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Resumen

Introduccion: la enfermedad de Von Willebrand es la coagulopatia hereditaria mas comdn en la
poblacidn, el abordaje del andlisis molecular como apoyo diagndstico ha sido limitado en la enfer-
medad de Von Willebrand (EvW) de tipo 2. El objetivo de este estudio es caracterizar las variantes en
el exdn 28 del gen VWF y realizar la correlacion genotipo-fenotipo en una muestra de pacientes con
EvW tipo 2. Métodos: se analizaron 20 muestras de pacientes previamente diagnosticados con EvW
tipo 2 con edades entre 8 y 56 afios. Se realizd anadlisis del Exdn 28 del gen VWF, por amplificacidn,
verificacion por electroforesis en geles de agarosa y secuenciacién con el Kit Big Dye Terminator V3.1
Resultados: se identificé la variante patogénica en 15 (88.2%) pacientes no relacionados. La variante
p.Gly1609Arg fue identificada en el 52.9% de los pacientes analizados (n=9) sola 0 en combinacidn,
seguido en frecuencia por p.lle1425Phe (n=3), y p.Ala1437Thr (n=3) sola o en combinacién, un paci-
ente con p.Arg1597Trp y otro con p.Arg1334Trp. Adicionalmente, en el 31.6% (n=6) de los pacientes se
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Variantes en exdn 28 gen del VWF en pacientes con EvW tipo 2.

identificaron dos variantes patogénicas (dos pacientes con p.Gly1609Arg/p.Ala1437Thr; un paciente
p.Gly1609Arg/p.Ser1506Leu; un paciente p.Gly1609Arg/p.Arg1597Trp; un paciente p.Gly1609Arg/p.
Val1279Phe; y un paciente p.lle1628Thr/p.Ser1325Phe). No se identificé variante en dos pacientes
(11.8%). Se pudo reclasificar el subtipo EVW tipo 2 en el 40% (n=8) de pacientes. Conclusiones: este es
el primer estudio realizado en Colombia que permite identificar la causa genética de EvW, mediante
la secuenciacién de exones especificos en una cohorte de seguimiento.

Palabras Clave: enfermedad de Von Willebrand tipo 2; variantes genéticas; exones; genotipo; feno-
tipo; Colombia.

Abstract

Introduction Von Willebrand’s disease is the most common hereditary coagulopathy in the popula-
tion, the approach of molecular analysis as diagnostic support has been little EvW type 2. The aim
of this study is to characterize variants in exon 28 of the VWF gene and to perform genotype-phe-
notype correlation in a sample of patients with type 2 VWD. Methos: 20 samples from patients
previously diagnosed with VWD were analyzed. Von Willebrand disease type 2 with ages between 8
and 56 years. Analysis of Exon 28 of the VWF gene was performed, by amplification, verification by
electrophoresis in agarose gels and sequencing with the Big Dye Terminator V3.1 Kit. Results: The
pathogenic variant was identified in 15 (88.2%) unrelated patients. The p.Gly1609Arg variant was
identified in 52.9% of the patients analyzed (n=9) alone or in combination, followed in frequency by
p.lle1425Phe (n=3), and p.Ala1437Thr (n=3) alone or in combination, 1 patient with p.Arg1597Trp and
another with p.Arg1334Trp. Additionally, two pathogenic variants were identified in 31.6% (n=6) of
patients (2 patients with p.Gly1609Arg/p.Ala1437Thr; 1 patient p.Gly1609Arg/p.Ser1506Leu; 1 patient
p.Gly1609Arg/p.Arg1597Trp; 1 patient p.Gly1609Arg/p.Val1279Phe; and 1 patient p.lle1628Thr/p.
Ser1325Phe). No variant was identified in 2 patients (11.8%). It was possible to reclassify the EvW type
2 subtypein 40% (n=8) of patients. Conclusions: This is the first study performed in the country, which
allowed the identification of the genetic cause of EvW for the first time in Colombia by sequencing
specific exons in a follow-up cohort.

Keywords: Von Willebrand disease type 2; genetic variants; exons; genotype; phenotype; Colombia.

Introduccion von Willebrand (vWF).*? Su prevalencia a nivel
mundial se estima en 1 por cada 1.000 nacidos
vivos, no obstante, este dato estd en constante

La enfermedad de Von Willebrand (EVW) es  yerificacién derivado del subregistro y las
la coagulopatia hereditaria mas comun en la  parreras diagndsticas que se presentan en los
poblacion y afecta sin distincion aambos sexos.  |aboratorios a nivel global.>* Se han reportado
En esta enfermedad los pacientes presentan  otras incidencias de acuerdo con estimaciones

diferentes manifestaciones = de sangrados  multinacionales de la EVW procedentes de estu-
debido a niveles bajos o disfuncién del factor  djos transversales y entes mundiales, y de un
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estudio transversal, la Encuesta Mundial Anual
de 2023 de la Federacion Mundial de Hemofilia,
que arrojé una estimacion de 1.5 por 100.000
basada en el nimero de pacientes.5

Esta condicidon se clasifica en tres tipos de
acuerdo ala deficiencia presentada: cuantitativa
(tipos 1y 3) o cualitativa (tipo 2).° Las personas
con EVW presentan sangrados mucocutaneos
prolongados como epistaxis, sangrado de las
encias, equimosis, sangrado en procedimientos
dentales, menstruacién excesiva, entre otros,
los cuales pueden ser leves y moderados; pocas
veces son severos segun el defecto en el vVWF
o en los niveles de FVIII:C. En mujeres puede
sospecharse en caso de sangrado menstrual
excesivo, sangrados posparto y foliculos hemor-
ragicos en elmomento de la ovulacidn. La enfer-
medad también se caracteriza por la presencia
de sangrados mayores como la hemartrosis, y
hemorragias musculares o cerebrales en feno-
tipos severos (tipo 3).>3

El diagndstico clinico puede sospecharse utili-
zando el Bleeding Assessment Tool (BAT) y se
confirma con pruebas de laboratorio especificas
para la correcta clasificaciéon de los subtipos 2
(2 A, 2B, 2M y 2N), los cuales pueden presentar
patrones similares entre si se requiere de estu-
dios moleculares y estudios fenotipicos adicio-
nales, sin embargo, en algunos pacientes no
puede ser concluso.”®

Mas de 700 variantes han sido relacionadas con
la EVW en la base de datos de la Sociedad Inter-
nacional de Trombosis y Hemostasia (ISTH).
Al realizar la busqueda en otras bases como la
European Association for Hemophilia and Allied
Disorders (EAHAD) se encuentran alrededor
de 1.000 variantes del gen VWF, entre las que
se pueden encontrar variantes missense, dele-
ciones, duplicaciones, inserciones, nonsense y
frameshift.°

El gen VWF tiene una longitud de 178 Kb con
52 exones, este codifica para una proteina de
2813 aminoacidos con 15 dominios funcionales.
El exdn 28 es el mas grande del gen con aprox-
imadamente 1379 pb; en este exdn la mayoria
de variantes reportadas son para la EvW tipo
2, las demas variantes han sido reportados en
los exones 17,18, y 20. La gran variabilidad en
las condiciones fisiolégicas inherentes a cada
paciente (fases de la menstruacion, ejercicio,
inflamacion o fiebre) dificultan la identificacién
y clasificacién de los subtipos 2A, 2B, 2M y 2N."™"

En la actualidad, existen varios métodos molec-
ulares que permiten la identificacion de las vari-
antes presentes en el gen VWF, sin embargo,
debido a su gran tamafo las tecnologias de
mayor uso como la secuenciaciéon de préxima
generacion (NGS) tiene un costo elevado
(aproximadamente USD 795.00), por tal razdn,
se han propuesto diferentes estrategias para
abordar el analisis del gen, como realizar la iden-
tificaciéon de variantes de acuerdo con el subtipo
de EVW. En el caso de la EvW tipo 2 no es nece-
sario el andlisis de toda la secuencia codificante,
sino de los exones que codifican los dominios
funcionales implicados en los distintos feno-
tipos, siendo los exones 17, 18, 20 y 28 los mas
estudiados y principalmente el exdn 28 yaquela
mayoria de las variantes patogénicas reportadas
en las bases de datos se encuentran distribuidas
a lo largo de este exén.”™ En el afio 2021 las
guias diagndsticas para la EvW recomiendan el
uso de pruebas genéticas para discernir entre
los subtipos de la EVW tipo 2, diferenciar el tipo
2N de una hemofilia A o descartar la implicacién
de otros genes relacionados."

La secuenciacion Sanger de estos exones es
una opcién econémica (aproximadamente USD
245) y sencilla para identificar las variantes. En
el presente estudio se emple6 una metodologia
basada en amplificacién por PCR seguida de
secuenciacion mediante Big Dye terminators en
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el exdn 28, para la identificacion de variantes
en una muestra de pacientes con EVW tipo 2;
esto con el fin de realizar una correlacién geno-
tipo-fenotipo y asi poder guiar el diagndstico
y brindar una asesoria genética adecuada a
cada paciente. Adicionalmente se pretende
comparar los hallazgos con estudios realizados
a nivel mundial y analizar el comportamiento de
este gen en una muestra de nuestra poblacion.

Materiales y métodos

Estudio descriptivo transversal de cohorte
Pacientes

La muestra analizada corresponde a 20 paci-
entes con diagndstico clinico y de laboratorio
confirmado de enfermedad de Von Willebrand
tipo 2, que asisten a la consulta de hematologia
de la Clinica Infantil Colsubsidio en la ciudad de
Bogota. Se trata de una muestra a conveniencia
por la disponibilidad de los pacientes con el
diagndstico de enfermedad de Von Willebrand
tipo 2.

Previo consentimiento se obtuvieron mues-
tras de sangre periférica, se recolectaron 4 ml
de sangre en tubo tapa lila con anticoagulante
EDTA (acido etilendiaminotetraacético). En las
historias clinicas fueron consultados datos de
resultados de laboratorio para las pruebas de
laboratorio vVWF Ag Ul/dL, vVWF: Rco Ul/dL, vVWF:
RCo/FYW Ag, FVIII Ul/dL y determinacidn de
multimeros.

El estudio fue aprobado por los comités de
ética de la Clinica Infantil Colsubsidio (Nimero
de aval: 306-12021) y de la Facultad de Medicina
de la Universidad Nacional de Colombia (Acta
012 B.FM.1.002-CE-0109-22). Todos los paci-
entes dieron su consentimiento informado de
acuerdo con la Declaracion de Helsinki.

Aislamiento de ADN y Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR)

Se realizd el aislamiento de ADN a partir de
200uL de sangre periférica y se utilizd el kit
QIAamp® DNA Mini and Blood Mini siguiendo
las especificaciones del fabricante. Se realizé un
PCR. El programa del termociclador: desnatural-
izacion 95 °C por 5 min, 29 ciclos 95 °C por 30
seg, 60 °C por 30 seg, 72 °C por 1 min y exten-
sién 72 °C por 5 min. Los productos de la PCR
se purificaron utilizando el PCR Purification kit
de Invitrogen siguiendo las recomendaciones
del fabricante. Para la amplificacidn por PCR, se
utilizaron los primers descritos Freitas et al.,
a los cuales se les realizaron algunas modifica-
ciones para optimizar la amplificacion por PCR.
En los pacientes a quienes no se les encontré
variantes en el exdn 28, se realizé amplificacion
y secuenciacion de los exones 18 y 20.

Analisis de Secuencia

Se utilizaron entre 5-10 ng de fragmentos de
PCR purificados para la secuenciacién con el
BigDye 3.1 terminator cycle sequencing kit. Los
productos de reaccién de secuencia se purifi-
caron mediante el kit Xterminator de Applied
Bisystems, previo a su analisis por electroforesis
capilar en un equipo ABI 3500 con capilar de
50 cms y POP7. Para realizar el analisis de las
secuencias e identificacidon de las variantes se
utilizé el programas SeqScape V2.7 (applied
Biosystems), comparando las secuencias con la
secuencia de referencia: NG_009072.2 (Homo
sapiens von Willebrand factor (VWF), RefSeg-
Gene (LRG_587) on chromosome 12) siguiendo
las recomendaciones del fabricante. Se realiz
la descripcion de las variantes genéticas encon-
tradas y frecuencia en la muestra analizada y
posteriormente se realizé la comparacion de
variantes encontradas con las bases de datos
EAHAD, VARSOME, GNOMAD, y ClinVar, y con
otros estudios. Las variantes se reportan sigui-
endo las guias de la Human Genome Variation
Society (HGVS)." Los criterios de patogenicidad
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de cada una de las variantes analizadas se llevd
a cabo con base en las recomendaciones del
ACMG.™®

Resultados

Se analizaron un total de 20 muestras de paci-
entes previamente diagnosticados con la enfer-
medad de Von Willebrand tipo 2, que asisten

Tabla 1.
Caracteristicas y sintomatologia

a consulta en la Clinica Infantil Colsubsidio. La
edad de los pacientes analizados oscila entre
los 8 a los 56 afios con una edad media de 24.15
afios. De esta muestra el 60% es de sexo mascu-
lino y 40% femenino (Tabla 1). La mayoria de
las pacientes presentan epistaxis (48%), siendo
el sangrado menstrual abundante y sangrado
gingival (16%) la segunda causa de consulta.
El 40% de los pacientes cursan con mas de un
sintoma (Tabla 1y 2).

Caracteristicas Valor

Media edad, en afios 24.15 (8-56)
Sexo

Mujeres 40% (n=8)

Hombres 60% (n=12)
Sintomas

Epistaxis 48% (n=12)

Sangrados menstruales abundantes y sangrado gingival 16% (n=4)

Equimosis 4% (n=1)

Sangrado en procedimiento ginecolégico 4% (n=1)

Sangrado procedimiento quirdrgico 4% (n=1)

Hemartrosis 4% (n=1)

Sangrado digestivo 4% (n=1)

Tipos de variantes

Por medio de Secuenciacion Sanger se analizd
el exdén 28 en las 20 muestras recolectadas iden-
tificdndose 41 variantes; 9 variantes (21.95 %)

fueron identificadas como causantes en 17 paci-
entes, todas de tipo missense (Tabla3). La gran
mayoria de las variantes identificadas en este
estudio se encuentran en los dominios A1y A2
de la proteina (Figura 1).
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Tabla 2.

Datos demograficos y resultados de laboratorio de los pacientes

1D

P1
P2
P3
P4
Ps
P6
P7
P8

P9

P10
P11
P12
P13
P14
P15
P16
P17
P18
P19

P20

Sexo

M= 12

=

= =271 m =711 T2

Edad

20
1
23
36
18
19
32
14

8

15
8
15
9
15
56
44
41
21
48

30

VWF Ag Ul/
DI

30
74
17

13.8
53
29
38
88

40

66
43
38
30
59
21
25
47

79
81

20

VWEF: Rco Ul/
dL

7.87
29
7:9
5.9
17
0.1
24
21

21

27
23
9.8
14
20
4.5
0.2
11
26
17

3

VWEF: RCo/FYW Ag  FVIII Ul/dL Multimeros1
0.262 32 PHMWM
0.392 101 Normales
0.465 30 Normales
0.428 22.7 NBI
0.321 8.5 Sin dato
0.003 49 PHMWM
0.632 8 NBI
0.239 18 Sin dato
0.525 80 Presentes en'canti-

dad reducida

0.409 67 Sin dato
0.535 91 Normales
0.258 58 Normales
0.467 53 PHMWM PIMWM
0.339 84 Normales
0.214 29 PHMWM
0.008 28 PIMWM Y LMWM
0.234 62 Normales
0.329 106 Normales
0.210 81 Normales
0.150 17.5 PHMWM Y PIMWM

Nota: PHMWM-= pérdida multimeros alto peso molecular; PIMWM= pérdida multimeros de intermedio
peso molecular; PLMWM= pérdida multimeros bajo peso molecular; NBl= normales baja intensidad.

Figura 1.

Distribucion de variantes en el exén 28 del gen VWF en la muestra anali-

zada
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Las variantes tipo missense fueron encontradas
en 15 (88.24%) de los 17 pacientes analizados,
todas distribuidas en los dominios A1y A2 dela
proteina. La variante p.Gly1609Arg (c.4825G>A)
fue encontrada en 9 pacientes (52.94%). Cinco
de esos pacientes (55.56%) tienen doble vari-
ante causal con un fenotipo diferente entre si,
dos con la variante p.Ala1437Thr (c.4309G>A),
uno con la variante p.Ser1506Leu (c.4517C>T),
uno con la variante p.Arg1597Trp (c.4789C>T)
y uno con la variante p.Val1279Phe (c.3835G>T)
(Tabla 3).

Se identificé una variante missense p.lle1425Phe

(c.4273A>T) en tres pacientes (17.64%) de los 20
analizados; esta variante se encuentra ubicada
en el domino A1 de la proteina. El paciente P19
presenta doble variante causal p.lle1628Thr
(c.4883T>C) y p.Ser1325Phe (c.3974C>T).

En dos pacientes (P08 y P20) en los cuales no
se detectd variante patogénica o probable-
mente patogénica, se procedid a secuenciar
los exones 18 y 20 del gen VWF como posibles
sitios de ubicacidn de las variantes patogénicas,
sin embargo, no se encontraron variantes
asociadas al desarrollo de la enfermedad.

Tabla 3
Variantes patogénicas encontradas
ID Variante genética  Sustitucién de aminoacido Tipo de variante Reportada previamente
Po1 C.4825G>A p.Gly1609Arg Missense Sl
P02 C.4825G>A p.Gly1609Arg Missense Sl
Po3 C.4825G>A p.Gly1609Arg Missense Sl
Po4 c.4825G>A p.Gly1609Arg Missense SI
Pos C.4309G>A p.Ala1437Thr Missense Sl
C.4825G>A p.Gly1609Arg Missense SI
Po6 c.4789C>T p.Arg1597Trp Missense SI
Poy C.4273A>T p.lle1425Phe Missense SI
Po8 N/A* N/A* N/A* N/A*
Po9 C.4273A>T p.lle1425Phe Missense SI
P10 c.4000C>T p.Arg1334Trp Missense Sl
P11 C.4273A>T p.lle1425Phe Missense SI
P12 C.4273A>T p.lle1425Phe Missense SI
P13 C.4517CT p.Ser1506Leu Missense Sl
€.4825G>A p.Gly1609Arg Missense Sl
P14 €.4309G>A p.Ala1437Thr Missense Sl
C.4825G>A p.Gly1609Arg Missense Sl
P15 c.4825G>A p.Gly1609Arg Missense Sl
e Cc.4789C>T p.Arg1597Trp Missense SI
€.4825G>A p.Gly1609Arg Missense SI
P17 €.4825G>A p.Gly1609Arg Missense Sl
c.3835G>T p.Val1279Phe Missense Sl
P18 C€.4309G>A p.Ala1437Thr Missense SI
P1g €.4883T>C p.lle1628Thr Missense SI
€.3974CT p.Ser1325Phe Missense Sl
P20 N/A* N/A* N/A* N/A*

Nota: N/A*= no aplica, no se encontraron variantes.
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De los 20 pacientes analizados, el 15 % presenta
un fenotipo severo, con historial de transfu-
siones y profilaxis de factores (Po6, P13y P15)
y uno de ellos presenta sangrados mayores a
nivel gastrico y hemartrosis (P15).

El Pos (Tabla 2) presenta manifestaciones
clinicas marcadas y asiste a la consulta por diag-
ndstico inicial de hemofilia A leve (tiene historia
familiar de hemofilia A) y en el estudio ampliado
de hemofilia A la dosificacion del vWF:Rco le
dio bajo en tres oportunidades diferentes; se

estudiaron los miembros de la familia para
EvW y ninguno tiene niveles bajos, este paci-
ente tiene un doble defecto de la coagulacidn:
hemofilia A leve y EvW (tiene estudio genético
también para hemofilia A).

Con las variantes encontradas y la correlacion
con los historiales clinicos se realizé una clas-
ificacion de los subtipos de EvW. Un total de
8 de 20 (40%) pacientes fueron reclasificados
con base en los analisis moleculares realizados
(Tabla 4).

Tabla 4
Clasificacion tipo de EVW segun estudios realizados
D Tipo de EvW 2 de acuerdo con  Tipo de EvW de acuerdo con
estudios de laboratorio estudios genéticos
Po1 2A 2A
Po2 2M 2M
Po3 2 2M
Po4 2 2M
Po5 2A 2A
Po6 2A 2A
Po7 2 2M
Po8 2A No identificado
Po9g 2A 2M
P10 2A 2M
P11 2A 2M
P12 2 2M
P13 2A 2A
P14 2 2M
P15 2A 2A
P16 2A 2A
P17 2M 2M
P18 2M 2M
P19 2M 2M
P20 2A No identificado
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Discusion

Se analizé el exdn 28 del gen VWF mediante
secuenciacion Sanger en 20 pacientes que
asistian a consulta en la Clinica Infantil Colsub-
sidio. En este estudio se encontrd variante
patogénica causal en el 88.2% de los pacientes
analizados; todas las variantes encontradas
son de tipo missense, adicionalmente, en el
momento de la asesoria genética comple-
mentaron los hallazgos con historia familiar y
sintomatologia.

En la muestra analizada se observa una variedad
de manifestaciones clinicas que se presentan en
distinto grado de severidad; los sintomas con
mayor frecuencia fueron la epistaxis y sangrado
menstrual (48% y 16%, respectivamente). En un
estudio realizado 2017 que caracterizé medi-
ante pruebas de laboratorio a 32 pacientes
pediatricos con EvW de la ciudad de Bogot3,
se reportaron como sintomas con mayor
frecuencia la epistaxis y gingivorragia (64 % y 32
%), de igual forma en este estudio el porcentaje
de pacientes con EvW tipo 2 fue superior a los
otros tipos de EvW. Esta variabilidad clinica se
debe a que la presentacion de la EvW depende
del grado de afectacion que presentela proteina
a nivel cuantitativo o cualitativo, del sexo de
cada paciente y de las condiciones fisioldgicas
propias que difieren entre individuos.

Para la EVW tipo 2, la desmopresina tiene la
capacidad de aumentar la liberacidon de niveles
de vVWF y FVIII en el torrente sanguineo. Debido
a la variabilidad en la capacidad de respuesta
se recomienda evaluar individualmente antes
de usarlo como un agente terapéutico. No
obstante, en la bibliografia se han encontrado
discrepancias en su uso para la EvW tipo 2
ya que las deficiencias son cualitativas. Sin
embargo, se ha reportado eficacia de su uso en
procedimientos menores. Para el subtipo 2B no
es recomendado ya que favorece a la tromboc-
itopenia.

Parala EvW tipo 2 en diferentes cohortes se han
reportado variantes de este tipo, ubicadas prin-
cipalmente a lo largo de los dominios funcio-
nales de la proteina (Milan 88%, Brasil 84.2%,
China 53.84 %, Argentina 37.5%, Espafia 50.21
%, Republica Checa 50%)."%'93 La localizacién
de las variantes en el gen VWF determina la
funciéon anémala del vVWF vy, por consiguiente,
es una guia para identificar el subtipo de la EvW
de tipo 2.7

Variante p.Gly1609Arg

La variante p.Gly1609Arg fue encontrada en
9 pacientes (52.94%) (Tabla 3) y ha sido repor-
tada en diferentes cohortes a nivel mundial, con
multiples individuos afectados con enfermedad
de Von Willebrand tipo 2A."* En estudios de
cohortes con mayor cantidad de pacientes en
Espafa, Francia, y en el Proyecto Zimmerman
en Estados Unidos, las variantes con mayor
frecuencia han sido 1le1628Thr, p.Ser1506Leu,
y p.Arg1597GIn.”" La variante p.Gly1609Arg esta
ubicada en el domino A2 donde se encuentra el
sitio de unién paralaproteina ADAMTS13 (Figura
1). Los estudios funcionales de esta variante
demuestran un efecto perjudicial que resulta en
un aumento de la protedlisis de la proteinay en
la mayoria de los casos pérdida de multimeros
de alto e intermedio peso molecular.?

En la muestra analizada el 40% de los casos
con esta variante presentan pérdida de los
multimeros de alto peso molecular, 40% un
patrén normal, 10% con un patrén normal pero
de baja intensidad y en el 10% que no se tiene
acceso al dato en su historia clinica, el patron
variable en los multimeros es causa del nivel de
afectacidon que el vWF e influye la coexistencia
con otras variantes.” De los nueve pacientes
con la variante p.Gly1609Arg cinco de ellos
tenian otra variante adicional (Tabla 3).

Paciente Po5: el caso Po5 cursa con doble
defecto de la coagulaciéon, hemofilia A confir-
mado en un estudio anterior donde se encontrd
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variante en hemicigosis en el gen F8 c.5666A>G
p. GIn1889Arg, clasificada como variante de
significado incierto (VUS) inicialmente, pero con
niveles bajos de FVIII con severidad leve.?® Esta
variante ha sido posteriormente reclasificada
a variante probablemente patogénica (ClinVar
VCV001174594.1). En el presente estudio se
encontraron en el exén 28 del gen VWF dos
variantes adicionales c.4825G>A. p.Gly1609Arg
y €.4309G>A. p.Ala1437Thr, las cuales han sido
reportadas en pacientes con EvW 2M.?93° Este
paciente tiene historia familiar: abuelo materno,
madre, hermano, primos y tia materna con
diagndstico confirmado de hemofilia A leve,
y fenotipicamente presenta disminucién del
factor VIl mas marcada que sus otros familiares,
tiene vVWF:RCo disminuido (ningin miembro de
la familia estudiado lo tiene) y el ratio vVWF:RCo/
FVW Ag es concordante con la EVW tipo 2A. No
ha presentado manifestaciones clinicas severas.
Las coagulopatias hereditarias que coexisten
con la EvW son poco frecuentes siendo la hemo-
filia A la mds comun en estos casos. No se tiene
una frecuencia definida para esta combinacidon
ya que los casos reportados en la literatura
son pocos y no han sido evaluados en grandes
poblaciones.®333

Paciente P14: el caso P14 presenta dos vari-
antes; p.Gly1609Arg y p.Ala1437Thr, una clasifi-
cada como 2Ay la otra como 2M. En diferentes
estudios se ha reportado que una misma vari-
ante puede causar tanto el fenotipo del subtipo
2A como el fenotipo del subtipo 2M y es prob-
able que en algunos casos se puedan presentar
mayores dificultades al realizar la clasificacion.34
Este paciente presenta unas manifestaciones
clinicas leves con un patréon de multimeros
normales y de acuerdo su fenotipo y variantes
presentadas es clasificado como un tipo 2M.3

Paciente P13: el caso P13 tiene la variante
p.Seri506Leu junto la variante p.Gly1609Arg,
el cambio en la posicidn 1506 ha sido repor-
tado previamente en estudios de la EVW
tipo 2A.26273¢3% Sy efecto es la sustitucién en

una posicion conservada en mamiferos que
afecta la estructura secundaria de la proteina
debido a los cambios en polaridad, carga y
tamafo de cada aminoacido y sus estudios
funcionales muestran efecto en la produc-
cién de multimeros de alto e intermedio peso
molecular y relacionada con actividad del vWF
bastante alterada.?®*” El paciente P13 presenta
un cuadro clinico marcado y es uno de los paci-
entes que ha necesitado transfusiones a causa
de sangrado excesivo y se encuentra bajo trata-
miento profilactico con factor FVIII rico en vVWF.
Diferentes casos se han reportado con la pres-
encia de dos variantes en los que el cuadro del
paciente varia de acuerdo con el nivel de disfun-
cionalidad del vWF, en este caso en particular
las dos variantes se encuentran en el dominio
funcional A2 (Figura 6). El patrén de multimeros
del paciente muestra pérdida de los multimeros
de alto e intermedio peso molecular; las dos
variantes relacionadas juegan un papel impor-
tante en cuatro mecanismos que desregu-
lados llevan a la aparicién de la enfermedad:
1) retencion intracelular y degradacién de la
proteina, 2) defectos en la multimerizacidn, 3)
desregulacién almacenamiento y 4) aumento
protedlisis mediada por el ADAMTS13.”7

Paciente P16: la variante p.Argi597Trp se
encontrd junto la variante p.Gly1609Arg en el
paciente P16, paciente con un fenotipo severo,
pérdida de multimeros de alto e intermedio
peso molecular, con historial de transfusiones
y con madre y hermano diagnosticados clinica-
mente con EvW tipo 3. La variante p.Arg1597Trp
ha sido reportada en pacientes 2A, estudios
in vitro han demostrado que esta aumenta la
susceptibilidad al clivaje de la proteina mediada
por el ADAMTS13, afectando los procesos
de multimerizacion. Esta reportada en varias
bases de datos como patogénica y no ha sido
reportada en las bases de datos de la poblacién
general, indicando que no es una variante
comun.3*# Adicionalmente la arginina en el
cododn 1597 es altamente conservada en el loop
de unidn al calcio del dominio A2 del vWF y otras
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variantes en esa posicion han sido reportadas
como patogénicas en pacientes con EvW tipo
2A2%% La variante p.Arg1597Trp se encontrd
también en la paciente P06, quien presenta un
cuadro clinico moderado caracterizado por la
presencia de sangrados nasales y menstruales
abundantes, con historia familiar de padre,
abuelo, hermano menor, tia y primos paternos
con diagndstico clinico de EvW; adicionalmente
tiene tratamiento profilactico con factores FVIII
rico en VWF.

Paciente 17: el caso P17 tiene la p.Val1279lle
junto la variante p.Gly1609Arg, esta ha sido
reportada en varios individuos afectados con la
EvW, tipos I, 2M, o 3.4 La valina en el coddn
1279 es moderadamente conservada, y los
andlisis computacionales en distintos estudios
con programas como SIFT y PolyPhen-2 pred-
icen que esta variante es tolerada; sin embargo,
debido a la falta de datos clinicos y funcio-
nales su importancia clinica es incierta en este
momento.** El paciente presenta un fenotipo
leve quien asiste a consulta derivando a hijo
diagnosticado clinicamente con EvW.

Variante p.lle1425Phe

Los pacientes P09, P11 y P12 tienen la variante
p.lle1425Phe, la cual ha sido reportada en la
literatura en multiples individuos con enfer-
medad de von Willebrand tipo 2M. Esta ubicada
en el dominio A1 sitio de unién para el GPlba
de las plaquetas; en los estudios funcionales
reportados hasta el momento esta sustitucion
no genera mayor afectacién en los procesos
de multimerizacidn y protedlisis de la proteina,
sin embargo, existe una disminucion en la afin-
idad entre el vVWF y las plaquetas.’®#44 En estas
muestras los pacientes Po9 y P11 son hermanos,
los dos con sangrado leve, inicialmente habian
sido clasificados como tipo 2A, pero debido a la
variante encontrada y el patréon de multimeros
presentes en cantidad reducida y normales,
respectivamente, se pueden reclasificar
como tipo 2M. El paciente P12 con la variante

p.lle1425Phe tiene un cuadro clinico leve con
sangrados nasales de dificil control, un patrén
de multimeros normal y sin antecedentes famili-
aresrelacionados. El estudiomasreciente donde
esta variante fue reportada es en una cohorte
de pacientes espafioles en un uUnico paciente
de 15 aflos con un cuadro clinico similar al P12,
en ese estudio se realizaron andlisis de predic-
cién con cinco programas diferentes (PolyPhen,
Sift, TASTERprediction Mut Assesor y Provean
Prediction), los cinco con predicciones de ser
variante deletérea para el funcionamiento de la
proteina.

Variante p.Arg1334Trp

El caso P10 tiene la variante p.Arg1334Trp repor-
tada por primera vez en el afio 2022 en una
cohorte de 166 pacientes de la Republica Checa.
Los pacientes a quienes se les detectd esta vari-
ante tenian un fenotipo leve que en un principio
se determindé como EvVW tipo 1, sin embargo,
debido al patrédn de multimeros presentado y a
la ubicacién de la variante en el sitio de union
al Gplba se determind como una variante para
tipo 2M vy, de igual forma, en los programas
de prediccion ha sido catalogada como
patogénica.®® El paciente P10 tiene un cuadro
clinico leve epistaxis a repeticion y patrén de
multimeros no evaluado.

Variante p.lle1628Thr y p.Ser1325Phe

El caso P19 tiene dos variantes p.lle1628Thr y
p.Ser1325Phe, la primera variante esta ubicada
en el dominio A2 y se ha descrito en al menos
cuatro estudios en los que se encuentra en al
menos 28 individuos con diferentes subtipos
de EvW. No se encuentra en el Proyecto 1000
Genomas o ExaA(, y los estudios funcionales
demostraron que esta variante desestabiliza el
estado de plegado de la proteina y disminuye
su fuerza de traccién.’®4 Por otra parte la vari-
ante p.Ser1325Phe estd ubicada en el dominio
A1y ha sido reportada para pacientes tipo 2M;
sus estudios funcionales han demostrado que
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p.Ser1325 se encuentra en el sitio de unién del
vWFA1y el Gplb plaquetario, una sustitucion en
esta posicion impide la formacién del complejo
con GPIb y la consecuente pérdida de unién
del vWF al GPIBa.3>%° El paciente P19 tiene un
cuadro clinico de sangrados leves con un patrén
de multimeros normales concordante con el
subtipo 2M y presenta una historia familiar de
hijos, papa y tia materna con sangrados nasales
sin diagndsticos.

Clasificacion en subtipos EVW tipo 2

El 45% de los pacientes fueron clasificados con
EvW Tipo 2M, 40% EVW tipo 2A, un 5% no tiene
una clasificacidon clara 2A/2M debido a falta de
pruebas de laboratorio como los multimeros
que nos permitirian hacer una correlacion
concisa (ver Tablas 3y 6). La EvW tipo 2A es el
subtipo con mayor frecuencia a nivel mundial
del tipo 2; sin embargo, varios estudios han
demostrado que una variante puede estar rela-
cionada con el subtipo 2A y con el subtipo 2M
y que muchas veces derivado de la variabilidad
clinica hay un subdiagndstico de EVW tipo 2 M,
que es superado si se tiene claridad en la correl-
acién fenotipo-genotipo y los sitios de unidén
afectados. En este estudio la correlaciéon de
estas variantes conlosresultados de las pruebas
de laboratorio como el patrén de multimeros,
nos permite hacer una correcta clasificacion.'3s

Anilisis de pacientes sin variante en el Exén 28

No se encontraron variantes en dos paci-
entes (Po8 y P20) con este acercamiento de
andlisis por puntos hotspot como el exdn 28.
Es frecuente que en un bajo porcentaje no se
detecten variantes relacionadas con el desar-
rollo de la enfermedad y segun las recomenda-
ciones del diagndstico molecular el siguiente
paso es analizar los otros exones funcionales.>'
Se realizd secuenciacidon de dos exones adicio-
nales, el 18 y el 20 sin éxito en encontrar la vari-
ante causal, estos casos siguen en estudio con
su clasificacién inicial, con base en los estudios

de laboratorio. En comparacién con la EVW tipo
1y 3, la EVW 2 tipo en su diagndstico molecular
no necesita del estudio completo del gen VWF;
es importante dar inicio con el andlisis de los
exones que codifican los dominios funcionales
de la proteina siendo el hotspot principal el
exon 28.1%5"

La EvW subtipo 2N no se encontré en esta
muestra, aunque no se descarta en los dos
pacientes en los que no se encontrd variante
principalmente en el P20, ya que muestra una
disminucion del FVIII (Tabla 3). El hotspot para
las variantes de este subtipo se encuentra en
los exones 17 a 24, de los cuales solo dos fueron
analizados en este estudio.*>

Conclusiones

Se realizd por primera vez un estudio molecular
en Colombia en un grupo de pacientes con EvW
tipo 2 de una cohorte de seguimiento, identi-
ficando en el 90 % de los pacientes la variante
patogénica de la enfermedad, mediante la
metodologia implementada de amplificacién y
secuenciacion directa del exdn 28 del gen VWF
y se logrd clasificar y confirmar los subtipos de
EvVW tipo 2 de cada uno de los pacientes estudi-
ados.

El exdén 28 es un hotspot para las variantes de
la EVW tipo 2; no obstante, se debe proceder
al analisis de otros exones que codifiquen
dominios funcionales cuando no se encuen-
tren variantes en este exdn. La variabilidad en
los resultados de laboratorio y manifestaciones
clinicas en los distintos subtipos dificulta la clas-
ificacion y el analisis genético puede ser una
ayuda adicional cuando se tienen dudas en el
subtipo.

Existen variantes que han sido reportadas para
subtipos 2A y 2M, por lo cual basarse en los
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resultados de las pruebas de laboratorio es de
gran ayuda para discernir entre los dos subtipos.

En los dos pacientes en quienes no se encon-
traron variantes en los exones 28, 18 y 20, se
debe ampliar el estudio a los demds exones
funcionales o en su defecto descartar otra
entidad por el andlisis de otros genes como el
ADAMTS13 y el GP1BA.

Este analisis molecular permitié determinar la
causa de EvW en la muestra analizada, brindar
el asesoramiento genético adecuado a cada
familia con la entrega de resultados, compilar la
historia familiar y revisar el abordaje diagndstico
desde la secuenciacion de exones especificos.
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