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HEMOFILIA




LABORATORIO EN HEMOFILIA




SINTESIS DE FVIII




ESTRUCTURA DEL FVIII
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PAPEL DEL FVIII EN LA COAGULACION
Inicio Amplificacion
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PAPEL DEL FVIII EN LA COAGUACION (II)

Villa
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Membrana fosfolipidica

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%

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

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

Punto de puncién: mejor la vena periférica del antebrazo

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

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

Modo de transporte: dependiendo de la técnica a realizar

Temperatura: evitar altas temperaturas. Si se va a analizar
inmediatamente, se conserva a temperatura ambiente

Tiempo de conservacion: el PPP se congela a —20 °C para
conservacion a corto plazo, y a —70 °C para largo plazo

Separacion: mediante centrifugacion
Procesamiento Alicuotado y distribucion
Pretratamientos: congelacion/descongelacion

Transporte y
conservacion

PPP: plasma pobre en plaquetas; TAD: tension arterial diastolica; TAS: tension arterial sistélica
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DETERMINACIONES NECESARIAS

Table41.1 Laboratory procedures commonly used in the diagnosis of

hemophilia.
Platelet count Platelet aggregation
Agonists: collagen, ADP, ristocetin
aPTT Activated partial thromboplastin time
r PT Prothrombin time
Factor VIII:C Factor VIII procoagulant function (one-stage ]
X and/or chromogenic substrate method)
Factor VIII:Ag Factor VIII antigenic determination
vWE:RCo von Willebrand factor ristocetin cofactor
vWE:Ag von Willebrand factor antigen
vWE:FVIIIB von Willebrand factor/FVIII-binding capacity
Fibrinogen Functional assay for fibrinogen

Factor XIII Enzymatic factor XIII assay




DETERMINACION DE TTPa

X

Flbrlnﬂ__‘ Fibrina estabilizada ‘

SOLO SE DEBE CUANTIFICAR EL FVIII SI EL TTPa ESTA
ALARGADO




TTPa vs FVIII
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DOSIFICACION DE FVIII

¢ 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 . :
Actividad hay que medirla de forma indirecta. ‘Vllla'/t‘)(h‘

‘1 » %
P \
o~

Vil 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)

F de contacto
TTPa reactivo
Mide la capacidad del FVIII contenido en FVIII??

una muestra de acortar el tiempo de

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.

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




METODO COAGULATIVO EN DOS ETAPAS

Primera reaccion

Plasma humano Ca++
(FIXa 'y FX) PL

Muestra

: > Protrombinasa
a estudio

Plasma bovino
(FVy FVa)

______________________________________________

Segunda reaccidn

) v )
Protrombina > Trombina
. v
Fibrindgeno > Fibrina




METODO CROMOGENICO

12 reaccion: activacion del FX dependiente de FVIII

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

Muestra

del pac. Trombina
FVII?

Substrato
cromogenico

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



METODO CROMOGENICO

Protrombina

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 s Trombina
Activador ) FIXa, FX
PL, Ca?* l PL, Ca?%*
Seotic
pNa
I

Liberacion de color

|

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 titulacion
de concentrados

MENOR VARIABILIDAD
\ INTERLABORATORIO

AP

~




DOSIFICACION DE FVIII

SITUACION IDEAL

Que todos los métodos reflejen de modo exacto

el nivel real de FVIll: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

FVIII <2%

CV tenian una relacion
inversa con el nivel de
FVIIl:c

Los resultados mas
aceptables eran del
método cromogénico

fOLTRIIN

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

Blombdck M et al. On the unreliability of one-stage factor Vlll: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

l

ESTANDARIZACION




¢QUE ES LA ESTANDARIZACION DEL
FVIll: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”

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

v Definicion de estandares de referencia estables
» La definicién universal de una unidad de FVIII por dl de plasma.

> Estandares internacionales estables de referencia.

v" Igual determinacién 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 FVIli:c

Recomendaciones para muestras plasmaticas

NO EXISTEN RECOMENDACIONES
INTERNACIONALES

Utilizacion de los estandares de la OMS

Recomendaciones para concentrados

European Farmacopeia: método cromogénico

ISTH: método cromogénico




CALIBRACION
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FVIII:C alto

CALIBRACION

FVIII:C bajo

— Infomacion general:
Nombre de curva referencia: FVIIl.cAlto_SHP_2009-09-22_09:52

Fecha de creacion:
Ensayo en ejecucion:
Método de evaluacion:
Utilizar hasta :

Tipo de curva:

22/09/2009 / 10:07:27
FVIll.cAlto V.
Akima, lin/lin

Estandar (medido)

Nombre del reactivo

— Lotes de reactivos empleados:

Nudmero de lote

NaCl
FXforFVilichrom
FIXaReag.forFVllichr
FVllichromSub

SHP

000111
529143
529244
529343
503208

— Recorrido de la curva:

— extrapolado

1621

1297

972

[mA/min]

648

324

¢ Punto de apoyo — calculado
B Puntos de extrapolacién

48,1 96,3
[% d.N.]

144,4

v aun yousian.
N de curva referencia: FVllicBajo_SHP_2008-09-16_09:50
F Je creacion: 16/09/2008 / 11:23:17
0 en ejecucion: FVllicBajo V.
do de evaluacion: Akima, lin/lin
Utilizar hasta :
Tipo de curva: Prediluido (medido)
— Lotes de reactivos empleados:
Valor de ref. Nombre del reactivo Numero de lote Valor de ref.
NaCl 000111
FXforFVilichrom 529137
FIXaReag.forFVllichr 529238
FVllichromSub 529337
100,00 % d.N. A2 02>
SHP 503203 90,00 % d.N.
Recorrido de la curva:
FQ Punto de apoyo — extrapolado
— calculado W Puntos de extrapolacién
(225,0/1514,8) 4823 s : _
(34.0/450,7)
385,8
289,4
=
&
<
E
192,9
(10,013,
96,5
0,0
192,6 240,8 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... = 529144, CP VIl 1/16, 959539, E, 4,750 - 7,125 % d.N. (19,..
+3s 114,000
+25 107,667
+s 101,333 +3s 7.125
+2s R(4s) 6.729
. +1s & . 6,334
: g .
0 95,000 2 F s 5,146
. . -3s 4,750
S . 88,667
| -2s] 82,333
| 1(3s)
s 1Gs) 76,000

02/10/ 03/10/ 04/10/ 05/10/ 06/10/ 07/10/ 08/10/ 09/10/ 10110/ 11/10/ 12/10/ 13/10/ 14/10/ 15/10/ 16/10/

0510/ 06/10/ 07/10/ 08/10/ 0910/ 10/10/ 1110/ 12/10/ 13110/ 14/10/ 15/10/ 16/10/

CONTROL NORMAL CONTROL PATOLOGICO BAJO




HISTORIA DE HEMOFILIA B

1378 Dec. 27, 1952

PARALYSIS OF EXTERNAL POPLITEAL NERVE

BRITISH
MEDICAL JOURNAL

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
legs when sitting. There is no justification for the admission
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 B,
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

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

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

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

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

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

J. R. O'BRIEN, D.M.
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

J/

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

Relacién entre el factor VIII residual y el titulo del inhibidor

100% Residual = No Inhibidor

372Cy se dosifica el FVIII 6 FIX < '
residual. =
E SZ _____________ 50% de FVIII Residual = 1.0 uB/ml
iUB S 4 |
cantidad de inhibidor é = |
que neutralizara el 50% de &2 :
una unidad de FVIII afiadido, § - 5
durante 2h.y a 37 2C 2 |
10 — ) : T )
v" Modificacién de Nijmegen : 4 e

Unidades Bethesda /ml
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1950 Macfarlane and Biggs: con fibrindgeno.

2002 Al Dieri R et al.

. 2003 Sorensen B et al: describe la técnica
Ac'fualmente se utiliza CAT: co.n un softyvare y empleando pequefias cantidades de FT
calibrador adecuado para medir la actividad de

trombina generada, la velocidad de reaccion vy el

tiempo para generarlo.

1980 Hemker et al: sustrato fluorogénico.

Van Veen JI et al. “Thrombin generation testing in routine clinical practice: are we there yet?” Br ] 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



ESTUDIOS GENETICOS

Gen FVILI (186 kb) Gen FIX (~34 kb)
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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 se desinfecta el area | 1. Conocer sexo fetal en sangre materna
(analizando DNA fetal libre en la circulacion

materna mediante la presencia o ausencia de
SRY loci)
» Se introduce la aguja en la
vena y se extrae la sangre Misestren Transversal de
- , hacia el interior del frasco vellosidad Gridnica i'
"y para analizarla J b o omanss de - Escona
-_ Placesta

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



BIOPSIA DE VELLOSIDAD CORIAL

Mdasculo
uterino

-~

“=—.Decidua Corién

Se obtiene DNA fetal en el primer trimestre
de embarazo (11-14 semana)

Endoscopio con
aguja de aspiracion
(control ultrasonico)

ANTES DE REALIZAR LA PRUEBA: \‘,5
Yty RGN S L ("‘>"f.
Corion ,.'/ o "}’ i éé"%o mg
1. CONOCER LAS TASAS DE FACTOR BASAL (si FVIIl o Sonec L ch e
FIX < 50%: profilaxis con factor recombinante) o-| 11-14 s I .
, Estudios Citologicos ,/]‘
2. CONOCIMIENTO CON ANTELACION DE LA AT, )
MUTACION FAMILIAR CTwsios Moleculares i
. Estudios Virologicos ~_____//J
. . Cultivo de Células
Una vez obtenido el DNA, se determina el =
sexo (si es varon se continua el estudio) Estutio ogendics

R i eng d e a b 0 rtO : 1 % Principales fases de la técnica de la biopsia coridnica y algunas de sus aplicaciones.



Erik von Willebrand
1926
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Hereditdr pseudohemofili.
Av
E. A. v. Willebrand.
[Med 8 figerer i texten)

1- Sjukdomsbegrepp. Tidigare observerade fall.

1 sitt nya stora arbete over de hemorragiska diateserna fram-
haller . Frawk (Breslau), att den klassiska hemofilien dr en
s exkvisit hereditir —familjar li, att det kan ifriga-
sittas. huruvida Over huved sporadiska fall av sjukd "
existera. Diiremot Ar, siger han, den klassiska trombopenien
sd utpriiglat sporadisk, att man kan diskutern, om en familjar
form av d alls fsrel . Med t bopueni avses
hir den sjukdom, som sedan 1t bir 1 bus macu-
losns Warritors cller purpura haemorrhagica och som pd senaste
tid av IraNx och en del andra forskare betecknats sisom
essentiell trombopeni

Hitlills har man velat betrakta hrftliy bladaresjukdom och
nemofill s&som synonyma bogrepp. Men am man genomignar
hithorande litteratur, skall man finne, o ock i et fAtal fall,
beskrivningar dver en familjar form av hemorragisk diates,
som redan darigenom skiljer sig frin tkla hemofili att den iven
fsrekommer bland kvinnor och, sdsom del tyckes, t. o. m. oftare
an bland min. Men #ven i andra savseenden kan man draga
en skarp grans mellun ifrdgavarande familjira lidande och
hemnofilien. Tirom mera langre fram i kap, 6 om dingnoscn.
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HISTORIA DE LA EVW
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“Enfermedad hemorragica hereditaria que afectaba por igual a hombresy

mujeres y que no comprometia las articulaciones ni los musculos. En un
principio se llamdé PSEUDO-HEMOFILIA”,



DEFINICION

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

Generalmente es congénito. é ! I

La mayoria de las veces es AD “ﬂlﬂa “ﬂﬁ
y en algun caso es AR.

1
| I

IR

«ff« aﬁﬂ- “ff= ~fR*
Incidencia de 2-3% de la poblacion. Es
la coagulopatia congénita mas Autosomica

frecuente dominante



MOLECULA VON WILLEBRAND
GPIb GPllb/llla

(gle T VA VAVE =

Péeptido senal FVVW NMaduro
(22 aa) (2.050 aa)

P S S <S>

Propéeptido FVvWwW
(7a1aa )

Colageno



INTERACIONES DE FVYW




MULTIMEROS VON WILLEBRAND

FVW de Plasma Afinidad de unién por el
Humano Normal Tamano de FVW multimérico colageno y el GPIba plaquetario

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

Gpllbslla Gpllklla

FVIII/VWEF interactions

AGGREGATION

ADHESION




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 FYW por la GPIb plaquetar

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

& 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




Table 46.2 Tests for the laboratory diagnosis of von Willebrand
disease.

Screening tests |
Bleeding time

Closure time (PFA-100)
T E ST D E Platelet count

Activated partial thromboplastin time

LABORATORIO [Specictests_]

VWF antigen
VWF ristocetin cofactor activity

PA RA E L VWE collagen-binding capacity

VWEF multimer analysis

D I AG N é STI C O Factor VIII assay
D E VWF factor VIII-binding capacity

Discriminating tests
EVW Ristocetin-induced platelet aggregation
Platelet VWF
Plasma VWF binding to platelets
VWEF 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 (VWF:Ag)

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

» Capacidad de VWF de unirse al colageno (VWF:CB)
» Patrén 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. }




ACTIVIDAD DEL COFACTOR DE LA
RISTOCETINA (FvW:RCo)

Mide indirectamente LA AFINIDAD DEL FYW
POR LA GPIB.

Torrente circulatorio

Adhesionplaquetariaestable:

FVvW:RCo continua siendo el gold standard para 1. Interaccion FVW-A1-GPb Plaquetario
medir Ia aCtiVidad dEI FVW. <2.Cambio Conformacional y Activacion del

( Receptor Plaquetario Ot 5

En nuestro laboratorio se realiza mediante ™ 3. Unin del b, Plaquetarioal FYW-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

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

Endothelium Multimer

s ——

|

FYW:CB



PATRON MULTIMERICO

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



DOSIFICACION DE FVIII

Plasma
» Método coagulativo Muestra
FVIII?

deficiente en
FVIII

b

» Método cromogénico

TEE A ' PNA o PNA>

Los niveles de FVIll:c y los FYW:Ag van paralelos excepto
en el tipo2N (FVIIl:c/FvW:Ag <0.5)



CAPACIDAD DEL FvYW DE UNIRSE AL FVIII

v' Mide la afinidad del FvW del plasma por el FVIII.

v Se determina aislando el FvW del paciente por
inmunoadsorcion y enfrentandolo a FVIII exdgeno purificado.
Esta unidn se evidencia por método cromogénico o mediante
ELISA.

v SE RECOMIENDA REALIZAR CUANDO EL RATIO FVIll:c/FvW:Ag
<0.5, para DIFERENCIAR LA EvW tipo 2N de HEMOFILIA
MODERADA



vV V YV V VY V V

3.-TEST DISCRIMINATIVOS

Aglutinacion plaquetaria inducida por ristocetina
Contenido plaquetario de FvW

FVvW 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 concentracion
de ristocetina \ de la afinidad 2B VW platelet binding assay
de FvW por la GPIb. v

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.




OTRAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS

FACTOR VON WILLEBRAND PLAQUETARIO

Determinacion de vVWF:Ag; vWF:RCo asi como el patron
multimérico en plaguetas 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 Ia

GPlb de las plaquetas del paciente por el VWF normal)



OTRAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS

ESTUDIO DE PROTEOLISIS DEL FYW

Se mide la susceptibilidad de FvW a la metaloprotesa que regula su tamafo
que es el ADAMTS13

Blood Flow =——> Platelet

;’5\%; GFlb

Subendothelium



OTRAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS

D3 A A2 A3 Da B G
Mature VVWF subunit

D1 D2 [ ise
sSP Propeptide '

DETERMINACION INMUNE DEL PROPEPTIDO (FvWpp), el

cociente FYW: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 Canadad)

v" En EVW tipo 1:

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

= Variable expresividad
(aguellos con la misma
mutacion muestran clinica
variable).

Gen del VWF
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Location of type 2 and type 1C VWD mutations




CARACTERISTICAS DE LOS SUBTIPOS (1)

> ~ S @ © @ )

Weibel-Palade Body  VWF Propeptide VWF Resting Platelet Endothelial cell
(VWFpp) pPlatelet Alpha Granule
Type 1C VWD =
Type LVWD = Type 3 VWD vwrag | e
vwrag | ——] vwr:ag ||| VWF:RCo | _
VWF:RCo = VWF:RCo 1] AL | =
Fvic ) = Fvin:e 1] VWFpp/NWF:Ag Ratic | ee
Multimers Normal niuftimers Absent Muitimers Abnormal
Higher MWM
Decreased : Increased
Secretion iClearance

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



CARACTERITICAS DE LOS SUBTIPOS

T
Cage=>
Weibel-Palade

Body

ADAMTS13 i

=

Activated
Platelet

Resting
Platelet

Type 2A VWD
VWF:Ag
VWF:RCo

FVIi:C l ll

Multimers

Abnormal

Decreased
Secretion

.IID!lQIl!I!llOl)

Increased
susceptibility
to ADAMTS13

Type 2B VWD

vwr:ag 'l I

VWF:RCo
Abnormal

FViii:C
Multimers
Enhanced

LD RIPA

Increased
binding to
plateliets

e

Platelet

Alpha Granule Endothelial cell Factor VIl
Type 2M VWD *'
vWF:Ag —
vwr:Rco. 4+ 1 =
FVIII:C i
Multimers Normal
Decreased
binding to
platelets
o
Type 2N VWD ==
o VWF:Ag ==
VWF:RCo _ ] ==
evin:e 41 ==
Multimers Normal
Decreased

v binding to FVIIiI

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



Antecedentes personales o familiares de sangrado

[ |
BT FVIII:C

Abnormal Normal or Normal or
abnormal decreased

Exclude VWD FvW assays
(except type 2N) O

Undetectable levels  Decreased levels FVIII:C/FvW:Ag<0,5

VWE:FVIIIB

Normal
(or slightly decreased)

Markedly
decreased or nil

Hemofilia A

Decreased Enhanced at low doses

— decreased RIPA
—normal or near normal
VWF multimer distribution Platelet Glb binding studies
RIPA mixing studies

Multimer analysis:
Intermediate and HMwW  Plasma Platelet
VWF multimers absent defect defect

Tipo 2A Tipo 2B | Pseudo vW



PRUEBAS DIAGNOSTICAS

Hemofilia A Hemofilia B EvW

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

2. Dosificacion FVIII: 2. Dosificacion FIX 2. Test especificos:
) método
v' Método ( , v FVW:Ag
. coagulativo)
coagulativo v' FVW:RCo
v' Método v’ FvW:CB
cromogeénico v’ Patrén

multimérico

v' Dosif. FVIII
v FVW-FVIIIB

Estandarizacion 3. Test discriminativos




MUCHAS
GRACIAS




