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RESUMEN

Caracterizacion de variantes en el exon 28 del gen
VWEF y su correlacion genotipo-fenotipo en una
muestra de pacientes con enfermedad de Von
Willebrand tipo 2

Objetivo: Caracterizar las variantes en el exdn 28 del gen VWF vy realizar la correlacion
genotipo-fenotipo en una muestra de pacientes con Enfermedad de Von Willebrand tipo 2
en una institucién de la ciudad de Bogota D.C Colombia.

Metodologia: Se analizaron 20 muestras de pacientes previamente diagnosticados con
Enfermedad de Von Willebrand tipo 2 con edades entre 8 y 56 afios, que asisten al
programa de Hemofilia de la Clinica Infantil Colsubsidio. Se realiz6 analisis del Exon 28
del gen VWF, por amplificacién, verificacion por electroforesis en geles de agarosa y
secuenciacion con el Kit Big Dye Terminator V3.1 Para el andlisis de las secuencias e
identificacion de las variantes se utilizé la secuencia de referencia, bases de datos y
literatura.

Resultados y conclusiones: Se identificé la variante patogénica en 15 de los 17 (88.2%)
pacientes no relacionados analizados. En total, se identificaron 9 variantes patogénicas en
la cohorte de pacientes analizados. La variante p.Gly1609Arg fue identificada en el 52.9%
de los pacientes analizados (n=9) sola o en combinacién, seguido en frecuencia por
p.llel425Phe (n=3), y p.Alal437Thr (n=3) sola o en combinacion, 1 paciente con
p.Argl597Trp y otro con p.Argl334Trp. Adicionalmente, en el 31.6% (n=6) de los
pacientes se identificaron dos variantes patogénicas (2 pacientes
conp.Gly1609Arg/p.Alal437Thr; 1 paciente p.Glyl609Arg/p.Serl506Leu; 1 paciente
p.Glyl609Arg/p.Argl597Trp; 1 paciente p.Glyl609Arg/p.Vall279Phe; y 1 paciente
p.lle1628Thr/p.Serl1325Phe). No se identificé variante en 2 pacientes (11.8%). Se pudo
reclasificar el subtipo EVW tipo 2 en el 40% (n=8) de pacientes. En el 15% (n=3) no tenian

estudios de laboratorio como el andlisis de multimeros para su correcta correlacion.

Este es el primer estudio realizado en el pais, el cual permitié identificar la causa genética

de EvVW por primera vez en Colombia mediante la secuenciacion de exones especificos
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en una cohorte de seguimiento, realizar una correlacion genotipo-fenotipo y brindar
asesoramiento genético a los pacientes y sus familias.
Palabras Clave: Enfermedad de Von Willebrand, Factor VWF, exén 28, Colombia
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ABSTRACT

Characterization of variants in exon 28 of
the VWF gene and their genotype-
phenotype correlation in a sample of
patients with von Willebrand disease type 2.

Objective: Characterize the variants in exon 28 of the VWF gene and perform the
genotype-phenotype correlation in a sample of patients with Von Willebrand Disease type
2 in an institution in the city of Bogota D.C. Colombia.

Methodology: 20 samples of patients previously diagnosed with VWF were analyzed.

Von Willebrand's disease type 2 between 8 and 56 years old, attending the Hemophilia
program of the Clinica Infantil Colsubsidio. DNA isolation was performed from peripheral
blood for subsequent amplification and purification of fragments of Exon 28 of the VWF
gene, verification by electrophoresis in agarose gels and sequencing with the Big Dye
Terminator V3.1 Kit. For the analysis of the sequences and identification of variants, the
reference sequence, databases and literature were used.

Results and conclusions: with the Big Dye Terminator V3.1 kit in an ABI 3500 genetic
analyzer.

The pathogenic variant was identified in 15 of the 17 (88.2%) unrelated patients analyzed.
In total, 9 pathogenic variants were identified in the cohort of patients analyzed. The
p.Gly1609Arg variant was identified in 52.9% of the patients analyzed (n=9) alone or in
combination, followed in frequency by p.lle1425Phe (n=3), and p.Alal437Thr (n=3) alone
or in combination, 1 patient with p.Argl597Trp and another with p.Arg1334Trp.
Additionally, two pathogenic variants were identified in 31.6% (n=6) of patients (2 patients
with p.Glyl1609Arg/p.Alal437Thr; 1 patient p.Glyl609Arg/p.Serl506Leu; 1 patient
p.Gly1609Arg/p.Argl597Trp; 1 patient p.Glyl609Arg/p.Vall279Phe; and 1 patient
p.1le1628Thr/p.Serl325Phe). No variant was identified in 2 patients (11.8%). It was
possible to reclassify the EVW type 2 subtype in 40% (n=8) of patients. In 15% (n=3) they

did not have laboratory studies such as multimer analysis for correct correlation.
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This is the first study performed in the country, which made it possible to identify the
genetic cause of EVW for the first time in Colombia by sequencing specific exons in a
follow-up cohort, to perform a genotype-phenotype correlation and to provide genetic
counseling to patients and their families.

Key words: Von Willebrand disease, VWF factor, Exon 28, Colombia.
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Introduccién

La enfermedad de Von Willebrand (EvW) es la coagulopatia hereditaria mas comun en la
poblacion y afecta sin distincibn a ambos sexos. En esta enfermedad los pacientes
presentan diferentes manifestaciones de sangrados debido a niveles bajos o difusion del
Factor von Willebrand (VWF). (Hernandez-Zamora et al., 2015; Adriana Inés Woods et al.,
2016). Su prevalencia a nivel mundial se estima de 1 por cada 1000 nacidos vivos, no
obstante, este dato esti en constante verificacion derivado del subregistro y barreras
diagnosticas que se presentan en el laboratorio a nivel global. (A Goodeve & James,
2009; Ruggeri & Zimmerman, 1987). Se han reportado otras incidencias de acuerdo con
estimaciones multinacionales de la EVW procedentes de estudios transversales y entes
mundiales y de un estudio transversal ejemplo la a encuesta mundial anual de 2022 de la
Federacion Mundial de Hemofilia de 2022 arrojé una estimacién de 1,5 por 100.000

basada en el numero de pacientes.(World Federation of Hemophilia, 2023)

Se clasifica en 3 tipos de acuerdo a la deficiencia presentada: cuantitativa (Tipos 1y 3) o
cualitativa (Tipo 2).(J E Sadler et al., 2006). Las personas con EVW presentan sangrados
mucocutaneos prolongados como epistaxis, sangrado de las encias, equimosis, sangrado
en procedimientos dentales, menstruacion excesiva, entre otros, los cuales pueden ser
leves y moderados, pocas veces son severos segun el defecto en el vVWF o en los niveles
de FVIII:C. En mujeres puede sospecharse en caso de sangrado menstrual excesivo,
sangrados post parto y foliculos hemorragicos en el momento de la ovulacion. La
enfermedad también se caracteriza por la presencia de sangrados mayores como la
hemartrosis y hemorragias musculares o cerebrales en fenotipos severos (tipo 3). (A
Goodeve & James, 2009; Adriana Inés Woods et al., 2016)

El diagndstico clinico puede sospecharse utilizando el “Bleeding Assessment Tool (BAT)” y
se confirma con pruebas de laboratorio especificas para la correcta clasificacion de los
subtipos 2 (2 A, 2B, 2M y 2N), los cuales pueden presentar patrones de traslapamiento
entre si se requiere de estudios moleculares, sin embargo, en algunos pacientes no

puede ser concluso. (Fressinaud et al., 2002; P. James et al., 2021)

Mas de 700 variantes han sido relacionadas con la EVW en la base de datos de la
Sociedad Internacional de Trombosis y Hemostasia (ISTH); realizando la busqueda en

otras bases como la European Association for Hemophilia and Allied Disorders (EAHAD)
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se encuentran alrededor de 1000 variantes del gen VWF, entre las que se pueden
encontrar variantes missense, deleciones, duplicaciones, inserciones, nonsense Yy
frameshift. (Batlle et al., 2019)

El gen VWF tiene una longitud de 178 Kb con 52 exones, este gen codifica para una
proteina de 2813 aminoé&cidos con 15 dominios funcionales. El exon 28 es el mas grande
del gen con aproximadamente 1379 pb, en este exdn la mayoria de variantes reportadas
para la EVW tipo 2, las demas variantes han sido reportados en los exones 17,18, y 20.
Paralelamente la a gran variabilidad en las condiciones fisiolégicas inherentes a cada
paciente (fases de la menstruacion, ejercicio, inflamaciébn o fiebre) dificultan la
identificacion y clasificacion subtipos 2A, 2B, 2M y 2N. (A. C. Goodeve, 2010; Anne
Goodeve, 2016)

En la actualidad, existen varios métodos moleculares que permiten la identificacién de las
variantes presentes en el gen VWF, sin embargo, debido a su gran tamafio las tecnologias
de mayor uso como la secuenciacion de préxima generacion (NGS) actualmente es
costosa (aprox USD 795.00), por tal razén se han propuesto diferentes estrategias para
abordar el analisis del gen como lo es realizar la identificacion de variantes de acuerdo
con el subtipo de EVW. En el caso de la EVW tipo 2 no es necesario el andlisis de toda la
secuencia codificante sino de los exones que codifican los dominios funcionales
implicados en los distintos fenotipos, siendo los exones 17, 18, 20 y 28 los mas
estudiados y principalmente el exén 28 ya que la mayoria de las variantes patogénicas
reportadas en las bases de datos se encuentran distribuidas a lo largo de este exén. (L
Baronciani et al.,, 2017; E. J. Favaloro, 2014; Sharma & Haberichter, 2019). En el afio
2021 las guias diagnésticas para la EVW recomiendan el uso de pruebas genéticas para
discernir entre los subtipos de la EVW tipo 2, diferenciar el tipo 2N de una Hemofilia A o

descartar la implicacion de otros genes relacionados. (P. James et al., 2021)

La secuenciacion Sanger de estos exones es una opcién econdmica y sencilla para
identificar las variantes. En el presente estudio se emple6 una metodologia basada en
amplificacion por PCR seguida de secuenciacion mediante Big Dye terminators en el exon
28 para la identificacion de variantes en una muestra de pacientes con EVW tipo 2, esto
con el fin de realizar una correlacién genotipo-fenotipo y asi poder guiar el diagndstico y
brindar una asesoria genética adecuada a cada paciente. Adicionalmente se pretende
comparar los hallazgos con estudios realizados a nivel mundial y poder analizar el

comportamiento de este gen en una muestra de nuestra poblacion.
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Planteamiento del problema

En la actualidad el diagnéstico de la EvVW se basa en pruebas de laboratorio
especializadas que dependen de condiciones preanaliticas como la toma de la muestra,
transporte y almacenamiento de las mismas, analiticas como el tipo de test utilizado,
procedimientos de laboratorio y manejo de las muestras y post-analiticas como la correcta
emision y correlacion de los resultados de acuerdo al analito estudiado que pueden llevar
a resultados no 6ptimos.(Colonne et al., 2021; Lavin & O’Donnell, 2019). Paralelo a lo
mencionado, es necesaria la correlacion del clinico para abordar los subtipos de la EVW
tipo 2. Derivado a lo anterior y de acuerdo con las guias para el diagndstico de la
enfermedad de Von Willebrand propuestas por la AHS, ISTH, NHF, y WFH, en la
discriminacion de los tipos 2 A, 2B, 2M y 2 N, el analisis genético es la opcion que brinda
un apoyo al diagnéstico clinico y del laboratorio que permite un mejor abordaje terapéutico
y la oportunidad de brindar la asesoria genética adecuada. (Connell et al., 2021; Lavin &
O’Donnell, 2019)

En paises en via de desarrollo como Colombia esta enfermedad representa un gran reto
para el sistema de salud ya que no se cuenta con los suficientes laboratorios
especializados para realizar las pruebas de laboratorio que cumplan con los estandares
de calidad hacer diagnéstico de la EVW y a la fecha no se tiene el diagnéstico molecular
como una opcién de rutina implementada a nivel nacional, lo cual conlleva a un
sobrecosto ya que muchas veces estas pruebas tienen que ser remitidas al exterior para
su andlisis, lo que representa un paso adicional en la correcta correlacion genotipo-

fenotipo y la asesoria genética adecuada.
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1.Marco Conceptual

1.1 Enfermedad de Von Willebrand

1.1.1Historia

La enfermedad de Von Willebrand fue descrita por primera vez en el afio 1926 por el
doctor Erik Von Willebrand quien dedico una importante cantidad de tiempo en el estudio
de una familia de Féglé en la region de Aland, Finlandia.(Nyman et al., 1981). Su primer
caso fue una paciente que tenia 5 afios en la primera consulta con el Dr. Von Willebrand
en el afio 1924 y que presentaba un trastorno hemorragico severo con episodios de
sangrado excesivo por nariz, boca y después de procedimientos como extracciones
dentales. A la edad de 13 afios esta paciente fallecié durante su cuarto periodo menstrual
por un sangrado excesivo.(Nilsson, 1999). La paciente tenia 12 hermanos, 4 de sus
hermanas fallecieron a temprana edad por sangrados incontrolables de heridas y tracto
gastrointenial y sus padres sufrieron de problemas de sangrados en la nifiez. Derivado a
este caso el Dr. Von willebrand observo a 58 miembros de la familia encontrando 22
afectados con sintomas similares a los del caso indice como epistaxis, sangrado de
encias, sangrados prolongados después de la extraccion de piezas dentales, heridas,
menstruaciones y presencia de sangrados a nivel del tracto gastrointestinal. Von
Willebrand sostuvo que la enfermedad se distinguia claramente de la descrita por
Glanzmann como trombastenia ya que el trastorno, que afectaba a ambos sexos y era
una forma de hemofilia desconocida hasta entonces, y la denomind pseudohemofilia
hereditaria. (Nilsson, 1999; Nyman et al., 1981)

En el afio 1933 Von Willebrand coopero con Rudolf Jirgens, quien también realiz6
diferentes aproximaciones al diagnostico de la familia de Aland por lo que la enfermedad
se le llamo Trombopatia de Willebrand-Jurgens. En las siguientes décadas esta
enfermedad fue descrita bajo muchos nombres como hemofilia vascular lo cual llevé a
muchas confusiones en las definiciones de los distintos casos analizados. Fue hasta el
afno 1970 cuando von Mourik y Mochtar descubrieron que el fator VIl estaba unido a una
macroglobulina; posteriormente en el afio 1971 Stites, Zimmerman y colaboradores
desarrollaron anticuerpos contra esta globulina que hoy en dia se le conoce como Factor

de Von Willebrand y de ahi el nombre de la enfermedad. Durante los afios 1987 -1989 se
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logra hacer el aislamiento del gen VWF y determinar su estructura, tamafio y analisis de
sus transcrito lo cual ha permitido entender la fisiopatologia y complejidad de la
enfermedad. (E. J. Favaloro, 2014; Nilsson, 1999)

1.1.2 Epidemiologia

Esta patologia afecta tanto a hombres como a mujeres se estima que afecta del 0.1 - 1%
de la poblacién. Segun el sondeo anual realizado por la Federacion Mundial de Hemofilia
(WFH) donde se incluyeron 125 paises para el afio 2022 se reportaron 454,690 pacientes
con coagulopatias de los cuales 22,83% (103,844) padecian EvVW, sin embargo, este
namero puede ser mucho mayor debido a los problemas de subregistro y diagndstico

inherentes de esta enfermedad. (World Federation of Hemophilia, 2023)

En Colombia de acuerdo con los datos recolectados por la cuenta de alto costo (CAC) en
el 2023 se reportaron 5893 con coagulopatias prevalentes de las cuales 2241 tienen EvW,
52.52% tipo 1, 29.93% tipo 2, 5.30% tipo 3 y 12.26% sin clasificar y se encontraron
distribuidos por todo el territorio nacional. Predomina la afectacién en el sexo femenino en
una proporcion 3:1 esto se debe a los desafios hemostéticos especificos de las mujeres
como la menstruacion, parto, posparto y sangrado de un quiste ovarico. La prevalencia en
nuestra poblacion es de 3,4 por cada 100.000 habitantes, con una media de edad de 16

afos. (Cuenta de Alto Costo - Fondo Colombiano de Cuentas de Alto Costo, 2022)
1.1.3 Sistema de coagulacion

A partir de los afios 1960 se empez6 a hablar del término coagulacién cuando Davie,
Ratnoff y Macfarlane introdujeron el termino cascada al principio fundamental de la
cascada de proenzimas que conducen a la activacion de las enzimas posteriores. El
termino hemostasia proviene del griego haeme que significa sangre y stasis que significa
detener. Un sistema de hemostasis normal comprende cuatro elementos importantes, la
vasculatura, las plaquetas, las proteinas de la coagulacion y el sistema fibrinolitico.
Cuando se presenta una lesion de un vaso sanguineo estos cuatros elementos
interactian de manera coordinada para evitar que haya una pérdida de sangre, esto se
logra con la formacion de un coagulo que se localizara en el sitio de la lesién. Este
proceso estd bajo estrictos controles inhibitorios los cuales limitan la formacion del

coagulo, evitando asi la propagacién del trombo. (Biousse, 2003)
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La hemostasia primaria es resultado de la interaccion entre las plaquetas, la pared del
vaso y las proteinas adhesivas que conducen a la formacién de un tapén plaquetario. Las
células endoteliales que recubren la pared vascular presentan propiedades
antitromboticas debido a multiples factores como los glucosaminoglicanos, fosfolipidos
neutros, la sintesis y secrecion de inhibidores plaquetarios y de la coagulacion y
activadores de la fibrinolisis en contra parte la capa subendotelial es altamente trombo
génica ya que contiene colageno, el factor de Von Willebrand (VWF) y proteinas como
como la laminina, la trombospondina y la fibronectina, que son necesarias para la

adhesion plaquetaria. (Biousse, 2003)
Existen 3 factores que afectan la coagulacion conocida como la triada de Virchow:

1. Disminucién del flujo sanguineo
2. Lesibén de la pared del vaso

3. Desequilibrio entre factores procoagulantes y anticoagulante

Actualmente el concepto de via intrinseca y extrinseca ha sido reemplazado por el modelo
de las 4 fases.(Palta et al., 2014; Pérez-Gémez & Bover, 2007) (Figura 1)

1.1.3.1 Iniciacion

Inicia con la expresion del factor tisular en el vaso dafiado el cual se une al factor Vila
para activar el factor IX y el factor X. Esta activacion del factor IX por el complejo TF-Vila
sirve como un puente entre las vias clasica extrinseca e intrinseca, posterior a esta
activacion el factor Xa se une al factor Il para formar la trombina o factor lla. (Chee,
2014)(Figura 1)

1.1.3.2 Amplificacion

La trombina generada en la iniciacién generalmente no es suficiente para el proceso de
coagulacién por lo que se da una retroalimentacion positiva con mas generacion de
trombina que la une con las plaquetas. De igual forma esta trombina generada en la fase
de iniciacion activa el factor V y factor VIII quienes sirven como cofactores en el complejo
de protrombinasa y acelera la activacion del factor Il por el FXa y del FXa por el FIXa.
(Chee, 2014)(Figura 1)
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1.1.3.3 Propagacion

Los complejos tenasa y protrombinasa que se encuentran en la superficie de las
plaguetas apoyan el proceso de generacién de la trombina y la activacion plaquetaria.
Esto promueve la generacién continua de trombina y posteriormente de fibrina para la

formacion del coagulo.(Chee, 2014) (Figura 1)
1.1.3.4 Estabilizacion

La generacién de trombina conduce a la activacion del factor Xlll que se une
covalentemente a los polimeros de fibrina y proporciona estabilidad y fuerza en el tap6n
plaguetario, adicionalmente la trombina también activa el inhibidor de fibrinolisis TAFI que

protege al coagulo. (Chee, 2014)

2. Amplificacion 3. Propagacion
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Trombina Trombina + Ca®* + FLa Fibrin6geno — Fibrina

Trombina

Figura 1 Fases de la Coagulacion segun el modelo celular. Esquema que representa
el modelo celular. (Pérez-Gémez & Bover, 2007)

1.1.4 Manifestaciones clinicas

La EVW es una patologia heterogénea en sus manifestaciones clinicas las cuales estan

correlacionados con el nivel de actividad del vWF, los pacientes pueden ser desde
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asintomaticos, sangrar solo en casos de retos hemostéticos, dentro de los sintomas mas
frecuentes estan los sangrados mucocutdneos como epistaxis, hematomas, sangrado
excesivo en la menstruaciébn y hemorragias por heridas menores, aunque sSon poco
comunes también se pueden presentar sintomas mas graves como hemorragias
gastrointestinales y musculoesqueléticas. Estas manifestaciones pueden presentar cierta
variabilidad en funcién del subtipo, el sexo y la edad. (J Evan Sadler, 2004; Adriana Inés
Woods et al., 2016)

La EVW en mujeres suele diagnosticarse con mas frecuencia ya que la mayoria de las
pacientes presentan sangrados menstrustrales excesivos, sangrados prolongados post
parto y foliculos hemorragicos durante la ovulacion incluso en algunos casos estas
pacientes necesitan terapias de sustitucion por la cantidad de sangrado. (P. D. James &
Goodeve, 2011; Laffan et al., 2021). Uno de los retos hemostaticos en las mujeres es el
embarazo donde existen varios cambios que resultan en un estado hipercuagulable, en
mujeres con o sin EVW los niveles de FVIII y VWF incrementan en el segundo trimestre
alcanzando su maximo durante el tercer trimestre, en aquellas pacientes que tengan EVW
este aumento depende del tipo de EvW, para tipo 1 y 2 usualmente se alcanzan niveles
normales de VWF al final de embarazo, estos niveles disminuyen rapidamente después
del parto alcanzando su linea base 1-3 semanas después, en consecuencias mujeres con
EvW tienen mayor riesgo de hemorragia postparto, en el tipo 3 no se ve aumento de

estos niveles en ninguna etapa del embarazo. (Sladi€ et al., 2022).

Este patrén variable de cambios observados durante el embarazo del vVWF y FVIII hace
gue esta poblacién deba ser cuidadosamente evaluada para planificar el tratamiento mas
adecuado en el momento del parto. Sin embargo, también hay sucesos durante el
embarazo como la amniocentesis, hemorragia vaginal asociada a desprendimiento de la
placenta y aborto repentino que pueden requerir un tratamiento hemostatico urgente para

evitar la hemorragia. (G Castaman & James, 2019; Zarante Montoya et al., 2020)
1.1.5 Clasificacion

La clasificacion EvW fue revisada por ISTH y esta basada en los defectos cuantitativos
(tipos 1y 3) y cualitativos (tipo 2) del vVWF que pueden ser diferenciadas por sus analisis
de laboratorio. (J E Sadler et al., 2006)
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1.1.5.1Tipo 1

Es el subtipo mas comdn de la EvW, representa del 60-80% de los casos, su patron de
herencia es autosémico dominante con penetrancia incompleta y se caracteriza por una
deficiencia parcial de vVWF con valores < 0.30 IU/mL sin embargo las guias de diagndstico
recomiendan hacer la confirmacién de este tipo en pacientes con VWF < 0.50 IU/mL con
historia familiar positivo independientemente de los sintomas hemorragicos.(P. James et
al., 2021).

Existe una proporcion normal de actividad funcional del vVWF (FVW:RCo, actividad del
cofactor de ristocetina) en relacion con el nivel de antigeno del VWF (FVW:Ag), su
etiologia es compleja ya que ha sido relacionado a una variedad de factores genéticos y
ambientales, y existen diferentes estudios que implican otros loci ademas del VWF, hoy
en dia existe incertidumbre sobre la patogenicidad de muchas variantes del VWF
identificadas, sumado a esto, existe expresividad variable en las distintas manifestaciones
clinicas que contribuyen a la complejidad del diagnéstico y la comprensién de la

patogénesis de la enfermedad. (J E Sadler, 2003; Adriana Inés Woods et al., 2016)
1.1.5.2 Tipo 2

Corresponde del 15 -20% de los casos reportados de EVW se caracteriza por la
deficiencia cualitativa del vWF ya sea por defectos en su estabilidad, funcién o distribucién

de sus multimeros. Se distinguen 4 subtipos 2A, 2B, 2M y 2N
1.1.5212A

Se caracteriza por la pérdida de funcién del vVWF debido a la disminucién de afinidad con
el receptor Gplba derivado a la ausencia de multimeros de alto peso molecular (HMWM)
ya sea por afectaciones a nivel de su biosintesis 0 degradacion prematura a nivel
plasmatico. A nivel de laboratorio se caracteriza por una relacion disminuida de
FvW:RCo/FVYW:Ag < 0.7, HMWM ausentes, FVIII, FvW:Ag, FvW:RCo y RIPA disminuidos.
Han sido reportadas més de 100 variantes asociadas a este fenotipo y que se
correlacionan directamente con afectaciones en los procesos de ensamblaje,
almacenamiento, secrecion y protedlisis de los multimeros de alto peso molecular y
aumento de los multimeros de bajo peso molecular (LMWM). (DiGiandomenico et al.,
2021; E. J. Favaloro, Pasalic, et al., 2016)
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1.1.5.2.2 2B

Es el fenotipo con una ganancia de funcion ya que hay un aumento de afinidad por el
receptor Gplba, en este fenotipo también se observa disminucion de HMWM, a nivel
laboratorio los pacientes presentan en su mayoria trombocitopenia y RIPA aumentado
debido a la agregacion plaquetaria, relacion disminuida de FVYW:RCo/FVYW:Ag < 0.7, es
necesaria su diferenciacion de la pseudo enfermedad de Von Willebrand o enfermedad de
von Willebrand tipo plaquetario la cual no es dada por mutacién en el VWF sino en el gen
del receptor Gplba. (DiGiandomenico et al., 2021; Mazurier & Meyer, 1996)

1.1.5.2.3 2M

Se caracteriza por un defecto en el cual se disminuye la interaccion del vWF con las
plaguetas, se conoce como el fenotipo contrario al 2B. a nivel de laboratorio tiene similitud
con las dos variantes anteriores sin embargo se encuentra diferencia ya que su patrén de

multimeros es completamente normal. (E. J. Favaloro, Pasalic, et al., 2016)
1.1.5.2.4 2N

Se caracteriza por una pérdida de afinidad en el sito de unién del Factor VIII por lo cual
estos pacientes presentan niveles disminuidos de este factor y perdida de funcion del
mismo, es un fenotipo muy diferente a las demas ya que su patron de herencia es
autosémico recesivo y generalmente el Gnico hallazgo a nivel de laboratorio es la
alteracion en el factor VIII por lo cual se debe hacer su diferenciacion con la Hemofilia
A.(Casonato et al., 2018)

1.1.5.25Tipo 3

Corresponde al 3 % de los casos y su fenotipo es el mas severo de la EVW, se
caracteriza por presencia de sangrados mayores como sangrados gastrointestinales y
muscoesqueléticas, estos pacientes deben ser monitoreados periddicamente,
generalmente necesitan de terapias de sustitucion como concentrados de FVIII y vVWF. A
nivel de laboratorio se caracterizan por niveles de VWF extremadamente bajos o
indetectables. (Connell et al., 2021; Kasatkar et al., 2014)
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1.1.6 Diagndstico

El diagndéstico de la EVW inicia con la intervencién del clinico quien en su valoracion
inicial debe tener en cuenta aspectos como la historia personal y familiar frente a los
sintomas de sangrados presentados, esta valoracién inicial permitirA hacer una distincién
en el tipo de sangrado, su frecuencia y localizacién. Para los trastornos de coagulacion se
han propuesto distintas herramientas diagndsticas, una de las mas usadas son los BAT,
cuestionarios basados en scores en los que el clinico puede determinar la severidad y tipo
de sangrado con el fin de discriminar aquellos pacientes cuyo sangrado se considera
normal de aquellos cuyo sangrado es patoldgico, ademas de evaluar la disfuncion
plaquetaria y guiar al clinico en la correlaciéon con los resultados de laboratorio. (Bowman
& James, 2017; Sharma & Haberichter, 2019; Stufano et al., 2017)

Actualmente y de acuerdo con las guias para diagnéstico del afio 2021, el diagndstico de
la EVW se basa en el andlisis fenotipico por varias pruebas de laboratorio, en primera
instancia se realiza un abordaje inicial con pruebas como el cuadro hemaético, recuento de
plaguetas, PT, aPTT y opcionalmente tiempo de Trombina (TT) y niveles de fibrinégeno. (P.
James et al., 2021)(Figura 2)
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Patients suspected of YWD

Bleeding Assessment Tool

Positive/ Negative/
Abnormal BS Normal BS
CBC, PT/PTT (cptional - fibrinogen, TT) rfo VWD
VWEF:Ag, platelet-dependent VWF
activity, FVII1:C
I FVIlIl <« VWF  —  VWF:FVIIIB
or genetic
L l ¢ testing
VWEF Levels > 50 VWEF Levels 30-50 VWEF Levels <30 |
| ‘ Confirm type 2N VWD
Platelet-dependent VWF
—_— y .
rfo VWD No bleeding Bleeding activityVWF:Ag ratio
>0.7 <0.7

type 1 VWD type 2 VWD
DDAVP trial VWFCBIAg

or multimer

n 5 n Normalized VWF
Reconsider Diagnosis — [——. ~— ,l, + Abnormal Normal
type 1 C VWD

type
2AB
VWD

Genetic
Testing

type 2M
VWD

— Confirm type 2B VWD

Figura 2. Algoritmo Diagnéstico para EVW  Flujograma con las 11 recomendaciones y
sugerencias principales en el diagnéstico de la EVW de acuerdo con las guias afio 202. 1.
Pacientes con una baja probabilidad de EvW se recomienda utilizar un BAT como cribado
inicia. 2. Pacientes con una probabilidad intermedia de EVW se sugiere no de confiar en
un BAT para decidir si se debe pedir un andlisis fenotipico especifico. 3. Pacientes con
una alta probabilidad de EvVW se recomienda no confiar en el BAT para decidir si se debe
pedir un andlisis fenotipico especifico. 4. Se sugiere ensayos con nuevas tecnologias que
miden la actividad de unién a las plaquetas del vWF como el ensayo FVW:GPIbM y
FVW:GPIbR sobre el FYW:RCo para el diagnéstico de la EVW. 5. Se sugiere reconsiderar
el diagnostico para los pacientes con EVW de tipo 1 previamente confirmada cuando los
niveles de vVWF se han normalizado con la edad. 6. Se recomienda un nivel de vWF de
<0,30 Ul/mL independientemente de la hemorragia y para los pacientes con hemorragia
anormal un nivel de vVWF de <0,50 Ul/mL para confirmar el diagnéstico de EvW tipo 1. 7.
Se sugiere no utilizar VWFpp/FVYW:Ag y méas bien utilizar un ensayo de desmopresina en
tiempos 1y 4 horas post infusidon para pacientes con sospecha de EvW tipo 1. 8. Se
sugiere no utilizar una relacion vVWF de actividad del FvW:RCo/FVvW:Ag de <0,5 y que se
utilice un limite més alto de <0,7 para confirmar la EVW de tipo 2 (2A, 2B o 2M) para los
pacientes con una prueba inicial anormal de VWF. 9. Se sugiere el andlisis de los
multimeros del vVWF o FVYW:CB/ FYW:Ag para diagnosticar la EVW de tipo 2 en pacientes
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con sospecha de tipo 2A, 2B o0 2M que necesiten pruebas adicionales. 10. Se sugiere la
realizacion de pruebas genéticas especificas en lugar de dosis bajas de RIPA para
diagnosticar la EVW de tipo 2B en pacientes 2A o 2B que necesiten pruebas adicionales.
11. Se sugiere el uso de FYW:FVIIIB o de pruebas genéticas especificas dirigido para
pacientes con sospecha de EvW de tipo 2N que necesiten pruebas adicionales. (Tomado
de Paula D James et a., 2021)

Estas pruebas no determinan la presencia de la enfermedad, pero contribuyen a

esclarecer la presencia de un defecto en la coagulacibn que sea causativa de los

sintomas, hay que tener en cuenta que en contadas ocasiones y de acuerdo al tipo de

deficiencia de cada paciente. (Nichols et al., 2007)

1.1.6.1 Pruebas de primer nivel

Actividad coagulante del FVIII (FVIII:C): generalmente se determinado por
prueba de coagulacion de una sola etapa basada en la medicion aPTT (por
método coagulométrico), también puede ser evaluado por métodos cromogénicos
(prueba de dos etapas). Esta prueba se fundamenta en la mediciébn en la
capacidad del FVIII para reducir el tiempo de coagulacion en el plasma del
paciente con deficiencia de FVIII. (P. James et al., 2021; Stufano et al., 2017)

Nivel del antigeno del VWF (VWF:AgQ): como su nombre lo indica mide la
concentracion de la glicoproteina en el plasma del paciente esto se realiza por
métodos como la ELISA o LIA. (Bowman & James, 2017; Stufano et al., 2017)

Actividad de unién del vWF al receptor plaquetario GPlba: La prueba que mas
se utiliza es la capacidad de aglutinacion del vWF en presencia de la ristocetina
(FVW:RCo) los cuales puede analizarse por métodos manuales,
semiautomatizados o automatizados, sin embargo estas pruebas presentan ciertas
desventajas como la gran variabilidad de los resultados, variabilidad entre
reactivos por su lotes y preparacion e inestabilidad en los ensayos por lo que en
las Ultimas décadas se han propuesto otras pruebas que pueden medir esta unién
de una manera mas sensible y especifica. Entre estas pruebas la mas
recomendado segun las guias de diagndstico son los Ensayos de union del VWF a
la GPIba con una mutacién de ganancia de funcion (FVvW:GPIbM) los cuales usan
fragmentos recombinantes del receptor GPIba los cuales presentan una ganancia
de funcion por medido de variantes conocidas (p.G233V,p.D235Y y p.M239V) y
son capaces de unirse al VWF sin la presencia de la ristocetina, lo anterior se

realiza por medio de ELISA o por métodos de latex y han demostrado mayor
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sensibilidad que los FYW:RCo tradicionales. (Laffan et al., 2021; Stufano et al.,
2017)(Connell et al., 2021; Stufano et al., 2017)

Aun cuando las pruebas anteriores nos dan una direccion para el diagnéstico de la EVW,

aun se deben realizar pruebas de segundo nivel que nos permitan realizar la clasificacion.
1.1.6.2 Pruebas de segundo nivel

- Capacidad de unién de vWF al coldgeno (FVYW:CB): La unién del vWF al
colageno juega un papel fundamental en el proceso de cizallamiento para que se
inicie el proceso de formacion del tapon plaquetario en el sitio de la lesion, este
ensayo mide esta funcion del VWF y depende del tamafio de los multimeros, por lo
cual se ha planteado como una alternativa al analisis de multimeros cuando este
no esté disponible para la diferenciacioén de los tipos 2M y 2A. (P. James et al.,
2021; Stufano et al., 2017)

- Anélisis de multimeros del vVWF: El patron multimérico del vWF plasmético es
importante para determinar no solo su actividad funcional sino también para lograr
la diferenciacién ente los tipos 2A 'y 2M, (Ver Figura3), los HMWM son la forma
mas hemostatica activa de vVWF. Estas moléculas se unen al colageno y las
plaguetas con una afinidad mucho mayor que los LMWM. Debido a su tamafio, el
HMWM es mas efectivo para mediar la adhesion y agregacion plaquetaria,
especialmente en condiciones de alto cizallamiento. El andlisis de la estructura del
polimero VWF es muy complicado, implica gran cantidad tiempo, pero es util para
el diagndstico de EVW. (E. J. Favaloro, 2014; Stufano et al., 2017)

Nl

Figura 3 Patrén de Multimeros que se presenta en los subtipos EvW tipo 2. (Tomado
de Francesca Stufano & Peyvandi, 2017)
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- El ensayo de union vWF -FVIII (FYW:FVIIIB): El ensayo de unién del vWF-
FVIII (VWF: FVIIIB) evallta la capacidad del vWF para unirse al FVIII. Esta prueba
es esencial para distinguir el diagndstico de EvW 2N de la hemofilia A leve, porque
estas dos enfermedades estan relacionadas con la reduccion moderada de los
niveles plasméticos de FVIIl y los niveles normales de VWF: Ag y VWF(Stufano et
al., 2017)

En el diagnéstico diferencial se puede obtener tres tipos de resultados:

1) Una capacidad de unién normal de vVWF y FVIII conduce al diagndstico

Hemofilia A leve.

2) Una capacidad de unién reducido significativamente de vVWF a FVIII guiaria el

diagnéstico a EVW 2N.

3) Disminucién moderada de la unién es un hallazgo comun entre las personas

asintomaticas.

- Andlisis del vWF intraplaquetario: A excepcion de los cuerpos de Weibel-Palade
el vVWF también se almacena en los granulos alfa de las plaguetas. En comparacién
con el VWF en plasma, el VWF plaquetario es rico en multimeros con gran actividad
hemostatica, hasta la fecha los métodos descritos para esta medicion no han sido
estandarizados no obstante el uso de ellos ha logrado la clasificacion en 3 categorias
gue contribuyen a la prediccion de la respuesta del VWF plasmética frente a la
administraciéon la DDAVP: (Stufano et al., 2017)

1) Plaquetario bajo: pacientes con FYW:Ag y FYW:RC plaquetarios reducidos

2) Plaguetario normal: pacientes con FYW:Ag y FYW:RCo plaquetarios dentro del

rango normal

3) Plaquetario discordante: pacientes con concentraciones normales de FvW:Ag

plaguetario, pero niveles desproporcionadamente reducidos de FvW:RCo plaquetario

- Prueba de respuesta a la desmopresina (DDAVP): La desmopresina o DDAVP
es un derivado sintético Vasopresina VWF este compuesto ha sido utilizado como
tratamiento de la EVW leve. La prueba de desmopresina se usa para evaluar la
respuesta del paciente para prevenir o tratar el sangrado. La administracion de

desmopresina eleva la concentracion de VWF 2 a 5 veces sobre el nivel normal en
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personas sin EVW o con deficiencias parciales. El proceso inicia con la
administracién del medicamento por via subcutdnea o intravenosa en una dosis
0,3 ug / kg de peso corporal posteriormente se procede a realizar las mediciones
de VWF: Ag, VWF: RCo en lapsos de tiempo en 1, 2 y 4 horas después de la
administracién.(Laffan et al., 2021). Se espera incremento en el Ag y actividad de
30 a 60 min después de la administracién intravenosa o de 60 a 90 min si se hace
por via subcutdnea o nasal. Si el paciente no responde a la desmopresina se
observara que no se mantiene los niveles terapéuticos en los tiempos
estudiados.(Solano-Trujillo et al., 2020)

- Proporcion del propéptido y el antigeno ppFvW/FVYW:Ag: una proporcion
mayor de propéptido VWF (ppFvW) y VWF (ppFvW / FvW: Ag), implican un
aumento en la depuracion del VWF, en pacientes con EVW y aquellos con
coagulacién intravascular diseminada, esta prueba es relativamente nueva y no se

usa ampliamente. (Stufano et al., 2017)
1.1.6.3 Diagnostico molecular

Cuando algunos de los ensayos de laboratorio no estan disponibles como el ensayo de
uniéon FYW-FVIII (FYW:FVIIIB), la aglutinacién plaquetaria inducida por ristocetina (RIPA) o
el andlisis de multimeros, la identificacion de variantes causantes de la EVW tendra un
resultado crucial en el diagnéstico del paciente. (Giancarlo Castaman & Linari, 2021; Anne
Goodeve, 2016; P. James et al., 2021)

El ensayo FYW:FVIIIB ofrece un diagndstico diferencial entre la hemofilia leve y EVW tipo
2N. El ensayo no se encuentra habilitado en varios laboratorios, por ende, el analisis
secuencial de ADN de los exones del gene VWF que codifican D'D3 que podria ser una

alternativa al uso del ensayo FYW:FVIIIB.(L Baronciani et al., 2017)

Los pacientes que presentan EVW tipo 2B y 2A pueden presentar parametros de
laboratorio similares, como lo puede ser la actividad marcadamente reducida del
FvW:RCo o de una actividad FvW dependiente de las plaquetas, en comparacion con el
nivel FYW:Ag y del ensayo de RIPA disminuido, se podria usar el analisis secuencial de
ADN del exén del 28 VWF que codifica el dominio A 1 o el dominio A2 con el fin de
establecer el diagnéstico del paciente. Cuando el RIPA se encuentra alterado al alza se
debe realizar un andlisis del caso ya que la alteraciéon puede ser especifica de una EVW

tipo 2B o de un fenotipo similar causado por variantes de ganancia de fusién en el gen
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GPIba. La identificacion de variantes en el dominio Al del VWF (EVW tipo 2B) o el gene
GP1BA (pseudo-EvW) es una alternativa valida para las pruebas de mezclas de plaquetas

que son necesarias para el diagnéstico diferencial.(L Baronciani et al., 2017)

En el caso de la EVW tipo 2A y 2M, los pacientes pueden presentar resultados de las
pruebas de laboratorio similares como lo puede ser la actividad marcadamente reducida
del FYW:RCo o de una actividad FVW dependiente de las plaquetas, en comparacién con
el nivel FYW:Ag y del ensayo de RIPA disminuido, el diagnoéstico fenotipico podria ser
dificil si el andlisis de multimeros no estuviera disponible. El andlisis molecular puede
usarse para la identificacion de estos casos.(L Baronciani et al., 2017; E. J. Favaloro,
Pasalic, et al., 2016)

Existen razones para realizar un andlisis molecular en pacientes caracterizados por
pruebas de laboratorio y diagnosticados con EvW. El diagnéstico EVW tipo 3 se puede
hacer usando un ensayo confiable de VWF: Ag. La identificacion del estatus de portador
de un miembro de la familia puede ser incierta si se utiliza el método de laboratorio,
mientras que pueda determinarse facilmente una vez que se haya identificado las

variantes del probando. (L Baronciani et al., 2017)
1.1.6.4 Problemas en el diagnéstico

Aun cuando la EVW es el desorden hereditario de la coagulacibn mas comun en la
poblacion, la patologia es una del as entidades mas comunmente mal diagnosticadas o
pasadas por alto en la practica clinica.(Giancarlo Castaman & Linari, 2017; Lavin &
O’Donnell, 2019) Derivado a su variabilidad clinica y factores que influyen en su forma de
presentacion el diagnéstico implica una dificultad para los sistemas de salud, la frecuencia
y la gravedad con la que se presentan las hemorragias estan influidas por varios factores,
gue se deben evaluar cuidadosamente, entre ellos tenemos, la edad, género,
comorbilidades, antecedentes familiares, dietas, ingesta de medicamentos
anticoagulantes, medicamentos homeopaticos a base de ginkgo, ajo, jengibre, aceite de
pescado que pueden disminuir la hemostasia y aumentar el riesgo a la presentacion de
hemorragias. (Colonne et al., 2021), Sumado a lo anterior se debe tener en cuenta
aquellas patologias o estados que necesitan ser diferenciados de la EvW, como la
Hemofilia A, deficiencia de factores de la coagulacion X y Xl, Sindrome de Bernard-Soulie
y Sindrome de von Willebrand adquirido. (E. Favaloro & Pasalic, 2022; Monteiro et al.,
2021).
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Adicional es esencial la clasificacién en su subtipo correspondiente para poder dar el
tratamiento adecuado. Teniendo en cuenta lo mencionado en el diagndstico se pueden
presentar 3 escenarios principales que deben ser superados para llegar a un diagnostico

adecuado:

- Sobrediagnostico de la EVW: Los sintomas hemorragicos como la epistaxis y el
sangrado menstrual o pequefias hemorragias después de un procedimiento dental
sin que la persona presente un deficiencia o patologia pueden llegar a
diagnosticarse como la EVW si no se realizan las pruebas de laboratorio
correspondientes. Otros factores que pueden llevar a este escenario son la
variacion de los niveles del FYW:Ag en plasma por influencias como el sistema
ABO, la disponibilidad de pruebas, interpretacion de los resultados. Las
condiciones pre analiticas son otros factores e muestras contaminadas con
anticoagulantes, muestras con un hematocrito elevado, muestras de plasma o
suero con EDTA pueden dar lugar a niveles falsamente bajos de FVW:Ag y/o su
actividad, exceso de temperaturas en el transporte, demora en el procesamiento
pueden afectar a las pruebas y se recomienda evitarlos.(Colonne et al., 2021;
Mezzano & Quiroga, 2019)

- Subdiagnoéstico de la EvW: la principal causa de este escenario es el
desconocimiento de las manifestaciones clinicas de la enfermedad y poco acceso
a las pruebas diagnoésticas en algunas poblaciones. Como se ha mencionado la
variabilidad del vWF:Ag es un factor importante, ejemplo de esto cuando existe un
cuadro hemorragico leve puede no ser clinicamente aparente si ho ha habido
episodios de problemas hemostasicos como cirugias, procedimientos dentales o
traumatismos. En mujeres que presentan sangrado uterino excesivo a menudo no
se someten a la prueba de la EVW, ya que el sangrado menstrual puede no ser
reconocida como un sintoma de hemorragia. Otros escenarios donde el factor
puede aumentar transitoriamente y enmascarar la deficiencia en el vVWF como en
las condiciones inflamatorias, aumento de adrenalina por el ejercicio, estrés,
cafeina, cambio en las hormonas sexuales, embarazo y anticonceptivos orales.
También puede darse por las condiciones preanaliticas (toma de muestra,
conservacion), analiticas y post-analiticas (manejo de las muestras e
interpretacion de resultados) de laboratorio.(Giancarlo Castaman & Linari, 2021,
Colonne et al., 2021)
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- Diagnéstico incorrecto de la EVW: este escenario al igual que los dos
escenarios anteriores tienen como factor principal, condiciones preanaliticas
pueden llevar a una subclasificacion erréneas. De igual forma no conocer aquellas
entidades con las que se debe tener un diagnéstico diferencial como la Hemofilia A,
Sindrome de Bernard-Soulier, entre otros y cuyo diagndstico erréneo puede llevar

a graves consecuencias en el paciente (Colonne et al., 2021)
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2. Marco Teoérico
2.1 Gen VWF

2.1.1 Caracteristicas

El gen que codifica el factor de Von Willebrand (VWF) se encuentra localizado en el brazo
corto del cromosoma 12 (12p13.31), tiene un tamafio de 178 Kb y esta conformado por 52
exones, el exdn mas grande es el 28 con 1379 pb y el mas pequefio es el exdn 50 con
40pb, los demés exones varian en tamafio de 41pb a 342 pb, existe una caja TATAy una
caja CCAAT a -30 y -22pb respectivamente del sitio de inicio de transcripcion. El gen
también contiene una secuencia de elementos que actlan en la regiéon +155 a +247,
estos elementos son los sitios de union para los factores de transcripcion GATA'y NFY, los
cuales ayudan a la activacion especifica del promotor.(Anne Goodeve, 2016; Mancuso et
al., 1989; Ruggeri & Zimmerman, 1987) (Figura 4).

El gen codifica a un ARNm de 8830 pb el cual comprende un marco de lectura de 8441 pb,
a region no trascrita 5’ de 250 pb y una region no trascrita 3’ de 138 pb. En el cromosoma
22 (22q11.2) existe un pseudogen no procesado que abarcar las secuencias de los
exones 23 al 34 con una longitud aproximada de 25Kb y una homologia del 97% y que es

altamente conservado entre especies. (Collins et al., 1987; Mancuso et al., 1989)

2.2 Proteina factor von willebrand

El vVWF es una de las glicoproteinas mas grandes y complejas que se ha caracterizado,
es sintetizado en dos sitios principales los megacariocitos y células endoteliales, se
calcula que 85% del vVWF circulante en el plasma proviene del endotelio. Inicialmente se
sintetiza como un precursor de 2813 residuos de aminoacidos conocido como pre-pro
VWF de aproximadamente 350 kDa, en los que los primeros 22 residuos constituyen el
péptido sefial, un pro péptido de 741laa y una subunidad de proteina madura de 2050
aa.(Hassan et al., 2012; Herndndez-Zamora et al., 2015; Ruggeri & Zimmerman, 1987). El
pro-vWF sin el péptido sefial esta organizado en repeticiones de dominios homadlogos con
un total de 15 dominios funcionales los cuales estan organizados en secuencia D1-D2-D’-
D3-A1-A2-A3-D4-C1-C2-C3-C4-C5-C6-CK. (Figura 4).
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Signal peptidase Furin ADAMTS13
p.C22 - A23 p.R763 - 5764 p.¥1505 - M1506
B1-83
D1 D2 O D3 Al A2 | A3 D4 ” | c1| — oz | NeEN
Exon 2 310 1117 18-20 20-28 28 28 28-32 33-34 3539 40-42 42-44 45-48 49-52
NH, Fvil Gplba Collagen Gplib-lla COOH
CGLE CGLE Multimerisation Dimerisation
aa 22 741 2050
Signal (pre-) Pro- Mature
peptide peptide VWF

Figura 4 Esquematizacion de la proteina factor Von Willebrand: Dominios funcionales
y sitios de unién de la proteina vVWF. (A. C. Goodeve, 2010)

Los dominios D1 y D2 corresponden al propéptido, ayudan a la formacién de multimeros y
localizacion del vVWF en organelos de almacenamiento, los dominios D3 y D’ también se
encuentran involucrados en el proceso multimerizacion y se encuentra el sitio de union del
FVIII, una vez se da esta unidon lo mantiene activo inhibiendo su actividad sobre la
trombina y prolongando su vida en media en el plasma, también protegen al FVIII de su
degradacion compitiendo con los sitios de unién fosfolipidos del factor y asi evitando la
actividad de la proteina C activada . Los dominios A son considerados los dominios
funcionales de la proteina madura. El dominio A1 es el sitio de unién al receptor Gplba
plaquetario, también es el sitio de union para la Heparina, el Colageno tipo IV y VI, el
dominio A2 es importante para los procesos de clivaje y depuracion del vVWF ya que se
encuentra el sitio de reconocimiento en la posicion 1605 y 1606 de la proteina ADAMTS13,
el domino A3 es el sitio de unién del Colageno tipo Il y lll, el dominio C4 en el cual se
encuentra la secuencia RGD que es el sitio de union para la allbB3 y el domino CK
interviene en los procesos de dimerizacion.(Lenting et al., 2015; J E Sadler, 1998) (Figura
4).

Los cambios postraduccionales de la proteina inician con la eliminacion del péptido sefial

y glicosilacion de sus cadenas en el reticulo endoplasmico, el propéptido de 2791 aa
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inicia el proceso de dimerizacion por la formacion de puentes disulfuro en la posicion C-
terminal, posteriormente en su paso por el aparato de Golgi se completan los procesos de
glicosilacion y la proteina completa su proceso de maduracién con la protedlisis de los
dominios D1 y D2 que corresponde al propéptido y que actia como coadyuvante en los
procesos de multimerizacion, ya con 205laa, la proteina madura esta ampliamente
glicosilada con 12 oligosacaridos ligados a la N glicosilacion y 10 ligados a la O
glicosilacion. la sulfatacién de ciertos oligosacaridos ligados al N promueve la iniciacion de
los procesos de multimerizacién formando puentes disulfuro en las regiones amino
terminales de los dimeros lo que lleva a la formacién de multimeros de distinto peso
molecular que van desde los 225 kDa a los 120000 kDa. (Hassan et al., 2012; J E Sadler,
1998; Adriana Inés Woods et al., 2016)

El vVWF es liberado por dos vias principales en respuesta a varios estimulos fisiolégicos u
farmacoldgicos como la trombina, la fuerza de cizallamiento y la desmopresina, la primera
es la via constitutiva en la cual el VWF es almacenado en los granulos citoplasmaticos
llamados cuerpos de Weibel-Palade de las células endoteliales los cuales son organulos
con forma de varilla y con una membrana de 0,1-0,2 uym de ancho y hasta 4 um de largo, y
la segunda es la via regulada cuya secrecion se da completamente desde los granulos
alfa de las plaquetas y los megacariocitos. (Lenting et al., 2015; J E Sadler, 1998)

Posterior a la liberacién de la célula donde se sintetiza el vVWF, los multimeros de alto
peso molecular se unen a la superficie de las células endoteliales por medio de la P
selectina de los cuerpos de Weibel-Palade después de esta unién estos multimeros se
someten a la fuerza de cizallamiento del fujo sanguineo y experimentan una reduccién
fisiol6gica de tamafio por la fragmentacion proteolitica mediada por la proteina ADMTS-
13, este proceso es el que da origen a las diferentes formas de vVWF que pueden ir desde
dimeros simples hasta multimeros mas complejos. La liberacién del VWF y el propéptido
se realiza en una proporcion 1:1 sin embargo a diferencia del vVWF que tiene una vida
media de aprox. 12horas el propéptido tiene una vida media de aprox. 2 horas.
(Haberichter et al., 2000; O’Sullivan et al., 2018; J E Sadler, 1998)

2.2.1 Funcion del factor von willebrand

El VWF desempefia sus funciones hemostaticas mediante la unién al factor VIII, a las

glicoproteinas de la superficie de las plaquetas y a los componentes del tejido conectivo
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por medio de los sitios de unién para este ligando.(Ruggeri & Zimmerman, 1987) Sus 3

funciones principales son

Mediar la adhesién de las plaquetas al sitio de dafio vascular por medio de la
unién con el receptor Gplb/IX, y el colageno del subendotelio: la unién del vVWF a
las plaquetas esta regulada por su interaccion inicial con el tejido conectivo, y
también por la fuerza de cizallamiento del fujo sanguineo. En ausencia de un dafio
o lesion, el VWF no interactia con las plaquetas circulantes, cuando se presenta
un dafio en el endotelio el VWF se une a los componentes del tejido conectivo
subendotelial, especificamente a los colagenos tipos IV, VI, lll y I, una vez anclado
al subendotelio las plaquetas reconocen esta unién y se adhieren al VWF por
medio del complejo Gplb IX-V el cual esta formado por cuatro cadenas
polipeptidicas vinculadas por puentes disulfuro, el sitio de unién para el VWF se
encuentran en el residuo 293 amino terminal de la cadena GPlba y para su
correcta union requiere que exista una sulfatacion de residuos de tirosina en las
posiciones 276, 278 y 279. (Lenting et al., 2015; J E Sadler, 1998)

Coadyuvar en la agregacion plaquetaria mediante la unién con el receptor
plaquetaria Gpllb/llla: el complejo GPIlib-llla es miembro de la familia de
receptores tipo integrinas de la membrana celular, en estado de reposo este
receptor no es afin con el VWF sin embargo cuando las plaquetas son activadas
por estimulos como la trombina u otros agonistas, su conformacién cambia y es
capaz de unirse a VWF, el fibrinbgeno y la fibronectina. El sitio de unién en el vVWF
incluye un motivo tetrapéptido Arg-Gly-Asp-Ser cerca del extremo carboxilterminal
del dominio C1, adicionalmente este complejo Gpllb-lla puede contribuir a la
adhesion de plagquetas a superficies recubiertas con VWF. (Hernandez-Zamora et
al., 2015; Ruggeri & Zimmerman, 1987)

Unirse al FVIII y protegerlo de la degradacién proteolitica mediada por la proteina
C activada: Los pacientes con EvW grave tienen niveles indetectables de vWF y
niveles de factor VIII <10% de lo normal. Este comportamiento refleja la
dependencia de la supervivencia normal del factor VIl de la formacion de
complejos no covalentes factor VIII-VWF e ilustra la importancia biolégica de la
interaccion factor VIII-VWEF. El sitio de union correspondiente del VWF del factor
VIII esta cerca del amino terminal de la cadena ligera de 80 kDa esta cadena del
FVIII esta formada por los residuos 1649-2332, el sitio de unién del VWF estéa en el

segmento entre los residuos 1669-1689 y la uniéon Optima requiere la sulfataciéon
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de Tyrl680. Cuando el factor VIl se activa durante la cascada de coagulacion la
trombina lo escinde después de Argl689, este corte elimina el sitio de unién del
VWF vy libera el factor Vllla. Asi, el VWF se adsorbe al tejido conectivo en un sitio
de formacion de trombos plaquetarios puede entregar el factor VIII para que
participe en reacciones adicionales de coagulacion sanguinea. (Hernandez-
Zamora et al., 2015; J E Sadler, 1998)

2.3 Alteraciones moleculares en el gen VWF

El gen VWF es altamente polimdrfico y actualmente se han descrito alrededor 810
variantes de las cuales segin la base de datos de la EAHAD
( https://grenada.lumc.nl/LOVD2/VWF/home.php?select_db=VWF) 141 han sido
reportadas como causantes para EvW tipo 1, 202 para EvW tipo2 y 186 para EVW
tipo 3. (Sheffield, n.d.)

Diferentes tipos de variantes son responsables de la EvW, la mayoria de ellas se
observan comunmente en otros trastornos hereditarios mientras que algunas son
el resultado de caracteristicas particulares del gen VWF y la proteina. (Mazurier &
Meyer, 1996)

2.3.1 Variantes responsables de los diferentes tipos
de EVW

2.3.1.1Tipo 1

Las variantes identificadas en este tipo de EVW comprenden en un 70% variantes
missense, 9% afectan el sitio de splicing, 8% transcripcionales, 6% deleciones pequeiias,
5% nonsense y 2% pequefias duplicacién e inserciones y han sido reportadas a lo largo
de todo el gen. Se han descrito dos mecanismo por los cuales estas variantes actian en
la EVW tipol, el primer mecanismo un efecto en el aclaramiento o depuracién de la
proteina, el VWF tiene una vida media de 8 a 12 horas cuando se presenta una alteracion
ejemplo la variante Vicenza p.R1205H,la vida media del vVWF disminuye entre a 2 a 3
horas, esto fenotipicamente se correlaciona con los resultados de laboratorio de las
pruebas de FvWpp y FYW:Ag en los que generalmente un ratio de las dos debe ser igual a

1 pero en presencia de este tipo de alteraciones se ve aumentada lo que significa un
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aumento del aclaramiento de la proteina, otras variantes a parte de la Vicenza han sido
relacionadas con el aclaramiento pero que nos disminuyen tan drasticamente la vida
media del VWF como las missense p.R1205, p.C1130,p.W1144G, p.I1416Ny p.S1279F.(L
Baronciani et al., 2017; Anne Goodeve, 2016)

El segundo mecanismo es la retencion intracelular, variantes missense en los dominios
D1, D4y C2 llevan a la secrecion irregular de la proteina que se atribuye a problemas de
plegado de la misma sin embargo estos mecanismos aun se encuentran en estudio. (A. C.
Goodeve, 2010; Zhou et al., 2012)

2.3.1.2 Tipo 2

En la mayoria de estudios y en las distintas bases de datos las variantes relacionadas con
la EVW tipo 2 se encuentran distribuidas en los exones 17, 18, 20 y 28 y que al revisar la
estructura del gen hacen parte de los dominios funcionales de la proteina(L Baronciani et
al., 2017; Anne Goodeve, 2016). El subtipo 2A es el que ha sido notificada con mayor
frecuencia, representando generalmente >50% de todas las personas afectadas con la
EvW de tipo 2.(E. J. Favaloro, Pasalic, et al., 2016)

2A: La EVW 2A ha sido relacionada con la presencia de variantes en su mayoria
tipo missense en los dominios Al y A2, estas variantes dan a una sintesis,
multimerizacién y secrecién normal, pero conllevan un aumento de afinidad al
ADAMTS13, modificando sus sitios de unién p.Y1605-M1606 y sin la necesidad de
condiciones fisioldgicas de cizallamiento se da la protedlisis y afectacién funcional
del VWF con la pérdida de multimeros de HMWM. Otras variantes son aquellas
variantes nonsense que afectan los residuos p.C2771 y p.C2773 y que modifican
el domino D3 impidiendo la multimerizacion. De igual forma existen variantes
conllevan a una afinidad reducida por la Gplba y el consiguiente deterioro de la
fijacion de las plaquetas en el sitio de lesion del endotelio. (Bellissimo et al., 2012;
A. C. Goodeve, 2010; Anne Goodeve, 2016)

El diagndstico molecular puede ser util cuando no se sabe con certeza el tipo de
enfermedad de la EvW, en particular cuando se trata de una enfermedad de tipo 2A no se
dispone de analisis de multimeros o los que se tiene son de baja calidad. (L Baronciani et
al., 2017)
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- 2B: Las variantes en este tipo en su mayoria son missense y en menor medida
duplicaciones, estas aumentan la afinidad del vVWF con el Gplba lo cual
fenotipicamente se puede observar por RIPA, perdida de multimeros y
trombocitopenia, sin embargo, en algunos casos puede llegar a crear confusiones
ya gue algunos pacientes con variantes como p.P1266Q/L y p.R1308L no cumplen
con estas caracteristicas ya que el aumento del RIPA llega a ser el Unico indicativo.
El andlisis del extremo 5" del exdn 28 en los codones 1266 -1461 que flanquean el
dominio Al es util para la deteccidon de las variantes para EVW 2B, si no se
encuentran variantes en el analisis del exon 28 se podria pensar que se esta
hablando de un pseudo EvVW en el cual las variantes se encontrarian en el gen
codificante del receptor GP1BA. (L Baronciani et al., 2017; DiGiandomenico et al.,
2021; Anne Goodeve, 2016)

- 2M: Este tipo de EVW puede ser dificil de discriminar de los tipos 2A, 2B, la
mayoria de las variantes son missense o deleciones dentro del marco de lectura y
se encuentran en el exén 28 entre los codones 1266-1467, que estan ubicados en
el domino A1 lo cual reduce o inhibe la interaccion con el receptor Gplba, su
patron de multimeros es normal o de baja intensidad. También se han reportado
otras mutaciones aisladas en los dominios D3 exdn 24 y CK exén 52 y 3 variantes
en el dominio A3 de union al colageno.(L Baronciani et al., 2017; E. J. Favaloro,
Pasalic, et al., 2016)

- 2N: Este subtipo en el que el vWF se une poco o nada al FVIIl, se asemeja a la
hemofilia A leve con niveles de FVIII reducido, el diagnéstico diferencial puede
lograrse utilizando el ensayo FVW: FVIIIB, pero el ensayo no esta ampliamente
disponible ni bien estandarizado, en parte debido a la falta de evaluacién externa
de la calidad por tal razén el analisis molecular puede ayudar a la diferenciacion.
Se han descrito en su mayoria variantes missense con patréon de herencia
autosémica recesiva, la mayoria de los pacientes heterocigotos compuestos para
variantes diferentes, la variacion de ambos alelos reduce o suprime la capacidad
de unién del vWF al FVIII disminuyendo la interaccion electrostatica normal con el
FVIII, las variantes también pueden afectar los puentes disulfuro necesarios para
la estructura secundaria de la que depende la unién con el FVIII. (L Baronciani et
al., 2017; Casonato et al., 2018; A. C. Goodeve, 2010)

La mayoria de las variantes se encuentran en los exones 18 y 20 donde se encuentra el

dominio D’ sin embargo también han sido reportadas variantes en otros exones como la
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sustitucién p.R760C el ex6n 17 la cual modifica el sitio de corte de la Furina lo que
ocasiona que no se dé el clivaje del propéptido y obstaculizar estéricamente la unién del
VWEF al FVIII. (L Baronciani et al., 2017; Casonato et al., 2018)

2.3.1.3Tipo 3

Al igual que el tipo 1 las variantes que han sido reportadas estan distribuidas a lo largo del
gen, aunque predominantemente se encuentran en los exones 3-11 y exones 37-52 que
corresponden a los dominios D1, D2 y D4 CK respectivamente, por lo cual estas variantes
afectan los procesos de dimerizacibn o multimerizacion del VWF lo que lleva a una
retencion intracelular y excrecion casi nula del factor. El patrén de herencia es autosémico
recesivo por lo cual la mayoria de los pacientes con EvVW tipo 3 tienen dos alelos nulos,
han sido reportadas aproximadamente 190 variantes relacionadas con este tipo en su
mayoria variantes truncantes como las nonsense, frameshift, deleciones y variantes en el
sitio de splicing y en menor proporcion <20% missense. Todas estas variantes llevan a
que no se dé secrecion del VWF. (L Baronciani et al., 2017; Eikenboom, 2001; A. C.
Goodeve, 2010)

2.4 Diagnostico para variantes del gen VWF

Existen varios abordajes metodolégicos para la identificacion y caracterizacion de las
variantes en el gen VWF, el método convencional es el uso de ADN gendmico para
amplificacién de exones por medio de la reaccién en la cadena de la polimerasa (PCR) y
posterior secuenciaciéon con el método Sanger, actualmente con las nuevas tecnologias
NGS se ha logrado hacer la secuenciacion completa del gen sin embargo esto implica un
costo bastante alto y no se tiene disponibilidad en la mayoria de los laboratorios. (L

Baronciani et al., 2017; Giancarlo Castaman & Linari, 2021)
2.4.1 Secuenciacion Sanger

Este método de primera generacion que permite establecer la secuencia de nucleotidos
de un fragmento de ADN, usando nucledtidos modificados con la ausencia del extremo
3’0OH, por lo que cuando se incorpora un dideoxinucleétido queda un fragmento truncado

de ADN gque puede ser separado electroforéticamente, cada uno de los dideoxinucleétido
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son marcados con fluor6foros que permiten determinar rapidamente la secuencia de
nucleétidos. (McGinn & Gut, 2013)

Es la técnica mas utilizada para la identificacion de variantes en el gen VWF, con la
introduccion de la tecnologia NGS se ha reducido su utilizacién sin embargo derivado a
los costos aun sigue siendo ampliamente utilizado especialmente en aquellas ocasiones
gue se pretende realizar la busqueda de variantes en exones especificos como en el caso

de los pacientes con EVW tipo 2. (Itzhar-Baikian et al., 2019)
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3.0bjetivos

3.1 Objetivo general

Caracterizar las variantes en el exén 28 del gen VWF y realizar la correlacién genotipo-
fenotipo en una muestra de pacientes con Enfermedad de Von Willebrand tipo 2 en una

institucion de la ciudad de Bogota D.C Colombia.

3.2 Objetivos especificos

1. Identificar las variantes presentes en el exén 28 del gen del factor VWF mediante

amplificacion por PCR y secuenciacion Sanger

2. Describir las variantes encontradas y su frecuencia en la muestra de pacientes

analizada.

3. Correlacionar los resultados del genotipo con las caracteristicas fenotipicas y variables
clinicas de los pacientes con EVW tipo 2 y respectiva comparacion con otros estudios a

nivel mundial.

4. Establecer un registro inicial con las variantes encontradas en el exon 28 gen VWF de

la muestra analizada.
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4. METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudio

Estudio descriptivo de corte transversal

4.2 Pacientes

La muestra analizada corresponde 20 pacientes con diagndstico clinico y de laboratorio
confirmado de Enfermedad de Von Willebrand tipo 2 que asisten a la consulta de
hematologia de la Clinica Infantil Colsubsidio en la ciudad de Bogota.

Las muestras se tomaron previo consentimiento informado por parte de los pacientes

o de sus acudientes y previa aprobacion por los Comités de Etica de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional y de la Clinica Infantil Colsubsidio.

Los pacientes fueron contactados al momento de su asistencia a la consulta de
hematologia de la Clinica infantil Colsubsidio donde se les explicé el fin de la investigacion,
consentimiento informado y se tomaron las muestras.

- Criterios de Inclusién:

Pacientes con diagnostico de Enfermedad Von Willebrand tipo 2

Se tomaran en cuenta datos de la historia clinica y andlisis fenotipicos.

- Criterios de Exclusion

Pacientes afectados con cualquier otro trastorno de la coagulacion.

La caracterizacidon de los individuos con sus datos demogréficos, identificacion de la

muestra se puede observar en la tabla 3.

4.3 Muestra

Previo consentimiento se obtuvieron muestras de sangre periférica de cada paciente por
el personal de enfermeria del programa de Hemofilia de la Clinica Infantil Colsubsidio, en
el momento que el paciente asistia a su control y consulta. Se recolectaron 4 ml de sangre

en tubo tapa lila con anticoagulante EDTA.



Consideraciones éticas 28

4.4 Aislamiento de ADN

Se realizo el aislamiento de ADN a partir de 200uL de sangre periférica y se utilizé el kit
QlAamp® DNA Mini and Blood Mini siguiendo las especificaciones del fabricante y
posteriormente se realiz6 la cuantificacion por espectrofotometria en equipo NANODROP
evaluando los radios 260/280 y 260/230 para determinar calidad y pureza y se almaceno

el ADN a una temperatura de -20°C en tubos eppendorf de 1.5 mL

4.5 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se realiz6 un PCR estandar con las siguientes condiciones la mezcla de PCR con un
aprox 100-200 ng de ADN, 10 pmol de cada primer, 1,5 yM de MgClI2, 0,5 U de Platinum
Taqg DNA Polimerasa, 200 nmol /mL de cada dNTP y Buffer 1X a un volumen de 50 uL. El
programa del termociclador: desnaturalizacién 95°C por 5min, 29 ciclos 95°C por 30

seg ,60 °C por 30 seg, 72 °C por 1 minuto y extensién 72°C por 5 min. (Anexo B)

Los productos de la PCR se purificaron utilizando el kit PCR Purification kit de Invitrogen

siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Para la amplificacién por PCR, se utilizaron los primers descritos Freitas et al, a los cuales
se les realizaron algunas modificaciones para optimizar la amplificacion por PCR. (Freitas
et al., 2019)

Tabla 1 Primers para la amplificacion de Ex6n 28 gen VWF

Tamafio del
Secuencia (5’ to 3’) fragmento

28F TGTGGGAATATGGAAGTCATTG

28IR CACAGAGGTAGCTAACGATCTCG 749
28IIF ACCTCAAGCAGATCCGCCTCATC
28I1IR TGACCATGTAGACCAGGTTGGGCG 514
28lIIF CCATGGTTCTGGATGTGGCGTTCG
28IVR AAGCCAGGATTAGAACCCGAGTCG 630

Tomado de: (Freitas, 2019)

A los pacientes que no se encontré variantes en el Exén 28, se realiz6 amplificacion y

secuenciacion de los exones 18 y 20
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Tabla 2 Primers para la amplificacion de Exones 18 y 20 gen VWF

Tamano del
Primer Secuencia (5’ to 3’ fragmento

18 F GCAACTCTGAGTCTCTTGAA
18R CCTGCCTACAAGAAAACTGAA 330
20F CTGTGTTCCTTCATTGCCTC
20R AGATCCACAGAACCCAACCT 311

Tomado de: (Freitas, 2019)

Se realiz6 la comprobacion de la PCR con electroforesis en agarosa al 1.5%, utilizando

1.5 gr de Agarosa y 150 ml de TBE 10X y se visualizara en transiluminador UV.

4.6 Secuenciacion BIGDYE TERMINATORS V3.1

Se utilizaron entre 5-10 ng de fragmentos de PCR purificados para llevar a cabo la
secuenciacién con el kit BigDye 3.1 terminator cycle sequencing kit. Los productos de
reacciéon de secuencia se purificaron mediante el kit Xterminator de Applied Bisystems,
previo a su analisis por electroforesis capilar en un equipo ABI 3500 con capilar de 50 cms
y POP7.

Para realizar el andlisis de las secuencias e identificacion de las variantes se utilizé con
los programas SeqScape V2.7 (appliedBiosystems), comparando las secuencias con la
secuencia de referencia: la identificacion de variaciones se utilizard la secuencia de
referencia NG_009072.2 (Homo sapiens von Willebrand factor (VWF), RefSeqGene

(LRG_587) on chromosome 12) siguiendo las recomendaciones del fabricante

4.7 Analisis de variantes

Se realiz6 la descripcion de las variantes genéticas encontradas y frecuencia en la
muestra analizada y posteriormente se realiz6 la comparacion de variantes encontradas
con las bases de datos de la EAHAD, VARSOME, GNOMAD, y ClinVar, también con otros
estudios.

Las variantes se reportan siguiendo las guias de Human Genome Variation Society

(HGVS) (den Dunnen et al., 2016.) Los criterios de patogenicidad de cada una de las
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variantes analizadas se llevd a cabo con base en las recomendaciones del
ACMG.(Richards et al., 2015)

Para determinar la frecuencia de las variaciones moleculares detectadas en la cohorte de
los 20 pacientes analizados, se tomaron en cuenta solamente individuos no relacionados.
Derivado a lo anterior el analisis de las variantes detectados en los pacientes P02 y P03
(Madre e hijo); P16 y P06 (Padre e hija); P09 y P11 (Hermanos), solo se considerdé una
sola vez las variantes detectadas para el calculo de frecuencias. Por consiguiente, el

namero de pacientes no relacionados es de 17 pacientes.
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5.Consideraciones éticas

En base a los principios que se establecen en la Resolucion No. 008430 de 1993 del
Ministerio de Salud y en la Ley 84 de 1989 este trabajo se considera como Investigacién
con riesgo minimo y en cumplimiento con los aspectos mencionados en el Articulo 6 de

la presente Resolucion, este estudio se desarrollard conforme a los siguientes principios:

1. Garantizar el respeto por la dignidad humana, la libertad y la autodeterminacion,
prevenir dafos y tensiones y proteger la privacidad.

2. Anexar el formato de consentimiento informado el cual sera divulgado a los
pacientes explicado paso a paso sus apartes previamente a la toma de las
muestras.
Asegurar la confidencialidad de las identidades de los participantes
Se tiene el compromiso de compartir con los pacientes y cuidadores los resultados
y que implican en su condicién

5. Compromiso a publicar los resultados en los medios mas relevantes para su

comunidad cientifica especifica.
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6.Resultados

Se analizaron un total de 20 muestras de pacientes previamente diagnosticados con la
Enfermedad de Von willebrand tipo 2 que asisten a consulta en la Clinica Infantil
Colsubsidio. La edad de los pacientes analizados es de un rango entre los 8 a los 56 afios
con una la edad media de 24.15 afios. De esta muestra el 60% de sexo masculino y 40%

femenino. (Tabla 3)

ID | SEXO EDAD VvWF | VWF: vWF: RCo/FYW FVIII MULTIMEROS1
Ag Rco Ag ul/dL
Ul/DI | Ul/dL

Pp1 [ 20 30 7.87 0.262 32 PHMWM

P2 I 11 74 29 0.392 101 | Normales

P3 X 23 17 7.9 0.465 30 Normales

P4 S 36 13.8 | 5.9 0.428 22.7 | NBI

P5 Y 18 53 17 0.321 8.5 | Sindato

= M 19 29 0.1 0.003 49 PHMWM

P7 I 32 38 24 0.632 8 NBI

P8 |I§ 14 88 21 0.239 118 | Sin dato

P9 M 8 40 21 0.525 80 Presentes en
cantidad
reducida

P10 |I§ 15 66 27 0.409 67 Sin dato

P11 | 8 43 23 0.535 91 Normales

P12 |I§ 15 38 |98 0.258 58 Normales

P13 S 9 30 14 0.467 53 PHMWM
PIMWM

P14 | 15 50 |20 0.339 84 | Normales

P15 | 56 21 |45 0.214 29 PHMWM

R M 44 25 0.2 0.008 28 PIMWM Y
LMWM

P17 B 41 47 11 0.234 62 Normales

P18 |I5 21 79 |26 0.329 106 | Normales

P19 | 48 81 17 0.210 81 Normales

P20 BV 30 20 3 0.150 17.5 PHMWM Y
PIMWM

1.PHMWM: perdida multimeros alto peso molecular, PIMWM perdida multimeros de
Intermedio peso molecular, PLMWM: perdida multimeros bajo peso molecular, NBI:
Normales baja intensidad.

La mayoria de las pacientes presentan Epistaxis (48%), siendo el Sangrado menstrual
abundante y Sangrado gingival (16%) la segunda causa de consulta. EI 40% de los

pacientes cursan con mas de un sintoma (Figura 5)
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E Sangrado gingival

m Sangrado menstruales abundantes
Equimosis

m Epixtasis

m Sangrado en procedimeinto
ginecologico

B Sangrado procedimiento quirurgico

B Hemartrosis

m Sangrado digestivo

Figura 5 Principales sintomas

Seis pacientes tienen disponibles pruebas de respuesta a la desmopresina 50% responde y el 50%
con respuesta ineficaz

Tabla 3 Respuesta a la Desmopresina

ID TEST DE DESMOPRESINA ‘
P07 | Responde a la desmopresina
P08 | Responde a la desmopresina
P10 | Responde a la desmopresina
P16 | Responde a desmopresina sin lograr incrementos en la
actividad

P17 | No responde
P20 | Responde a desmopresina sin lograr incrementos en la
actividad

6.1 Secuenciacion Exén 28 del gen VWF

Por medio de Secuenciacion Sanger se analiz6 el exén 28 en las 20 muestras
recolectadas identificandose 41 variantes. 9 variantes (21.95%) fueron identificadas como

causantes en 18 pacientes, todas de tipo missense. (Tabla 5.)
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Cuatro variantes fueron identificadas para EVW 2A p.Glyl609Arg, p.Argl597Trp,
p.Serl506Leu y p. p.llel628Thr. Cuatro para la EVW 2M p.Alal437Thr, p.llel425Phe,
p.Argl334Trp y p.Serl325Phe, una como EvW 2A/2M p.Vall1279Phe. (Tabla 5)

Tabla 4 Variantes patogénicas encontradas

SUSTITUCION

VARIANTE Tipo de REPORTADA
GENETICA BII\E/IINOACIDO vaF;iante PREVIAMENTE DOMING
PO1 | c.4825G>A | p.Gly1609Arg Missense Sl A2
P02 | c.4825G>A | p.Gly1609Arg Missense Sl A2
P03 | c.4825G>A | p.Gly1609Arg Missense Sl A2
P04 | c.4825G>A | p.Gly1609Arg Missense Sl A2
PO5 c.4309G>A | p.Alal437Thr Missense Sl Al
€.4825G>A | p.Gly1l609Arg Missense Sl A2
P06 | c.4789C>T | p.Argl597Trp Missense Sl A2
P07 | c.4273A>T | p.llel425Phe Missense Sl Al
P08 N/A* N/A* N/A* N/A* N/A*
P09 | c.4273A>T | p.llel425Phe Missense SI Al
P10 | c.4000C>T | p.Argl334Trp Missense Sl Al
P11 | c.4273A>T | p.llel425Phe Missense Sl Al
P12 | c.4273A>T | p.llel425Phe Missense Sl Al
P13 c.4517C>T | p.Serl506Leu Missense Si A2
€.4825G>A | p.Gly1609Arg Missense Sl A2
P14 c.4309G>A | p.Alal437Thr Missense Sl Al
€.4825G>A | p.Gly1609Arg Missense Sl A2
P15 | c.4825G>A | p.Gly1609Arg Missense Sl A2
P16 c.4789C>T | p.Arg1597Trp Missense Sl A2
€.4825G>A | p.Gly1609Arg Missense Sl A2
c.4825G>A | p.Gly1609Arg Missense Sl A2
PL7 €.3835G>T | p.Vall279Phe Missense Sl Al
P18 | c.4309G>A | p.Alal437Thr Missense Sl Al
P19 c.4883T>C | p.llel628Thr Missense Sl A2
€.3974C>T | p.Serl325Phe Missense Sl Al
P20 N/A* N/A* N/A* N/A* N/A*

1. N/A*: No aplica, no se encontraron variantes

La gran mayoria de las Variantes identificadas en este estudio se encuentran en los

dominios Al y A2 de la proteina. (Figura 6)
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Figura 6 Distribucion de variantes causales en el exén 28 del gen VWF en la
muestra analizada.

6.2 Tipos de variantes

Variantes tipo missense fueron encontradas en 15 (88.24%) de los 17 pacientes
analizados, todas distribuidas en los dominios A1 y A2 de la proteina. La variante
p.Gly1609Arg ( c. c.4825G>A) fue encontrada en 9 pacientes (52.94%). (Figura 7)



Resultados 36

NM_000552.5 4775 4785 4795 4805 4815 4825 4835 4845 4855 4865 §
e s e

} vist
} iz
LA

3-3F

) wirto
(P vz
} w12
W VR4

I

| bl

GGGAGC GC GC G.‘C{ICCRG.%SA‘ATCC. CCTCTGA

Figura 7 Electroferogramas variante c.4825G>A en el Exdn 28

Cinco de esos pacientes (55.56%) tienen doble variante causal con un fenotipo diferente
entre si, 2 con la variante p.Alal437Thr (c.4309G>A), 1 con la variante p.Serl506Leu
(c.4517C>T), 1 con la variante p.Argl597Trp (c.4789C>T) y 1 con la variante

p.Vall279Phe (c.3835G>T). (Figuras 8-11)
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Figura 8 Electroferograma variante c¢.4309G>A en el Exdn 28 P05
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Figura 9 Electroferograma variante c.4517C>T en el Exon 28 P13
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NT Variants
NM_000552.5 VWF 4745 4755 4765 4775 4785 4795 4805 4815 4825
EXON28
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| ] FST.G..CTGCKGTA.CTCTCYGA.CACAGC.TC.T.GTCAG.CA. .GTGA.C..GAGCA.GYG..C.A.CT.GTCTMCAT.GTCA.CR(
) wwrio FCT.G..CTGC.GTA.CTCTCTGA.CACAGC.TC.T.GTCAG.CA..GTGA.C..GAGCA.GCG..C.A.CT.GTCTACAT.GTCA.C.¢(
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| R FCT.G..CTGC.GTA.CTCTCTGA.CACAGC.TC.T.GTCAG.CA..GTGA.C..GAGCA.GCG..C.A.CT.GTCTACAT.GTCA.C.¢(
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Pwwria b ceoses s e ol e e e ses Ee S AR B SR OE WAV W e Rean Yo wwavs o as wen weMan wen s R.
D wwr14 FCT.G..CTGC.GTA.CTCTCTGA.CACAGC.TC.T.GTCAG.CA. .GTGA.C. .GAGCA.GYG..C.A.CT.GTCTMCAT.GTCA.CR(
P wwis FCT.G..CTGC.GTA.CTCTCTGA.CACAGC.TC.T.GTCAG.CA. .GTGA.{J..GAFCA.GCG..C.A.CT.GTCTACAT.GTCA.C.¢(
» w17 FCT.G..CTGC.GTA.CYCTCTGA.CACAGC.TC.T.GTCAG.CA..GTGA.{..GAFCA.GYG..C.A.CT.GTCTMCAT,.GTCA.CR(
P w19 FCT.G..CTGC.GTA.CTCTCTGA.CACAGC.TC.T.GTCAg.CA..GTGA.{J..GAECA.GCG..C.A.CT.GTCTACAT.GTCA.C.(
b w20 FCT.G..CTGC.GTA.CTCTCTGA.CACAGC.TC.T.GTCAG.CA..GTGA.{..GAECA.GCG..C.A.CT.GTCTACAT.GTCA.C.¢(
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CTCTCTGACCACAGCTTCTTGGTCAGCCAGGGTGAFYGGGRGCAGGYGCCCAACCTGGTCTMCATGGTCAC

sttt

CECTCEGACCACAGCTTCTTGGTCAGCCAGGGTGR YGGGRGCAGGYGCCCAACCTGGTCTMCATGGTCAC

Figura 10 Electroferograma variante c.4789C>T en el Exon 28 P16
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Figura 11 Electroferograma variante ¢.3835G>T en el Ex6n 28 P17

Se identifico una variante missense p.lle1425Phe (c.4273A>T) en tres pacientes (17.64%)
de los 20 pacientes analizados, esta variante se encuentra ubicado en el Domino Al de la
proteina (Figura 12)
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Figura 12 Electroferogramas variante c.4273A>T en el Ex6n 28 P11y 12

El paciente P19 presente de igual forma doble variante causal p.lle1628Thr (c.4883T>C) y

p.Serl325Phe (¢.3974C>T). (Figura 13)
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P wirs AGT..GT.CGCGT.G.CGT.GT.GAGTA.CACGAC.GQT. .CACE.CTACATC. .GCTC.A.GA.C.G.AGCGA.CGTCAGAGCTGC.GCGCA.TG.CAG.CA.GTG.AGTA
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P virs AGT..GT.CGCGT.G.CGT.GT.GAGTA.CACGAC.GQT. .CACS.CTACATC. .GCTC.A.GA.C.G.AGCGA.CGTCAGAGCTGC.GCGCA.TG.CAG.CA.GTG.AGTA
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» wis AGT..GT.CGCGT.G.CGT.GT.GAGTA.CACGAC.GCTTTCRTG.CTACATC. .GCTC.A.GA.C.G.AGCGA.CGTCAGAGCTGC.GCGCA.TG.CAG.CA.GTG.AGTA

Figura 13 Electroferogramas pacientes P19

El paciente P10 se encontré una variante missense p.Argl334Trp (c.4000C>T). (Figura
14)

|NT Variants
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VWEF EXON28 |
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CACGACGGCTCCCACGCCTACATCGGGCTCAAGGACYJGAAGCGACCGTCAGAGCTGCGGCGCaTTGCCAG

Figura 14 Electroferograma paciente P10

En 2 pacientes (P08 y P20) en los cuales no se detectdé variante patogénica o
probablemente patogénica se procedié a secuenciar los exones 18 y 20 del gen VWF
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como posibles sitios de ubicacion de las variantes patogénicas, sin embargo, no se

encontro variantes asociadas al desarrollo de la enfermedad.

6.3 Correlacion genotipo-fenotipo

De los 20 pacientes analizados, el 15% presentan un fenotipo severo, con historial de
transfusiones y profilaxis de factores (P06, P13 y P15), uno de ellos presenta sangrados
mayores a nivel gastrico y hemartrosis (P15)

El PO5 (Ver Tabla 1) presenta manifestaciones clinicas leves y asiste a la consulta por
diagnéstico inicial de Hemofilia A leve (tiene historia familiar de Hemofilia A) y en el
estudio ampliado de hemofilia A la dosificacion del vWF:Rco le dio bajo en 3
oportunidades diferentes, se estudiaron los miembros de la familia para EVW y ninguno
tiene niveles bajos, este paciente tiene un doble defecto de la coagulacion Hemofilia A
leve y EVW (tiene estudio genético también para hemofilia A).

Derivado a las variantes encontradas y el fenotipo de cada paciente posterior correlacion
se realiz6 una clasificacion de los subtipos de EVW. Un total de 8 de 20 (40%) pacientes
fueron reclasificados con base en los analisis moleculares realizados. (Tabla 6)

Tabla 5 Clasificacién tipo de EVW segun estudios
realizados
Tipo de EVW 2 de
ID | acuerdo con estudios
de laboratorio

Tipo de EVW de acuerdo

con estudios genéticos

PO1 2A 2A
P02 2M 2M
P03 2 2M
P04 2 2M
P05 2A 2A
P06 2A 2A
PO7 2 2M
P08 2A No identificado
P09 2A 2M
P10 2A 2M
P11 2A 2M
P12 2 2M
P13 2A 2A
P14 2 2M
P15 2A 2A
P16 2A 2A
P17 2M 2M
P18 2M 2M
P19 2M 2M
P20 2A No identificado
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6.DISCUSION

Se analiz6 el exon 28 del gen VWF mediante secuenciacién Sanger en 20 pacientes que
asistian a consulta en la Clinica Infantil Colsubsidio, en este estudio se encontré variante
patogénica causal en el 88.2% de los pacientes analizados, todas las variantes
encontradas son de tipo missense. Para la EVW tipo 2 en diferentes cohortes se han
reportado variantes de este tipo para la EVW tipo 2, ubicadas principalmente a lo largo de
los dominios funcionales de la proteina. (Milan 88%, Brasil 84.2%, China 53.84%,
Argentina 37.5%, Espafia 50.21%, Republica checa 50%).(Borras et al., 2017; Freitas et
al., 2019; Liang et al., 2017; Seidizadeh et al., 2022; Vangenechten et al., 2019; Adriana |
Woods et al., 2017) La localizacion de las variantes en el gen VWF determina la funcion
andémala del vVWF y, por consiguiente es una guia para identificar el subtipo de la EVW de
tipo 2. (Atig et al., 2022).

La variante p.Glyl1609Arg fue encontrada en 9 pacientes (52.94%) (Ver tabla 5), ha sido
reportada en diferentes cohortes a nivel mundial, con multiples individuos afectados, con
enfermedad de von Willebrand tipo 2A .(Borras et al., 2017; Choi et al., 2012). En estudios
de cohortes con mayor cantidad de pacientes en Espafia, Francia, y proyecto Zimmerman
las variantes con mayor frecuencia han sido 1l€1628Thr, p.Ser1506Leu, and p.Arg1597GIn.
(Seidizadeh et al., 2022). Esta variante p.Gly1609Arg esta ubicada en el domino A2 donde
se encuentra el sitio de unién para la proteina ADAMTS13 (Figura 6). Los estudios
funcionales de esta variante demuestran un efecto perjudicial que resulta en un aumento
de la protedlisis de la proteina y en la mayoria de los casos pérdida de multimeros de alto
e intermedio peso molecular. (Hassenpflug et al., 2006). En esta muestra 40% de los
casos con esta variante presentaban perdida de los multimeros de alto peso molecular,
40% un patron normal, 10% con un patrén normal pero de baja intensidad y 10% que no
se tiene este dato, el patron variable en los multimeros es causa del nivel de afectacion
que el VWF en cada caso y si existen coexistencia con otras variantes. (Jacobi et al.,
2012). De los 9 pacientes con la variante p.Gly1609Arg cinco de ellos tenian otra variante

adicional. (Ver tabla 4).

El caso P05 es un caso con doble defecto de la coagulacién Hemofilia A confirmado en
un estudio anterior donde se encontrd variante en hemicigosis en el gen F8 c.5666A>G p.

GIn1889Arg, clasificada como variante de significado incierto (VUS) inicialmente pero con
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niveles bajos de FVIII con severidad leve (Yunis et al.,, 2018). Esta variante ha sido
posteriormente reclasificada a variante probablemente patogénica (ClinVar
VCV001174594.1), y en esta evaluacion se encontraron en el exdn 28 del gen VWF dos
variantes adicionales c.4825G>A. p.Glyl609Arg y ¢.4309G>A. p.Alal437Thr la cual ha
sido reportado en pacientes con EvW 2M.(Casafa et al., 2001; Gadisseur et al., 2009) EI
paciente tiene historia familiar, el abuelo materno, madre, hermano, primos y tia materna
con diagnostico confirmado de Hemofilia A leve, fenotipicamente presenta disminucion del
factor VIII mas marcada que sus otros familiares, tiene VWF:RCo disminuido (ningun
miembro de la familia estudiado lo tiene) y el ratio VWF:RCo/FVW Ag es concordante con
la EVW tipo 2A. No ha presentado manifestaciones clinicas severas. Las coagulopatias
hereditarias que coexisten con la EVW son poco frecuentes siendo la Hemofilia A la més
comun en estos casos, ho se tiene una frecuencia definida para esta combinacion ya que
los casos reportados en la literatura son pocos y no han sido evaluados en grandes
poblaciones. (Gastaldi et al., 1978; Kavakli et al., 2011; O’Brien et al., 2007)

El caso P14 también presenta 2 variantes p.Gly1609Arg y p.Alal437Thr una clasificada
como 2A y la otra como 2M, en diferentes estudios se ha reportado que una misma
variante puede causar tanto el fenotipo del subtipo 2A como el fenotipo del subtipo 2M y
es probable que en algunos casos se pueda presentar mayor dificultades al realizar la
clasificacion.(E. J. Favaloro, Pasalic, et al., 2016). Este paciente presenta unas
manifestaciones clinicas leves con un patron de multimeros normales, de acuerdo su
fenotipo y variantes presentadas es clasificado como un tipo 2M. (E. J. Favaloro, Bonar, et
al., 2016)

El caso P13 tiene la variante p.Serl506Leu junto la variante p.Gly1609Arg, el cambio en
la posicion 1506 ha sido reportado previamente en estudios de la EVW tipo 2A. (Berber et
al., 2013; Culpan et al., 1997; Hassenpflug et al., 2006; Jacobi et al., 2012; Shen et al.,
2016). Su efecto es la sustitucion en una posicion conservada en mamiferos que afecta la
estructura secundaria de la proteina debido a los cambios de en polaridad, carga y
tamafio de cada aminoacido y sus estudios funcionales muestran efecto en la produccion
de multimeros de alto e intermedio peso molecular y relacionada con actividad del vVWF
bastante alterada. (Hassenpflug et al., 2006; Jacobi et al., 2012). El paciente P13 presenta
un cuadro clinico marcado y es uno de los pacientes ha necesitado transfusiones por

causa de sangrado excesivo y se encuentra bajo tratamiento profilactico con factor FVIII



Discusion 45

rico en VWF. Diferentes casos se han reportado con la presencia de dos variantes en los
que el cuadro de la paciente varia de acuerdo al nivel de disfuncionalidad del vWF, en
este caso en particular las dos variantes se encuentran en el dominio funcional A2
(Figurab), el patrén de multimeros del paciente muestra perdida de los multimeros de alto
e intermedio peso molecular, las dos variantes relacionadas juegan un papel importante
en 4 mecanismos que desregulados llevan a la aparicion de la enfermedad: 1) retencion
intracelular y degradacién de la proteina, 2) defectos en la multimerizacion, 3)
desregulacién almacenamiento y 4) aumento protedlisis mediada por el
ADAMTS13.(Jacobi et al., 2012)

La variante p.Arg1597Trp se encontro junto la variante p.Gly1609Arg en el paciente P16y,
paciente con un fenotipo severo, perdida de multimeros de alto e intermedio peso
molecular, con historial de transfusiones y con Madre y Hermano diagnosticados
clinicamente con EVW tipo 3. La variante p.Arg1597Trp ha sido reportada en pacientes 2A,
estudios In vitro han demostrado que esta aumenta la susceptibilidad al clivaje de la
proteina mediada por el ADAMTS13, afectando los procesos de multimerizacién, estar
reportada en varias bases de datos como patogénica y no ha sido reportada en las bases
de datos de la poblacion general, indicando que no es una variante comun. (Luciano
Baronciani et al., 2006; Pruss et al., 2012; Starke et al., 2013). Adicionalmente la Arginina
en el codon 1597 es altamente conservada en el loop de unién al calcio del dominio A2
del VWF y otras variantes en esa posicion han sido reportadas como patogénicas en
pacientes con EvVW tipo 2A. (Liang et al., 2017; Xu & Springer, 2013). Esta variante
p.Argl597Trp se encontré también en el paciente P06 el cual presenta un cuadro clinico
moderado caracterizado por la presencia de sangrados nasales y menstruales
abundantes, con historia familiar del padre, abuelo, hermano menor, tia y primos paternos
con diagnéstico clinico de EvW, adicionalmente tiene tratamiento profilactico con factores
FVIII rico en VWF.

El caso P17 tiene la p.Vall279lle junto la variante p.Glyl1609Arg, esta sido reportada en
varios individuos afectados con la EVW , tipos I, 2M, o 3. (Eikenboom et al., 1998;
Elayaperumal et al., 2018; Veyradier et al.,, 2016). La valina en el codén 1279 es
moderadamente conservada, y los analisis computacionales en distintos estudios con
programas como SIFT y PolyPhen-2 predicen que esta variante es tolerada sin embargo,

dada la falta de datos clinicos y funcionales su importancia clinica es incierta en este
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momento. (Maas et al.,, 2022). El paciente presenta un fenotipo leve quien asiste a

consulta derivado a hijo diagnosticado clinicamente con EvW.

Los pacientes P09, P11 y P12 tienen la variante p.llel425Phe esta variante ha sido
reportada en mudltiples individuos con enfermedad de von Willebrand tipo 2M en la
literatura, estd ubicada en el dominio A1 sitio de unién para el GPlba de las plaquetas, en
los estudios funcionales reportados hasta el momento esta sustitucibn no genera mayor
afectacion en los procesos de multimerizacién y protedlisis de la proteina, sin embargo
existe una disminucion en la afinidad entre el VWF y las plaquetas.(Borras et al., 2017;
Meyer et al., 1997; Tischer et al., 2014). En estas muestras los pacientes P09 y P11 son
hermanos, los dos con sangrado leve, inicialmente habian sido clasificados como tipo 2A,
pero derivado a la variante encontrada y el patrén de multimeros presentes en cantidad
reducida y normales respectivamente se puede reclasificar los dos pacientes como tipo
2M. El paciente P12 con esta variante p.llel425Phe tiene un cuadro clinico leve con
sangrados nasales de dificil control, un patrébn de multimeros normal y sin antecedentes
familiares relacionados. El estudio mas reciente donde esta variante fue reportada es en
una cohorte de pacientes espafoles en un Unico paciente de 15 afios con un cuadro
clinico similar al P12, en ese estudio se realizaron andlisis de prediccién con 5 programas
diferentes (PolyPhen, Sift, TASTERprediction Mut Assesor y Provean Prediction) los 5 con

predicciones de ser variante deletérea para el funcionamiento de la proteina.

El caso P10 tiene la variante p.Arg1334Trp reportada por primera vez en el afio 2022 en
una cohorte de 166 pacientes de la Republica Checa, los pacientes en quienes se detectd
esta variante tenian un fenotipo leve que en un principio se determiné como EvW tipo 1,
sin embargo debido al patron de multimeros presentado y ubicacién de la variante en el
sitio de union al Gplba se determiné como una variante para tipo 2M, de igual forma en
los programas de prediccion ha sido catalogada como patogénica. (Vangenechten et al.,
2022). El paciente P10 tiene un cuadro clinico leve epistaxis a repeticion., patron de

multimeros no evaluado.

El caso P19 tiene dos variantes p.llel628Thr y p.Serl1325Phe, la primera variante esta
ubicada en el dominio A2 y se ha descrito en al menos cuatro estudios en los que se
encuentra en al menos 28 individuos con diferentes subtipos de EVW no se encuentra en

el Proyecto de los 1000 genomas o ExaAC y en los estudios funcionales demostraron
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que esta variante desestabiliza el estado de plegado de la proteina y disminuye su fuerza
de traccién. (Fidalgo et al., 2016; Shen et al., 2016). Por otra pare La variante
p.Serl325Phe esta ubicada en el dominio A1 y ha sido reportada para pacientes tipo 2M
sus estudios funcionales han demostrada p.Serl325 se encuentra en el sitio de unién del
VWFAL y el Gplb plaguetario, una sustitucion en esta posicion impide la formacién del
complejo con GPIb y la consecuente pérdida de union del vWF al GPIBa. (Arbelaez et al.,
2015; E. J. Favaloro, Bonar, et al.,, 2016). El paciente P19 tiene un cuadro clinico de
sangrados leves con un patrén de multimeros normales concordante con el subtipo 2M vy
presenta una historia familiar de hijos, papa y tia materna con sangrados nasales sin

diagnésticos.

El 45% de pacientes fueron clasificados con EVW Tipo 2M, 40% EvW tipo 2A, un 5% no
tiene una clasificacion clara esta 2A/2M derivado a falta de pruebas de laboratorio como
los multimeros que nos permitirian hacer una correlacion concisa (Ver Tablas 3y 6). La
EVW Tipo 2A es el subtipo con mayor frecuencia a nivel mundial del tipo 2, sin embargo
varias estudios han demostrado que una variante puede estar relacionada con el subtipo
2A y con el subtipo 2M y que muchas veces derivado a la variabilidad clinica hay un
subdiagnostico de EVW tipo 2 M, que es superado si se tiene claridad en la correlacion
fenotipo-genotipo y los sitios de union afectados, en este estudio la correlacién de estas
variantes con los resultados de las pruebas de laboratorio como el patrén de multimeros,
nos permite hacer una correcta clasificacion. (E. J. Favaloro, Bonar, et al., 2016; A. C.
Goodeve, 2010)

No se encontraron variantes en dos pacientes (P08 y P20), con este acercamiento de
analisis por puntos hotspot como el exdn 28 es frecuente que en un bajo porcentaje no se
detecten variantes relacionadas con el desarrollo de la enfermedad y segun las
recomendaciones del diagnoéstico molecular el siguiente paso es analizar los otros exones
funcionales. (L Baronciani et al., 2017). Se realizo secuenciacion de 2 exones adicionales,
el 18 y el 20 sin éxito en encontrar la variante causal, estos dos casos siguen en estudio
con su clasificacion inicial con base a los estudios de laboratorio. En comparacién con la
EVW tipo 1 y 3, la EVW 2 tipo en su diagndstico molecular no necesita del estudio
completo del gen VWF, es importante dar inicio con el andlisis de los exones que
codifican los dominios funcionales de la proteina siendo el hotspot principal el exén 28.(L
Baronciani et al., 2017; Freitas et al., 2019)
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La EVW subtipo 2N no se encontré en esta muestra sin embargo no se descarta en los
dos pacientes en los que no se encontré variante principalmente en el P20 ya que
muestra una disminucion del FVIII (Tabla 3). El hot-spot para las variantes de este subtipo
se encuentra en los exones 17 a 24 de los cuales solo dos fueron analizados en este
estudio (Batlle et al., 2019; Seidizadeh et al., 2021)

En la muestra analizada se observa una variedad de manifestaciones clinicas que se
presentan en distinto grado de severidad, los sintomas con mayor frecuencia fueron la
epistaxis y sangrado menstrual (48% y 16% respectivamente). En un estudio en el afio
2017 donde se caracterizd6 mediante pruebas de laboratorio 32 pacientes pediatricos con
EVW de la ciudad de Bogota se reportaron como sintomas con mayor frecuencia la
epistaxis y gingivorragia (64% y 32%), de igual forma en este estudio el porcentaje de
pacientes con EvW tipo 2 fue superior a los otros tipos de EvW.(Linares et al., 2017). Esta
variabilidad clinica se debe a que la presentacion de la EVW depende del grado de
afectacion que presente la proteina a nivel cuantitativo o cualitativo, sexo de cada
paciente y condiciones fisiolégicas propias que difieren entre individuos.(Connell et al.,
2021; P. D. James & Goodeve, 2011).

Para la EVW tipo 2, la desmopresina tiene la capacidad de aumentar la liberacién de
niveles de VWF y FVIII en el torrente sanguinea. Debido a la variabilidad en la capacidad
de respuesta se ha recomendado evaluar individualmente antes de usarlo como un
agente terapéutico. No obstante, en la bibliografia se han encontrado discrepancias en su
uso para la EVW tipo 2 ya que las deficiencias son cualitativas. Sin embargo, se ha
reportado eficacia de su uso en procedimientos menores. (Beltran et al., 2023; Rodriguez
Pérez et al., 2012). Para el subtipo 2B no es recomendado ya que favorece a la

trombocitopenia. (DiGiandomenico et al., 2021)



Bibliografia 49

8.Conclusiones y
recomendaciones

8.1 Conclusiones

1. Se realizé por primera vez estudio molecular en Colombia en un grupo de pacientes
con EvW tipo 2 de una cohorte de seguimiento, identificando en el 90 % de los pacientes
la variante patogénica de la enfermedad, mediante la metodologia implementada de
amplificacion y secuenciacion directa del Exén 28 del gen VWF

2. Se logro clasificar y confirmar los subtipos de EVW tipo 2 de cada uno de los pacientes
estudiados

3. La variabilidad en los resultados de laboratorio y manifestaciones clinicas en los
distintos subtipos dificulta la clasificacion, sin embargo, el analisis genético puede ser una

ayuda adicional cuando se tiene dudas en el subtipo.

4. Existen variantes que han sido reportadas para subtipos 2A y 2M, por lo cual basarse
en los resultados de las pruebas de laboratorio es de gran ayuda para discernir entre los
dos subtipos

5. El Ex6n 28 es un hotspot para las variantes de la EvW tipo 2 sin embargo se debe
proceder al analisis de otros exones que codifiquen dominios funcionales cuando no se
encuentren variantes en este exén

6. Este andlisis molecular permitié determinar la causa de EvVW, brindar el asesoramiento
genético adecuado a cada una de las familias y revisar el abordaje diagnéstico desde la

secuenciacion de Exones especificos

8.2 Recomendaciones

En los dos pacientes que no se encontré variantes en los exones 28, 18 y 20, se debe
ampliar el estudio a los demas exones funcionales o en su defecto descartar otra entidad

por el andlisis de otros genes como el ADAMTS13 y el GP1BA.
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Los subtipos 2A y 2M es importante tener en cuenta que una variante puede estar
relacionada a los dos subtipos y que la correlacién con los estudios de laboratorio y

manifestaciones clinicas es imperativa para discernir entre subtipos

Analizar un mayor niumero de paciente con el fin de poder ampliar base de datos y lograr

una obtencién de frecuencias representativa a nivel de Colombia

Revisar el abordaje mediante Secuenciacién Sanger de Exones individuales y su costo
efectividad en el analisis de la EVW tipo 2 versus la Secuenciacién de Nueva generacion
de todo el gen, ventajas y desventajas que estas dos tecnologias presentan frente a esta

aproximacion.

PRODUCTOS ACADEMICOS

- Jornada de asesoramiento genético a familias con EvW en Clinica Infantil Colsubsidio (2
y 9 de Abril 2024).

- Presentacion de Poster “Caracterizacion de variantes en el exdn 28 del gen VWF y su
correlacion genotipo-fenotipo en una muestra de pacientes con enfermedad de Von
Willebrand tipo 2” en el V Simposio Internacional de Genética Humana, 13 al 15 de Junio,
2024 Cali, COL. Poster nimero VSimp-038 .

-Sometimiento a publicacién el articulo titulado 'Characterization of variants in exon 28 of
the VWF gene and their genotype-phenotype correlation in a sample of patients with von
Willebrand disease type 2 ' by Parada, Laura; Linares, Adriana; Casas Claudia; Yunis,

Juan; Rodriguez, Andrea; Suarez, Claudia
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