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Resumo: A doenca de von Willebrand envolve diferentes graus de distarbio coagulatério, com
prejuizo a hemostasia e com possibilidade aumentada do desencadeamento de eventos
hemorragicos importantes. Para oferecer tratamento adequado, se faz necessario um diagndstico
preciso, 0 qual envolve a apresentacdo clinica e a confirmacdo laboratorial. Desde as pioneiras
técnicas laboratoriais de dosagem do fator de von Willebrand via ensaios imunoenzimaticos, houve
significativos avancos tanto na sensibilidade quanto nos fundamentos da investigacao laboratorial.
Este manuscrito foi elaborado como revisédo bibliografica dos principais avancos diagnosticos nas
ultimas décadas. Ha destaque nos ensaios qualitativos, em particular a evolucéo na caracterizagdo
da interacdo do fator de von Willebrand com plaquetas. Esses marcos laboratoriais permitiram
significativo aumento na sensibilidade e especificidade diagnostica, permitindo a identificacéo dos
subtipos da doenca e, progressivamente, levam a patamares cada vez mais eficientes de tratamento

e melhora na qualidade de vida dos pacientes acometidos.

1. Introducéo

A doenca de von Willebrand (DVW) € o disturbio de coagulagdo autossémico mais prevalente,
chegando a afetar uma taxa estimada de 1 para cada 10.000 individuos, causando significante perda
de qualidade de vida. * A DVW autossdmica atinge igualmente ambos os sexos, enquanto a DVW

adquirida é mais predominante em pacientes submetidos a certos procedimentos agressivos ao
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tecido sanguineo, tais como oxigenacdo por membrana extracorpOrea e valvulas cardiacas
metalicas. 2 Foi inicialmente descrita em 1926 pelo médico finlandés Erik von Willebrand, quando
identificou uma familia de alto grau de consanguinidade com grave distirbio coagulatorio. 3 A
fisiopatologia da DVW se d& centralmente a alteracdes no complexo quaternério formado por
subunidades de glicoproteinas, o chamado fator de von Willebrand (FVW). O FVW é um
complexo proteico plaquetario e plasmatico produzido no tecido endotelial, megacaridcitos e
plaquetas. Possui varias funcdes importantes no processo de hemostasia, sendo as principais a
protecdo a degradacdo do fator VIII da via intrinseca de coagulacdo, o provimento de sitio de
ligacdo do fator VIII ao tecido lesionado e substrato para uma rede de agregacgéo de plaquetas e
formacdo do plugue plaquetério. Esse sistema culmina com contribui¢do na formacéo de fibrina,

promovendo a hemostasia e permitindo o processo de reparo tecidual.

Os sinais e sintomas mais frequentes da DVW envolvem sangramento mucocutaneo
aumentado ou excessivo que podem se manifestar como sangramento nasal e oral, susceptibilidade
a equimoses, aumento do tempo de coagulacdo em ferimentos, aumento do fluxo menstrual e até
hematomas musculares. 4 Para a avaliagdo clinica padronizada e maior acuracia diagnostica,
diferentes algoritmos foram propostos. No entanto, apesar de a hipotese diagndstica inicial se
basear essencialmente no historico da doenca, historico familiar e apresentacao clinica, todos os
algoritmos se fundamentam no fato de que a confirmacdo se dara com a avaliacdo laboratorial
especializada. A investigacdo clinica se da com questionarios padronizados que exploram
objetivamente os sintomas hemorragicos (menorragia, sangramento cutaneo, sangramento
gengival etc.) e proveem um escore numérico que servird para o diagnostico e classificacdo da

doenca. Dentre os questionarios mais utilizados e estudados, destaca-se o formulado pela ISTH?,

1 Disponivel em https://www.isth.org/page/reference_tools
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que orienta que sejam testados laboratorialmente as criancas, homens e mulheres com escore maior
ou igual a 3, 4 e 6, respectivamente. No entanto, tais questionarios podem gerar um resultado
negativo em uma parcela de pacientes que ainda ndo passaram por eventos hemostaticos
importantes, ainda mais em se tratando da variacdo dos parametros de normalidade entre

individuos em relacdo a sangramento de origem menstrual aumentado. °

De acordo com os criterios desenvolvidos pelas instituicbes americanas Sociedade
Internacional de Trombose e Hemostasia (ISTH), o Instituto Nacional de Saude (NIH) e o Instituto
Nacional do Coracdo, Pulmao e Sangue (NHLBI), a classificacdo da DVW se da em trés grandes

categorias:
- Tipo 1: deficiéncia quantitativa parcial do FVW (mais comum, 85% dos casos);
- Tipo 2: deficiéncia qualitativa do FVW;
- Tipo 3: deficiéncia quantitativa completa de FVW

Por sua vez, o tipo 2, é subcategorizado para melhor especificar qual é o tipo de deficiéncia
que envolve o FVW. O tipo 2A refere-se a defeitos na etapa de multimerizagdo; o tipo 2B apresenta
um aumento no fator de ligacéo as plaquetas; no tipo 2M ha defeitos na ligacao as plaguetas ou ao

colageno; finalmente, o tipo 2N descreve defeitos na interagdo do FVW com o fator VIII. &7

Nesta etapa, o profissional hematologista pode contar com vérios tipos de ensaios para a
identificacdo da DVW, sendo os principais fundamentados em, além da mensuragdo do FVW via
ensaio imunoenzimatico (Enzyme Linked Immunonosorbent Assay - ELISA), a dosagem do fator
VIl e do grau de atividade de ligagio FVW-plaqueta. ® & Frente a dificuldade diagndstica dos
subtipos da doenca, testes adicionais podem ser considerados, sao eles: multimeros do FVW, fator

pro-peptideo VW, e atividade de ligagdo do FVW com colageno.
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Nos ultimos anos a literatura trouxe novidades diagnosticas interessantes nos ensaios de
atividade de ligacdo plaquetaria com o FVW, e por isso, serdo 0s objetos de estudo deste

manuscrito.

2. Objetivo

O objetivo deste manuscrito é de prover revisao bibliografica focando nos avangos mais
recentes do diagndstico laboratorial da doenga de von Willebrand (DVW), dando énfase nos novos
testes de atividade de ligacdo plaquetaria com o FVW. Este trabalho é orientado a 6Gtica do
biomédico hematologista e ao seu papel fundamental no processo de confirmacdo laboratorial

perante a hipétese clinica e histérico familiar da doenca.

3. Materiais e Métodos

Por se tratar de uma revisdo bibliografica, a metodologia deste artigo se baseou na busca
bibliogréafica indexada no banco de dados Pubmed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/), com o uso
do termo MeSH (Medical Subject Headings) “von willebrand”, adicionado dos modificadores
“antigen”, “update”, “diagnosis”, “epidemiology”. Os resultados foram filtrados de acordo com
data e citacdes, sendo os artigos mais recentes priorizados, bem como aqueles com maior nUmero

de citagOes e pertencentes a revistas de maior fator de impacto.
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4. Discussao

4.1. Estrutura do FVW e o estresse de cisalhamento

Para melhor entender o papel do FVW na hemostasia, € fundamental conhecer sua estrutura e
suas relagbes com os demais componentes sanguineos. O FVW é um polimero com repeticao
variavel de monémeros (multimero), podendo variar de tamanho entre 500 a 20.000 kDa, sendo
0s maiores, os mais efetivos do ponto de vista da hemostasia. ® Cada monémero é constituido de
varios dominios, os quais iremos destacar para 0 escopo deste manuscrito apenas os dominios
chamados de Al, A2 e A3, responsaveis pela ligacdo a plaguetas e a componentes da matriz
subendotelial, como os diferentes tipos de colageno. *° Sob condigdes fisioldgicas, a estrutura
nativa do FVW assume um aspecto colapsado globular (Fig. 1a) e apresenta grande afinidade de
ligacdo com o fator VIII. No entanto, essa configuragdo tende a interiorizar os dominios A1-A3,
causando baixa exposicao a superficie do multimero e, portanto, baixa afinidade de ligacdo com

plaquetas e colageno.

A lesdo tecidual, por sua vez, ativa o0 mecanismo inflamatdrio, que envolve, entro outros
mecanismos, a vasoconstriccdo na periferia imediata da injuria. Com a diminui¢do do calibre
capilar, hd o aumento das forcas hidrodinamicas e turbilhonamento sanguineo, 0 que causa 0
estiramento da forma globular do FVW, o qual vai assumindo uma conformacédo cada vez mais
alongada, podendo chegar & ordem de varios micrometros (Fig. 1b). 1> 12 Esse processo exterioriza
e modula os dominios de ligagdo ao colageno e ao receptor plaquetario GPIba, permitido a
interacdo entre o FVW e esses componentes. Conforme multimeros do FVW vao sendo alongados
e assumindo sua conformacéo ativa, mais e mais plaquetas vao aderindo ao local, permitindo a

formacdo de uma rede interconectada e, consequentemente o plugue plagquetario (trombo branco)
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(Fig. 1c). Uma vez formado, o trombo branco diminui o fluxo sanguineo local, bloqueando a

hemorragia e ativando o processo de regeneracéo tecidual.

Toda essa dinamica de ativacdo do FVW de acordo com condigdes especificas de lesdo
vascular é extremamente interessante. E um mecanismo que, a0 mesmo tempo em que € ativado
apenas na necessidade de cessacdo de hemorragia, também permanece inativo sob condicoes
normais de circulacdo sanguinea, prevenindo a formacdo de oclusbes trombdticas em tecidos e
6rgdos, evitando complicacBes graves como isquemia renal, infarto do miocardio e acidente

vascular encefélico.
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Figura 1. Esquema simplificado da estrutura proteica do FVW. a) Fragmento da cadeia polimérica
do FVW como repeticédo variavel das mesmas unidades monomeéricas. Sob condigdes fisiologicas
de fluxo sanguineo, a cadeia assume esta forma globular. b) Apds lesdo tecidual e vasoconstriccao,

7
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agora sob condicdes de estresse hidrodindmico das forgas de cisalhamento aumentadas, todo o
complexo é estirado, causando a exposic¢do e ativacdo dos dominios funcionais. ¢) Com a ativacédo
dos dominios, plaquetas que chegam ao local da lesdo véo se ligando a varias unidades do FVW,
dando origem a uma rede de agregacdo plaquetéria e, posteriormente, o plugue plaquetério.

Adaptado de Zhou et al. (2012) e Lof et al. (2017). 1°

4.2. DVW e o laboratorio

Exames laboratoriais de rotina podem identificar disturbios coagulatorios de forma mais
grosseira, sendo que no caso da DVW, a contagem de plaquetas tende a ser normal, tempo de
protrombina inalterado, e tempo de tromboplastina parcial ativada prolongado (maior turnover do
fator V1I1). Exames especificos para a detec¢do da DVW se da por dois tipos principais de analise:

guantitativa e qualitativa, descritos a seguir.

4.3. FVW:Ag

Por décadas, a quantificacdo do FVW plasméatico em um paciente tem sido feita por dosagem
do peptideo FVW (FVW:Ag) via ELISA, e mais recentemente com automacgdo com aglutinacao
em latex. Apesar de a metodologia ELISA ser bastante robusta, se trata de um método
relativamente lento e passivel de interferéncia e falsos positivos na presenca de fator reumatoide.

14 Portanto, é estabelecido que a avaliagdo quantitativa também deve ser complementada por
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investigacdo qualitativa dos diferentes graus de atividade funcional, pela ligacdo plaquetaria,

ligacdo com o colageno e dosagem de fator V111 para melhorar a sensibilidade do diagnostico. 8

4.4. FVW:RCo

Classicamente, o teste padrdo para avaliacdo de atividade de ligacdo plaquetaria com o FVW
tem sido baseado na aglutinacdo na atividade de cofator ristocetina (ristocetin cofactor activity
assay - FVW:RCo). 1 Este teste consiste na utilizagio da ristocetina como indutor de mudancga
conformacional da cadeia polipeptidica do FVW, permitindo a exposi¢do do dominio Al, o qual
ligar-se-a as plaquetas via receptor GPIba, causando aglutinacdo. ** No entanto, vem se
descobrindo que o FVW:RCo apresenta limitacdes importantes que podem restringir sua aplicacao
e valor como teste diagnostico isolado. Ele apresenta alto coeficiente de variacdo intra e
interlaboratoriais, além de baixa sensibilidade, dificultando sua aplicagdo em casos onde 0s niveis
de FVW sdo menores que 20 Ul/dL. *” Outra limitagdo se da pelo polimorfismo do dominio A1,

com o envolvimento de mutagfes que interferem na ligagédo da ristocetina, podendo gerar falso-

positivos. 18
FVW: RCo
Receptor GPIba
Plaqueta Ristocetina



Outida, J. E. (2022)

Figura 2. O ensaio FVW:RCo faz uso da ristocetina como indutor de mudanca conformacional da
cadeia polipeptidica do FVW, permitindo a exposicdo do dominio Al, o qual ligar-se-a as
plaquetas via receptor GPIba, causando aglutina¢io. Adaptado de Fogarty et al. (2020) e Sharma

& Haberichter (2019). 4

Com o objetivo de minimizar tais problemas, foram sendo desenvolvidas novas técnicas que
puderam eliminar o uso de plaquetas inteiras e entdo reduzir interacdes espurias e gerar resultados
imprecisos. Mais recentemente, vem se utilizando fragmentos recombinantes do receptor GPIba
da plaqueta, os quais sdo ancorados em microparticulas inertes, caracterizando o ensaio chamado
FVW:GPIbR. 1" 1° O resultado da eliminagdo da plaqueta inteira nessa técnica ocasiona menor
variabilidade e maior sensibilidade, ficando livre inclusive das interferéncias das mutagbes do
FVW que podem comprometer o teste FVW:RCo. O FVW:GPIbR é comercialmente disponivel

via Europa e Canada. Y’

FVW: GPIbR

L+ € -

Superficies com receptores Ristocetina
rGPIb selvagens

10
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Figura 3. O ensaio FVW:GPIbR elimina a necessidade do uso de plaquetas, permitindo menor
interferéncia de polimorfismos e maior sensibilidade. Adaptado de Fogarty et al. (2020) * e

Sharma & Haberichter (2019). 4

Mais recentemente, o ensaio FVW:GPIbM vem trazendo importantes novidades. Aqui se faz
uso de receptores GPIba recombinantes e com ganho de fungdo ancorados em particulas de latex
ou em uma placa de ELISA, o que possibilita a ligagdo do FVW na auséncia da ristocetina. 2% 2
Tal eliminacdo da necessidade do uso de ristocetina no FVW:GPIbM representa um avango
expressivo, pois minimiza ainda mais a interferéncia de polimorfismos. A literatura relata que a
técnica FVW:GPIbM apresenta superioridade em relacdo ao coeficiente de variacao
interlaboratorial, maior sensibilidade e em menores limites de concentragéo, e excelente correlacéo
com os dados acumulados ao longo dos anos de uso do tradicional FVW:RCo. ! 22 Essa nova
modalidade esta disponivel em plataforma automatizada no Canada e Europa, enquanto uma

versdo baseada em teste imunoenzimatico é encontrada nos EUA.

Recentemente Boender et al. 22 promoveram um estudo comparando estas trés técnicas com
uma coorte bem definida de pacientes com a doenca de VW, chegando a concluséo que, de fato o
tradicional FVW:RCo havia sido superado em termos de precisdo, sensibilidade e acurécia

diagnostica pelo FVW:GPIbR e FVW:GPIbM.

11
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FVW: GPIbM

Superficies com receptores
rGPIb com ganho de funcao

Figura 4. O ensaio FVW:GPIbM elimina a necessidade do uso da ristocetina, e por isso minimiza
ainda mais a interferéncia de polimorfismos, apresenta superior coeficiente de variacao
interlaboratorial e maior sensibilidade. Adaptado de Fogarty et al. (2020) * e Sharma &

Haberichter (2019). 4

Somando as opg¢des que o biomédico dispbe para avaliacdo qualitativa da DVW, existe a
possibilidade da caracterizacdo da interacdo do FVW com colageno, o chamado FVW:CB
(collagen-binding). Parte importante da fisiologia do processo de hemostasia se da pela capacidade
do FVW ligar-se ao colageno subendotelial exposto no local da lesdo e mediar o recrutamento
plaquetario. Saelman et al. descrevem que o dominio A3 do FVW tem a capacidade de se ligar ao
colageno I e 111, enquanto o dominio Al se liga ao colageno 1V e VI. ?* Por isso, 0s testes de
ligacdo do FVW com o colageno tipicamente envolvem o uso dos tipos | e/ou Il e sdo bastante
sensiveis mesmo a baixos niveis dos multimeros de FVW. 2° Ademais, 0s testes tipo FVW:CB sio

capazes de identificar até mesmo certas mutacées envolvendo o dominio A3 do FVW em pacientes

12
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que geralmente demonstram fenétipo da DVW, porém néo séo identificaveis via métodos mais

tradicionais, como o FVW:RCo. 4

E importante ressaltar o fato que, apesar de dispormos de varias modalidades de testagem
para o diagnostico laboratorial da DVW, nossos resultados ainda sdo sujeitos a fatores limitantes
e de interferéncia. Como os principais fatores de interferéncia identificados nos testes quantitativos
e qualitativos, temos a variacdo fisiologica do FVW (de 50 a 200 IU/dL), o uso de

anticoncepcionais, gravidez, respostas de fase aguda, e ciclo circadiano. %2’

Tendo descritos as principais modalidades de testes laboratoriais para a DVW, podemos
sintetizar um algoritmo diagndstico de acordo com os guidelines da United Kingdom Haemophilia

Centre Doctors' Organisation (UKHCDO), como descrito por Laffan et al. 8 na Figura 4.

13
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SINTOMAS HEMORRAGICOS IDENTIFICADOS CLINICAMENTE

TESTES PRIMARIOS
FVW:Ag/FVW:RCo /FVW:CB/ FVIIIL:C

r

1

FVW-Ag < 30 UI/dL
e
RCo/Ag > 0,6
e
CB/Ag> 0,6

FVW:Ag | ou normal
e

FVIILC |
e

FVW:Ag < 3 UdL

l

DVW
Tipo 1

RCo/Ag<0,6 demais testes normais
DVW DVW
Tipo 2 Tipo 2N
ou leve deficiencia
de FVIIT

DVW
Tipo 3

e Figura 5. Algoritmo diagndstico de acordo com os guidelines da United Kingdom

Haemophilia Centre Doctors' Organisation (UKHCDO), adaptado de Laffan et al. 28

5. Conclusdo

As Ultimas décadas trouxeram avancos importantes nas metodologias laboratoriais que

confirmam e precisam o diagnostico da DVW. Presenciamos a incorporacdo de técnicas

qualitativas as pioneiras técnicas quantitativas. Dentre os ensaios qualitativos, destacamos a

14
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interacdo do FVW com o colageno da matriz extracelular e com receptores plaquetérios. Essa
Gltima categoria, por sua vez, evoluiu substancialmente com a eliminagdo da necessidade do uso
de plaquetas inteiras e do reagente ristocetina. Faz-se necessario ressaltar que, como toda
tecnologia no estado da arte, ainda existem significativos obstaculos quanto a disponibilidade
comercial e a viabilidade financeira, em especial em paises em desenvolvimento. No entanto, a
literatura vem mostrando evolucdo diligente, e o acompanhamento dela pode apresentar

oportunidades de diferenciacdo na prestacao de servicos diagndsticos ao biomédico.
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