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1. Introduccion Historica

En el afio 1926 Erik von Willebrand describi6 por primera vez la existencia
de un desorden hemorrigico hereditario en una amplia familia del archipiélago
Aland (Golfo de Botnia, Finlandia) en la que, a diferencia de 1a hemofilia cl4si-
ca, se encontraban afectados miembros de ambos sexos. La presencia de unos
rasgos clinicos peculiares tales como manifestaciones hemorragicas de tipo mu-
coso en lugar de las caracteristicas hemorragias articulares, as{ como posterior-
mente la demostracién de un tiempo de hemorragia prolongado hizo que esta
nueva entidad recibiera la denominacién de hemofilia vascular o seudohemofi-
lia. Finalmente recibirfa el nombre de su descubridor el cual se ha mantenido
hasta nuestros difas, (FvW).

Desde entonces se fueron describiendo nuevos pacientes y se pudo apreciar
la existencia de un defecto de una proteina de la coagulacién, el factor VIII, en
esta enfermedad, al igual que sucede en la hemofilia. Fue en 1971 cuando Zim-
merman et al. establecieron la primera base molecular diferencial de esta enfer-
medad. Asi obtuvieron un antisuero frente al denominado por entonces factor
VI que era capaz de precipitar un material presente tanto en sujetos normales
como en pacientes con hemofilia, pero que estaba disminuido o ausente en los
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pacientes con enfermedad de von Willebrand (EvW). Este material precipitable
recibi6 el nombre de antigeno relacionado con el factor VI, lo que ocasiond
una confusién que perdurd hasta practicamente 1985 en la que claramente se
aceptd universalmente el que este antigeno correspondia al de la proteina del
factor von Willebrand, distinta a la del factor VIIL

Otro hallazgo realizado con este antisuero fue la observacién en algunos
pacientes con EvW de la existencia de una molécula con movilidad electroforé-
tica mds anddica que la observada en los sujetos normales, diferencidndose asi
el tipo I con movilidad normal y el tipo II con movilidad alterada. Posterior-
mente fue acufidndose el tipo III para aquellos en los que pricticamente no
existia este antigeno en su plasma (forma severa).

La primera caracterizacién funcional “in vitro” de la proteina del FvW fue
consecuencia de dos hechos casi paralelos. Un antibiético empleado en clinica
humana fue retirado a consecuencia de su asociacién con trombocitopenias im-
portantes. En 1972, en el laboratorio de Howard y Firkin y al caer accidental-
mente ristocetina de un frasco a un tubo con plasma rico en plaquetas (PRP)
preparado para estudio de agregacién plaquetar se observé que dicho plasma
formaba unos actimulos plaquetares que sedimentaban. Investigando este fend-
meno se comprobd adicionalmente que ello no ocurria cuando se afiadfa risto-
cetina a PRP de pacientes con EvW. El seguimiento de estas observaciones
condujo a la concepcion de la actividad de esta proteina como cofactor de la
ristocetina (también por entonces atribuida al factor VIII; hoy en dia denomina-
da FvW:RCo). Este pardmetro fue utilizado en el diagndstico de la EvW y aun
hoy en dia sigue constituyendo uno de los més discriminativos de dicha enfer-
medad.

La ristocetina permitié a Ruggeri et al. describir una forma especial de
EvW siendo la particularidad de su plasma de aglutinar plaquetas del propio pa-
ciente 0 normales en presencia de concentraciones muy bajas de este antibioti-
co, las cuales no tengan efecto ni en sujetos normales ni en otros pacientes con
EvW. Se designé a estos pacientes como tipo IIB para diferenciarlos de los que
no tengan esta propiedad (ITA.)

Tras estos periodos de cierta confusién, fue en 1985 cuando se acepté uni-
versalmente que el factor VIII inicial era un complejo de dos proteinas diferen-
tes, 1a del factor VIII (FVII) y la del factor von Willebrand (FvW). El FVIII
depende de un gen ubicado en el cromosoma X y se produce en el hepatocito y
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célula sinusoidal hepatica, aun cuando su gen manifiesta una pequefia expresion
en otros tipos celulares (linfocitos, etc). El factor VIII es liberado al plasma y
circulard formando un complejo con el FvW que actfia como trasportador y
protector de la primera frente a la degradacion proteolitica prematura. Asf serd
transportada hasta el lugar en el que se activa la hemostasia participando como
cofactor en la via intrinseca de la coagulacién. Un hecho conceptual importante
es que en la EvW la patologia del FVIII es siempre secundaria a la del FvW y
no primaria (como sucede en la hemofilia clésica).

El FvW depende de un gen ubicado en el cromosoma 12 y se sintetiza en el
endotelio y megacariocito. De ahi ird a formar parte de tres compartimentos
muy diferentes: el plasmaético, el plaquetar (en sus granulos alfa), y el subendo-
telial (pared vascular). Su papel en el plasma es el de actuar no sélo como una
simple protefna adhesiva (especie de pegamento) anclando las plaquetas a la
zona de pared vascular dafiada , sino que también va a participar actuando co-
mo un verdadero agente agonista inductor de la funcién plaquetar. Todo ello
contribuye a la formacién de un tapén hemostético eficiente.

2. Gen, sintesis y procesamiento del factor von Willebrand

En la actualidad se sabe que el gen del FvW se halla en el brazo corto del
cromosoma 12 existiendo un seudogén parcial no funcional en el cromosoma
22 . Tras-el logro de la secuenciacion de pricticamente todo el seudogén se ha
observado la existencia de una analogfa con el auténtico gen de un 97%, lo que
parece indicar un origen evolutivo muy reciente. La presencia de multiples
“stop codons” en la secuencia codificadora del seudogén parece demostrar cla-
ramente que no es funcional. La localizacién y la alta coincidencia en la se-
cuencia entre ambos plantea problemas dificiles a la hora de la identificacién de
las mutaciones subyacentes en la EvW. El gen verdadero abarca 178 kilobases
(kb), se halla interrumpido por aproximadamente 51 intrones y consta de mds
de 50 exones . El RNA mensajero (RNAm) del FvW tiene una longitud de 8,7
kb y codifica 2.813 aminoédcidos. Este RNAm se traduce en un primer moné-
mero, el proFvW, el cual contiene un propolipéptido de aproximadamente unos
100 kDa denominado antigeno II del FvW (AgIIFvW), que se rompe durante la
polimerizacién, dando lugar a un monémero maduro, glicosilado de 2.050 ami-
nodcidos.
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El referido gen codifica, en las células endoteliales y megacariocitos la
produccién del mondémero proFvW. Los monémeros proFvW se unen entre s a
través de puentes disulfuro en las zonas carboxiterminales para formar dimeros,
al tiempo que atraviesan el reticulo endopldsmico y aparato de Golgi. Los di-
meros proFvW son empaquetados en los cuerpos de Weibel Palade de las célu-
las endoteliales o en los granulos alfa de los megacariocitos. A continuacién se
retiran de las zonas aminoterminales de ambos mondémeros las porciones pro-
polipeptidicas de 100 kDa. Los dimeros maduros, cada uno de 275 kDa, se
unen a través de puentes disulfuro para formar multimeros de distinto tamafio.
Cuando se analiza el FvW plaquetar o endotelial puede observarse como pre-
senta multimeros de mayor tamafio que los presentes en plasma en circunstan-
cias basales; también pueden verse en el plasma fetal y neonatal.

El cDNA del FvW) fue aislado por primera vez en 1985 por cuatro grupos
independientes. Titani determind la secuencia de la subunidad madura del FvW
utilizando la técnica directa de secuenciacién de aminodcidos. Sorprendente-
mente el FvW cDNA origina un producto de traduccién primaria de unos 309
kDa (2.813 aminoacidos) que se corresponde con la secuencia de la parte ami-
noterminal del FvW maduro comenzando en el codén 764. También se pudo
comprobar cémo el segmento aminoterminal codifica un péptido sefial hidrof6-
bico tipico seguido de una secuencia idéntica a la del Antigeno II del FvW
(FvW Agll). Este dltimo antigeno es una proteina plasmatica, de funcién desco-
nocida inicialmente, y que se ha podido ver que desarrolla un papel importante
en el proceso de multimerizacion del FvW encauzando a éste hacia los cuerpos
de Weibel Palade. Asi tras la separacidn del propéptido FvW Agll , el FvW ma-
duro queda constituido como una glicoproteina compuesta por mondmeros de
275 kilodaltons (kDa) y 2.050 aminoé4cidos.

2.1. Estructura multimérica del FyW.

El desarrollo y refinamiento de la metodologia electroforética permitié co-
nocer con mas detalle la estructura {ntima de la molécula del factor von Wille-
brand en condiciones normales y en la EvW. Asi, la utilizacién de los geles de
agarosa en presencia de dodecacil sulfato sédico y sistema discontinuo de tam-
pones comprobé que el FvW aparece constituido por una serie lineal de multi-
meros cuyo peso molecular puede alcanzar cifras superiores a los 14 millones
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de daltons siendo asi probablemente la proteina soluble de mayor tamafio pre-
sente en el plasma. En plasma normal existe una mayor proporcién de los ele-
mentos de mayor tamafio, los cuales se consideran como los de mayor eficacia
hemostética. En los lugares de sintesis y/o depésito (endotelio y plaquetas)
existen elementos de mayor tamafio que los presentes en el plasma correspon-
diente en condiciones basales. Estos elementos pueden aparecer transitoriamen-
te en el plasma tras ejercicio, estrés y tras la administracién de un andlogo de la
vasopresina, el acetato de desmopresina (DDAVP). Precisamente por este efec-
to el DDAVP es uno de los agentes terapeiiticos utilizados ampliamente en un
gran nimero de pacientes con EvW.

Utilizando geles de mayor concentracion (mayor capacidad resolutiva) se
ha podido apreciar como cada multimero se halla constituido de una banda cen-
tral de mayor intensidad y al menos cuatro satélites. El interés de este hallazgo
radica en que su estudio en la EvW ha permitido ir diferenciando distintos tipos
moleculares segtn la proporciéon y movilidad de dichas bandas (formas IIA,
IIB, IIC, IID, etc.).

2.2. Subunidad del FvW

El FvW interacciona con coldgeno, heparina y dos receptores plaquetares
especificos diferentes ubicados en las glicoproteinas Ib (GPIb) y complejo
[Ib/Tla (GPIIb/IMIa). Para poder desarrollar estas funciones, el FvW posee en su
molécula una serie de médulos o areas funcionales concretos, presentes en cada
mondmero.

El FvW, al igual que otras protefnas adhesivas como la fibronectina y el fi-
brinégeno entre otras, presenta en su estructura la secuencia tetrapeptidica Ar-
ginina-Glicina-Asparagina-(Serina) (R-G-D-[S]) implicada en la adhesion celu-
lar. En su interior la subunidad del FvW presenta cuatro secuencias diferentes
que se repiten un nimero variable de veces que también reciben el nombre de
dominios (diferentes a los dominios funcionales mencionados).

Los hidratos de carbono presentes en su molécula constituyen un 18.7% de
su peso. Es una molécula con varios lugares glicosilados. Estos componentes
parecen ejercer un papel protector de la misma frente a la accién de los enzimas
proteoliticos. De otro lado, el FvW desializado es capaz de interaccionar con
los receptores plaquetares dependientes de la GPIb incluso en ausencia de agen-
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te inductor. Otro aspecto bioquimico relevante del FvW es la alta proporcién en
su composicién de cisteina la cual estd implicada en los puentes disulfuro intra o
intercatenarios que contribuyen en gran manera a la estructura final de esta pro-
teina. Morfolégicamente la subunidad nativa del FvW muestra un aspecto de ba-
rra en su zona carboxiterminal y un aspecto nodular en su zona aminoterminal.

Un hecho de gran importancia lo constituye la existencia de un enlace pepti-
dico en la estructura de este mondmero maduro comprendido entre la tirosina
842 y metionina 843 que muestra una especial sensibilidad a la protedlisis de-
pendiente de la proteasa calpaina, una proteasa natural celular neutra calcio—de-
pendiente. La rotura de este péptido produce un fragmento en la zona carboxiter-
minal del mondmero de unos 176 kDa, asi como un fragmento de la zona ami-
noterminal de la subunidad madura de peso molecular aproximado de 140 kDa.

El FvW presente en la circulacién normal estd constituido por una subuni-
dad de unos 225 kDa como lo demuestra su andlisis tras purificacién y reduc-
cién con agentes como el 2-Mercaptoetanol o Ditiotreitol. Sin embargo ya en
condiciones basales se ha podido comprobar cémo esta subunidad estd parcial-
mente fragmentada fundamentalmente en tres piezas de 189, 176 y 140 kDa, in-
dicando que fisiolégicamente enzimas proteoliticos o proteasas estdn actuando
sobre la molécula del FvW. Nosotros hemos podido demostrar que tras la admi-
nistracién de DDAVP se modifica transitoriamente la proporcidn relativa de es-
tos fragmentos de forma que disminuyen las bandas de 189 y 140 kDa y au-
menta la de 176 kDa, lo que parece indicar que la infusiéon de DDAVP se acom-
pafia de un mayor procesamiento proteolitico del FvW.

3. Enfermedad de von Willebrand congénita

Constituye el desorden hemorrdgico hereditario més frecuente (entre el 1 y
3 % de la poblacién) y es extremadamente heterogéneo. Su diagnéstico radica
en un repertorio de pruebas de laboratorio, las cuales, unas veces individual-
mente y otras de forma combinada, demuestran la existencia de patologia del
factor von Willebrand. Estas pruebas son:

3.1. Valoracion estructural y funcional del FvW.
3.1.a. El tiempo de hemorragia de Ivy.
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3.1.b. La dosificacién del antigeno del FvW (FvW:Ag) .

3.1.c. La actividad del FvW como cofactor de la ristocetina
(FvW:RCo).

3.1.d. La aglutinacién plaquetar inducida en presencia de diferentes
concentraciones de ristocetina (RIPA).

3.1.e. El andlisis multimérico del FvW en geles con poro de distinto ta-
mafio (geles de bajo y alto poder de resolucién).

3.1.f. Estudio de la subunidad del FvW.
3.1.g. Valoracién de la capacidad de unién del FvW al FVIIL

3.1.h. Otros métodos de valoracidn tales como los sistemas de perfusién
“ex-vivo” utilizando la cdmara de perfusién de Baumgartner o de Saka-
riassen. Permiten entre otros aspectos conocer la capacidad de interac-
cion de esta proteina con la pared vascular o incluso con componentes
individualizados.

Asf mismo es de gran informacién la determinacién del FVIIL, aun cuando
las alteraciones de esta molécula en la enfermedad de von Willebrand son siem-
pre secundarias a la anomalfa del FvW, su proteina transportadora. Es impor-
tante tener en cuenta que los niveles del FvW varfan con el tiempo, circunstan-
cias acompafiante (estrés, ejercicio, drogas, etc), incluso guardan cierta relacién
con el grupo ABO. Por ello el diagndstico puede requerir varias extracciones
para lograr tipificar a un paciente determinado.

3.2. Tipos y variantes de enfermedad de von Wiliebrand. EvW.

Se han descrito gran nimero de subtipos de esta enfermedad y se han pro-
puesto diferentes formas de clasificacién sin que todavia haya un acuerdo inter-
nacional pleno. Tradicionalmente se venian distinguiendo tres grandes grupos:
el tipo I en el que estdn presentes todos los multimeros de FvW aunque la canti-
dad total del FvW estd disminuida. El tipo II que incluye a todas las formas de
esta enfermedad que presentan una deficiencia de los elementos de tamafio mo-
lecular intermedio y/o grande, y que constituia el grupo o tipo “variante de
EvW?”. El tipo III se reserva para los pacientes severos con ausencia prictica-
mente total del FvW. Gracias a los geles de alto poder de resolucion se fueron
distinguiendo multiples subtipos dentro del tipo II como por ejemplo el subtipo
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IIA, IIB, IIC, etc. En la forma IIB se apreci6é desde el principio una capacidad
del FvW de aglutinar plaquetas en presencia de concentraciones bajas de risto-
cetina, ddndole una especial propiedad a este subtipo. Sin embargo el descubri-
miento de enfermos con esta tltima propiedad, pero que por otra parte presenta-
ban una estructura multimérica completamente normal (EvW New York), hizo
sugerir a algtin autor que tal vez esta tltima variante y el subtipo IIB deberian
separarse en grupo aparte: las formas con hipersusceptibilidad a la ristocetina.
La reciente aparicién de formas moleculares con estructura multimérica nor-
mal, y niveles normales de FvW pero con afectacién selectiva del dominio del
FvW para el FVIII complica estos hechos ya que estimula la creacion de un
grupo o tipo nuevo mds dentro de la clasificacion. Es por ello que mientras no
haya un acuerdo en este sentido, y a la espera de que los estudios genéticos fa-
ciliten una mejor clasificacién, parece razonable seguir las recomendaciones
propuestas por Ruggeri y Zimmerman en el afio 1987 distinguiendo tres gran-
des grupos con algunos subgrupos dentro de la EvW:

Tipo I: Trastorno exclusivamente cuantitativo del FvW. (FvW:Ag=FvW:RCo).
Tipo H: Trastorno cualitativo, esto es, anomalia funcional del FvW. A su

vez puede asociarse a un trastorno cuantitativo. En €l habria que distinguir va-
rios subgrupos:

—Pacientes con respuesta reducida del FvW a la ristocetina. Con un
FvW:Ag > FvW:RCo)

—Pacientes con respuesta aumentada (hipersusceptibilidad) del FvW a la
ristocetina.

Ademds a nuestro entender en la actualidad habria que incluir un subgrupo
maés:
—Pacientes con trastorno del dominio del FvW para unién del FVIIL

Tipo III: Forma severa en la que el FvW se encuentra total o practicamente
ausente tanto en lo que respecta al FvW:Ag como al FvW:RCo.

3.2.a. Tipo I de EvW.

Es la forma més frecuente. El andlisis multimérico en geles de alto poder
de resolucion revela la presencia de todos los multimeros, y la funcién de los
multimeros es normal, sin embargo presenta una disminucién del nivel de la
protefna. Dentro de este subtipo se encuentran las formas:
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3.2.a.1. EvW I-1, o con bajo FvW plaquetar: Con disminucién del FvW
tanto en plaqueta como en plasma.

3.2.a.2. EvW I-2, o plaquetar normal: En la que la alteracién cuantitati-
va existe s6lo en el plasma.

3.2.2.3. EVW 1-3: A diferencia de la I-2 muestra una alteracién cuantita-
tiva sélo en plaquetas, no en el plasma.

3.2.a.4. Persistencia del Pro-FvW: Es consecuencia de la ausencia de
separacidn de este antigeno de la subunidad del FvW. Obviamente la
subunidad del FvW en estos pacientes tiene un peso molecular mayor
de lo normal.

3.2.a.5. EvW Vicenza: Se caracteriza por presencia en condiciones ba-
sales de multfmeros de mayor tamafio que los presentes en sujeto nor-
mal.

3.2.b. Tipo I de EvW.

Los niveles cuantitativos del FvW y del FVIII pueden variar notablemente
de un enfermo a otro, siendo normal en unos y bajo en otros. También este tipo
incluye miltiples subtipos que se diferencian entre sf por la estructura fina de
cada multimero del FvW plasmadtico y/o plaquetar, asi como por otras alteracio-
nes funcionales. Incluye:

3.2.b.1. Tipo II con disminucion de respuesta del FvW a la ristocetina:

EvW IIA. Es el méds frecuente del tipo II. Se caracteriza por un incremento
de la proporcion relativa de las bandas satélites de cada multimero. Ello es mds
relevante cuando la muestra de plasma se recoge en ausencia de inhibidores de
proteasas. Desde hace ya varios afios se viene sospechando una susceptibilidad
del FvW a la accién de enzimas proteoliticos en algunos pacientes IIA pero no
en todos.

EvW IIC: Su forma de herencia es recesiva. Se caracteriza por un incre-
mento en la proporcion relativa del multimero més rdpido (primer multimero) y
la sustitucién del patrén de bandas satélites por un patrén de una tnica banda o
un doblete repetitivos. Los pacientes heterozigotos para el defecto IIC muestran
un fenotipo multimérico que se caracteriza por el gran aumento del primer mul-
timero y por una disminucién de la proporcién relativa de las bandas satélites
de cada multimero. Asimismo su FvW consta de multimeros de todos los tama-
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fos. Este fenotipo sugiere la existencia de dos productos diferentes: uno proce-
dente del gen normal y otro del gen con el defecto IIC. De forma que la parte
de FvW anormal sigue siendo variante ya que los multimeros de mayor tamafio
corresponderian al FvW normal.

EvW IID: Tiene un patrén de bandeo mucho méas complejo que en el sujeto
normal.

EvW IIE: A diferencia de la anterior se caracteriza por una tinica banda re-
petitiva,

EvW IIF: Muestra un FvW plaquetar normal pero el plasmadtico carece de
formas de alto peso molecular y tiene reducidas las de tamafio intermedio, mos-
trando asi mismo un patrén de multimero muy parecido al observado en el FvW
plaquetar. Tras la administracién de DDAVP el patrén anormal resulta més apa-
rente y ademds se visualizan bandas adicionales no identificadas claramente an-
tes de su infusién.

EvW IIG: Carece de la banda més lenta de cada multimero asi como un pa-
trén de FvW plaquetar practicamente normal.

EvW IIH: En lugar de triplete muestra una banda central mds difusa con la
banda satélite mds rdpida. Este patrén anormal no se modifica tras la infusién
de DDAVP.

En lo que concierne al patrén de subunidad del FvW en condiciones basa-
les, las formas ITA presentan, un mayor grado de fragmentacién ya que mues-
tran una mayor proporcidn relativa de las bandas de 176 y 140 kDa. Por el con-
trario en las formas IIC, IID y IIE se observa una mayor proporcién relativa de
Ia subunidad nativa, lo que indica un menor grado de fragmentacién del FvW, o
lo que es lo mismo una mayor resistencia a la accién proteolitica.

Debido a que las formas IIC, IID, IIE, IIF, IIG muestran algunos datos cli-
nicos y de laboratorio similares a los presentes en la forma IIA, algunos investi-
gadores plantean la posibilidad de que todas estas variantes puedan ser la con-
secuencia de una patologia similar a la subyacente en la IIA que motiva dife-
rente extension de degradacién proteolitica de la molécula y en consecuencia
diferencias en el patrén de bandas satélites del FvW obtenido en los geles de al-
ta resolucion.

Dentro de este grupo II de EvW caracterizado por defecto cualitativo del
FvW hay que incluir a las formas B, y IB, IC y ID.
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EvW B: Su peculiaridad radica en la existencia de un doble pico del FvW
en la inmunoelectroforesis cruzada.

EvW IB: También denominada plaquetar discordante. Muestra una dismi-
nucién de la proporcién relativa de los multimeros de mayor tamafio en plasma
y en plaquetas.

EvW IC: Se caracteriza por una disminucidn o ausencia de las bandas saté-
lites de cada multimero asf como por alteraciones de su movilidad (mds rdpidas
que en el FvW normal, ademds el tratamiento con DDAVP no modifica la ano-
malia estructural.

EvW ID: Recientemente hemos descrito esta nueva forma de EvW, proba-
blemente transmitida de forma autos6émica dominante, asociada a una deficien-
cia leve de FXII. El FvW, aunque mostraba todos los multimeros al analizarlo
con geles de alta resolucion, se pudo comprobar, que en plasma la banda central
de cada multimero tenfa una movilidad ligeramente inferior a lo normal asf co-
mo una gran disminucién de las bandas satélites. Tras la administracién de
DDAVP aparecen estas bandas satélites y el andlisis de la subunidad tras el
DDAVP muestra un comportamiento de fragmentacién anormal no descrito
previamente ni en sujetos normales ni en otros tipos de EvW. Asi, tras el
DDAVP se aprecia ademds del incremento transitorio del fragmento de 176
kDa un incremento, también transitorio, del fragmento de 189 kDa (lo opuesto
a lo observado en sujetos normales).

3.2.b.2. Tipo II con hipersusceptibilidad del FvW a la ristocetina.

El subtipo IIB de EvW le sigue al IIA en orden de frecuencia. E1 FvW
muestra un patrén variante y signos que evidencian una mayor degradacién
proteolitica, tales como discreto aumento de bandas satélites de cada multi-
mero en algunos casos y mayor fragmentacién de la subunidad nativa que la
observada en el FvW normal (mayor proporcién del fragmento de 176 kDa) .
Ademads, una propiedad especial del FvW es la de aglutinar plaquetas, bien
normales o las del propio paciente en presencia de concentraciones bajas de
ristocetina (RIPA presente a concentraciones de 0.4 mg o incluso inferiores
de esta sustancia). Un hecho casi constante en este tipo de patologia es la pre-
sencia de trombopenia o pseudotrombopenia particularmente cuando se ele-
van los niveles del FvW (un ejemplo tipico es tras la administracién de
DDAVP) y la presencia de agregados plaquetares en el frotis de sangre perifé-
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rica, tanto mds frecuentes y extensos cuanto mds se tarda en procesar la
muestra de sangre extraida.

En algunos casos la trombopenia es ya basal y se intensifica en estados que
se acompafian de elevacién del FvW, lo cual puede ser debido a una excepcio-
nal hiperafinidad del FvW por los receptores plaquetares, indicando existencia
de heterogeneidad dentro de este suptipo. En nuestra experiencia, las formas
IIB que cursan con trombopenia ya en condiciones basales, constituyen las for-
mas mads dificiles de tratar clinicamente, incluso mas que los tipos severos, da-
do que a diferencia de éstas no se trata de un simple problema de reposicion del
factor ausente sino de una protefna con hiperactividad funcional patolégica que
actda tanto fuera de tiempo como de lugar.

EvW New York o Malmo: Comparte con la IIB la hipersusceptibilidad del
FvW a la ristocetina, sin embargo el andlisis multimérico es normal. Otra entidad
en la que se observa esta hipersensibilidad del FvW a la ristocetina es la seudo-
enfermedad de von Willebrand o enfermedad de von Willebrand de tipo plaque-
tar. El FvW muestra un patr6n variante similar al IIB, y también pueden produ-
cirse trombopenias o pseudotrombopenias particularmente en situaciones que se
acompaiian de incremento de los niveles del FvW, sin embargo la particularidad
de esta entidad es que el defecto es plaquetar y la alteracién del FvW es secunda-
ria, por ello se incluye dentro de las trombopatias. La adicién de factor von Wi-
llebrand normal (por ejemplo en forma de crioprecipitado) a plaquetas de pacien-
tes con seudoenfermedad de von Willebrand produce su agregacién espontdnea.

De todo lo dicho se deduce que ante todo paciente con hipersusceptibilidad
a la ristocetina debe analizarse la aglutinacién del plasma para no confundir una
forma IIB y una forma plaquetar.

3.2.b.3. EvW con unién defectuosa del FvW al FVIIIL. Recientemente se ha
descrito esta nueva forma molecular de EvW en la que se demuestra una clara
disminucién de la capacidad del FvW de unir FVIII normal purificado. Los pa-
cientes presentan un nivel bajo de FVIII y no siempre de FvW. Cuando el nivel
de FvW es normal puede confundirse con una Hemofilia A. A diferencia de la
Hemofilia A en la que existe un FyW normal capaz de estabilizar y transportar
adecuadamente el FVIII exégeno infundido, los pacientes con este defecto nuevo
muestran un aclaramiento del FVIII exdgeno, tanto mds cuanto méas puro es el
FVIII infundido. Este hecho corrobora el papel fisioldgico del FvW normal como
proteina portadora y protectora del FVIIL. Esta entidad presenta un patrén de he-
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‘rencia autosémico recesivo, y a pesar de poseer un nivel de FVIII normal los in-
dividuos heterozigotos para este defecto muestran una capacidad de unién del
FvW al FVIII por debajo de la normalidad. Es importante el correcto diagndstico
de esta nueva entidad por las implicaciones terapeiiticas que de él se derivan.

3.2.c. Forma severa de EvW o tipo III:

Se caracteriza por nivel de FVIII y especialmente de FvW (FvW:Ag y
FvW:RCo) muy bajo o indetectable.

4. Genética molecular en la enfermedad de von Willebrand

Desde que en 1985 se consigui6 clonar el gen del FvW se ha logrado pro-
gresar notablemente en la comprensién de algunos tipos de EvW. Parece obvio
que dada la complejidad de la sintesis del FvW, dimerizacién, multimerizacién,
secrecidn, etc, defectos en diferentes etapas del procesamiento pueden conducir
a fenotipos similares de EvW.

El gen del FvW es muy complejo y de ahi la dificultad de su andlisis, parti-
cularmente de cara a detectar sutiles cambios como mutaciones puntuales.

Las anomalfas genéticas que motivan EvW pueden ser de varios tipos:
grandes deleciones (presentes en pocos pacientes), mutaciones puntuales que
motivan sustituciones de aminoécidos (este tipo de alteracién ya es mucho més
frecuente), y finalmente, pueden existir anomalfas genéticas fuera del gen del
FvW (y no hay que olvidar esta posibilidad) dado que el FvW es muy comple-
jo, experimentando un procesamiento ulterior tras la sintesis inicial del precur-
sor. Gracias al advenimiento de metodologias tipo PCR y electroforesis en gel
con gradiente de desnaturalizacién (calor u otro tipo de agente desnaturaliza-
dor), ha sido posible la deteccién de diversos tipos de anomalfas genéticas mo-
leculares en la EvW.

4.1. Deleciones en la EvW.

Unicamente se han descrito deleciones del gen en seis familias, cinco de
ellas asociadas a EvW tipo III. La excepcién la constituye un paciente con una
deleccién aparentemente “de novo” de la porcién media del gen del FvW aso-
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ciada a un fenotipo I de EvW. Aunque este grupo de anomalias es pequefio pa-
rece evidenciarse una clara relacién entre delecién y desarrollo de inhibidores
del FvW (aloanticuerpos frente al FvW). Segtin estos datos parece deducirse
una prevalencia de EvW tipo III francamente baja; sin embargo entra dentro de
lo posible que se hayan pasado por alto algunas deleciones debido al gran tama-
fio del gen y la hibridacién cruzada con el seudogén.

4.2. Otras anomalias del gen del FvW diferentes a deleciones.

Parece bastante evidente que cuando se excluyen deleciones como causas
patogenéticas, resulta enormemente complejo la biisqueda de mutaciones suti-
les que sean la causa de trastornos cuantitativos del FvW. El andlisis mediante
secuenciacién directa de un DNA tan largo parece poco prictico. Este acerca-
miento implica polimorfismos de secuencia de DNA, identificados en los exo-
nes del FvW, valorados mediante PCR de DNA genémico y mRNA plaquetar.
Cualquier defecto molecular que motive la pérdida de expresion del FvW mR-
NA de uno de los alelos permitirfa la deteccién de ambos alelos al nivel del
DNA genémico pero unicamente el alelo normal en el mRNA plaquetar. Este
acercamiento podria permitir la deteccién de cualquier mutacidn tipo cis afec-
tando la transcripcién del mRNA, procesamiento nuclear o estabilidad del mR-
NA. Dada la complejidad del gen del FvW, un “splicing” aberrante podrfa sub-
yacer con cierta probabilidad como mecanismo de EvW.

En la mayor parte de enfermos con el tipo I, el gen del FvW parece estar
normal y tal vez el defecto pueda ser debido a anomalfas del DNA mds sutiles.

La primera mutacién puntual responsable de EvW fue descrita en una va-
riante tipo A. Andlisis de sequenciacién tras PCR del FvW mRNA, obtenido de
plaquetas o directamente del exén 28 del DNA genémico, condujo a la identifi-
cacién de al menos siete tipos diferentes de mutaciones en los pacientes con es-
ta forma de EvW, generalmente ubicadas dentro del médulo de repeticién de
secuencia A2. En todos los casos analizados hasta ahora, se ha visto que estas
mutaciones puntuales (que se traducen en sustituciones de un tinico amino4ci-
do) son las responsables del defecto molecular. Asi, la expresién de las secuen-
cias mutantes mediante transfeccién en células de mamifero ha permitido des-
cubrir diferentes mecanismos patogenéticos .

En unos casos la célula es capaz de sintetizar la molécula precursora, de-
mostrandose en el interior de la célula incluso en cantidades mayores de lo nor-
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mal, pero en el exterior s6lo aparecen los multimeros de pequefio tamaiio, indi-
cando un defecto en el ulterior procesamiento del precursor que le impide una
correcta multimerizacion. Por el contrario en otro grupo de pacientes se ha visto
que el DNA del paciente, una vez ha sido clonado en una célula, ésta genera un
FvW con multimeros de todos los tamafios en el interior de 1a misma pero pos-
teriormente ya en el exterior o incluso (como se ha descrito en un paciente) en
el interior de la célula los multimeros de gran tamafio sufren una degradacién
proteolitica. Estas observaciones parecen indicar la existencia de al menos dos
mecanismos fisiopatolégicos diferentes posibles responsables de la EvW tipo
ITA: Una mayor susceptibilidad a la protedlisis; demostrdndose en ellos sustitu-
ciones de aminodcidos individuales en una pequefia zona de la molécula del
FvW que es la préxima a la de accion de la calpaina. Estas mutaciones puntua-
les proximas al lugar sensible a la calpaina explican la susceptibilidad mayor a
la proteolisis del FvW de estos pacientes y la mayor fragmentacién del mismo
(con aumento de fragmentos de 176 y 140 kDa). El segundo tipo, motivado por
una sustitucién también de un amino4cido individual, permite la sintesis inicial
del FvW pero no su completo procesamiento.

En la forma IIB también se han podido descubrir varios tipos de mutaciones
puntuales que conllevan sustituciones de aminodcidos individuales, asi como
una insercién, localizados todos ellos en una estrecha zona (aproximadamente de
35 amino4cidos) del dominio del FvW para su unién a la GPIb codificada en el
exon 28. Algunas de estas alteraciones se han visto en una tnica familia mien-
tras que otras se han descubierto en varias familias. La expresion de mutaciones
tipo Trp550—>Cys en un fragmento recombinante de FYW se asocia a una hi-
persusceptibilidad del mismo a la ristocetina en su interaccién con las plaquetas.
FvW recombinante completo que reproduce la mutacién Arg 543—>Trp mostré
el mismo fenémeno. Finalmente lo mismo se ha confirmado para mutaciones
Arg 578—>Gln y Pro 574—>1eu. De todas ellas, cuatro suponen el 90% de las
mutaciones IIB.

Finalmente, en relacién con el trastorno del FvW que afecta su capacidad
de interaccion con el FVIII normal se han descubierto varios tipos de mutacio-
nes puntuales. Una de ellas, la primera, ha sido la sustitucién Thr28—> Met ,
encontrada en la denominada forma “Normandia”. También aqui el FvR recom-
binante que contiene esta sustitucién demuestra una reduccién muy notable de
la capacidad de unién del FvW al FVIII. Otras tres mutaciones descritas al res-
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pecto motivan sustituciones tipo Arg 53—>Try, Arg 91—>GIn. Nosotros he-
mos descrito recientemente una nueva familia con una mutacién en el exén 19
(la primera descrita en este ex6n afectando a esta propiedad del FvW).

Un campo de gran relevancia en la EvW lo constituye el uso de marcado-
res polimérficos para realizar estudios familiares y ver formas de transmisién
de la enfermedad. Se han utilizado en este sentido mds de 12 fragmentos de res-
triccién de longitud polimérfica y recientemente Peake y colaboradores han
descrito una regién repetitiva de longitud polimérfica (cuyo tamafio depende
del nmimero variable de repeticiones de una secuencia concreta, VNTR) locali-
zada en el intrén 40 del gen del FvW que se puede detectar ficil y rdpidamente
utilizando la técnica de amplificacién por PCR. Este marcador VNTR est4 sien-
do altamente informativo en los estudios familiares de la EvW.

No cabe duda que gracias a estos nuevos y poderosos métodos de andlisis
del DNA y RNA van a permitir realizar un diagnéstico mds precoz y preciso en
los afios venideros.
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