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Resumen

La enfermedad de von Willebrand tipo 2M-C
(VWD2M-C) se caracteriza por disminucién de
VWE:CB pero niveles normales de VWF:Agy VW-
F:RCo. Este defecto es causado por variantes gené-
ticas causantes de enfermedad (VGCE) en el domi-
nio A3 del VWF que afectan la unién del VWF al
colageno.

Describimos los hallazgos fenotipicos y genotipi-
cos en un hombre de 60 afios con resultados de la-
boratorio sugestivos de VWD2, con indice de san-
grado de 5, segun el ISTH-BAT, sin antecedentes
familiares de sangrado.

Métodos. Se realizd una evaluaciéon hemostati-
ca que incluy6 tiempo de cierre (TC) de PFA-
200, FVIII, VWEF:Ag, VWE:RCo, VWE:GPIbR,

About a case.
CASO CLINICO

HEMATOLOGIA
Volumen 28 n° 3: 61-65
Septiembre - Diciembre 2024

CABA, Argentina.

Keywords: von Willebrand factor,
von Willebrand disease,
diagnostic methods; molecular biology.

VWE:CB1,VWE:CB3, multimeros del VWE, estu-
dios funcionales plaquetarios (lumi-agregometria,
captacion de mepacrina) y estudios genéticos de
los dominios VWEF-A1L, A2y A3.

Resultados. Primer estudio: el paciente presentd
el PFA-200CT extremadamente prolongado con
el cartucho Col/Epi y ligeramente prolongado
con el cartucho Col/ADP con una relacion VW-
F:GPIbR/VWEF:Ag anormal. Segundo estudio: se
observaron VWF:Ag, VWF:RCo y multimeros del
VWF normales, pero niveles bajos de VWF:CB1 y
VWE:CB3. Por lumi-agregometria se observaron
agregacion con ristocetina (RIPA, concentraciones
estandar y bajas), dcido araquidénico y colageno
normales, ausencia de la segunda onda y liberaciéon
de ATP bajo estimulaciéon con ADP y adrenalina,
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con contenido normal de granulos densos plaque-
tarios. Por estudios genotipicos, se identificé la
VGCE ¢.5191T>A - p.Ser1731Thr en el exén 30
(dominio A3) en heterocigosis. El paciente se diag-
nosticé6 como VWD2M-C.

Conclusion. En nuestro paciente, p.Ser1731Thr
pareci6 ser responsable del PFA-200CT anormal.
Dado que VWF:RCo y VWF:GPIbR miden la inte-
raccion VWE-plaquetas, y que VWF:CB mide la in-
teraccion VWF—colégeno, es de suma importancia
realizar ambos ensayos para evitar la posible falta
de diagndstico de VWD2M-C en estos pacientes.

Summary

The type 2M-Cvon Willebrand disease (VWD2M-C)
is characterized by a decreased VWF:CB but normal
VWEF and VWE:RCo levels. This defect is caused by
disease-causing variants (DCVs) at the A3 domain
of VWF affecting VWF-collagen binding.

We describe the phenotypic and genotypic findings
in a 60-year-old male with laboratory results sugges-
tive of VWD?2 presenting an ISTH-BAT of 5, with-
out family bleeding history.

Methods. Hemostatic assessment was performed
including PFA-200 closure time (CT), FVIII, VW-
F:Ag, VWF:RCo, VWF:GPIbR, VWE:CB1, VW-
F:CB3, VWF multimers, platelet functional studies
(lumi-aggregometry, mepacrine uptake), and genet-
ic studies of VWE-A1, A2 and A3-domains.
Results. First study: the patient presented PFA-
200CT extremely prolonged with Col/Epi cartridge
and slightly prolonged Col/ADP one, and abnormal
VWE:GPIbR/VWE:Ag ratio. Second study: the pa-
tient showed normal VWF:Ag, VWF:RCo and VWF
multimers, but low VWF:CB1 and VWF:CB3 levels.
The lumi-aggregometric studies showed normal ris-
tocetin (RIPA, standard and low concentrations),
arachidonic acid and collagen induced platelet ag-
gregation; absence of the second wave and ATP re-
lease under ADP and epinephrine stimulation, and
normal content of platelets’ dense granules.

By genetic studies, the missense change ¢.5191T>A
> p.Ser1731Thr in exon 30 (A3-domain) was iden-
tified in heterozygous state. The patient was diag-
nosed as VWD2M-C.

Conclusion. In our patient, p.Ser1731Thr seemed
to be responsible for the abnormal PFA-200CT.
Since the VWF:RCo and VWF:GPIbR measure the
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VWE-platelet interaction, while the VWF:CB, the
VWFE-collagen interaction, it is of utmost impor-
tance to perform both assays types to overcome the
potential lack of VWD2M-C patients' diagnosis.

Introduccion

La enfermedad de von Willebrand tipo 2M
(VWD2M) es causada por variantes genéticas cau-
sales de enfermedad (VGCE) con modo de herencia
autosomica dominante, localizadas en el dominio A1
0 A3 del factor von Willebrand (VWF), sin pérdida
de los multimeros de alto peso molecular (HMWM)
del mismo. Las VGCEs localizadas en el dominio
Al conducen a un defecto en la unién del VWF a
la glicoproteina Iba (GPIba) plaquetaria, con dismi-
nucién de los cocientes de los ensayos de actividad
que miden esta interaccion: VWEF:RCo/VWEF:Ag,
VWE:GPIbR/VWF:Ag y VWEF:GPIbM/VWF:Ag.
Este subtipo se ha denominado VWD2M-P.

Por otro lado, las VGCE localizadas en el dominio
A3 afectan la capacidad de uniéon del VWF al co-
lageno, cuyo efecto es la disminucién de la unioén
del VWF a los coldgenos tipos Iy III (VWF:CBI1 y
VWE:CB3) subendoteliales, sin que se altere la ca-
pacidad de union del VWF a la GPIba plaquetaria.
Por lo tanto, los niveles de VWF y VWE:RCo son
normales. Este subtipo se denomina actualmente
VWD2M-C.

Hay pocos trabajos descriptos que reporten este
subtipo. El primer reporte del mismo™ describe la
mutacion p.S1731T en el exén 30, en heterocigosis
en dos pacientes (madre e hija) con epistaxis, equi-
mosis y menorragia. Posteriormente se han publica-
do mas hallazgos similares, asociados a la presencia
de VGCE:s en el dominio A3,

Nuestro objetivo es describir el caso de un varén de
60 afios con diagndstico previo de sindrome meta-
boélico que fue remitido desde otro centro con re-
sultados de laboratorio sugestivos de VWD2, que
presentaba ISTH-BAT (International Society in
Thrombosis and Haemostasis-Bleeding Assessment
Tool) de 5, sin antecedentes familiares de sangrado.

Material y métodos

Los métodos utilizados en este paciente fueron:

« Estudios fenotipicos para evaluacion hemostatica
que incluyen:

TTPA, FVIII (método de una etapa), VWEF:Ag

HEMATOLOGIA « Volumen 28 N° 3: 61-65, 2024



ENFERMEDAD DE VON WILLEBRAND TIPO 2M-C: UN DIAGNOSTICO FUGITIVO. ACERCA DE UN CASO

(ELISA e inmunoturbidimetria), VWEF:RCo (agre-
gometria), VWEF:GPIbR (inmunoturbidimetria),
VWE:CB (ELISA desarrollado) utilizando colagenos
tipo I (VWE:CB1) y tipo III (VWE:CB3), perfil mul-
timérico del VWF (electroforesis en gel de agaro-
sa-SDS 1% y 1,7%), recuento de plaquetas en sangre
entera (RP). Se calcularon los cocientes VWF:RCo/
VWF:Ag, VWF:CB1/VWF:Ag, VWF:CB3/VWE:Ag
y VWE:GPIbR/VWE:Ag, considerando normal un
cociente >0,7, seguin las nuevas guias de diagndstico
publicadas recientemente®.

« Estudios funcionales plaquetarios:

Tiempo de oclusiéon (TC) de PFA-200, lumi-agrego-
metria, captacion de mepacrina por citometria de
flujo, RIPA a concentracion estandar (1,2 mg/mL) y
baja (<0,7 mg/mL) de ristocetina.

El paciente fue estudiado en tres ocasiones para con-
firmar los hallazgos anormales.

« Estudios genotipicos:

El ADN genoémico se extrajo de leucocitos de sangre
periférica. Los exones 28 al 31 del gen VWF (domi-
nios Al, A2 y A3) se amplificaron mediante tecno-
logia de PCR previamente descripta® y se secuen-
ciaron utilizando metodologia de Sanger. Cuando se
identifica una VGCE, la cadena complementaria del
ADN se secuencia para confirmar su presencia.

Resultados

En un primer estudio realizado en el Hospital Italia-
no de Buenos Aires se detectd el PFA-200CT extre-
madamente prolongado con el cartucho Col/Epi y
ligeramente prolongado con el cartucho Col/ADP, y
una relacion VWE:GPIbR/VWEF:Ag anormal.

En un segundo estudio realizado en el Departa-
mento de Hemostasia y Trombosis del Instituto de
Investigaciones Hematologicas de la Academia Na-
cional de Medicina se observaron: RIPA normal a
concentracion estandar y ausente a concentracion
baja, agregacion normal con acido araquiddnico y
colageno; ausencia de la segunda ola y de liberacion
de ATP bajo estimulacion con ADP y adrenalina.
El contenido de granulos densos de las plaquetas se
hall6 normal, como se observé mediante la capta-
cién de mepacrina. Los resultados se muestran en
la figura 1.

Se realizaron VWF:Ag y VWEF:RCo, VWEF:CB1 y
VWE:CB3 y perfil multimérico del VWE. El pacien-
te mostro niveles normales de VWEF:Ag, VWE:RCo,
patron multimérico normal, pero bajos niveles de
VWE:CB1 y VWE:CB3, con cocientes VWEF:CB/
VWE:Ag discordantes (<0,7). Se decidid realizar es-
tudios de biologia molecular en el exén 28 del gen
VWEF, no observandose la presencia de VGCEs en
dicho exdn.

En un tercer estudio se repitieron las determinacio-
nes VWEF:Ag, VWEF:RCo, que nuevamente se halla-
ron normales, y VWF:CB1 y VWF:CB3, confirman-
dose disminuidos. Frente a estos resultados, ante la
sospecha de tratarse de VWD2M-C, se decidi rea-
lizar la busqueda de VGCEs en los exones del 29 al
31. Los resultados se muestran en la tabla 1.
Mediante los estudios de biologia molecular se iden-
tific la VGCE ¢.5191T>A que codifica para p.Ser-
1731Thr en el exén 30 en heterocigosis.

Los estudios restantes del paciente no revelaron ano-
malias.

Figura 1. Agregacion plaquetaria del paciente con diferentes agonistas
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Tabla 1.

Estudios de laboratorio Hospital Italiano Dto de Hemostasia y Trombosis, ANM

(rango normal) resultados 1° resultados 2° resultados

RP (150-450x109/L) - 320 311

TC Col/Epi (73-175 seg) >300 - -

TC Col/ADP (50-112 seg) 150 - -

TS (1,5-4,5 min) - 4,0 -

FVIII (50-150 UI/dL) 117 90 110

VWE:Ag (50-150 UI/dL) 86 69 70

VWE:RCo (50-150 UI/dL) - 55 60

VWE:RCo/VWF:Ag (0,7) - 0,8 0,9

VWE:GPIbR (50-150 UI/ 41 - -

dL)

VWE:GPIbR/VWE:Ag 0,5 - -

(=0,7)

VWE:CBI (60-130 UT/dL) - 15 18

VWE:CB1/VWE:Ag (20,7) - 0,22 0,28

VWE:CB3 (60-160 UI/dL) - 35 42

VWE:CB3/VWE:Ag (20,7) - 0,5 0,6

RIPA 1,2 mg/mL - Normal Normal

RIPA 0,7 mg/mL - Ausente Ausente

VWE perfil multimérico - Normal -
Conclusion la busqueda de alteraciones en el dominio A3, con

En nuestro paciente con sintomatologia hemorragi-
caleve-moderada, el hallazgo de los TC prolongados
con el PFA-200, VWE:Ag, VWE:RCo normales y
VWE:GPIbR ligeramente disminuido pero VWEF:CB
francamente anormal con ambos coldgenos (tipos I
y I1I) despertd la sospecha de VWD2M-Cyllevé ala
busqueda de variantes genotipicas en el dominio A3
del VWF y el hallazgo de la mutacién p.Ser1731Thr.
Esta VGCE esta descripta asociada con VWD2M-C
en personas con sangrado leve-moderado e inclu-
sive asintomdticas. En nuestro paciente, pareceria
ser responsable, ademds, del PFA-200CT anormal, y
con ambos cartuchos. Este primer hallazgo suscit6
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los resultados descriptos.

Sin embargo, no se puede descartar que la alteracion
de la funcién plaquetaria con ADP/adrenalina con-
tribuya a la anormalidad del PFA-200CT, particular-
mente al TC mds prolongada con cartucho PFA-COL/
Epi que es un patrén mas frecuente en las tromboci-
topatias y en fenotipos con mayor sangrado®'?.
Dado que el VWE:RCo y GPIbR miden la interac-
cion VWF-plaquetas, y el VWF:CB la interaccién
VWE -colégeno, es de suma importancia realizar
ambos ensayos para evitar la posible falta de diag-
nodstico de VWW2M-C en pacientes con VWEF:Ag
ensayos de uniéon VWF-plaquetas normales.
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