierten en tubo de centrifuga que contenga 0.25 ml de

anticoagulante citrato de sodio al 3.8%, se mezcla y centrifuga a 3000 x 10 m.,

En tubo de ensaye se pipeta 0.1 ml. de suspension de tromboplastina, se
agrega 0.1 ml del plasma oxalatado e incubar a 37°C por un min. Sin sacar del
bafio Maria se agrega 0.1 mi de cluoruro de calcio previamente calentado a 37°C
y poner en marcha el cranémetro, se agita el tubo durante 2 o 3 segundos y dejar

reposar 10 segundos, se mantiene en observacién hasta la formacion del coagulo.

El tiempo de protombina resultante puede convertirse en por ciento de
protombina activa, por medio de una tabla en la que ambos valores esten en la

siguiente férmula:

TP de patrén
™?w = x 100
TP de plasma problema

Valores de referencia:
80 a 100% de actividad, 10 a 14 seg.
Interpretacidn:

El tiempo de protombina estd aumentado cuando existe una deficiencia de

protombina, Factor V, ViI, X o una combinacion y en Palicitemia vera.

El tiempo de protombina es un indicador no especifico del mecanismo de

coagulacion sanguinea extrinseco.
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 ESTA TESIS Ne DEBE
Como ya se indicé, la deficienwglgumde ll!é\facégrgt!' leq .‘véceétiempo.

también cuando hay heparina en sangre e hipofibrinogenemia.

Las causas comunes de un tiempo prolongado son: terapia con drogas
como cumarina e indanodione, enfermedad hemorragica del recién nacido,

enfermedad del higado.

Las causas menos comunes son:. terapia con heparina, pérdida de
proteinas via enfermedad renal, sindrome nefrético, deficiencia congénita de uno
o mas factores Il, V, VIl o X, deficiencia de fibrinogeno y estados de mala

absorcion.
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INDICE DEL CONSUMO DE PROTROMBINA.
Fundamento:

Durante la coagulacion normal, la produccién de trombina y la utilizacién de
protombina, contnia después de que la sangre o plasma ha coagulado. Si el
suero se prueba 1 h después de la coagulacion, se encontrara que practicamente
toda la protombina ha sido consumida en la formacién de la trombina (enzima
poteolitica activa que induce la transformacion del fibrinégeno en fibrina). Si hay
una deficiencia de alguno de los factores requeridos para la coagulacién in vitro,
la protombina no se habra consumido y estara presente a 1 hora del evento, aun

si la sangre coaguld en tiempo normal.

El consumo de protombina es una prueba no especifica de la eficiencia de
la coagulacién. En la practica se puede utilizar para esta prueba, las muestras

utilizadas en la determinacién del tiempo de coagulacion de la sangre completa.

Material:

Plasma con citrato.

Suero- se separa de la sangre coagulada de 1 h. al que se le agregara el
citrato (1/9 de 31.3 g/l de citrato) para inhibir la conversién de mas protombina.
Cloruro de caicio 0.025 M., Bafio Ma., Pipetas seroldgicas 0.2 ml., tubos de
plastico nuevos 13 x 100, fibrindgeno humano o bovino, emulsién de cerebro

humano con acetona.
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Técnica:

Suficiente cantidad de cloruro de calcio y fibrindgeno se colocan en bafio
Ma. a 37°C antes de empezar la prueba. En un tubo de ensaye de 75 x 12 se
pone 0.1 ml. de plasma al que se agrega 0.1 ml de emulsion de cerebro y se pone
a bailo Ma. para que el plasma y la tromboplastina se calienten. Se agrega 0.1 ml
del cloruro de calcio, se incuban en reposo por 1 h. Se afiade 0.2 ml de
anticoagulante a cada tubo para detener el proceso de consumo y se despega

suavemente el coagulo adherido a la pared del tubo con un palillo de madera.
Centrifugar a 2500 rpm x 10 min y separar los sueros.

Para calcular la protombina consumida, se considera arbitrariamente el
valor de protombina en plasma en estudio como 100% y sé determina el

prorcentaje en el suero reposado 1 h.

Por ejemplo: si el suero tiene el 150% (o sea 100% arbitrario y el suero

reposado al 50%, la protombina residual es 33.4% y la consumida 66.6%.

Valores de referencla:

10% o mds, consumida en 1 h. La variabilidad de los duplicados no debe

sobrepasar el 6%.
Interpretacion:

Tiene valor en la diferenciacion de trombaocitopatias no trombaocitopénicos.
Se encuentra alterada en coagulopatias por deficiencias de los faciores

mencionados en el fundamento,
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TIEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL (PTT).

Fundamento:

Como el extracto de cefalina no coagula el plasma hemofilico tan
rapidamente como el normal, se le lamo tromboplastina parcial para diferenciarlo
de la trombOplastina completa, la cual coagula ambos plasmas en el mismo

tiempo.

Esta prueba es sensible a la deficiencia de todos los factores plasmaticos
de la coagulaciéon excepto al factor Vil y al plaquetario. Se fundamenta esta
prueba en la medicion de tiempo de coagulacion del plasma en presencia de una
“tromboplastina parcial” (cefalina), la cual sustituye la accion del factor plaquetario.
El tiempo de cefalina refleja la integridad global del sistema intrinseco de la
coagulacion, siendo especialmente sensible a los defectos de los faclores que

intervienen en la primera fase.

Material:

Centrifuga

Crondmeto.

Bario Ma. 37°C

Tubos de ensaye de 10 x 75
Tromboplastina parcial (cefalina)
Solucién de cloruro de calcio 0,02 M
Solucidn de citrato de sodjo al 3.8%
Plasma con anticoagulante

Pipeta graduada de 0.2 mi.
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Técnica:

El plasma con anticoagulante se obtiene de mezclar 0.25 ml. de
anticoagulante para protombina con 2.25 ml de sangre y se centrifuga a 3000 rpm
por 10min, se decanta el plasma a otro tubo y se conserva (4-8°C). Se coloca a
0.1 m. de tromboplastina parcial reconstituida en un tubo de 10 x 75 y se le aiiade

0.1 mi de plasma, se mezcla e incuba a 37°C por 3 min con cronémetro en mano.

Anadir 0.1 mi. de solucién de cloruro de calcio precalentado, mezclar e
incubar por 30 seg. midiendo el tiempo, inclinar con suavidad el tubo de ensaye

hasta aparicién de un gel y detener el cronémetro.

. Valores de referencla:

30 a 50 seg.

Interpretacidn:

El tiempo parcial de tromboplastina alargado se encuentra en las
deficiencias de uno o mas de los factores X, XI, X, IX, Vili, V, protombina y
fibrindgeno. Un tiempo prolongado puede deberse a la presencia de un

anticoagulante circulante.
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RETRACCION DEL. COAGULO. METODO ADDLER Y LUCIA
Fundamento:

La retraccion del coagulo depende del fibrinégeno y esencialmente la
calidad de las plaquetas sanguineas, la prueba permite apreciar indirectamente no
solo las variaciones cuantitativas de estos elementos sino algunos trastornos

funcionales.

Material:

Jeringas siliconadas de 5 ml
Baiio Ma. a 37°C,

Tubos de centrifuga graduados.

5 mi de sangre sin anticoagulante.

Técnica:

Dejar coagular los 5§ mi de sangre venosa en un tubo de centrifuga y
tapario con un tapén. Incubar en bario Ma. por una hora, se retira el tapon y el
coagulo. El volumen del suero y el de las células que forman el codgulo se leen
directamente en el tubo de centrifuga graduada. El resultado se expresa como

porcentaje del volumen inicial de 5 ml de acuerdo a la formula

Suero residual (sin coagulo) x 100
Retraccién del coagulo =

VT (volumen total de la sangre)
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Valores de referencia:

48 a 64%

interpretacién:

La retraccion del codgulo es funcion de la actividad normal de las plaquetas
asl como de la formacién y retraccion de la trombaostenina (protein-fibrilar
contrachl producida por las plaquetas). Si estos factores son normales, la

retraccion varia en funcion inversa del hematacrito.

Si faltan plaqutas o fibrindgeno, la retraccion se dificulta; las fibrinolisinas
que disuelven la fibrina, también pueden alterar la retraccién, lo que se observa

en las disglobulinemias.
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RECUENTO PLAQUETARIO
Fundamento:

E! liquido de dilucién empleado es el oxalato de amonio, que destruye a los
eritrocitos facilitando la cuenta directa de plaquetas en una camara Newbawer, se
hace la observacion al microscopio con el objetivo seco fuerte. Este método nos
permite determinar tanto el nimero de plaquetas como sus caracteristicas, si el
campo microscopico donde se hace la observacién presenta grupos de plaquetas,
se puede afirmar que su numero no esta abajo de lo normal, ya que hay una

cantidad suficiente de tal manera que se permite su agregacion,

Material:

Camara de Newbawer.
Caja de Petri.

Discos de papel filtro.
Pipeta para glébulos rojos

Anticoagulante

Diluyente:
Oxalato de amonio 1g
H20 destilada 100 ml

0.5 ml de sangre venosa con anticoagulante,

Técnica:

Se carga la pipeta de gobulos rojos con la sangre con anticoagulante hasta
la marca 0.5 y se llena con el diluyente hsta la marca 101. Se mezcla

perfectamente durante 5 min.
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Se carga la camara de Neubawer y se deja sedimentar par 10 min en una
caja de Petri que contenga un disco de papel filtra impregnada con agua en su

fondo.

Hacer el conteo de plaquetas igual que cuando se hace la de gldbulos rojos
(los mismos cuadros de la cuadricula central de la camara); como el factor de
dilucidn es de 10, la suma de las plaquetas se multiplica par mil para obtener la
cifra por milimetro clbico. Contar con un microscaopio de contraste de fases,

facilita la observacidn.

Valores de referencia:

250-400X10%/nal

Interpretacion:

Hay trombocitosis en: anemia posthemorrdgica reciente, algunas
infecciones agudas (escarlatina, fiebre reumatica, maononucleosis infecciosa, etc.),

después de la esplenectamia, artritis reumatoide y colitis uicerosa.

Hay trombocitopenias en: destruccion plaquetaria periférica excesiv o prematura;
administracion de medicamentos como: quinina, sulfas, fenilbutazona,
clorotiazida, meprobamato, acido acetil salicilico; lupus entimatoso diseminado,
sindrome linfoproliferativo, hiperesplenismo y esplenomegalia con destruccion
plaquetaria; quemaduras, anemia perniciosa, depresion de médula osea y

aplasias medulares.
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RESISTENCIA DE LA CAPILARIDAD

PRUEBA DE RUMPEL LUDE O PRUEBA DEL LAZO

Fundamento:

Esta prueba consiste en interrumpir la circulacion de retorno en uno de los
miembros superiores mediante una ligadura que permite la circulacion arterial y se

impide la venosa.

Cuando aparecen petequias hacia abajo de la ligadura, en un tiempo

determinado (5 min), se dice que aumenta la fragilidad capilar.

Mango de esfigmomandmetro, lugol.

Técnica:
Se aplica lugol al antebrazo para una mejor observacion.

Se prepara (el antebrazo) como para la toma de presién y el
esfigmomandmetro se insufla a 80 mm de Hg o la ligadura se tensa a una presion
similar, se mantiene asi por 5 minutos, se quita la presién y se cuenta el nimero

de petequias por abajo de la lina de presion.
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Valores de referencia:

De o a § petequias a nivel del pliegue del codo. La pasitividad se puede

expresar entre una y cuatro cruces.

interpretacion:

Se encuentra aumentada la fragilidad capilar en: trombocitopenias,
tromboastenia de- Glanzmann, trombacitopatias, purpuras, diabetes mellitus,
disproteinemias, hipertension, sepsis, artritis reumatoide, hiperesplenismo y en

anemias.
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TIEMPO DE TROMBINA

Fundamento:

Este método mide el tiempo durante el cual el fibrindgeno presente en el
plasma se transforma en fibrina por la adicion de una cantidad estandarizada de

trombina. Los resultados de la prueba son influenciados por:
= Cantidad de fibrindgeno en el plasma.

= Presencia de anticoagulantes tipo antitrombina (heparina y productos de

degradacion de fibrindgeno a fibrina).

= Uremia, hepataopatias y fibrindgenos anormales corregidos por la adicién

de cloruro de calcio.

Material:

Tubos de ensaye de 12 x 75 mm.

Pipetas de 1 m| graduadas en 0.1 ml y de 0.2 ml. graduadas en 0.01 ml.
Bario Ma. a 37°C.

Crondmetro.

Tubos de plastico de 12 ml.

Plasma citratado 1:10.

Trombina de origen bavino.

Solucion salina.
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Técnica:

Tomar una muestra de la sangre y citratarla 1 a 10 (4.5 de sangre con 0.5
de citrato) y centrifugarla a 3,500 rpm por 10 min, separar el plasma y mantenerlo
a 4°C en refrigeracion hasta la prueba. Trabajar por duplicado. Colocar en tubos

de ensaye 0.02 m| de c/u de los plasmas y poner en bario Ma.

Tomar de la solucion patron de trombina una alicuota y diluirla en la
solucion salina en tubos de ensaye de plastico, para obtener dilucion. Agregar 0.1
ml de la solucion de trombina a cada tubo y activar el crondmetro en cada uno;

marcar el tiempo en que aparezca el coagulo de fibrina.

Valores de referencia:

13-17 seg.

Interpretacion:

El tiempo de trombina se considera prolongado cuando resulte mas de 2

seg. largo que €l tiempo de control de ese dia.

Se observa prolongado en: hipofibrinogenemia congénita, coagulacion
intravascular diseminada, fibrindlisis primaria, presencia de antitrombinas,
especiaimente heparina o similares, y en pacientes con uremia, hepatopatias y en

algunas anomalias moleculares de fibrindégeno.
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NIVEL DE FIBRINOGENO

(por precipitacién con calor)

Fundamento:

Esta técnica determina cuantitativamente la cantidad de fibrinogeno del
plasma en 20 min, y es una modificacién del método Ruiz-Reyes hecha por el

Doctor Javier Pizzuto.

Material:

Tubos capilares de 7.5 cm. de longitud.
Ocular de microscopio seco débil (10x).
Regliila de microescala

Bario Ma. a 58°C 1 1°C.

Centrifuga.

Técnica:

Se marca un tubo capilar a 4 cm y se llena con plasma hasta esa marca.
Se cierra el capilar con calor (a la flama); el extremo distante se centrifuga para
que el plasma se empaquete, se cierra a la flama este otro extremo, y se
introduce al bafio Ma. por 15 min, se centrifuga el capilar por 3 min para que el

fibrinbgeno precipitado se empaque en el fondo del tubo.

Se mide la altura del precipitado de fibrindgeno (HF) y la altura del plasma

(HP) con Ia regililla y con ayuda del objetivo seco débil (10x).
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Se emplea la férmula

HF
—— x 100 = Fibrinocrito
HP

Valores de referencia:

Fibrinocrito x 92.4 (constante) = Fibrindgeno mg%

Interpretacion:

La constante de 92.4 puede variar para cada laboratorio segun la escala

usada en la reglilla y-el nimero de muestras de control empleadas.
Valor disminuido puede deberse a:
=>  Fibrindlisis anormal primaria o secundaria.
=>  Defecto en |a sintesis.

=>  Defecto congénito.

Valor aumentado indica:

= Procesos infamatorios crénicos.

=  Embarazo, nefropatias y procesos tromboembélicos.
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TIEMPO DE LISIS DE EUGLOBULINA

Fundamento:

En la técnica empleada por el Dr. Javier Pizzuto se basa en la mezcla del
plasma enfermo con uno normal con el objeto de descartar la aparicién de una
lisis falsa positiva o anormalmente acortada por la deficiencia (y aun ausencia) de
fibrinégeno, ya que la mezcla de plasmas debera dar un resultado con valor de

referencia normal puesto que se adiciona el fibrinégeno.

Material:

Tubos de ensaye de 13 x 100 mm.
Pipetas de 5ml.

Pipetas graduadas de 1 ml,

Pipetas de 0.2 ml.

Abatelenguas o palillos de madera.

Bano Ma. a 37°C.

Agua destilada.

Acido clorhidrico 0.1 N.

Amortiguador de imidazol pH 7.3 (buffer).
Trombina diluida.

Técnica:

En un tubo de ensaye de 13 x 100 colocar (previamente incubados en el
bario Ma) 4.2 ml. de agua destilada, 0.15 m| de HCI 0.1N y 0.3 ml de plasma (uno

con el problema, otro de plasma testigo normal y otro con la mezcla); tapar el
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tubo con parafilm, agitar por inversién suavemente y centrifugar a 3000 rpm por 5

min. Desechar sobrenadante y agregar 0.3 ml del amortiguador (imidazol).

El precipitado se resuspende con un aplicador de madera previamente

mojado en el amortiguador de imidazol.
Se agrega al tubo 0.1 ml de trombina vigilando la formacién de coagulo.

Agitar suavemente, taparlo con parafim y dejarlo en baflo Ma. Vigilar la

formacidn del codgulo y luego su lisis (desaparicion del coagulo) cada 10 min.

Valores de referencia:

El codgulo normal debe permanecer formado mas de 90 min.

Interpretacion:

Un resultado acortado indica fibrindlisis anormal por presencia de
actividades del plasminégeno y/o de plasmina, lo que se confirma si la lisis de la

mezcla del plasma enfermo con uno normal también resulta disminuido.

O puede indicar hipo o afibrinogenemia de cualquier origen o falsa positiva,
rarificado por la normalidad de la lisis de la muestra del plasma enfermo con uno
normal. También puede deberse a un error en la técnica por falla en la

visualizacion de él.

En resultados de tiempo elevado se puede deber a la disminucion anormal

de la actividad fibrinolitica.
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DEL COFACTOR DE LA RISTOCETINA
(FVW) BEHRING

Fundamento:

Es un medio de diagndstico in vitro para la determinacion de la actividad del
cofactor de la ristocetina del factor von Willebrand en el plasma humano por
medio de la aglutinacion de las plaquetas. Las plaquetas estabilizadas se
aglutinan en presencia del factor vW y del antibiotico ristocetina A. Util en el

monitoreo preoperatorio de pacientes con tendencias hemorragicas.

Se puede hacer por dos métodos: aglutinacion y agregémetro.

Material:

Reactivo Behring von Willebrand en 5§ ampolletas de 1 ml,
Placa de vidrio.

Solucién de citrato de sodio.

Plasma Patron para los factores de coagulacion.
Ristocetina A.

Técnica para el método de aglutinacion:

Se mezcla una parte de solucion de citrato de sodio 0.11 mol/l con 9 partes
de sangre venosa evitando la formacion de espuma. Centrifugar por 10 min a

3000 rpm, retirar el plasma sobrenadante y mantenerlo a 15-25°C.,
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Para el mélodo de aglutinacién: se diluye la muestra del plasma con

solucion isoténica de cloruro de sodio de acuerto a la tabla:

500l  500ul  500pl  250pl

AN

Muestra o dilucion 50pl 500ul 500l 500pl 250pl

Solucidn isoténica de
NaCl 250 1l | 950ul 500ul 500pl 250u 250pl

Gradosde diludion | testigo | 1:20 | 1:40 | 1:80 | 1:120 | 1:160

Titulo - 20 40 80 120 160

Pipetar sucesivamente en cada uno de los 6 campos de la placa de vidrio.

50ul de la dilucion de plasma o de la solucion testigo y 50ul de reactivo y

mezclar. Agitar durante 1 min y dejar reposar 1 min. Leer la aglutinacion contra

un fondo oscuro comparandola con el testigo. El titulo de la muestra es Ia dilucién

en la cual se observa una aglutinacion. El contenido en cofactor de ristocetina en
% del valor normal se obtiene muitiplicando el titulo por el iimite de sensibilidad.
Si el contenido del cofactor debe ser determinado dentro de limites estrechos, los

intervalos entre las diluciones tendrén que ser mas pequerios.

Técnica para el método del agregémeto, siendo este un”APALT” de la Fa.

Labor.

La calibracién es con plasma rico en plaquetas (PRP) en el 0% de
transmitancia, y con plasma pobre en plaquetas (PPP) en el 100% de

transmisitancia, a partir de reactivo y plasma humano estandar.
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Para el trazado de la curva estdndar, puede utilizarse plasma humano

estandar o mezcia de plasmas frescos de por lo menos 10 donantes sanos. Ei

plasma se utiliza sin diluir (100% del valor normal) y en las diluciones 1:2 (50%),
1:4 (25%), 1.8 (12.5%) y 1:16 (6.3%). Para la dilucion se emplea solucién

isotonica de cloruro de sodio.

Se ‘grafican los valores leidos de transmilancia por min. en papel

o . . o ,
]
logaritmico contra el logaritmo del contenido en % del valor normal; y con los

puntos se obtendra una linea recta. La muestra de plasma se aplica sin diluir. la

variacion maxima de la transmitancia leida en el agregémetro por minuto es

calculada por el equipo o se puede interpolar en la curva estandar:

Microprueba

Semimicroprueba

Reactivo vW 450 pl 900 pl
Incubacién (37°C) 2 min 3 min
Muestra 50 ul 100 il

Valores de referencia:

Entre 50 y 150% de! valor normal
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Actualmente para hacer un estudio de determinacién de la enfermedad vW,
se someten a prueba a 3 generaciones de la familia, la sangre de cada persona
se colecta y se adiciona citrado de sodio, se centrifuga a 3000 rpm por 15 min, se
refrigera a 4°C para separar el plasma; el Ag del factor vW se ensaya de acuerdo
al método de electroinmunodifusion de Laurell y la actividad del cofactor
ristocetina - factor vW se mide usando piaquetas fijadas con formalina. Los
tiempos de coagulacion se miden con el método lvy. La organizacién multimérica
del factor vW se analiza por electorforesis en gel de agarosa (1.4%) en presencia
de 0.1% de SDS.

Los multimeros del factor vW pueden identificarse después de incubacion
en geles de agarosa con anti IgG del fvW humano desarrollado en conejo y

marcado con I'”, visualizado por autoradiografia.
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CAPITULO IX

CONCLUSIONES



La funcién del factor VW es mediar la adhesion plaquetaria al interactuar
con GPIbA y la formacién del trombo ya que interactia con los componentes del
subendotelio y con los receptores plaquetarios.

Sin el factor vW el factor Vill no puede circular en el plasma. El factor vW
es una proteina, se sintetiza a partir del DNA de la transcripcion del gen 12; la
estructura de los dominios y orden de actividad es: D1-D2-D1-D3-A1-A2-A3-D4-
- B1-B2-B3-C1-C2 y se traduce en una. proteina precursora de mas de 2000
aminodcidos,

A1 y A3 son similares, hay puentes disulfuro, en el domino A1 es donde
ocurren las mutaciones lib.

La biosintesis ocurre en dos tipos de células; endoteliales que lo liberan a
la circulacién y megacariocitos que lo envia a las plaquetas liberandolo hasta que
esta maduro (DNAc incluye proproteina y proteina) y cuando la plaqueta detecta
daio vascular. Se ha estudiado el fvW en células endoteliales porque es mas
facil su cultivo.

Una vez sintetizada la proteina los propolipéptidos se ensamblan en
dimeros conocidos como Agll de VW que tiene interaccion con el coldgeno, estos
dimeros formaran multimeros que presentan forma lineal o granular.

La facultad de la proteina de adquirir tamafios muy grandes en una
propiedad que le d& caracteristicas de adhesiéon en diferente grado; el fvW
acarrea al FVIll y al unirse con coldgeno puede actuar con el cofactor en la
generacion del trombo, la unién f'WW/FVIIl lo protege de la lisis por FVIII.

Hay mutaciones en el factor vVW que ocasionan disminucion de afinidad con
el FVIII y la formacién de fibrinas-es anormal, a esto antes se le llamé hemofilia
atépica y hoy se caracteriza como subgrupo Normandia; en la porcién amino
terminal es donde se hace la union (afinidad), las mutaciones resultan en una
unién anormal, esta union es la actividad coordinada de GPIb del colédgeno y los
sitios GP!Ib-llla del extremo carboxilo.
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Solo el FyW inicia la formacion de trombo en condiciones de alto fiujo
sanguineo.

Los subtipos se deben a aiteraciones funcionales del fvW, como en:

L Defecto cuantitativo del factor en sangre circulante,

lib. Mutaciones funcionales, incrementan la actividad para GPIII-
a, la alteracion es en el dominio A2 que se degrada
rapidamente, mutaciones en lIB-llA dan genotipos confusos.

lIA.  La alteracion es en el dominio A2 en la unién de péptidos
dependientes de Ca?* dando una subunidad inestable que
tiene dos mecanismos.
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La gama de variedades (subtipos) permite explicar la diferente afinidad,
cuando la unién de las moléculas grandes se evita al endotelio se tendré una
deficiencia.

El tratamiento de la enfermedad de VW es mediante la correccién del
defecto en el factor vW o en el FVIil, y para esto hay dos opciones:

. Sustancias con concentrados plasmaticos.

. El uso de DDVAP (acetato de desmopresina)
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Concentrados:  En 1956 se utilizo la fraccion 1-0 del plasma normal que se ha
comprobado tienen fracciones de multimeros y su tiempo de vida media es
menor a 24h; en la actualidad esta fraccion ya no se emplea debido a que
no se le puede inactivar la fraccion viral que puede contener.

Crioprecipitados: Promueve la adherencia plaquetaria al subendotelio pero su
uso es controvertido debido a la dificultad para eliminar los virus,

Plasma fresco:  También ha sido de utilidad, el problema es su adquisicion y la
no inactivacion de virus.

Sin embargo, los concentrados no contienen los multimeros grandes, y se
emplean en lesiones tipo hemofilia y enfermedad vWIll, no en sangrado de
mucosa.

Considerando la informacién abordada en este trabajo, nos encontramos
todavia en el umbral del conocimiento pleno de esta enfermedad, lo cual hace
necesario continuar profundizando sobre la materia.
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