11218

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADO

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
DELEGACION 3 SUROESTE DEL DISTRITO FEDERAL
HOSPITAL DE ESPECIALIDADES
DR. BERNARDO SEPULVEDA G.

CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI

FRECUENCIA DE LOS DIFERENTES TIPOS Y SUBTIPOS DE
ENFERMEDAD DE VON WILLEBRAND EN EL HOSPITAL DE
ESPECIALIDADES DE CENTRO MEDICO NACIONAL
SIGLO XXI

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE LA
ESPECIALIDAD EN HEMATOLOGIA
P R E S E N T A

DRA. MIREYA LETICIA PORTILLO GARCIA

ASESORES: DR. LUIS ANTONIO MEILLON GARCIA
DRA. SUE CYNTHIA GOMEZ CORTES

IMSS MEXICO, D.F. FEBRERO 2004



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



ESTA TESIs MO bALE
DE LA BIBLIOTECA



REGISTRO NACIONAL DE TESIS DE ESPECIALIDAD

Delegacu‘m _3 suroeste México DF.Unidad de adscripcion HE CMN Siglo XXI .

ApellidoPabemo Portillo _Matermo___Garcia  Nombre _Mireya Leticia .
Matricula_99080028 Especialidad Hematologia ~ FechaGrad.__ / |/
Asesor:

Apellido paterno__ Meillon Materno__Garcia  Nombre J.!llﬁ_&lmn_l__‘
Matricula__7346867 _ Especialidad__Hematologia Registro_ 03803
Apellido paterno ___Gomez _Materno___Cortés  Nombre
Matricula__8023778 _ Especialidad_Hematologia Registro_ 038 |0 3
Tlh.llodelaTesn

mentaanwgldemuoosasﬂdgg@shmg

caracteriza por sangrados principaimente a
clasificacién de la va se realiza a través del cuadro clinico, historia familiar y
Iwracnnesenlass sde boratonobem he i cuenmde

adén n alta do E mmzemdwuos 18mugrasyam s. El
deedadfuede18a53 Los sa w fuerono 19 tes) y el

stocehn ui
oonduolasu Bntedism Iosd:fe s EVW: 88% co \M"
tipo 1, 78%@02?38%@03 Se estudio ademas un grupo control, compuesta de 24
individuos, aparentemente sanos. 8.3% de los individuos presentaron prolongaciéon en

TTP, 4% tiempo de hemorragia prolongado y 16.6% presenté F VI inferior al rango
normal.

Palabras dave
Fofvimedod  2) yenWlebrand 3) Butor ven Wi lleb ware
4) ’ _5) Pags.__Tlus

rnido mi trabaio rece

anrlu.o GARCA__

o2l bt _2554_




DR. ANTONIO CASTELLANOS OLIVARES
JEFE DE LA DIVISION DE
EDUCACION E INVESTIGACION EN SALUD
HOSPITAL DE ESPECIALIDADES CMN 8XXI

]

)
J/..
DR. LUIS ANTONIO/MEILLON GARCIA
PROFESOR JITULAR DEL )
CURSO DE POSG EN HEMATOLOGIA

ASESOR DE TESIS
HOSPITAL DE ESPECIALIDADES CMN SXXI

DRA. SUE-GYNTHIA GOMEZ CORTES
ASESOR DE TESIS )
MEDICO ADSCRITO AL SERVICIO DE HEMATOLOGIA
HOSPITAL DE ESPECIALIDADES CMN SXXI

ERNe kRIS

e VYAV



RESUMEN ... ... e e e
INTRODUCCRON s s e s s s oA s o i
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ........ ...
OBUETIVOS . .. ..ot e e i e e e e e e e e
MATERIAL Y METODOS s oiiassimmimimmminmiiyes sabaviinma fsniisss s
SELECEION DE MUBSTRA.ouuisuarsmsie s insis s o s
PROCEDIMIENTOS ... ... i e e e
ANALISIS ESTADITISCO... ... ... e,
CONSIDERACIONES ETICAS ... ...
RECURSOS PARAEL ESTUDIO.........cccoommmmnis simmmmsussomssmasssmmonss
RESULTADOS. .. ..o e e e et e e e e
DISCIISION comsvmanmmmmsc st o e s v s s i s s
CONGEUSIOM . mmsnussomsons s 75 e S I T AN
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... ... ...

15

156

16

18

19

20

21

21

22

27

29

30

32



AGRADECIMIENTOS

A MIS PADRES
Por su apoyo incondicional durante toda mi vida

A Mi ESPOSO RAUL
Por la felicidad y motivacién que le ha dado a mi vida

A MIS MAESTROS
Por su guia durante este camino

AL PERSONAL DE LABORATORIO
Por su apoyo durante estos anos y por su ayuda para el desarrollo de este trabajo



RESUMEN

FRECUENCIA DE LOS DIFERENTES TIPOS Y SUBTIPOS DE LA
ENFERMEDAD DE VON WILLEBRAND EN EL HOSPITAL DE
ESPECIALIDADES DE CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI.

Portillo GML, Meillon GLA, Gémez CSC.

Servicio Hematologia. Hospital Especialidades CMN Siglo XXI, IMSS.

La enfermedad de von Willebrand (EvW) agrupa un conjunto heterogéneo de
diversas enfermedades o alteraciones hemorragicas de origen genético, que
implica una alteracion en la estructura, funcion o liberacion del factor de von
Willebranb (FvW). EI FYW es una glucoproteina que participa en la hemostasia
primaria al favorecer la adhesion y agregacion plaquetaria, y en la hemostasia
secundaria al estabilizar el F VIl de la coagulacién y prolongar su vida media. La
EvW es el desorden hemorragico mas frecuente, se caracteriza por sangrados
principalmente a nivel de mucosas. La severidad de los sintomas varia en los
miembros de una misma familia afectada y también en el mismo individuo en el
transcurso del tiempo. La EvW se clasifica en 3 tipos, el tipo 1 y 3 son alteraciones
cuantitativas y el tipo 2 son alteraciones cualitativas. E| diagnéstico y clasificacion
de la EVW se realiza a través del cuadro clinico, historia familiar y alteraciones en
las siguientes pruebas de laboratorio: tiempo de hemorragia, cuenta de plaquetas,
agregometria plaquetaria con ristocetina, actividad del F VIII, concentracion del

antigeno del FvW, actividad del cofactor de ristocetina, analisis de los multimeros



del FYW. En el presente trabajo se determind la frecuencia de los diferentes tipos
de EVW, asi como las alteraciones de laboratorio que se presentan con mas
frecuencia en relacion a dicha patologia en la poblacién del hospital de
Especialidades CMN SXXI. Se estudio una poblacidén de 115 pacientes, los cuales
acudieron al laboratorio de coagulacion especial con sospecha de enfermedad
hemorragipara, de 1997 al 2003, se les realizo una encuesta acerca de
manifestaciones clinicas de hemorragia, antecedentes familiares de sangrado y se
analizo sus resultados de laboratorio, de acuerdo a lo anterior se aislé la poblacion
con alta probabilidad de EVW, en total 26 individuos, 18 mujeres y 8 varones. El
rango de edad fue de 18 a 53 arfios. A ésta poblacion se le realizo nuevamente un
estudio completo que incluyo: biometria hematica, tiempos de coagulacion, tiempo
de sangrado, determinacién de la actividad del F VIil, nivel de FvW antigénico,
agregometria plaquetaria inducida por ristocetina, actividad de cofactor de
ristocetina, muitimeros de FVW. Los resultados obtenidos en nuestro grupo de
estudio fueron: en relacidn a los grupos sanguineos fueron en su mayoria O (19
pacientes) y el resto grupo A (7 pacientes). Los antecedentes familiares fueron
positivos en el 53.8% de la poblacion seleccionada. Las principales
manifestaciones de hemorragia fueron epistaxis, equimosis, gingivorragia y
hemorragia post quirirgica. En cuanto a alteraciones en los examenes de
laboratorio se encontré prolongacion del TTP y del tiempo de hemorragia en el
84.6% de los pacientes. En el 63.2% de la poblacién se encontré F VIl disminuido
y la RIPA (agregometria plaquetaria con ristocetina) disminuida en el 30%.
Analizando las manifestaciones clinicas, antecedentes familiares y resultados de

laboratorio se concluyo la siguiente distribucion en los diferentes tipos EvW: 88%



pacientes con EvW tipo 1, 7.6% tipo 2 y 3.8% tipo 3. Se estudio ademas un grupo
control, compuesta de 24 individuos, aparentemente sanos. 8.3% de los individuos
presentaron prolongacion en TTP, 4% tiempo de hemorragia prolongado y 16.6%
presento F VI inferior al rango normal. Cabe mencionar que un individuo presento
alteraciones de laboratorio compatibles con EvW.

CONCLUSION: La EVW tipo 1 es la mas frecuente. Las  principales
manifestaciones son sangrados a nivel de mucosas y varian de individuo a
individuo y en el transcurso del tiempo. Las alteraciones en laboratorio también
varian en resultado a diferentes tiempos, influyendo en los niveles de FwV el
grupo sanguineo (25% mas bajo en individuos del grupo O) y otras circunstancias
(estrés, inflamacién, etc); por lo anterior para que un individuo con antecedente de
FvW bajo presente manifestaciones de hemorragia es necesario otros factores. La
poblacion aparentemente sana puede presentar niveles de FvW bajos sin
traduccidon clinica y sin que esto signifique enfermedad de von Willebrand,
presentandose dicha alteracion en aproximadamente 1% de la poblacion,

reportado en la literatura y en nuestro grupo control se encontrd en un 8.3%.



INTRODUCCION

La enfermedad de von Willebrand (EvW) agrupa a un conjunto heterogéneo de
diversas  enfermedades o alteraciones hemorragicas de origen genético,
heredadas de acuerdo a un patrén autosomico, ya sea dominante o recesivo, que
implica una alteracion en la estructura, funcién o liberacion del factor de von
Willebrand (FvW). Es el desorden hemorragico mas frecuente, caracterizado
principalmente por sangrados a nivel de mucosas, especialmente epistaxis y
menorragias. Aunque una disminucién en el FvW detectada por laboratorio ocurre
aproximadamente en el 1% de la poblacién, menos del 10% de éste grupo
presentan manifestaciones hemorragicas secundarias a un FyW disminuido. Se ha
descrito que existen otros factores ademas del nivel de FYW para que se
presenten manifestaciones hemorragicas. La severidad de los sintomas varia en
los miembros de una misma familia afectada y también en el mismo individuo en el

transcurso del tiempo. (1,2,17)

El factor de von Willebrand es una glucoproteina que se sintetiza en los
megacariocitos y en las células endoteliales. El gen que la codifica se encuentra
en el brazo corto del cromosoma 12; la proteina madura forma multimeros de
diferentes tamarios y una vez sintetizada, se almacena en los granulos alfa de las
plaquetas y en los cuerpos de Weibel Palade de las células endoteliales. Bajo
ciertos estimulos (trombina, calcio, fibrina, activador tisular del plasminégeno,
adrenalina, vasopresina, etc.) dicha proteina se transporta hacia el plasma o al

subendotelio. El FVW participa en la hemostasia a través de 2 vias: 1) favorece la



adhesion y la agregacion plaquetaria a superficies trombogénicas por su
interaccion con las glucoproteinas Ib/IX y lib/llla de las plaquetas. 2) transporta al
factor VIII (F VIil) de la coagulacion y lo protege de la accion proteolitica

plasmatica, aumentando su vida media.(1)

La EvW fue descrita en 1926 por Eric von Willebrand, hematoélogo finlandés, quien
publico un desorden hemorragico hereditario en una familia del archipiélago Aland
en el golfo de Bothnia. Los miembros de la familia presentaban prolongacién en el
tiempo de sangrado, pero tiempos de coagulacién y conteo plagquetario sin
alteracién. Eric von Willebrand reconocié un patrdn de herencia autosémico
dominante y la llamo pseudo hemofilia hereditaria. En 1953, Alexander y Goldstein
describieron por primera vez la asociacion de la disminucion de F VIl y tiempo de
sangrado prolongado en 2 pacientes con pseudo hemofilia tipica o enfermedad de
von Willebrand, y dicha observacion fue observada subsecuentemente. Nilsson y
colaboradores observaron que la infusion de una fraccion del plasma que contenia
FVIIl y FYW, de una persona sana o de una persona con hemcdfilia, corregia el
tiempo de sangrado en pacientes con enfermedad de von Willebrand. La
caracterizacion del F VIl y FYW en 1984 y 1985 respectivamente, llevo a conocer
multiples defectos moleculares en ambos factores. Posteriormente se encontrd
que los pacientes con EvW presentan disminucién en el F VIil, como resultado de
una interaccion no covalente entre el F VIl y FYW, ya que como se menciono
previamente el F VIl sirve como transportador del FYW a nivel plasmatico
protegiéndolo de la accidn enzimatica y aumentando su vida media; asi mismo se

determind la fraccion antigénica y la fraccién de actividad de los factores VIl y



FVvW. En 1971, Howard y Firkin, reportaron que un antibidtico que causaba
trombocitopenia, fue capaz de producir agregacion plaquetaria en presencia de
plasma normal, pero no en presencia de plasma de pacientes con EvW. Esta
observacion fue confirmada por otros investigadores, concluyendo que un defecto
en la agregacion plaquetaria vista en el plasma de pacientes con EVW corregia
con la adicion de plasma normal o con plasma de pacientes con hemofilia. Weiss y
colaboradores desarrollaron un ensayo cuantitativo de la funcion del FvW basada
en éste principio, y la actividad medida fue referida como Actividad de Cofactor de

Ristocetina. (2)

La enfermedad de von Willebrand se caracteriza por alteraciones en el FWW tanto
a nivel cuantitativo como cualitativo. Se han identificado multiples anormalidades
basadas en sus propiedades bioquimicas y en la secuencia de nucledtidos del
gene. En 1994 el Subcomité de Enfermedad de von Willebrand de la Sociedad
Internacional en Trombosis y Hemostasia, realizé una clasificacion basada
primariamente en el fenotipo de la proteina de FvW presente en el endotelio,
plasma y en las plaquetas de los pacientes. El tipo 1 y el tipo 3 son alteraciones

cuantitativas, mientras que el tipo 2 son alteraciones cualitativas. (3)



CLASIFICACION DE LA ENFERMEDAD DE VON WILLEBRAND

TIPO 1, deficiencia parcial cuantitativa de FYW. Representa el 70% de los casos
de EvW. Es heredada en forma autosémica dominante en la mayoria de los casos.
Los pacientes cursan con hemorragias leves a moderadas, aunque existe una
gran heterogeneidad entre los miembros afectados de una misma familia. La
evaluacién de laboratorio generalmente revela FvW antigénico, factor VIl y

actividad de cofactor de ristocetina disminuidos.

TIPO 2, variante cualitativa de la enfermedad, existen varios subtipos. Comprende
del 20 al 30% de los casos de EVW. La penetrancia por lo regular es mas

completa que el tipo 1. Tiene varios subtipos:

SUBTIPO 2A: es la variante cualitativa mas comun, se encuentra en
aproximadamente 5 a 10% de los pacientes con EvW. Generalmente se transmite
en forma autosomico dominante, aunque se han reportado casos con patrén
autosémico recesivo. Los pacientes presentan didtesis hemorragica moderada. A
nivel de laboratorio encontramos tiempo de sangrado prolongado, F VIll normal o
disminuido, FVW antigénico disminuido o normal, actividad de cofactor de
ristocetina muy disminuida, agregacién plaquetaria inducida por ristocetina (RIPA)

disminuida o normal, multimeros en plasma anormales.



SUBTIPO 2B, se caracteriza por un incremento en la reactividad del FyW con el
receptor GPIb de las plaquetas. El patron de herencia es autosémico dominante o
recesivo. El aumento en la depuracién de los complejos FvW- plaquetas da como
resultado la existencia de trombocitopenia en éstos pacientes y a la pérdida de
multimeros de alto peso molecular. Estos pacientes presentan grados variables de
hemorragia. En laboratorio encontramos tiempo de sangrado prolongado, F VI

normal o disminuido.

SUBTIPO 2M, se caracteriza por disminucién en la funcién plaquetaria, la cual no
es por ausencia de multimeros de alto peso molecular. A pesar de que existen
multimeros de tamafo normal, la disminucién en la funcion plaquetaria indica que
los multimeros son cualitativamente anormales. Se hereda en forma autosémico
dominante. Cursan con tiempo de sangrado aumentando o normal, F VIl normal o
disminuido, FYW antigénico disminuido o normal, actividad de cofactor de

ristocetina disminuido o normal.

SUBTIPO 2N. Normandy. Variante cualitativa con afinidad disminuida del FvW por
el F VIII. Se transmite en forma autosomica recesiva. El cuadro clinico del paciente
es muy semejante a la hemofilia. El tiempo de sangrado es normal, el F Vill se
encuentra muy disminuido, el FYW antigénico se observa normal o disminuido, el
cofactor de ristocetina normal o disminuido, RIPA normal, multimeros en plasma

normales o anormales, afinidad del FvW por el FVIII disminuida.



TIPO 3. Se caracteriza por niveles muy bajos o ausencia del FYW. El patrén de
herencia es generalmente autosémico recesivo y su prevalencia es baja (1 a 5 por
millén). Los pacientes presentan hemorragias severas que pueden poner en
peligro la vida y por lo regular requieren de apoyo transfusional. En adicién a
hemorragias severas a nivel de mucosas, los pacientes también presentan
hemorragias a nivel intraarticular y en tejidos blandos, similar a lo que ocurre en
pacientes con hemofilia. A nivel de laboratorio se caracterizan por tiempo de
sangrado muy prolongado, F VIl disminuido, FYW antigénico muy disminuido o no
detectable, sin actividad de cofactor de ristocetina, RIPA no detectable, multimeros

en plasma no detectables.(2,3)

En cuanto a la frecuencia de la enfermedad existen pocos estudios. En 1984 se
realizd un reporte de 60 casos en 24 familias en México por parte del Dr.
Pizzuto y su grupo de colaboradores. En 1987 se reportd un estudio realizado en
dos poblaciones de ltalia, de 1218 participantes con sospecha de enfermedad de
von Willebrand, en un 0.82% se corroboro dicho diagnéstico. En 1989 se reporto
una prevalencia de 113 pacientes por millén, en pacientes sintomaticos en la
poblacion IX de Chile. En 1991 un estudio de frecuencia en Kagoshima, Japén
estimo un rango de 23 casos por millén de habitantes. En 1991 se reporté la
prevalencia en 2 zonas de Venezuela, una en 42 casos por millén de habitantes y
la otra con 73 casos por millon de habitantes. La aparente variacion en la
prevalencia de la enfermedad de von Willebrand sintomatica probablemente se
explique por la diferente eficiencia con la cual los pacientes son diagnosticados y

referidos a centros que cuenten con recursos para llevar a cabo las diferentes



pruebas diagnodsticas a determinar el padecimiento. En varios estudios la
distribucion de los diferentes tipos de la enfermedad es de 60 a 80% para el tipo 1,
7 a 30% para el tipo 2 y 5 a 20% para el tipo 3, la variacion se explica porque la
clasificacion de la enfermedad depende de los métodos de laboratorio y criterio
clinico para la identificacion del paciente. En cuanto a los subtipos de la
enfermedad tipo 2, en un reciente andlisis de 150 familias en Francia, mostré una
distribuciéon de 30% para el subtipo 2 A, 28% para el 2B, 34% parael2Nyel 8%
restante entre casos signados como 2 M o no clasificados. Tomando en cuenta los
datos de estudios anteriores se puede decir que la prevalencia de enfermedad de
von Willebrand sintomatica es cercana a 113 casos por millén y puede ser mas
alta. El nimero de personas estimadas con enfermedad de von Willebrand es de
1480 a 3580 personas por millon. El nimero de personas con EvW sintomatica
estimada es de al menos 100 casos por millén de habitantes. (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,

10,11).

Como se mencioné previamente, el diagnostico y clasificacion de pacientes con
enfermedad de von Willebrand, requieren varias pruebas de laboratorio, las cuales
incluyen: el tiempo de hemorragia, cuenta de plaquetas, agregometria plaquetaria,
agregacion plaquetaria inducida por ristocetina (RIPA), actividad del cofactor de
ristocetina (FYW: RiCof), actividad del factor VIIl (F VIII:C), concentraciéon del
antigeno del factor von Willebrand (Ag:FvW), analisis de los multimeros del factor

von Willebrand.(12)



TIEMPO DE HEMORRAGIA. Prueba que mide in vivo la relacion endotelio-
plaqueta y refleja la capacidad hemostatica plaquetaria. El tiempo de hemorragia
es util para detectar un defecto cualitativo o cuantitativo de las plaquetas y FYW. El
tiempo de sangrado es muy variable en formas leves de EvW y se prolonga en
aproximadamente 50% de los pacientes. El método tradicional es el de vy, que
consiste en hacer una pequena incision en el antebrazo ejerciendo una presion
constante de 40mmHg, absorbiendo con papel filtro el exceso de sangre cada 30
segundos. El tiempo de hemorragia es el tiempo que transcurre desde la incisién
hasta el cese de la hemorragia. El limite normal de la prueba es de 9 minutos.
Algunos medicamentos pueden alterar el resultado como los anticoagulantes,

antiinflamatorios no esteroideos.

CUENTA DE PLAQUETAS. El conteo plaguetario es importante ya que, por un
lado ayuda a excluir desdrdenes de la hemostasia primaria por trombocitopenia,
no relacionadas a EVW y por otro lado, los pacientes con EvW subtipo 2 B
presentan trombocitopenia continua o intermitente. Un conteo plaquetario bajo nos
debe hacer sospechar de un defecto cualitativo de la EVW y un dafo en la
interaccion FvW-plaquetas. Se puede realizar manual o en forma automatizada. La

cifra normal de plaquetas oscila entre 150-500x10 9/L.

AGREGOMETRIA PLAQUETARIA. La agregacion plaquetaria es el proceso por el
cual las plaguetas se unen unas con otras ante un estimulo fisico o quimico para
formar el coagulo. Este fendmeno depende de glicoproteinas de membrana,

fibrinogeno, calcio, asi como de otros agentes agregantes. La agregacion se

11



realiza en plasma rico en plaquetas (PRP) y sangre total, adicionando agonistas
plaquetarios (ADP, colagena, ristocetina, trombina, etc.) y determinando la
agregacion por diversos metodos: 1) optico, 2) impedancia, 3) luminiscencia y 4)
flujo de calcio ionizado. En nuestro laboratorio se realiza por método optico, el cual
utiliza un espectrofotébmetro que registra el cambio en la transmision de la luz al
formarse el agregado plaquetario. La agregacion plaquetaria inducida por
ristocetina (RIPA) utiliza la ristocetina que es un antibiético que induce in vitro la
unién del FYW a la glicoproteina Ib/IX. Esta prueba utiliza plasma rico en plaquetas
y ristocetina. La agregacion se encuentra disminuida en la trombocitopenia
Bernard-Soulier y en la mayoria de los subtipos de EvVW, excepto en el subtipo 2B
donde encontramos un aumento en la respuesta a la ristocetina (hiperagregacion),
debido a una mayor afinidad del FvW por la glicoproteina Ib/IX. Esta prueba no
detecta pacientes con EVW leve, sin embargo actualmente es de gran utilidad para

la identificacion de EVW subtipo 2B.

ACTIVIDAD DEL COFACTOR DE RISTOCETINA (FvW:RiCof). Refleja la
actividad funcional (adhesiva) de la molécula del FYWW. Se basa en la interaccion
del FVW plasmatico y el receptor plaquetario Ib/IX. Esta prueba es similar a RIPA,
excepto que utiliza plasma pobre en plaquetas, una concentracién estandar de
ristocetina y plaquetas normales. La FVW:RiCof se determina por la aglutinacion
plaquetaria medida por un agregémetro o técnica macroscépica. La FvW:RiCof
tiene el mismo peso que el FVW antigénico para el diagnostico de EvW, sin
embargo con ésta prueba se detectan mas pacientes con formas leves de la

enfermedad.



ACTIVIDAD DEL FACTOR VI (FVIIE:C). Aunque en muchos tipos de EvW, la
actividad del FVYW se encuentra afectada, ésta prueba es esencial para el
diagnéstico del subtipo 2 N (Normandy). El método se basa en la determinacion
del tiempo parcial de tromboplastina activado (TTPa), en mezclas 1:1 de plasma
deficiente en FVIIl y el plasma estandar o problema diluido. En estas condiciones
el acorlarﬁiento del tiempo de coagulacion es inversamente proporcional a la
actividad del FVIII. El valor de referencia varia entre 50 a 150 U/dl. La actividad del
FVIIl se encuentra disminuida en pacientes con EvW, hemofilia clasica e inhibidor

al FVIIL.

CONCENTRACION DEL ANTIGENO DEL FACTOR VON WILLEBRAND
(Ag:FVW). Es importante su determinacién para la distincion entre un defecto
cuantitativo de un defecto cualitativo. Puede ser medido por una variedad de
métodos inmunoldgicos, donde se utiliza un anticuerpo dirigido para el Ag:FvW. El
80% de los pacientes con EvW tiene disminucion del Ag:FvW. En personas sanas
con grupo sanguineo O el Ag:FvW puede ser cuantificado en una cantidad 25%
menor en comparacion a los grupos sanguineos restantes, sin una tendencia

hemorragica.

ANALISIS DE LOS MULTIMEROS DEL FACTOR VON WILLEBRAND POR
WESTERN BLOTT. Esta prueba se considera confirmatoria y permite clasificar los
tipos de la EvVW. El estudio de los multimeros evalua anormalidades cuantitativas y
cualitativas por inmunoelectroforesis. Es una metodologia compleja de realizar.

Primero se lleva a cabo la electroforesis en gel de poliacrilamida-agarosa con SDS
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(SDS-PAGE), posteriormente se procede a transferir los multimeros a la
membrana de nitrocelulosa, se bloguea y se lava exhaustivamente. La membrana
se incuba con el anticuerpo anti-FvW, después se incuba con el anticuerpo anti-

IgG conjugado con peroxidadsa.

Finalmente, se revela por el sistema de quimioluminiscencia, analizando las
bandas en el equipo STORM 860. La quimioluminiscencia presenta una
sensibilidad similar a la radioactividad para detectar precisamente las diversas
bandas, asi como también nos permite cuantificar por densitometria las mismas.
La positividad al FVW en sujetos sanos se determina por la presencia de bandas
de alto y bajo peso molecular y su ausencia se manifiesta en los diferentes tipos

de la EVW. (12,13).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Cudl es la frecuencia de los diferentes tipos y subtipos de enfermedad de von

Willebrand en el Hospital de Especialidades de Centro Medico Nacional Siglo XXI?

¢ Cuales son los parametros de laboratorio que se alteran con mas frecuencia en

los diferentes tipos y subtipos de enfermedad de von Willebrand?

OBJETIVOS

Determinar la frecuencia de los diferentes tipos y subtipos de enfermedad de von

Willebrand en el Hospital de Especialidades Centro Medico Nacional Siglo XXI.

Determinar cuales parametros de laboratorio se encuentran alterados con mas

frecuencia en los diferentes tipos y subtipos de enfermedad de von Willebrand.



A)

B)

MATERIAL, PACIENTES Y METODOS

Disefio del Estudio: Transversal, Descriptivo, Observacional,

Retropolectivo (serie de casos)

Universo de Trabajo: se analizaran 115 expedientes de pacientes
con sospecha de enfermedad hemorragipara enviados a laboratorio de
Coagulacion Especial del HE CMN SXXI para su estudio en los Ultimos 5 afos
(1997-2003). Se realizaran las pruebas para EVW a aquellos pacientes que
presenten por datos clinicos y alteraciones en pruebas de laboratorio basicas

sospecha de EVW.

El estudio se realizara en el Hospital de Especialidades de Centro Medico

Nacional Siglo XXI.

C) Descripcién de Variables



VARIABLES INDEPENDIENTES:

1) Enfermedad de von Willebrand tipo 1

2) Enfermedad de von Willebrand tipo 2

Subtipo 2 A
Subtipo 2 B
Subtipo2 M

Subtipo2 N

3) Enfermedad de von Willebrand tipo 3

VARIABLES DEPENDIENTES:
1) Tiempo de Hemorragia
2) Cuenta de Plaquetas
3) Agregacion plaquetaria inducida por ristocetina (RIPA)
4) Actividad de cofactor de ristocetina (FVW: RiCOF)
5) Actividad del factor VIl (F VIII:C)
6) Concentracién del antigeno del factor VW (Ag: FVW)

9) Andlisis de los muitimeros del factor de VW



SELECCION DE LA MUESTRA

Criterios de Inclusion: se incluiran todos los pacientes de edad mayor de 16 anos,
con cuadro sugestivo de enfermedad de von Willebrand (sindrome hemorragico
espontaneo o ante situaciones de riesgo) y que presenten alteraciones en
parametros de laboratorio tales, como tiempo de hemorragia prolongado, TTPa

prolongado y cuenta de plaquetas normal o baja.



PROCEDIMIENTOS

Se realizara la recoleccion de datos de cada paciente enviado al laboratorio de
Coagulacion Especial del Centro Medico Nacional Siglo XXI por sospecha de
coagulopatia, a través de su expediente o por llamada telefénica. La recoleccion
de datos se llevara a cabo por el medico residente participante. El lugar de la toma
de muestra sera el laboratorio de Coagulacién Especial del Servicio de
Hematologia en el Hospital de Especialidades del Centro Medico Nacional Siglo

XX

En base a los datos obtenidos en la hoja de recoleccion (anexo 1 ) se determinara
si el paciente es candidato o no para la realizacion de pruebas de laboratorio
especiales para confirmar el diagnostico de EVW vy clasificarlo. Los métodos de
laboratorio que se analizaran en cada paciente son el tiempo de sangrado, conteo
plaquetario, agregometria plaquetaria, agregacion plaquetaria inducida por
ristocetina, actividad del cofactor de ristocetina, actividad del factor VIII,
concentracion del antigeno del factor von Willebrand y analisis de los multimeros

del factor von Willebrand.

La recoleccion de datos de cada paciente, asi como la realizacién de las pruebas
de laboratorio se llevaran a cabo previo consentimiento informado y por escrito por
parte del paciente. Se le explicara el objetivo del presente estudio y la importancia
de la valoracion de su caso para su manejo en un futuro. Se realizara toma de

muestra sanguinea en ayuno, previa asepsia y antisepsia.



ANALISIS ESTADISTICO

Se realizara andlisis de frecuencia, expresada en porcentajes. Posterior a éste

analisis se clasificara a los pacientes en cada uno de los tipos y subtipos de EvW,

los cuales se expresaran en porcentajes.
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CONSIDERACIONES ETICAS

Tomando en cuenta que es un procedimiento con toma de muestras sanguineas

se solicitara a cada paciente el consentimiento informado por escrito (anexo 2)

RECURSOS PARA EL ESTUDIO

Recursos Humanos: las personas senaladas al inicio.

Recursos Materiales: los reactivos para llevar a cabo las pruebas de laboratorio
son Simplate R. (Aganon) , Ristocetina (Chonolog), Cofactor (Chonolog), Plasma

Deficiente FVIII, Anti FVW, Anti IgG, ACL plus (Amcrsham).



RESULTADOS

Se estudio una poblacion de 115 pacientes, los cuales acudieron al laboratorio de
coagulacion especial con sospecha de enfermedad hemorragipara, de 1997 a
2003, de dicha poblacion se seleccionaron los pacientes que por cuadro clinico y
estudios de laboratorio eran altamente sospechosos de Enfermedad de von
Willebrand, siendo 26 pacientes. Asi mismo, se estudio un grupo control de 24

individuos sanos.
Tanto al grupo control como al grupo problema se les realizaron los estudios

comentados previamente. Del grupo problema, 18 fueron mujeres y 8 varones,

con rango de edad de 18 a 53 afos.

PORCENTAJE DE PACIENTES POR SEXO

69.20%

B Masculino MFemenino

[
(2



Se analizaron los resultados de acuerdo al grupo sanguineo, encontrando 19

pacientes de grupo O, el resto del grupo problema fue del grupo A (7 pacientes)

PORCENTAJE DE GRUPOS SANGUINEOS

B Grupo 0 positivo MGrupo A positivo

Los antecedentes familiares de manifestaciones hemorragiparas fueron positivos
en 14 pacientes (53.8%). Ningun paciente con antecedente de consanguinidad.
Las manifestaciones clinicas principales fueron epistaxis, equimosis, gingivorragia

y hemorragia post quirdrgica.

Sintomas % Sintomas %

Epistaxis 54% | Hemoptisis 0%
Gingivorragia 50% |Hematuria 0%
Equimosis 54% |Hemartrosis 0%
Hemorragia Post-Qx 46% |Melena 0%
Hiperpolimenorrea 35% |Hematomas 0%
Purpura 19% |Petequias 8%
Rectorragia 11% |Hematemesis 4%




MANIFESTACIONES CLINICAS

60%

50% O Epistaxis

B Gingivorragia

O Equimosis
OHemorragia Post-Qx
B Hiperpolimenorrea
OPurpura

W Rectorragia

O Petequias

B Hematemesis

40%

30%

20%

10%

0%

En cuanto a los antecedentes personales patolagicos, 1 paciente nos refirio
hipertiroidismo, actualmente eutiroidea y otro paciente con antecedente de asma,
sin cuadro agudo al momento de la toma de la muestra. Los pacientes con
antecedente transfusional fueron 11 (45.8%), lo anterior en relacion a evento

quirdrgico, ya sea como preparacion o por sangrado anormal post quirdrgico.

Analizando las manifestaciones clinicas, antecedentes familiares y resultados

de laboratorio se concluyo la siguiente distribucion en los diferentes tipos de EvW:

23 pacientes con probable tipo 1, 2 con tipo 2 y 1 tipo 3.
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PORCENTAJE DE LOS DIFERENTES TIPOS DE EVW

7.69% 3.84%

88.46%

ETipo1 BTipo2 OTipo 3

En cuanto a estudios de laboratorio, a todos los pacientes se les habia
determinado en una a varias ocasiones tiempos de coagulacion, TS, F VIII Ag,
FvW Ag, RIPA y los mismos estudios de llevaron a cabo nuevamente para el
presente reporte, con el objeto de tener varias determinaciones en diferentes
tiempos. Todos los pacientes presentaron TP y TT en valores normales. EI TTP se
reporto anormal en el 84.6% de la poblacion estudiada. El tiempo de sangrado se
reporto prolongado en el 84.6%. El F VIl estuvo disminuido en el 69.2% de los
pacientes. La RIPA se reporto disminuida en 46% del grupo estudiado. Los valores
reportados del valor del FvW Ag estuvo en un rango de 8 a 115 para el grupo
sanguineo O y de 17.9 a 92.2 para el grupo sanguineo A. Los valores para el

factor F VIII fluctuaron de 10 a 146%.

Como se menciono previamente se estudio un grupo control, el cual no tenia
antecedentes familiares ni personales de sangrado, 5 fueron del grupo A, 4 del

grupo B, 1 del grupo AB y 14 del grupo sanguineo O. Cabe mencionar que 2 de

[
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los individuos control presentaron prolongacion en TTP, 1 persona presento

prolongacién en TS, y en 4 se reporto F VIll inferior al rango normal.

Dos personas control presentaron disminucion en el FYW Ag reportado, ambas del
grupo sanguineo A, sin otras alteraciones significativas en los estudios de
laboratorio realizados. Un paciente de los 24, es decir el 4% presento criterios de

laboratorio para Enfermedad de Von Willebrand tipo 1.



DISCUSION

Se estudio una poblacién de 26 pacientes con alta sospecha de EvW, por
manifestaciones clinicas, estudios de laboratorio y antecedentes familiares de
hemorragia. Para la clasificacion de los pacientes se tomo en cuenta la severidad
en manifestaciones hemorrdgicas, asi como el grado de alteracion en la pruebas
de laboratorio, sobretodo el nivel de FvW. Como se ha reportado en la literatura el
tipo 1 de EVW es el mas frecuente, encontrando en nuestra poblacion el 88%. El
tipo 2 se encontré en un 7.6%, se sospecha de subtipo Normandy ya que los
pacientes presentaron FYW en rangos de 20 a 30% y F VIl en rangos de 10 a
30% en diferentes determinaciones. El paciente con tipo 3 presento FVYW en todas
sus determinaciones inferior a 10%, TTP prolongados en mas de 40 segundos, F
VIl en rangos de 20 a 40%, tiempo de sangrado mayor a 15 minutos, RIPA en
0%.

Las manifestaciones de hemorragia reportadas en la literatura como principales
son a nivel de mucosas manifestadas principalmente como epistaxis y
gingivorragia, lo cudl si corroboro en nuestra poblacion donde ademas

observamos muy frecuentemente equimosis sin relacion a traumatismo.

Las alteraciones en laboratorio mas frecuentemente observadas fueron la
prolongacién del TTP, el TS prolongado y la disminucion en el nivel de FYW y F
VIII, pruebas que en la mayoria de los laboratorios se pueden llevar a cabo y de

ésta manera poder estudiar al paciente con sospecha de enfermedad
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hemorragipara de una forma lo mas completa posible, con el propdsito de manejar

al paciente conforme al diagnostico especifico.

Los resultados de laboratorio varian dependiendo del momento de la toma, del
grupo sanguineo (25% mas bajo en individuos del grupo O) y otras circunstancias
(estrés, inflamacion, etc); por lo anterior para establecer el diagnostico de EvW se
requiere no so6lo contar con un nivel bajo de FvW, sino ademas con otras
alteraciones en las pruebas de coagulaciéon especificas de esta entidad y las
manifestaciones clinicas ya comentadas. La poblacién aparentemente sana
puede presentar niveles de FvW bajos sin traduccién clinica y sin que esto
signifique enfermedad de von Willebrand, presentandose dicha alteracion en
aproximadamente 1% de la poblacion reportado en la literatura, nosotros
encontramos en el grupo control una frecuencia del 8.33%. Un individuo del grupo
control presentd niveles bajos de FYW y otras alteraciones en sus estudios de
coagulacion altamente sugestivos de EvW, sin manifestaciones clinicas de la

enfermedad.
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CONCLUSION

1) La Enfermedad de von Willebrand tipo 1 fue la mas frecuente en nuestra
poblacion estudiada y la menos frecuente la Enfermedad de von Willebrand

tipo 3.

2) Las alteraciones de laboratorio mas frecuentemente observadas fueron TTP
prolongado, TS prolongado, disminucién en los niveles de Factor von

Willebrand.

3) En nuestra poblacién control se observé un 8.3% con niveles bajos de
Factor de von Willebrand sin traduccién clinica, es decir como factor de

riesgo para hemorragia Unicamente.
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ANEXO 2

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA
PARTICIPACION EN PROYECTO DE INVESTIGACION CLINICA.
SERVICIO HEMATOLOGIA
HOSPITAL ESPECIALIDADES
CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI

FECHA:

Por medio de la presente acepto participar en el proyecto de investigacion
titulado: FRECUENCIA DE LOS DIFERENTES TIPOS Y SUBTIPOS DE
ENFERMEDAD DE VON WILLEBRAND EN EL HOSPITAL DE
ESPECIALIDADES DE CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO SXXI.
Registrado ante el Comité Local de Investigacion con el nimero:

El objetivo de éste estudio es determinar la frecuencia de Enfermedad de
von Willebrand en los pacientes enviados de la consulta externa de
Hematologia en el HE CMN SXXI con sospecha de enfermedad
hemorragipara.

Se me ha explicado que mi participacion consiste en acudir a Laboratorio de
Coagulacion Especial del HE CMN SXXI, donde se realizara toma de 5
muestras de sangre de 3ml cada una, en tubos siliconizados con citrato de
sodio al 3.8% como anticoagulante, previa asepsia y antisepsia.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos,
inconvenientes, molestias y beneficios derivados de mi participacion en el
estudio, que son los siguientes: dolor al obtener la muestra sanguinea venosa
y/o presencia de hematoma posterior a puncién. El beneficio consiste en
obtener un diagndstico especifico para un adecuado manejo.

NOMBRE Y FIRMA
PACIENTE

NOMBRE Y FIRMA
INVESTIGADOR
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HOJA DE RECOLECCION DE DATOS
HOSPITAL DE ESPECIALIDADES HE CMN SXX]|
SERVICIO HEMATOLOGIA
FRECUENCIA DE LOS DIFERENTES TIPOS Y SUBTIPOS DE ENFERMEDAD DE

VON WILLEBRAND EN EL HE CMN SXXI
FECHA DE RECOLECCION DE DATOS FOLIO:
MEDICO DE BASE Y RESIDENTE QUE SOLICITA:
NOMBRE Y AFILIACION SEXO:
FECHA DE NACIMIENTO: ANOS CUMPLIDOS:
LUGAR DE NACIMIENTO LUGAR DE RESIDENCIA:

GRUPO SANGUINEO:

ANTEDENTES HEREDOFAMILIARES:

NUMERO DE HERMANOS: NUMERO DE HIJOS:
TENDENCIA HEMORRAGIPARA EN

PADRE( ) MADRE( ) HERMANOS( ) HIJOS( ) PRIMOS( ) TIOS( ) ABUELOS ( )
OBSERVACIONES:

HEMOFILIA( ) TROMBOCITOPATIA( ) COAGULOPATIAS( )
CONSANGUINIDAD ( ) ENFERMEDAD VON WILLEBRAND ()

ANTECEDENTES PERSONALES:

ETILISMO ( ) TOXICOMANIAS ( )

MEDICAMENTOS UTILIZADOS EN EL ULTIMO MES (SOBRETODO AINES)
ANTEDENTES GINECOOBSTETRICOS : MENARCA CICLOS
HIPERMENORREA POLIMENORREA COAGULOS

METODO DE ANTICONCEPCION MENARCA EMBARAZO
COMPLICACIONES

ANTEDENTES HEMORRAGIPAROS : GINGIVORRAGIA ( ) EPISTAXIS ( )
PETEQUIAS ( ) PURPURA () EQUIMOSIS ()

HEMOPTISIS ( ) HEMATEMESIS ()  MELENA ()  RECTORRAGIA ()
HEMATURIA ()  HEMARTROSIS()  HEMATOMAS ( )
OBSERVACIONES

ENF.TIROIDES ( ) UREMIA ()
ENFERMEDAD HEPATICA ( ) INFECCION ( )
TERAPIA ESTROGENOS () ENFERMEDAD MIELOPROLIFERATIVAS ( )
CIRUGIAS () ENFERMEDADES AUTOINMUNES ( )
FRACTURAS ( ) TRANSFUSIONES ()

OBSERVACIONES:



_EXAMENES DE LABORATORIO

FECHA

Hba/leucos

Plaquetas

TP

TTPa

TSangrado

Fvil

RIPA

FvW

Cof Ristoc

Multimeros
vonWillebrand

CONCLUSIONES:
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