Analisis de multimeros
: de von Willebrand

Nieves SANZ
Asesora Cientifica - SEBIA LATAM

nsanz@sebia.com

sebia

1



Factor de von Willebrand (FVW)

« El factor Von Willebrand (VWF) es una glicoproteina
de gran tamafno, presente en el plasma humano,
compuesta por una serie compleja de multimeros con dimer
pesos moleculares que varian de 800 a 20,000 kDa. [ @y ® @ (mamT ® ¢ «m
C au o

* EI VWF se produce en las células endoteliales y en
los megacariocitos (los precursores de las plaquetas)
y se almacena en las plaquetas (granulos a) hasta la
activacion de las plaquetas y su posterior liberacion.
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Factor de von Willebrand (FVW)

* Los multimeros von Willebrand se pueden separar en 4 grupos:
o Multimeros de peso molecular bajo (LMWM)

o Multimeros de peso molecular intermedio (IMWM)

o Multimeros de peso molecular alto (HMWM)

o Multimeros de peso molecular ultra alto (UHMWM)
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Factor de von Willebrand (FVW)

» EI VWF es un componente critico para la hemostasia y la formacion de trombos.

* EI VWF es esencialmente una proteina adhesiva que une las plaquetas a los sitios de

lesion vascular y, por lo tanto, lleva sitios adhesivos para las plaquetas y los componentes
de la matriz subendotelial como el colageno.

« Ademas, el VWF es una molécula transportadora del factor VIII (FVIII), protegiéndolo de la
degradacion y aumentando, por lo tanto, su vida media plasmatica.

e Endothelium Collagen

Factor VIII ——

X Xa
e Clotting Activated, aggregated
Circulating vWF _\ cascade » aggreg

: platelets
with Factor VIII —
ﬁ Fibrinogen
Gpllb/llia

Gplb

Subendothelial vVWF Endothehal defect




Enfermedad de von Willebrand (EVW)

* La enfermedad de von Willebrand (EVW) es una enfermedad congénita
gue se hereda y afecta a hombres y mujeres con casi la misma frecuencia.

« La EVW es causada por una deficiencia cualitativa o cuantitativa del factor
von Willebrand (VWF) y se caracteriza por un riesgo de sangrado
Incrementado.

 Es el trastorno de la coagulacion mas comun y afecta aproximadamente al
1% de la poblacion mundial.

* Debido a que a menudo los sintomas son leves, una considerable mayoria
de pacientes permanece sin diagnosticatr.




Sintomas mas frecuentes de EVW

* Moretones con facilidad

« Sangrado prolongado por laceraciones
 Epistaxis

« Sangrado de las encias

« Menorragia

« Sangrado post-dental

« Sangrado post-quirdrgico

« Sangrado posparto excesivo

* Hematomas musculares (EVW tipo 3)
« Hemartrosis (EVW tipo 3)

Nosebleeds or mouth bleeding that
doesn't stop within 10 minutes

Excessive bleeding from an injury, after
surgery or delivery, dental work

Easy bruising or lumpy bruises

Heavy or long menstrual bleeding
(equal or exceed 8 days)

Bleeding in the joints or muscle



Enfermedad de von Willebrand (EVW)

« VWD se ha clasificado en 3 categorias principales:

TIPO DESCRIPCION SANGRADO PREVALENCIA

TIPO 1 Deficiencia cuantitativa parcial de VWF Leve a moderado 75%

TIPO 2 Defectos cualitativos que afectan las funciones de VWF

Disminucion de la adhesion plaquetaria (Gplba)

2A por disminucion selectiva de HMWM e IMWM

2B Aumento de la adhesion plaquetaria espontanea Variable 0
25 %
(generalmente moderado)

Disminucion de la adhesion plaquetaria

A sin disminucion selectiva de HMWM

2N Disminucioén de la afinidad de union de FVIIlI al FWV

TIPO 3 Deficiencia cuantitativa total de VWF Severo 1 en 1 millon



Enfermedad de von Willebrand (EVW)

» La EVW también puede surgir como un sindrome adquirido (SAVW), que puede representar
hasta el 25% de los casos identificados como “EVW".

» El sindrome adquirido de von Willebrand, es un trastorno hemorragico raro, similar a la EVW,
gue ocurre cuando hay deficiencias en la concentracion, estructura o funcion del VWF como
resultado de afecciones adquiridas:

o linfoproliferativa (leucemia linfocitica crénica),

o mieloproliferativa (trombocitemia),

o cardiovascular (estenosis aortica),

o inmunoldgico (hipotiroidismo)

o raramente enfermedades autoinmunes o neoplasicas (tumores de Wilms),
o uso de ciertos tratamientos (anticonvulsivos)




Diagnostico de EVW

« Tipoy cronicidad

1) Antecedentes personales y familiares de sangrado mucocutaneo * Momento de sangrado

excesivo » Desencadenantes del sangrado (Cirugia, extracciones dentales ...)
» Periodo menstrual / parto en mujeres

« Hemograma y recuento de plaquetas

» Tiempo parcial de tromboplastina (PTT)

« Tiempo de protrombina (PT)

* Nivel de fibrindgeno o tiempo de trombina (TT)
» Tiempo de sangrado (BT)

* Prueba de funcién plaquetaria (PFA-100)

2) Pruebas de laboratorio para el screening

» Actividad de coagulacion del Factor VIl (Factor VIII: C)
» Antigeno del factor von Willebrand (VWF: Ag)

« Actividad cofactor de ristocetina (VWF: Rco)

» Actividad de VWF (VWF: Rco / VWFAQ)

« Union del FVW a colageno (VWF: CB)

* Union del FVYW a Gplb

* Multimeros de factor von Willebrand

» Agregacion de plaquetas inducida por ristocetina (RIPA)
« Union de factor VIII (union de vWF: FVIII)

* Prueba genética

3) Pruebas de laboratorio para el diagnostico

4) Pruebas de laboratorio para la subtipificacion



Diagnostico de EVW

Multimeros

+: levemente reducido

normal

ausente
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Tratamiento de EVW

* No existe cura para la enfermedad de von Willebrand pero el tratamiento y el monitoreo
regular de la enfermedad permiten prevenir o limitar el riesgo de sangrado.

TIPO / SUBTIPO TRATAMIENTO DE ELECCION

1 Desmopresina
2A Concentrados de VWF/FVIII
2B Concentrados de VWF/FVIII
2M Concentrados de VWF/FVIII
ON - Desmopresina (sangrado leve)

- Concentrados de VWF/FVIII (procedimientos quirdrgicos)

3 Concentrados de VWF/FVIII



Analisis de multimeros de von Willebrand

 El analisis de multimeros de von Willebrand, es un ensayo cualitativo que permite
evaluar la distribucidon y la presencia de los multimeros de von Willebrand.

* Es utilizado principalmente para caracterizar el subtipo de EVW.

* La prueba no se realiza ampliamente en los laboratorios de rutina debido a:

- falta de estandarizacion del método — los geles y reactivos se preparan en el
laboratorio

- duracion de la prueba — obtencion de los resultados 2 semanas - 1 mes
- necesidad de equipos especializados
- variacion de los resultados




HYDRAGEL von WILLEBRAND MULTIMERS

v' Mas rapido (resultados en el mismo dia!)

v Mas facil
v Reproducible HYDRAGEL 5 HYDRAGEL 11
, . . von WILLEBRAND MULTIMERS

v’ Método semi-automatico von WILLEBRAND MULTIMERS -
Ref. 4359 Ref. 4360

v Se -puede llncluw junto con las pruebas I RGATEE . o
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HYDRAGEL von WILLEBRAND MULTIMERS

KIT HYDRAGEL
« Ref. 4359 (Hydragel 5)
« Ref. 4360 (Hydragel 11)

r

KIT DE REVELACION
Ref. 4747




HYDRAGEL von WILLEBRAND MULTIMERS

PESA METALICA KIT MASCARAS
* Ref. 1652 (Hydragel 5) * Ref. 1651 (Hydragel 5) HYDRASYS 2
« Ref. 1654 (Hydragel 11)  Ref. 1653 (Hydragel 11)

Hydrasys 2 / 2 Scan / 2 Scan Focusing
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HYDRAGEL von WILLEBRAND MULTIMERS

Los geles de agarosa incluidos en el kit estan destinados a la separacion de las
proteinas plasmaticas en funcion de su peso molecular (PM).

1)
2)
3)

4)
5)

6)

Tratamiento de las muestras con dodecil sulfato de sodio (SDS)
Aplicacion de las muestras en el gel

Electroforesis en gel de agarosa para separar las proteinas del plasma en
base a su PM

Inmunofijacion de los multimeros con un antisuero especifico anti-factor von
Willebrand

Revelacion de los multimeros utilizando un anticuerpo marcado con
peroxidasa

Visualizacion de los multimeros utilizando solucidon de revelacion TTF




1. Tratamiento de las muestras

 El analisis se realiza con plasmas frescos recogidos en un anticoagulante que
contenga citrato o EDTA.

 Los plasmas congelados son estables un maximo de 18 meses a - 70/ - 80 °C.

* Dilucidn de las muestras utilizando el diluyente de muestra:

%?IT::::;ZGID" del factor von Dilucién Diluyente de muestras (pL) Plasma (pL)
<20 % 1/4 30 10
Comprendida entre 20 y 150 % 1/6 50 10
Comprendida entre 150 y 300 % 110 90 10
> 300 % 1/20 95 5
Concentracion desconocida 1/6 50 10

* Incubar durante exactamente 20 minutos a 45 °C en bano termostatico.




Control de calidad
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Reconstitucion:

1) Reconstituir el vial liofilizado con 0,5 ml de agua destilada.
2) Hacer alicuotas de 20 pL en microtubos con tapa a rosca

3) Almacenar las alicuotas a -80 ° C

USO: Diluir el control de calidad 1/6 con el diluyente de muestra.




2. Aplicacion de las muestras y el control

Aplicar 5 pL/pocillo de control o muestra

4

PASO CRITICO

» Utilice pipeteo inverso

» NO aplique muestra fuera del pocillo
» EVITE las burbujas

» NO toque los bordes del pocillo

» NO perfore los pocillos




3. Electroforesis

 Las proteinas plasmaticas son separadas de acuerdo a su peso molecular:

» Multimeros pequenos

Pasan facilmente a través de la matriz de
la agarosa y migran alejados del punto de
aplicacion.

» Multimeros grandes
No migran muy alejados del punto de
aplicacion debido a su gran tamainio.




4. Inmunofijacion con anti-v\WF

Diluyente de antisuero
+

Antisuero anti-vWF



Etapas intermedias

Eliminacion del antisuero Blotting Lavado del gel

Papel filtro fino Papel filtro grueso




5. Inmunofijacion con anti-lgG-PER

Diluyente de antisuero
+

Antisuero anti-lgG-PER




Etapas intermedias

Eliminacion del antisuero Blotting Lavado del gel

Papel filtro fino Papel filtro grueso




6. Visualizacion de los multimeros de von Willebrand

Solvente TTF
+

TTF1 + TTF2 + H,0, (30%)



Etapas intermedias

Eliminacion de la
solucion de revelacion

Blotting Lavado del gel

-\ — : -
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Papel filtro fino Papel filtro grueso




Resultado

HYDRAGEL 5
von WILLEBRAND MULTIMERS

- - - - / Multimeros de bajo peso molecular (LMWM)

—> Multimeros de peso molecular intermedio (IMWM)

— Multimeros de alto peso molecular (HMWM)




Escaneo del gel

 Programa de lectura: HYDRAGEL VON WILLEBRAND

« Seleccionar tamano del gel (click izquierdo)
» Seleccionar la posicion del control de calidad (click derecho)
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Plasma normal

LMW




CASO 1

CONCLUSION: Distribucion normal de los multimeros.
Presencia de LMWM, IMWM y HMWM en proporciones e
intensidades equivalentes a las del perfil de referencia.




CASO 2

Reference pattern AR i

/

Test pattern |

CONCLUSION: Distribucion normal de los multimeros.
Presencia de LMWM, IMWM y HMWM con intensidades inferiores a las del perfil de referencia.
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CASO 3

c.
-
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CONCLUSION: Distribucion normal de los multimeros. Se recomienda diluir la muestra para

Presencia de LMWM, IMWM y HMWM con intensidades ‘ obtener una mejor separacion de las
superiores a las del perfil de referencia. fracciones para la interpretacion del perfil.
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CASO 4

CONCLUSION: Distribucion anormal de los multimeros.
Pérdida de HMWM.




CASO 5

'
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CONCLUSION: Distribucion anormal de los multimeros.
Pérdida de HMWM e IMWM.




CASO 6

CONCLUSION: Distribucion anormal de los multimeros.
Ausencia de todos los multimeros.




FLUJO DE TRABAJO

PASD ETAPA DURACION  OBSERVACIOMES
1 Fre-migracion 5 min
2 Migracién 1h 45min
3 1° inmunefijacion 1h &0pL Anti-WF + 2,5 ml diluyente de A5 =25 mL
4 Eliminar AS
5 Blotting 10 min Papsl fino + papel gruezo + pess
[ Lavado 20 min 4 5 mL Solucidn de lavade
7 Eliminacion solucion lavado
3 Blotting 10 min Papsl fino + papel gruezo + pess
10 Eliminacion sn lavado intermedio
11 Blotting 5 s=gs Papel fino
12 2° inmuneofijacion 30 min 2pl Anti-lgG-PER + 4 mL diluyente de A3 = Hasta cubrir el gel
13 Eliminacion anticusrpa
14 Blotting 10 min Papsl fino + papel gruezo + pess
15 Lavado 20 min 4,5 mL Solucion de lavado
16 Eliminacion sn lavado
17 Blotting 10 min Papel fina + papel grueszo + pesa
i3 17 Rehidratacion 10 min 4 5 mL Solucian rehidratante

15 Eliminacion sn rehidratantz

20 Blotting 10 min Papsl fino + papel gruezo + pess
21 2° Rehidratacién 10 min 4 5 mL Solucidn rehidratante
22 Eliminacion sn rehidratants Aplicar rapidamente la solucian de revelado
3 mL solvente
" . J5uL TTF1
3 Revelacion 10 min 75 pul TTF2 — hplicar volumen hasta cubrir el gel

3 pl H202 20%

4 Eliminacion sn revelzdo

25 blotting 5 min Papel fina + papel grueszo + pesa

26 3° Rehidratacion 5 min 4 5 mL Solucion rehidratante

27 Eliminacion sn rehidratantz

23 Blotting 5 min Papsl fino + papel gruezo + pess
5 Secado 10 min

30 Lavada Lavar |z cubets previamente

al Lectura

R

Colocar TTF1/TTF2 a temperatura ambiente m
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