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PAPEL DEL FVIII EN LA COAGULACION
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Papel fundamental en el paso
de FX —— FXa.

Actua como cofactor.




PAPEL DEL FVIII EN LA COAGUACION (1)
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Fuente: Curso postgrado de capacitacion en patologia trombdtica-2011.



DIAGNOSTICO. FASE PREANALITICA

Tabla 1. Fase preanalitica

Postura corporal: se recomienda siempre la misma, pues hay
variaciones de hasta un 20%

Meétodo de obtencion: torniquete no mas de 60 s a presion
intermedia entre TAS y TAD

Contaminacién: por tromboplastina tisular, que puede falsear
Obtencion los resultados

Punto de puncion: mejor la vena periférica del antebrazo

Método de extraccion: Vacutainer® (método de vacio), no
utilizando la 1.* muestra

Anticoagulante utilizado: el mas utilizado es el citrato en
proporcién 1:10

Modo de transporte: dependiendo de la técnica a rzalizar

Temperatura: evitar alias temperaturas. Si se va a analizar

Transporte y inmediatamente, se conserva a temperatura ambiente

conservacion

Tiempo de conservacion: el FPP se congela a—2C °C para
conservacion a corto plazo, y a—70 °C para largo plazo

Separacién: mediante centrifugacion

Procesamiento Alicuotado y distribucién

Pretratamientos: congelacion/descongelacion

PPP: plasma pobre en plaguetas; TAD: tension arterial diasidlica; TAS: tension arterial sistdlica




T
I

m

N D
L n

RAINIACINNIECC
IVIIHHNAGIVINLD

Table41.1 Laboratory procedures commonly used in the diagnosis of

hemophilia.
Platelet count Platelet aggregation
Agonists: collagen, ADP, ristocetin
Activated partial thromboplastin time
PT Prothrombin time
Factor VIII procoagulant function (one-stage
and/or chromogenic substrate method)
Factor VII:Ag Factor VIl antigenic determination
vWEF:RCo von Willebrand factor ristocetin cofactor
yWE:Ag von Willebrand factor antigen
vWE:FVIIIB von Willebrand factor/FVIII-binding capacity
Fibrinogen Functional assay for fibrinogen
Factor XIII Enzymatic factor XIIl assay
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Fibrinégen/()}__} Fibrina estabilzada |

SOLO SE DEBE CUANTIFICAR EL FVIII SI EL TTPa ESTA
ALARGADO
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¢Por qué es importante una
correcta dosificacion?

¢Qué problemas se nos
presentan en la dosificacion
de FVIII?



¢POR QUE ES IMPORTANTE UNA
CORRECTA DOSIFICACION?

Monitorizacion
de tratamiento
sustitutivo

Correcto
diagnostico

Manufacturacion
de concentrados




¢QUE PROBLEMAS SE NOS PRESENTAN EN
LA DOSIFICACION?

Xa

1) PAPEL DEL FVIII: COFACTOR

S

Actividad hay que medirla de forma indirecta. ?Vllla'/r?'(ia .
VIII <
2) NECESIDAD DE ACTIVACION
lla
Activacion previa a ejercer como cofactor
Villa La determinacion resultaria mucho mas

sencilla si el FVIII no necesitara de una
activacion previa.



METODOS PARA LA DOSIFICACION DEL
FVIII

Miden el papel del FVIII como cofactor en la activacion del FX

1. De forma indirecta: METODO COAGULATIVO

v' Método en una etapa

v' Método en dos etapas

2. De forma directa: METODO CROMOGENICO



METODO COAGULATIVO EN UNA ETAPA
(ONE-STAGE ASSAY)

Mide la capacidad del FVIII contenido en FVIII??

una muestra de acortar el tiempo de
formacion de un coagulo del plasma de
un hemofilico A, tras una activacion de la
fase contacto y recalcificacion.

F de contacto
TTPa reactivo

»

MENE
carente

SITUACION IDEAL

La cantidad de FVIII existente en la muestra es la que debe influir como

unico factor en el resultado final, cuando todos los demas factores se
hallan en exceso.




METODO COAGULATIVO EN DOS ETAPAS

Primera reaccidn

Plasma humano Ca++
(FIXa y FX) PL

Muestra

> Protrombinasa

a estudio

Plasma bovino
(RYAARYE)

___________________________________

Segunda reaccion

: v :
Protrombina > Trombina
0. v
Fibrindgeno > Fibrina




METODO CROMOGENICO

12 reaccion: activacion del FX dependiente de FVIII

Muestra a estudio incubada con trombina, FIXa, FX, Ca++y PL

Muestra

del pac. Trombina
FVIII?

Substrato
cromogeénico

Hidrolisis de substrato cromogénico, liberacion de color medido
mediante espectrofotometro a 405 nm
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Factor Xa
Factor Xa

SUBSTRATOS CROMOGENICOS

Péptidos sintéticos que reaccionan con enzimas proteoliticas conduciendo a
la formacidn de color.

Afinidad a la accion del enzima similar al substrato natural.




METODO COAGULATIVO METODO CROMOGENICO

Muestra FVIII? Muestra FVIII?

Plasma carente oy Trombina
Activador FIXa, FX
PL, Ca2t l PL, Ca?*
Pépids
pNa
b .

|

COAGULOMETRO ESPECTROFOTOMETRO




DIFERENCIAS ENTRE METODOS

METODO COAGULATIVO
Langdell, 1953
Derivado TTPa

Barato, sencillo y automatizable
Formacion suprafisiologica FIXa
Preactivacion del FVIII
Importante variabilidad
interlaboratorios.

/

METODO CROMOGENICO

Rosén, 1984

Sustratos cromogénicos
Reactivos comerciales
Facilmente automatizable
Caro para pocas muestras
Exigido para la titulacidn
de concentrados

MENOR VARIABILIDAD

\ INTERLABORATORIO

~




DOSIFICACION DE FVIII

SITUACION IDEAL

Que todos los métodos reflejen de modo exacto

el nivel real de FVIII:C

SITUACION REAL

Existen discrepancias en los resultados EN FUNCION

DEL METODO UTILIZADO, tipo de FVIII a estudio,
reactivos, plasma carente, estandar.




DIAGNOSTICO DE HEMOFILIA

FVIIl <2%

H
=
=

CV tenian una relacion
inversa con el nivel de
FVIII:C

Los resultados mas
aceptables eran del
método cromogénico
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Dr.J.C. Reverter: CEH/AEHH. Resultados del programa de evaluacion externa de calidad
Reverter JC, Gutierrez G, Jouo JM.Rev Iberoamer Tromb Hemostasia 2001; 14:21-26



IMPORTANTES DIFERENCIAS ENTRE
METODO CROMOGENICO Y
COAGULATIVO

Blombdick M et al. On the unreliability of one-stage factor Vili:c
clotting assay after infusion of factor. Scand J Clin Lab Invest.
1987,;47(6):561-6

Aronson DL et al. The control and standardization of factor VIII. Scand J
Haematol 1984, 33 (supl 40): 71-78
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ESTANDARIZACION




¢QUE ES LA ESTANDARIZACION DEL
FVIII:C?

“Definir los minimos procedimientos necesarios
para obtener una concordancia en los resultados
entre diferentes laboratorios y métodos, con
especial énfasis en el uso de los estandares de
referencia apropiados”

Barrowcliffe TW. Standardization and assay. Sem Thromb Haemost 1993; 19:73-79.



PRINCIPIOS BASICOS DE LA
ESTANDARIZACION BIOLOGICA

v" Principio “like versus like”

Eleccion de estandar apropiado en funcion de la muestra a analizar.

v’ Definicidn de estandares de referencia estables
» La definicidn universal de una unidad de FVIII por dl de plasma.

» Estandares internacionales estables de referencia.

v" Igual determinacidén FVIIl:c independiente del método usado

» Muy dificil de llevar a la practica (plasma deficiente en FVIII, TTPa...).
» Discrepancias entre los diferentes métodos utilizados.



ESTANDARIZACION DE FVIII:C

Recomendaciones para muestras plasmaticas

NO EXISTEN RECOMENDACIONES

INTERNACIONALES
Utilizacion de los estandares de la OMS

Recomendaciones para concentrados

European Farmacopeia: método cromogeénico

ISTH: método cromogénico




CALIBRACION

DADE BEHRING

Standard Human Plasma/Plasma standard humain/Plasma umano standard/
Plasma estandar humano/Plasma humano standard/Standard humanplasma/
MEeOoTULUTIO TEAGOMOa Boauovdopunong (avo porTiivo)

Citrated plasma for coagulation tests/Citrat Plasma fir Gerinnungsteste/Plasma citraté pour les tests de la coagulation/
Plasma citratato per test coagulativi/Plasma citratado para ensayos de coagulacién/Plasma citratado para testes de coagulagao/
Citratplasma til koagulationsanalyser/Citrerad plasma f&r koagulationstester/KiITpIkS MAGOUG VI TIMKTIKOAOVIKEG =EETGO=LG

503210

Table of Analytical Values/Tabelle der Analysenwerte/Tableau des valeurs d'analyse/Tabella dei valori analitici/Tabla de valores del
analisis/Tabela dos valores de anadlise/Tabel med analytiske vaurdier/Tabell med analytiska virden/Mivakac avoAUuTIKOW TIHGW

values for calibration/Werte zur erstellung von Bezugskurven/Valeurs pour Mélablisserment dos courbes d'Stalonnage/Valo ria preparazions delle curve di calibrazione/
Valores para la elaboracion de las curvas de referencia/Valores para estabelecimento do curvas de referéncia/Maerdier til fremstilling af referencekurver/Kalibreringsvarden/
TIEC via Fadovoumnon

1=i = i i ivos/ U of/dar Norm/de Ia normale/della normasdel normal/
s/l ro oot da narmasaf Normalensav Normalen/mc (pUCIOACYIKTIC TILFASC
Prothrombin time/ThromboplastinzeiyTemps de Quick/Tempo di protrombinas’ PT/TPZ/TQ/TP
Tiempo/Tempo de tromboplastina/Protrombintid/xpévo rpo®pouBimae =a PR
Thromboral® s I o5 [ 1.06)
Innovin® | as | .11
Fibrinogen determination/Fibrinogen-Bestimmung/dosage du fibrinoge ogeno d ati/D i
Fibrincgeno/fibrinogsnio determinacao/fibrinogent /Til hrll’ll‘!ﬂﬁl’lh tﬁmnlngjnnﬂﬂﬁlﬂnlmlﬂl‘ WO SOWYEGWVOLE (=7
Dade”™ Thrombin Reagent/Reagen=/Reacti/l leagenti/l ieagens/AviBpaomoe _oxcepl BC /BC S BOS® >3 P! I 2.1 |

Special Parameters/Spezial Parameter/Parameatres spéciaux/Parametri speclali/Parametros especiales
parametros is/ para /Sirskilda parametrar/EiSikéc mMapGuesTpo:

Factor/Fakior/Facteur/Fattore/=ovisAscmic 112
Factow/Faktor/Factocur/Fattore/SuvreAcomic V2

Factor/Faktor/Facleur/Fatore/ZuvisAeo g VIIZ
Factor/l aktor/I-acteur/-attore/ZuvTeAscTma Vi Clotting/Gerinnung/Coagulazione/Coagulacion/Coagulacio/Koagulation.
Factor/Faktor/Factoun/Fanors/FovrcAcoma Vi Cloting/Gerinnung/Coaguiazions:

Factor/Faktor/Facteur/Fallvre/ZovieAsouaic Vi Chromogenic/Chromogéene/Cromogy

Factor/Faktor/Facteur/Fatore/> DvTeAsomic Vill: Chromogenic/Chromogéane/Cromaog)|

or/Factcu r/FalLoru/Zuv reacding I8
52y

T OMS
5th IS (02/150)

Antithrombin lHII/Antithrombine I /ANtitrombina

I/Antitrombin /AT popBivn 112
o -Antiplasmin/og-antiplasmine/oy,-antiplasmina/o, - AvTITAQ o iV

Plasminogen/Plasminogéne/plasminogenc/Plasminsgenc/Plasminogenio/MNAacncvo yovo®

1\ C/Protéine Clproteina C/proteina C/MpaTeivn G2

Protain S Ac/Protéine S Ac/Protaina S Ac/Protalna S Ac/MpoTsivn S Ach

YWE:RCo BC von Willcbrand Reagent/! genz/Rc 6 nti/Rcagens/AvniSpacmeio?
VWE: Ag vWE AgTE

Total Complement activity/Komplement-Gesamtaktivitat/Activite complément total/
=S el coinb sme Ay e e S D Sre oL ot

Komplement totalaktivitet/ Total komplementaktivitet/OA a1 SpOO TG TN TG SURTIAN DOROTOG 2

Prote

Sensitivity values to/Sensitivititswerte far/Valeurs de sensibility aux/Valori =i, sensibilith verso ifValores de sensibilidade
para os/Sens|

Proc nS/Proc zien/ProC Réactif i Procy Mo Proc/Proc Reagens/AvniGpaompia Proc =
ProG® Global™ | o.es ]
ProC™ Global F\V* | 0.96 ]
* System independent values cxcept for the systems named/Systemunabhangige Werte aufior fir dio gonannton Systome/valeurs indapendantes du systame utiliss,

sauf pour les systémes indiques/Valor indipendent dai sistemi, ad eccezione dei sistemi citati/Valores indopendicntes del sistema a excepcion de los sistemas

mencionados/Valores independentes do sistema, exc,eplu para os sistermnas moencionados/systemuafhcengige veerdier undtagen for de nsevnte systamaer/
Bty crmmles v Bl Lyt For ey, Sorraaih Erarieiis Gt e O P o En ot 6 L e T 5 o s D LT IR M r s T ) it TN 100 TIOD, ety Erep v TG
Calibrated againstiKalibration gegen/anti calibration/Calibrato contro/Calibrado contra/calibrade com/kalibreret mod/kalibrerad molBaepovounenke svavt WHO-Standard
Calibrated againstvKalibration gegen/antl calibration/Calibrato contro/Calibrado contra‘calibrado com/Kalibreret mod/kalibrerad mot/Ba8 Hovourenke Svavtt
FNP (Fresh Normal Plasma pool)

1 lhe U.S/Nichl in den USA erhaltich/Non disponible aux USA/Non disponibile negli USA/MNS sc vende on USA/NAS se encontra & venda nos FUA/
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MNot available
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FVIII:C alto

CALIBRACION

— Infomaci6n general:
Nombre de curva referencia: FVIIl.cAlto_SHP_2009-09-22_09:52
Fecha de creacion: 22/09/2009 / 10:07:27

Ensayo en ejecucion: FVIll.cAlto V.
Método de evaluacion: Akima, lin/lin
Utilizar hasta :

Tipo de curva: Estandar (medido)

— Lotes de reactivos empleados:

Nombre del reactivo Numero de lote

Valor de ref.

NaCl 000111
FXforFVilichrom 529143
FIXaReag.forFVllichr 529244
FVilichromSub 529343
SHP 503208

100,00 % d.N.

— Recorrido de la curva:

4 Punto de apoyo — calculada
— extrapolado B Puntos de extrapolacian

1621

1297

852 {130,4/875

[mA/min]

648

324

0,0 48,1 96,3

1% d.NJ

144.4

192,6

{225,011514.8)

2408

FVIII:C bajo

" s yousiar,

N de curva referencia: FVIlIcBajo_SHP_2008-09-16_09:50

F Je creacion: 16/09/2008 / 11:23:17
0 en ejecucion: FVilicBajo V.
do de evaluacién: Akima, lin/lin

Utilizar hasta :

Tipo de curva: Prediluido (medido)

— Lotes de reactivos empleados:

Nombre del reactivo Namero de lote Valor de ref.
NaCl 000111
FXforFVilichrom 529137
FIXaReag.forFVllichr 529238
FVlllchromSub 529337
SHP 5025
SHP 503203 90,00 % d.N
Recorrido de la curva:
ro Punto de apoyo — extrapolado
— calculado M Puntos de extrapolacién
482,3 : e ; -
(24.0450,7)

3858

2894

[mA/min]

192,9

96,5

0,00 7.28 14,55 21,83 29,10 36,38
[% d.N.]




CONTROLES DE CALIDAD

|= 529144, Control N, 503139, E, 76,000 - 114,000 % d.N. (2...
|
+3s

+25

+1s

i J63s)

0510/ 0810/ 070/ 08/10/ 0910/ 10M0/ 11A0/ 12710/ 1310/ 14/10/ 15110/

CONTROL NORMAL

114,000

107 8667

101,333

95,000

88,667

82,333

76,000

1610/

= 529144, CP VIIl 1118, 959539, E, 4,750 - 7,125 % d.N. (19,

+3s 7125
28 R(4s) 6729
. ol - i
15 i . 5542
28 5,146
3 3750

1(3s)

02110/ 03110/ 04/10/ 05/10/ 0810/ 0710/ 08HO/ 0SAO/ 1010/ 11110/ 1210/ 1310/ 1410/ 1510/ 16M0/

CONTROL PATOLOGICO BAJO




HISTORIA DE HEMOFILIA B

1378 Dec. 27, 1952

PARALYSIS OF EXTERNAL POPLITEAL NERVE

BrITISH
MEDICAL JOURMAL

the patients are not clear, we would emphasize that in these
the clinical picture and duration of the disability fall well
within the limits of those whose aetiology is more certain.

Treatment

With regard to treatment, we would make the following
observations. Patients. should be warned against crossing

lane whan oaféieer Thara ratian Fae tha ECciO

1ICE> WLli-lU SJLIIIIE J.lll'.lU ;) lJ.U juauﬁuauuu LUl l.lll:l ad.luiaaiuu
of these patients to hospital. A toe-raising spring over-
comes the essential disability and even in heavy industry
there is no need for the patient to remain off work.
Massage, coloured lights, and other forms of passive physio-
therapy, not to mention the administration of vitamin Bs,
play no part whatever in treatment. The patient should be
instructed to carry out active movements of the affected
muscles as often as possible when not wearing a spring, and,
indeed, the spring itself is necessary only in the event of
a severe paralysis of the tibialis anticus,

Summary and Conclusions

Paralysis of the external popliteal nerve, excluding
the results of gross trauma, is not uncommon.

Such paralysis generally (if not always) results from
local nerve ischaemia, and simple mechanical factors can
usually be found ; these include kneeling, bandaging,
crossing the legs while sitting, lying on a hard surface,
and the wearing of knee-pads. Previous loss of weight

CHRISTMAS DISEASE

A CONDITION PREVIOUSLY MISTAKEN FOR
HAEMOPHILIA

r

ROSEMARY BIGGS, M.D.
A. S. DOUGLAS, M.R.C.P.

R. G. MACFARLANE, M.D.
Radcliffe Infirmary, Oxford

J. V. DACIE, M.D., M.RC.P.

W. R. PITNEY, M.D,, M.R.A.C.P.
Posrgraduate Medical School, London, W.12

C. MERSKEY, M.D., M.R.C.P.
University of Capetown
AND

J. R. O’BRIEN, DM.
South Devon and East Cornwall Hospital, Plymouth

Haemophilia is a severe bleeding disease of males with
a sex-linked recessive inheritance. Laboratory tests show
a prolonged whole-blood clotting-time and deficient



DIAGNOSTICO DE HEMOFILIA B

Fase de Plasma
Muestra a contacto deficiente
estudio FIX? en FIX TTPa
alargado
Dosificacion

de FIX
(métodos
coagulativos)




DETERMINACION DE INHIBIDORES
CONTRA EL FVIII Y FIX

@ Técnicas de deteccion: estudio de mezclas.

@ Técnicas de cuantificacion:

v Método Bethesda:

se incuban diluciones del
plasma del paciente con
plasma normal durante 2h a

Relacion entre el factor VIII residual y el titulo del inhibidor

100% Residual = No Inhibidor

372Cy se dosifica el FVIII 6 FIX < 's!
residual. =
= B i s ob v 50% de FVIII Residual = 1.0 uB/ml
1UB S 40
cantidad de inhibidor E 504
que neutralizara el 50% de & :
una unidad de FVIII afiadido, E = 5
durante 2h y a 37 °C 2 |
10 — ) ; ; —
v" Modificacion de Nijmegen ? © L e

Unidades Bethesda /ml



TEST GLOBALES DE LA HEMOSTASIA
éééFUTURO???

400
Coagulation e Fiorinolysis ol

. Clotting __ Clot
tirme Kinebics

iR}

w
=}
=

/

ot
—

Clot strength
(MA)

Thrombin (nm)
ra
2

100

Lysis time

1950 Macfarlane and Biggs: con fibrindgeno.
2002 Al Dieri R et al.

1980 Hemker et al: sustrato fluorogénico. . L

g 2003 Sorensen B et al: describe la técnica
Actualmente se utiliza CAT: con un software y empleando pequefas cantidades de FT
calibrador adecuado para medir la actividad de
trombina generada, la velocidad de reaccidn y el
tiempo para generarlo.
Van Veen JJ et al. “Thrombin generation testing in routine clinical practice: are we there yet?” Br J Haematol 2008;142 (6):889-
903.

Thrombin Generation Assay Is Not Able to Predict Hemostatic Efficacy of by-Passing Agents in Patients with Hemophilia and
Inhibitors: Results From in Vivo Studies. CO. ASH 2012

Thromboelastography for Monitoring of Hemostatic Changes Following Factor Administration. PO 3373. ASH 2012



PARAMETROS DE LA
TROMBOELASTOGRAFIA (ROTEM®)

Curva, parametros - Coagulation time

de ROTEM®

Clot formation time

LOT =

Alpha- angl ‘ ,
ik "";"ge 4 =~ LysisOnsetTi Angulo alfa

Maximum clot firmness

ssEswnEmEns
Llg

{ { Maximum Clot Firmnessg Amplitude at time X

) \cr =

Lysis index




Thrombin

PARAMETROS TGT: CAT

Lag time: tiempo de inicio de generacion de
0 trombina. Es equivalente al tiempo de formacion del
coagulo.

10 Time to peak

Pendiente: formacién de trombina por unidad de

80 tiempo.

Peak thrombin

60

40
Lag-time J

|
|
|
|
|
|
|
|
2 € | M TTP (Time to peak): Tiempo hasta el pico
eeeef' v
0¢ S ——

0 5 10 5 Peak thrombin (pico): Maxima trombina formada

Time (min)

Velocty Index (nM/s) =

TTP-lag time

AUC (area bajo la curva) = ETP (Endogenous
thrombin potential): cuantifica la acciéon que
potencialmente puede ser realizada por la trombina:
cuanta trombina y cuanto tiempo esta activa




ESTUDIOS GENETICOS

Gen FVIII (~186 kb) Gen FIX (~34 kb)

" Pl 23 4 5 % T 8
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B | — — ] ——— | — -
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HEMOFILIA A GRAVE ) ':;‘4?'25':'02'\2'

HEMOFILIA A LEVE/MOD :
Y > SECUENCIACION
HEMOFILIA B




GESTACION Y ESTUDIO PRENATAL

...se define como “todas aquellas acciones realizadas antes del
nacimiento que tengan como objeto el diagndstico de un defecto

congénito”

Se aplica el torniquete | -
y s desinfecta el drea 1. Conocer sexo fetal en sangre materna
— . . . . s
(analizando DNA fetal libre en la circulacion

materna mediante la presencia o ausencia de
SRY loci)

s Se introduce la aguja en la
vena y se extrae la sangre
hacia el interior del frasco

ey para analizarla

Muestres Transversal de
vellosidad Cridnica

2. Biopsia de vellosidades coriales: para obtener DNA fetal
(11-14 semana)

N Cablner inmasdn e |
i Co Rajadoa




BIOPSIA DE VELLOSIDAD CORIAL

Mosculo
UTQEII‘D
.j"-"___':_ = -.\?_l_.'.i‘mzldu.:l Corion
> Se obtiene DNA fetal en el primer trimestre i NN

de embarazo (11-14 semana) L& W\
\ oty = Endaoscapio con

aguja de aspiracibn

{control ultrason co)

ANTES DE REALIZAR LA PRUEBA: S , \
e &,
Corién / i II - SE=0 ma
1. CONOCER LAS TASAS DE FACTOR BASAL (si FVIll o JERnESES Ak r:d e
FIX < 50%: profilaxis con factor recombinante) o 11-14s | =
Estudios Cltolo /J'
, studios Cluologioos g
2. CONOCIMIENTO CON ANTELACION DE LA PRP——— f’“i
MUTACION FAMILIAR .,,@GFM‘?[EUEQ-_N’/?
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Hereditir pseudohemofili.
dow
E. A. v Willebrand.
Med 3 figerer i leaten)

1- Sjukdomabegrepp. Tidigare observerade fall.

T sitt nya stora arbete over de hemorragiska diateserna fram-
hiller I8 Frank (Breslau), att den klassiska hemofilien fr en
54 exkvisit hereditiir—familjir ancmali, att det kan ilriga-
sdittas. humuvida dwer huvned sporadiska fall av sjuldooes
existera.  Thiremot ar, siger han, den klassiska trombopenicon
all wtpriiglat sporadisk, att man kan diskutern, om en familjar
form av demsamma alls férekommer. Med trombopeni avses
hiir den sjukdomn, som sedan gammalt bir namnet imorbas macu-
losns Wersior1 eller prurpara hagmerrhagica ech son pi seiiste
tid av Fmawm och en del andra forskore betecknats sisom
esrentiell trombepeni

Hitlills har man velat betraken Grftliy bledaresjukdom och
hemolill sisom synenyma b-cg:re[l[!. WEn onb INAN gEenginigiiaT
hithoronde litteratur, skall man finne, ewm ock § et ftal fall,
beskrivoingar Gver en familjdr form av hemoragisk diates,
soan redan darigenom skiljer sig frin ks hemofili att den fiven
forekommer bland kvinnor och, sisom del tyckes, t.o. m. oftare
an bland man, Men Sven i andra svseenden kan man draga
en skarp grans mellan ifrdgavarande familjira lidande och
temnalilion.  Thirem mern BBogre Tram i kags, G om dingnoscn,

Bl Pl -t Fadagie s




HISTORIA DE LA EVW

FAMILIA
E ﬁ (FLOGO)

130 sl Kiws Oskar, 80 Augusta, 74
13 km

| |ALAND Finland

Sweden Naull

Estonia

“Enfermedad hemorragica hereditaria que afectaba por igual a hombresy
mujeres y gue no comprometia las articulaciones ni los musculos. En un
principio se llamo PSEUDO-HEMOFILIA”.



DEFINICION

Es una coagulopatia causada por trastornos cualitativos o cuantitativos de |la
molécula von Willebrand.

V4 . i ,
Generalmente es congenito. i !”

La mayoria de las veces es AD a’ﬁlﬂﬁ “ﬁﬁ’
y en algun caso es AR. I

Incidencia de 2-3% de la poblacién. Es
la coagulopatia congénita mas Autosomica

frecuente dominante



MOLECULA VON WILLEBRAND
GPIb GPIIb/llla

Peptido senal FwvwWW VMaduro
(22 aa) (2.050 aa)

G S S S

Propéptido FwWWW
( 7a21aa )

Colageno



INTERACIONES DE FVW




MULTIMEROS VON WILLEBRAND

FVW de Plasma Afinidad de unién por el
Humano Normal Tamaiio de FVW multimérico colageno y el GPIba plaguetario

1 x Dimero de FVW 540 kDa




FUNCIONES DE LA MOLECULA VON

Hemostasia primaria: Hemostasia secundaria:
adhesion y agregacion plaquetaria transporta el FVIIl:c en el plasma

Platelet

Gpllbilla

FVIII/VWF interactions

Gplltilia

AGGREGATION

ADHESION y




CLASIFICACION

DEFICIT CUANTITATIVO DE FVW
@ Tipo 1: Déficit parcial de FVW
@ Tipo 3: Déficit completo de FVW

DEFICIT CUALITATIVO DE FVW
@ Tipo 2: Déficit cualitativo de FVW

@ Tipo 2A: Disminucién de la funcién del FVW plaquetar dependiente, con
ausencia de multimeros de alto peso molecular

@ Tipo 2B: Aumento de la afinidad del FVW por la GPIb plaquetar

@ Tipo 2M: Disminucién de la funcién del FVW plaquetar dependiente, con
presencia de multimeros de mayor tamafio

@ Tipo 2N: Disminucién de la afinidad del FVW por el FVIII

Sadler et al. Update on pathophysiology and classification of von Willebrand disease: a report of the Subcomittee on von Willebrand
Factor. ) Thromb Haemost 2006; 4:2103-14.



DIAGNOSTICO

Historia clinica Antecedentes
de sangrado familiares

Pruebas de
laboratorio




SANGRADO

MUCOCUTANEO
SIGNIFICATIVO

v' Dos sintomas en ausencia de
transfusion.

v Un sintoma que haya precisado
transfusion.

v’ Un sintoma recurrente en al
menos tres ocasiones.

International Society of Thrombosis and Hemostasis
(ISTH) Scientific Subcommitte on VWF

DIAGNOSTICO

Table 1. Significant mucocutaneous bleeding symptoms

Nose bleeding: = 2 episodes without a history of trauma not stopped by
short compression of < 10 min or = 1 episode requiring blood
transfusion

Prolonged bleeding from trivial wounds lasting = 15 min or recurring
spontaneously during the 7 d after wounding

Cutaneous hemorrhage and bruisability with minimal or no apparent
trauma as a presenting symptom or requiring medical treatment

Oral cavity bleeding that requires medical attention, such as gingival
bleeding or bleeding with tooth eruption or bites to lips and tongue

Spontaneous gastrointestinal bleeding requiring medical attention or
resulting in acute or chronic anemia unexplained by ulceration or portal
hypertension

Heavy, prolonged, or recurrent bleeding after tooth extraction or other
oral surgery such as tonsillectomy and adenoidectomy requiring
medical attention

Menorrhagia resulting in acute or chronic anemia or requiring medical
treatment not associated with structural lesions of the uterus

Bleeding from other skin or mucous membrane surfaces requiring
medical treatment (eg, eye, ear, respiratory tract, or genitourinary tract
other than uterus)

Symptoms listed in the table were developed by the ISTH VWF SSC.



v" Al menos un familiar de primer
grado.

v Dos de segundo grado mas H2
de sangrado mucocutaneo.

International Society of Thrombosis and Hemostasis
(ISTH) scientific Subcommitte on VWF
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Table 46.2 Tests for the laboratory diagnosis of von Willebrand
disease.

Screening tests

Bleeding time

Closure time (PFA-100)
TEST D E Platelet count

Activated partial thromboplastin time

LABORATORIO Specticte

VWF antigen

VWEF ristocetin cofactor activity
PA RA E L VWE collagen-binding capacity

VWEF multimer analysis

D I AG N é STI Factor VIl assay
Co D E VWTF factor VIII-binding capacity

Discriminating tests
EVW Ristocetin-mduced platelet aggregation
Platelet VWEF

Plasma VWEF binding to platelets

VWF proteolysis

Propeptide assay

Antibodies to VWF

DNA analysis




1.-TEST DE SCREENING

T. DE OBTURACION:
Alargado (sensibilidad de un 90%)

CONTAIJE DE PLAQUETAS:
Normal excepto en el 2b

TTPa:
Alargado (muy prolongado en
el tipo 3y en el 2N)




2.-TEST ESPECIFICOS

» Determinacion de antigeno von Willebrand (FVW:Ag)

» Actividad del factor von Willebrand, cofactor de la
ristocetina (FVW:RCo)

» Capacidad de FVW de unirse al colageno (FVW:CB)
» Patron multimérico
» Dosificacion de FVIII

» Capacidad del FVW de unirse al FVIII



DETERMINACION DE ANTIGENO VON
WILLEBRAND (FVW:Ag)

Cuantifica el nivel total de la proteina von Willebrand

Método de electroinmunodifusion (Laurell)

[ Técnicas de ELISA: técnicas mas utilizada. J




ACTIVIDAD DEL COFACTOR DE LA
RISTOCETINA (FVW:RCo)

Mide indirectamente LA AFINIDAD DEL FVW
POR LA GPIB.

Torrente circulatorio

Adhesidn plaquetariaestable:

FVW:RCo continua siendo el gold standard para . 1. Interaccion FYW-A1-GPIb Plaquetario
med'r Ia aCtIVIdad del FVW. 2. Cambio Conformacional y Activacién del

(' Receptor Plaquetario Gt 3

En nuestro laboratorio se realiza mediante ™ 3. Union del i i, Plaquetario al FVW-RGD
ELISA con Ac. monoclonales IgG que reconocen
un epitope funcional de FVW.

Importante el ratio FVW:RCo/FVW:Ag para
filiar el subtipo de EVW.




CAPACIDAD DE FvW DE UNIRSE AL
COLAGENO (FvW:CB)

Muy util en los subtipos en los

que han perdido los multimeros
de alto peso molecular (2A vy la B
mayoria de los 2B) __ %

Endotheliurm ALt e

s

|

FVW:CB



PATRON MULTIMERICO

Es util para establecer Es una técnica complejay
tipos y subtipos de EVW dificil de estandarizar



DOSIFICACION DE FVIII

Plasma

deficiente en
FVIII

b

» Método coagulativo Muestra
FVIII?

Q

» Método cromogénico FXa

TEDEDES * PNA) - NA

Los niveles de FVIII:Cy los FVW:Ag van paralelos excepto
en el tipo2N (FVIII:C/FVW:Ag <0.5)



CAPACIDAD DEL FVW DE UNIRSE AL FVIII

v' Mide la afinidad del FVW del plasma por el FVIILI.

v' Se determina aislando el FVW del paciente por
inmunoadsorcion y enfrentandolo a FVIII exdgeno purificado.

Esta union se evidencia por método cromogénico o mediante
ELISA.

v' SE RECOMIENDA REALIZAR CUANDO EL RATIO FVIII:C/FVW:Ag
<0.5, para DIFERENCIAR LA EVW tipo 2N de HEMOFILIA
MODERADA



vV V. V¥V V VY VY V

3.-TEST DISCRIMINATIVOS

Aglutinacion plaguetaria inducida por ristocetina
Contenido plaquetario de FVW

FVW plasmatico unido a plaquetas

Estudio de proteolisis de FVW

Determinacion del propéptido

Anticuerpos contra Factor Von Willebrand

Analisis del DNA



AGLUTINACION PLAQUETARIA INDUCIDA
POR RISTOCETINA (RIPA)

v Depende de la concentracién
de ristocetina y de la afinidad
de FVW por la GPlb.

2B VWF platelet binding assay

+ 0.3 mg/ml ristocetin

v' SU MAYOR UTILIDAD ES EL
DIAGNOSTICO DEL SUBTIPO
2B, donde la agregacion
plaguetaria ocurre a bajas
concentraciones de ristocetina
(<0.6 mg/ml), indicando el
aumento de la afinidad del
FVW por GPIb.
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OTRAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS

FACTOR VON WILLEBRAND PLAQUETARIO

Determinacion de FVW:Ag; FVW:RCo asi como el patron
multimérico en plaquetas lisadas.

FACTOR VON WILLEBRAND PLASMATICO UNIDO A
PLAQUETAS

Nos permite diferenciar el tipo 2B (aumento de la afinidad del
FVW plasmatico por plaquetas normales) del

PSEUDOVONWILLEBRAND (incremento de la afinidad de la
GPlb de las plaquetas del paciente por el FVW normal)



OTRAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS

ESTUDIO DE PROTEOLISIS DEL FVW

Se mide la susceptibilidad de FVW a la metaloprotesa que regula su tamano
que es el ADAMTS13

Subendothelium



OTRAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS

——
a—

D1 D2 | | B Bt D= A A2 A D4 B. c2 CK

sP Propeptide + Mature WVWVWF subunit

DETERMINACION INMUNE DEL PROPEPTIDO (FVWpp), el

cociente FVW:Ag:FVWpp debe ser 1:1 si es mayor sugiere un
aclaramiento acelerado bien por tipo 1C 6 EVW adquirida.

ANTICUERPOS ANTI-FVW: se detectan:
v'Aloanticuerpos en EVW tipo 3 (7 - 10%)
v'Autoanticuerpos en EVW ADQUIRIDO



OTRAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS

ANALISIS DEL DNA:

v' Muy avanzado en EVW tipo 2 y
tipo 3

v" Muy pobremente documentado
en EVW tipo 1 (hay dos grandes
estudios, uno en Europa y otro
en Canada)

v' En EVW tipo 1:

= Baja penetrancia (no todos los
qgue heredan la mutacién
tienen clinica)

= Variable expresividad
(aquellos con la misma
mutacion muestran clinica
variable).
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CARACTERISTICAS DE LOS SUBTIPOS (I)

& = ~ F am 2@ @® )
Weibel-Palade Body  VWF Propeptide VI Resting Platelet Endothelial cell
(VWFpp) Platelet  Alpha Granule
Type 1C VWD ‘==
Type 1 VWD = Type 3 WWD vwiag | =
VWA === VA A WWFIRCo =
VIWFRCO = VWERCO ||| e | =
FViC | = FwITI:C VWFpR/NWF:Ag Ratio | S
PAultimers Marmal miuftimers Absent Miultimers brarmal
Higher MWK
Decreased i Increased
Secretion iClearance

54th. ASH Annual Meeting and Exposition. Atlanta, GA. Dec 8-11, 2012



CARACTERITICAS DE LOS SUBTIPOS

e=>

XTI TTITRITTTS 3

Weibel-Palade Resting Activated
Body ADAMTSIS  yywi Piatelet Platelet
e AVATAY)
TX,\f’F,AéAl = Type 2B VWD
VWF:RCo l \Y\:VNFF':I‘RACgo l l l ey
VI :
=l ; FVili:C i :
" Multimers Abnormal
Mult
ultimers Abnormal LD RIPA Erbamat
Decreased Increased _— d
- B ea
Secretion susceptibility br'lcd' Set
i
to ADAMTS13 e

platelets

Platelet

Alpha Granule

@@

Sl
Endothelial cell Factor VII
Type 2M VWD ==
vwr:ag  § =
vwrrco, ¥ 1 ==
FVIII-C E
Multimers Normal
Decreased

binding to
platelets

VWF:AZ
VWF:RCo ]
FVII:C
Multimers

Type 2N VWD

Normal

Decreased
4 binding to FVII1I

54th. ASH Annual Meeting and Exposition. Atlanta, GA. Dec 8-11, 2012



Antecedentes personales o familiares de sangrado

\
FVIII:C

Abnormal Normal or Normal or
abnormal decreased

Exclude VWD FVW assays
(except type 2N) 0 .

Undetectable levels

T IR FVIII:C/FVW:Ag<0,5

FVW:RCo/FVW:Ag
vWEF:FVIIIB

Markedly Normal
decreased or nil  (or slightly decreased)

Hemofilia A

Tipo 1

Confirm by normal VWF
multimer distribution

Confirm by:
— decreased RIPA
— normal or near normal |

VWF multimer distribution Platelet Glb binding studies
RIPA mixing studies

Decreased Enhanced at low doses

Multimer analysis: ‘
Intermediate and HMw ~ Plasma Platelet
VWF multimers absent defect defect



PRUEBAS DIAGNOSTICAS

Hemofilia A Hemofilia B EVW

1. TTPa 1. TTPa 1. Test de screening (T. de
obturacion)

2. Dosificacion FVIII: 2. Dosificacion FIX 2. Test especificos:
, método
v Método ( , v FVW:Ag
, coagulativo)
coagulativo v' FVW:RCo
v' Método Y FVWiCB
cromogénico v’ Patrén

multimérico

v" Dosif. FVIII
v FVW-FVIIIB

Estandarizacion 3. Test discriminativos




MUCHAS
GRACIAS



