Consideraciones acerca del VWF:CB utilizando diferentes tipos de colageno,
para el estudio de la enfermedad de von Willebrand.
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El factor von Willebrand (VWF) juega su raol en € mantenimiento de la integridad vascular uniéndose al
colageno del subendotelio y ayudando a reclutar plaguetas en € sitio de injuria. Su alteracion define una
entidad clinica hemorrégica conocida como enfermedad de von Willebrand (VWD) (1), en sus variantes
cualitativas (tipo 2) como cuantitativas (tipo 1y 3).

Las pruebas fenotipicas necesarias para definir la VWD y sus variantes son: € factor VIII (FVIII); €
antigeno de VWF (VWF:Ag), que se mide por inmunoensayos cuantitativos, disponible en la mayoria de
los laboratorios; el cofactor de ristocetina (VWF:RCo) que evalla la capacidad del VWF de unirse a su
receptor plaguetario, la GP1b, a través de su habilidad de aglutinar plaquetas en presencia de ristoceting;
el enlace a colageno (VWF.CB) que mide la capacidad de unirse a colageno, que se evalla por ELISA;
el propéptido (VWFpp) (ELISA), que evalla la cantidad real de VWF sintetizado y liberado a plasma; la
agregacion plaquetariainducida por ristocetina (RIPA) y el patrén multimérico, que analiza la presenciao
ausencia de los multimeros de diferente peso molecular del VWEF.

Laguiade VWD publicada por e NHILBI (2) sugiere realizar el VWF:CB sdlo a aquellos pacientes con
norma VWF:Ag y VWF:RCo, mientras que otros autores proponen su uso como suplemento del
VWEF:RCo (3). Sin embargo, hay que tener en cuenta que ambos ensayos evalUan la actividad del VWF a
través de diferentes mecanismos, ya mencionados; por lo tanto, hasta €l presente, a pesar de las
limitaciones del método (alto coeficiente de variacion),  VWF:RCo sigue siendo un ensayo muy valioso
en lablsgueda del diagnostico de VWD o para diferenciar entre lostipo 1y tipo 2, es ampliamente usado,
y aceptado como gold standard para medir actividad del VWF.

Respecto del VWF:CB, se conocen dos sitios de union del VWEF al colégeno, localizados en los dominios
Aly A3 (4); este Ultimo parece ser fisioldgicamente el mas importante (5), aunque € sitio de union del
dominio Al también puede, bajo condiciones de flujo, sustituir con eficiencia el sitio de unién del
dominio A3 (6). En la préctica, no todos los laboratorios incluyen el VWF:CB en |la bateria de pruebas
para el diagnéstico de VWD. El ensayo, puede usarse para distinguir ciertas sub-variantes de VWD tipo 2
(7). Se consideran valores normales el cociente VWF.CB/VWF:Ag>0,6-0,7 (3, 8), aunque otros (9)
considera el corte aunarazén de 0,5.

Dentro de las variantes cualitativas, €l tipo 2M se debe a la presencia de mutaciones ubicadas en €l
dominio Al que no afectan la normal multimerizacion, pero que alteran la interaccion VWF-GP1b de las
plaguetas. Esta variante se caracteriza por disminucion del cociente VWF:RCo/VWF.Ag (<0,6) pero
norma el cociente VWF.CB/VWF:.Ag, especialmente después de infusién de DDAVP (8).

El ensayo original (11) usaba coldgeno tipo | bovino. Estudios posteriores usaron colédgeno humano tipo |
otipo I, y la combinacion de ambos parece proveer mayor sensibilidad para detectar los VWD tipo 2 (3,
12). No hay acuerdo en cuanto a la concentracion de colageno adecuada, y esto parece depender del tipo
de colégeno que se utilice: Flood et a (13) utiliza coldgenos de placenta humana tipo 111 a 1 ug/mL
(Southern Biotech, Birmingham, AL, USA) y tipo | a una concentracion de 5 ug/mL (Sigma, St Louis,
MO, USA). Riddell et al (14) utiliza coldgeno de placenta humana, tipo Il a 2,7 ug/mL, 6 tipo | a 10
ug/mL. Existen ademas otras condiciones técnicas que pueden influir en e ensayo: trabajos recientes
sugieren que la maxima union de colageno tipo |-y |11 ala superficie se consigue con buffer salino fosfato
en lugar de buffer carbonato (15), y es maximo entre 8-16 horas.



Se han descripto mutaciones en el dominio A3 que resultan en VWF;CB disminuido, utilizando colagenos
tipo 1 y Il (14, 16-18), siendo estos, casos de defectos aislados de VWF:CB, y los pacientes se incluyen
en & subgrupo de VWD 2M (19). La prevalencia de estas mutaciones no es clara dado gue muchos de
estos pacientes con sintomas hemorragicos y VWF.Ag y VWF:RCo normales no son diagnosticados
inicialmente a no ser detectados por los ensayos habituales; de esta forma se perderian si no se realiza el
VWF:.CB en €llos (18). Un trabgjo recientemente publicado (20), refiere una sensibilidad para detectar
anormalidades de los multimeros del 99% en pacientes tipo 1 y del 100% en pacientes tipo 2A y 2B,
usando un cociente VWF.CB/VWF:Ag de 0,6.

El colageno tipo VI se co-localiza en el subendotelio vascular con el VWF (21). Esto parece ocurrir en €l
subendotelio superficial, provocando la adhesién temprana de las plaquetas, dependiente del VWF, bajo
condiciones de bajo shear (22). El VWF se une a colégeno tipo VI através del dominio Al (21),y alos
tipos | y Il através de los dominios A3y Al (4). Parael ELISA VWF.CB utilizando coldgeno tipo VI,
los autores (13) utilizaron un equipo comercial (Thechnoclone GmbH, Austria).

Defectos en launién a coldgeno tipo VI, pero no al colageno tipo | y 11, se observaron en sujetos con BS
anormal, dos casos con VWF:Ag y VWF:RCo normales y otro caso con VWD tipo 1 (23) en quienes se
encontro la R1399H en heterocigocidad. Otras dos mutaciones en el dominio A1, S13871 y Q1402Py una
delecién de 11 aminoéacidos (del 1392-1402) también se asocian a pérdida de la unidn a colageno tipo VI,
aunque no en todos los pacientes. Los mismos tenian multimeros normales, 1o que sostiene la idea de un
defecto especifico en la unidn al colageno tipo VI, ademaés de sugerir que €l dominio A1 probablemente
represente a sitio de union para el colageno tipo VI. La interpretacion de estos resultados es limitada
dado que la mayoria de los pacientes tenian también bgjos niveles de VWF.Ag.

En conclusién, como técnica complementaria a las ya descriptas, para la correcta interpretacion de los
resultados del VWF:CB y su correlacién con el fenotipo de los pacientes, hay que tener en cuenta el
colageno utilizado; para estudiar €l sitio de union a colageno del dominio A3, y en consecuencia su
integridad, se necesitaria utilizar el colageno tipo I/111, mientras que si queremos estudiar el dominio A1,
necesitariamos utilizar colageno tipo V1. Vemos entonces como se complgjiza cada vez més € estudio de
la VWD, aumentando el requerimiento de técnicas mas complejas, con el objeto de no descartar el
diagnostico de VWD en pacientes con anormalidades en el VWF que de otro modo no se detectarian.
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