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RESUMEN

El Sindrome de Bernard-Soulier es un trastorno hemorrégico hereditario poco comun
causado por la deficiencia del complejo GPIb-IX-V, principal receptor del factor de von
Willebrand y esencial para la adhesion plaquetaria. Se caracteriza principalmente por
presencia de macroplaquetas y trombocitopenia. El objetivo del proyecto fue investigar las
caracteristicas clinicas y analisis de laboratorio para el diagnéstico de esta patologia
mediante una busqueda bibliogréfica. Este informe se llevo a cabo mediante un enfoque
cualitativo, nivel descriptivo de disefio documental no experimental, corte transversal y de
tipo retrospectivo. La informacion se recolecté en varias bases de datos como PubMed,
SciELO, Elsevier, Blood Research, entre otros, con una poblacion conformada por 52
bibliografias en la cual segun con los criterios de inclusion y exclusion se selecciono una
muestra de 30 articulos. Se evidencié que en esta enfermedad la edad no es un factor
importante y que los sintomas mas importantes son epistaxis (25%), sangrado gingival
(22,5%), menorragia (17,5%), seguido de otras como hematomas, sangrado gastrointestinal.
Por otra parte, entre los exdmenes mas utilizados fueron el hemograma (16,9%), extendido
de sangre periférica (16,9%), pruebas de agregacion plaquetaria (18%) y citometria de flujo
(14,4%). Tambien se destacaron los cambios presentes en este sindrome como
macrotrombocitopenia, déficit en el complejo de la glucoproteina Ib y disfuncién de la
agregacion con ristocetina. En conclusion, la identificacion precisa de las manifestaciones
clinicas en conjunto con los exdmenes adecuados contribuye a una deteccion oportuna de

esta patologia.

Palabras claves: Sindrome, Bernard-Soulier, Trombocitopenia, Plaquetas gigantes, GPIb-
IX-V, Pruebas de Laboratorio.



ABSTRACT .

Bernard-Soulier syndrome is a rare inherited bleeding disorder caused by a deficiency of
the GPIb-IX-V complex, the primary récéptor for von Willebrand factor, which is
essential for platelet adhesion. The condition is primarily characterized by the presence
of macroplatelets and thrombocytopenia. The objective of this project was to investigate
the clinical features and laboratory tests used to diagnose this condition through a
literature review. The study employed a qualitative approach with a descriptive, non-
experimental, cross-sectional, and retrospective design. Information was gathered from
various databases, including PubMed, SciELO, Elsevier, Blood Research, among others.
A total of 30 articles were selected from an initial pool of 52 references, based on defined
inclusion and exclusion criteria. Findings indicated that age is not a significant factor in
the manifestation of this disease. The most common symptoms reported were epistaxis
(25%), gingival bleeding (22.5%), and menorrhagia (17.5%), followed by other
manifestations such as hematomas and gastrointestinal bleeding. The most frequently
used diagnostic tests included complete blood count (16.9%), peripheral blood smear
(16.9%), platelet aggregation studies (18%), and flow cytometry (14.4%). Key
diagnostic  findings  associated  with  Bernard-Soulier = syndrome include
macrothrombocytopenia, glycoprotein Ib complex deficiency, and impaired ristocetin-
induced platelet aggregation. In conclusion, the accurate identification of clinical
manifestations, combined with the appropriate laboratory tests, is essential for the timely

and effective diagnosis of Bernard-Soulier syndrome.

Keywords: Syndrome, Bernard-Soulier, Thrombocytopenia, Giant Platelets, GPIb-IX-
V, Laboratory tests.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

El presente trabajo se trato acerca del Sindrome de Bernard-Soulier, pruebas de laboratorio
y caracteristicas clinicas para determinar informacion de esta patologia, que poco comdn y
que se le clasifica como un desorden de la coagulacién. La principal caracteristica es la
disfuncion de las plaquetas, que son las encargadas del proceso de coagulacion sanguinea,
resultando en una trombocitopatia. Para que un hijo desarrolle este sindrome, es necesario
que tanto el padre como la madre aporten el gen, lo que indica que esta afeccion es hereditaria

y se transmite a través de un patron autosémico recesivol.

El Sindrome de Bernard-Soulier es una condicion poco comdn que, trasmitida de forma
autosomica recesiva, aunque presenta una variante aparentemente dominante y se encuentra
en el séptimo puesto entre las alteraciones mas prevalentes de coagulacion. Sus causas se
deben a un déficit de funcion o una ausencia del complejo de glicoproteina Ib-1X-V, receptor
principal del factor de von Willebrand, fundamental para la adhesion de las plaquetas al
subendotelio. Este complejo estd compuesto por cuatro péptidos: GPIba, GPIbB, GPIX y

GPV, los cuales se originan de diferentes genes que pueden sufrir cambios?.

Los trombocitos desempefian un papel importante en diversos procesos, tales como la
respuesta inmunitaria, cicatrizacion y el cancer, aunque su funcién primordial se centra en
el control de la hemostasia primaria. Cuando se presenta una lesion de vasos sanguineos, las
células del endotelio se separan, lo que revela las fibras de colageno y membrana basal. El
factor von Willebrand (VWF) se adhiere a estas fibras creando un complejo que es

identificado por el receptor GPIb-V-1X en la superficie plaquetaria®.

Esta conexion provoca que las plaquetas que estan en circulacion disminuyan su velocidad
al alcanzar la zona lesionada, deteniéndose con el tiempo. Este proceso activa, atrae y agrupa
las plaquetas que estan cerca del area afectada, formando un tapon plaquetario que, en
combinacién con los factores de coagulacion, ayuda a detener la pérdida de sangre®.
Sangrados nasales recurrentes o duraderas, moretones, y hemorragias gingivales son
indicativos iniciales del sindrome de Bernard-Soulier. Analisis de agregacion plaquetaria y
citometria de flujo (que examina la posible falta de la glucoproteina Ib en las plaquetas) son

examenes que facilitan la determinacion de esta patologia®.
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Se presenta trombocitopenia, macroplaquetas, y modificaciones en el funcionamiento a
causa de la disfuncion de dicho receptor, lo que provoca sangrados que se manifiesta
facilmente desde hematomas generados con facilidad hasta hemorragias graves durante
procedimientos quirdrgicos. En pacientes heterocigotos, el Sindrome de Bernard-Soulier se
relaciona con macrotrombocitopenia que puede causar sintomas leves o ser asintomatico?.
Debido al rol fundamental de la GPIb-V-1X en el proceso hemostatico, que contribuye a
guiar a las plaquetas al area lesionada, un funcionamiento inadecuado de estas células

incrementa considerablemente el riesgo de sangrado®.

Alrededor de todo el mundo, este padecimiento ha sido reportado casi exclusivamente en la
descendencia de padres consanguineos. En paises europeos y asiaticos hay una prevalencia
estimada en menos de 1 caso por cada 1 000 000 de personas, con mayor predominio del
género femenino con un 56% 2. No obstante, en una investigacion realizada en una pequefia
poblacion islandesa de 320.000 habitantes, se han reportado 12 pacientes con esta patologia,

lo que refleja una prevalencia mayor, 4 por cada 100 000 individuos®.

En un estudio realizado en Iran, se calculd una prevalencia, de 1 en 600 000 habitantes. Sin
embargo, la incidencia podria ser ain mayor, cerca de 1 por cada 1 000 000 de habitantes,
esto debido a problemas en su deteccién, cuando los pacientes no presentan sintomatologia

o los analisis no son definitivos, complicando su identificacion?.

En América del Norte, estudios han indicado que la frecuencia del Sindrome de Bernard-
Soulier ha sido estimada en 1 por cada 1 000 000 de personas, razon por la cual se afirma
que es una enfermedad infrecuente y en concordancia con otros autores, esto se debe a

diagndsticos erroneos lo que obstaculiza en gran manera su investigacion clinica®.

En Ecuador, no se encontraron datos o estudios que aporten a la investigacion acerca del
Sindrome de Bernard-Soulier, pruebas de laboratorio y caracteristicas clinicas, esto tras una
busqueda de informacién en bases cientificas como Scopus, Redalyc, PubMed, Google

Schoolar, Dialnet, Scielo.
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Después de la revision de la literatura cientifica en diversas bases de datos, no se observaron
datos comprobados acerca de este sindrome en Chimborazo y Riobamba. Por lo mencionado
anteriormente se planted el desarrollo de la presente investigacion buscando identificar
clinicas mediante una basqueda bibliogréafica de informacion las caracteristicas asociadas a
este trastorno y los andlisis de laboratorio que contribuyan a su descubrimiento.

En el capitulo 11 se recopild informacion cientifica acerca del tema de investigacion
planteado, incorporando los temas mas importantes en base de libros y articulos para la

sustentacién del marco teorico.

El capitulo 111 describio la metodologia que se utilizé para esta investigacion, resaltando el
enfoque, el nivel, disefio, secuencia, cronologia de los hechos, criterios de inclusion y
exclusion, poblacién, muestra, método de estudio, teécnicas, procedimientos vy

consideraciones éticas.

El capitulo 1V agrup6 los datos a partir de bibliografia cientifica, los mismos que se

sintetizaron en tablas de resultados junto con su analisis y discusion correspondiente.

El capitulo V expuso las conclusiones a las que se llegaron luego de realizar el trabajo,
ademas se afadieron las referencias bibliograficas y anexos vinculados al trabajo de

investigacion.

El desorden en estudio surge debido a cambios genéticos que no permite la creacion del
complejo por medio del reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi. Se produce una serie de
cambios cuando hay una mutacion en el receptor, lo que impide que el dominio N-terminal
de Gplba (que actia como el sitio de union para diferentes proteinas de adhesion, receptores
y factores de la coagulacién) se conecte al factor de von Willebrand. Esto afecta
principalmente la hemostasia primaria, lo que impide la captura de plaquetas en el lugar de

lesion, ademas de limitar a la trombina en su funcion de activar las plaquetas?.

La enfermedad se presenta regularmente en la infancia con sintomas como hematomas,

hemorragias gingivales y purpuras. En la mayoria de los casos, los pacientes pueden
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experimentar sangrados gastrointestinales y hematuria. Aquellos con desérdenes
hereditarios de la hemostasia tienden a tener hemorragias abundantes durante la cirugia?.

En un estudio global realizado por Orsini y su equipo, se llego a la conclusién que la cantidad
en el sangrado quirargico en individuos con problemas plaquetarios disminuye cuando se
aplican terapias antihemorragicas. se observé que los pacientes que no recibieron dicha
intervencién tienen un sangrado mas severo en comparacion de aquellos que si lo recibieron.

Con un tratamiento adecuado este tipo de problemas se pueden mitigarse?.

En el Capitulo 1 de la Ley Orgénica de Salud destaca que “la atencion integral se llevara a
cabo a traves de la accion colaborativa de todos los miembros del Sistema Nacional de Salud,
especialmente en lo que respecta al control de enfermedades no transmisibles, congénitas,
cronico-degenerativas, hereditarias y otros problemas prioritarios de salud publica. Incluira
la investigacion de sus causas, impacto y magnitud sobre la salud, vigilancia epidemiologica,
fomento de habitos saludables, prevencion, recuperacion, rehabilitacion, reintegracion social

de los afectados™®.

Capitulo Il articulo 1 de la Ley Organica de Salud establece que “Se llevaran a cabo las
medidas requeridas para el aseguramiento de salud, con el objetivo de incrementar su
esperanza y elevar su calidad de vida, siguiendo principios de disponibilidad, accesibilidad,
calidad y amabilidad con normas de excelencia, en la promocion, prevencion, diagnostico,
tratamiento, rehabilitacion y sanacion. Aquellos que padezcan estas condiciones seran

considerados en situaciones de doble vulnerabilidad’?®.

La realizacion de este estudio es fundamental para comprender mejor las caracteristicas
clinicas que se van a presentar en pacientes que son diagnosticados con la patologia en
estudio, ademas el diagnostico temprano y el manejo adecuado son cruciales para mejorar la

calidad de vida de los pacientes afectados.

En base a esto se realizo la siguiente pregunta: ¢Es de utilidad investigar las caracteristicas

clinicas y pruebas de laboratorio del Sindrome de Bernard-Soulier?
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Debido a que los sintomas son similares con otras enfermedades hemorrégicas y a su baja
prevalencia, su diagndstico puede ser complicado y tardio. Ademés, con la falta de
conocimiento generalizado sobre el sindrome, conlleva a la aplicacion de tratamientos
insuficientes e inadecuados, aumentando el riesgo de hemorragias graves entre otras
complicaciones. Por ello, es de suma importancia profundizar en el conocimiento de los

analisis junto con las manifestaciones clinicas asociados a esta patologia.

Este trabajo de investigacion permitird consolidar la informacion disponible e identificar
parametros de deteccion claros y precisos para la enfermedad. Al realizar esta revision, se
podra ofrecer un recurso valioso para los profesionales de la salud, que facilite la
identificacion temprana del trastorno. Esto no solo permitird un diagndstico mas oportuno,
sino también un tratamiento adecuado, mejorando asi el prondstico y la calidad de vida de
los pacientes afectados por esta rara disfuncion plaquetaria.

Los beneficiarios principales de esta investigacion seran los profesionales de la salud que
dia a dia se enfrentan a la necesidad de reconocer trastornos hemorragicos raros. Mediante
la identificacion de las manifestaciones clinicas mas frecuentes y los exadmenes de
laboratorio, este estudio ofrecera herramientas Utiles para optimizar la deteccion temprana y
evitar de esta forma, complicaciones derivadas de un tratamiento inadecuado. De la misma
manera, los pacientes que tienen esta enfermedad seran indirectamente beneficiados al
recibir diagndsticos mas precisos y oportunos, reduciendo el riesgo de eventos hemorragicos

graves que comprometan su calidad de vida.

Este trabajo buscara ampliar el conocimiento de los mecanismos patologicos y las
manifestaciones clinicas del sindrome de Bernard-Soulier, consolidando los hallazgos de la
literatura cientifica disponible. Desde una perspectiva préactica, el estudio proporcionara
informacion sobre las pruebas de laboratorio que permitan mejorar la precision diagndstica,
fortaleciendo el manejo clinico de los pacientes. La presente investigacion tendra un impacto
significativo ya que, puede facilitar a los avances en el diagndstico y manejo de esta afeccion,
mejorando la calidad de atencion de los pacientes afectados por esta enfermedad poco

conocida pero potencialmente grave.
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El objetivo fue investigar las caracteristicas clinicas y las pruebas de laboratorio para el
diagndstico del Sindrome de Bernard-Soulier mediante una busqueda bibliografica,

estableciendo los siguientes objetivos especificos:

e Analizar las manifestaciones clinicas mas frecuentes en pacientes diagnosticados con
el Sindrome de Bernard-Soulier, mediante la recopilacion de la literatura cientifica.

o Destacar las pruebas de laboratorio més utilizadas que contribuyan al diagndstico del
Sindrome de Bernard-Soulier a través del andlisis documental de articulos
cientificos.

o Distinguir las alteraciones plaquetarias en pacientes con el Sindrome de Bernard-

Soulier mediante la revisién de documentos cientificos.
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CAPITULO Il. MARCO TEORICO

Hematopoyesis

La hematopoyesis es un conjunto de procesos biolégicos que desencadenan en la produccién
de células sanguineas, tales como glébulos rojos, glébulos blancos y plaquetas. Estas células
tienen un ciclo de vida breve, por lo que es necesario un proceso continuo de renovacion que
se adapte a las necesidades del organismo para mantener sus niveles balanceados a lo largo
de la vida’ (Anexo 1).

Los hematies se generan en la médula Osea a través de un mecanismo denominado
“eritropoyesis”. La célula madre que da lugar a los eritrocitos se conoce como unidad
formadora de brotes eritroides con gran capacidad de multiplicarse. Esta célula da lugar a
las unidades de colonias eritroides, que poseen un limitado potencial de produccion. Bajo la
influencia de varios factores, como la eritropoyetina, se desarrollan los precursores que
tienen una diferenciacion morfologica reconocible siendo el proeritroblasto, eritroblasto
basofilo, eritroblasto policromatofilo, eritroblasto ortocromatico, reticulocito y por ultimo el

globulo rojo maduro®.

La formacion, multiplicacion y desarrollo que da lugar a los distintos tipos de las células
hematicas blancas se conoce como leucopoyesis, y varia segun el tipo celular que provienen.
Los granulocitos son productos de las Unidades formadoras de colonias granulocitos,
eritrocitos, macréfagos y megacariocitos (UFC-GEMM), que a su vez dan origen a las UFC-
G iniciando la formacion de los precursores: mieloblastos, promielocitos, mielocitos,
metamielocitos, células en cayado y finalmente leucocitos completamente formados

(neutrofilos, eosinofilos y basofilos) 8.

Durante la monopoyesis, las UFC-GEMM producen las unidades formadoras de colonias
monociticas (UFC-M) que llevan a la generacion de monoblastos, promonocitos y
monocitos. En la fase de creacion de linfocitica, la célula progenitora se origina de la célula
madre pluripotente resultando en linfoblastos, prolinfocitos y linfocitos, que maduran en

diferentes sitios, entre ellos: la médula 6sea, bazo, ganglios linfaticos y timo®.
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Megacariopoyesis

A lo largo del tiempo se ha aceptado que los trombocitos se derivan de los megacariocitos,
sin embargo, los mecanismos por los que se forman y liberan al torrente sanguineo continta
siendo un tema controvertido. En la Gltima fase de formacion megarariocitica, se produce la
maduracion de su citoplasma, que daré lugar a la formacién y su posterior liberacion de las

plaquetas® (Anexo 2).

El antecesor inicial es la unidad formadora de rafagas megacariociticas (BFUMK),
produciendo grandes colonias de megacariocitos, después esta el CFU-MK, que tiene una
capacidad de proliferacion mas limitada y genera colonias de menor tamafio. Estos se
diferencian, alcanzan la madurez y pasan por un proceso de poliploidizacion hasta
convertirse en megacariocitos desarrollados, listos para una produccion efectiva de plaquetas

promovida por la trombopoyetina y ciertas interleuquinas como la IL-3, 1L-6, IL-781°,

Trombopoyesis

Una vez que el megacariocito alcanza plena madurez, genera largas extensiones de su
citoplasma, llamadas proplaquetas, que mas tarde se fraccionaran. El Gltimo proceso de
divisién puede suceder dentro del torrente sanguineo, favorecido por la presion del flujo de
sangre. Recientemente se ha identificado la existencia de formas intermedias denominadas

preplaquetas, que tienen una forma discoidal relativamente mas grandes que la plaqueta®®.
La trombopoyesis finaliza en corto periodo de horas, en el cual casi todo el citoplasma se
transforma, dando origen a alrededor de 1000-5000 trombocitos cada uno. La interaccion
con el colageno tipo | en el primer espacio restringe la produccion prematura de proplaquetas
y la liberacion al compartimento medular®.

Plaquetas

Los fragmentos celulares que desempefian un papel importante para el desarrollo de la

hemostasia son las plaquetas, ellas cumplen una funcién clave en los desérdenes
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hemorragicos y trombéticos. Estas células anucleadas se originan debido a la fragmentacién
citoplasmatica del megacariocito y su fisiologia se regula de acuerdo con su estructura,
mecanismos de sefializacidn y su sistema metabdlico. Su participacion en muchas funciones
homeostaticas, asi como su facil obtencién para investigaciones, ha justificado su utilizacién

como modelo experimental resultando de gran valor en los campos de la biologia celular®.

Las plaquetas son células sin nucleo con una forma discoide que miden aproximadamente
0.5 - 3.0 um. Su desarrollo proviene de los megacariocitos mediante un proceso conocido
como endomitosis. La hormona responsable de garantizar el correcto desarrollo de los
trombocitos es la trombopoyetina. A diferencia de la eritropoyetina que se produce
principalmente en el higado y en el rifion, la trombopoyetina se sintetiza en la médula 0sea
y el musculo liso, que a su vez se elimina por medio de las mismas plaquetas que genera, lo
que significa que, a mayor destruccion de plaquetas, se encontrard mayor concentracion de

trombopoyetina en la circulacion’*! (Anexo 3).

Cada uno de los megacariocitos genera alrededor de 2.000 plaquetas después de un proceso
de maduracion en la médula que dura entre 4 y 5 dias. Tras ser liberadas de la medula 6sea,
estas células ingresan al torrente sanguineo donde sus valores normales oscilan entre 150 a
400 mil por puL. No hay una reserva plaquetaria en la médula, y por lo general, el 20%

permanece en el bazo, mientras que el 80% de ellas estan en circulacion®.

La funcion primordial de los trombocitos es activarse al atravesar un endotelio que ha sufrido
dafios para generar agregaciones. Presentan rapidamente receptores en su membrana y
pseudopodos, mientras se unen a componentes del subendotelio y construyen el tapon
hemostéatico. Dado que las plaquetas poseen una vida media cerca de diez dias, un adulto
promedio necesita producir alrededor de 1 x 10! plaquetas diariamente, una tasa de

fabricacion que puede elevarse de 10 a 20 veces en situaciones de necesidad®.

Las plaquetas contienen diversos organelos importantes, entre los cuales se destacan los
lisosomas, mitocondrias, peroxisomas, granulos alfa y granulos densos. Estos dltimos
desempefian un papel crucial en la coagulacion, ya que tienen factores esenciales. Los
granulos alfa contienen los factores V, VIII, factor de von Willebrand, selectina P,

fibronectina, trombospondina, fibrinégeno, B-tromboglobulina, factor plaquetario y el factor
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de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). Por otro lado, los granulos densos albergan
adenosin difosfato (ADP), serotonina y calcio. Ademas, el citoplasma puede incluir otros

compuestos como eponefrina, norepinefrina citocinas y 6xido nitrico! (Anexo 4).

Hemostasia

El proceso que se encarga de mantener circulacion de la sangre dentro de los vasos
sanguineos se lo conoce como hemostasia. Este mecanismo abarca tanto las funciones
anticoagulantes, como las reacciones que se producen cuando un vaso sanguineo se lesiona,
incluyendo la coagulacion y su disolucién. La hemostasia constituye un mecanismo que, a

través de un proceso intrincado, realiza dos funciones fundamentales?® (Anexo 5).

e Evitar la coagulacion sanguinea en el organismo, de manera que permita la
circulacion adecuada del fluido en los vasos sanguineos.
e Eliminar fugas de sangre del espacio intravascular que ocurre por medio de la

lesion en un vaso sanguineo comprometiendo su continuidad.

Esta ultima funcion se lleva a cabo por medio de la creacion de una red de fibrina que
también suministrara los componentes necesarios para restaurar las paredes del vaso, y
cuando ya no es requerida, este mismo mecanismo se encargara de su eliminacion mediante
el proceso de destruccion. Este procedimiento debe ejecutarse de forma répida, especifica y
con un control preciso, ya que, una falla conlleva graves consecuencias produciendo
hemorragias y trombosis’. Su estudio, se clasifica en varias etapas que son: la fase vascular,
hemostasia primaria, hemostasia secundaria, regulacion antitrombotica y la fibrindlisis. Sin

embargo, es esencial tener en cuenta que todas las etapas se realizan casi al mismo tiempo®2,

Fase vascular

El endotelio saludable genera las moléculas clave que previenen la trombosis, ademas de
sintetizar compuestos que acttan contra las plaquetas, que evitan la coagulacion y elementos
antiinflamatorios. En un endotelio en buen estado, se desarrollan elementos como
prostaciclina (PGI2) el 6xido nitrico (NO), que son sustancias que dilatan los vasos y

mantienen a las plaguetas en reposo e inactivas*?.
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La primera reaccion que ocurre tras la ruptura del vaso sanguineo es la constriccion del
mismo, lo que ayuda a minimizar la pérdida de sangre. Al romperse el endotelio, libera al
factor de von Willebrand (FvW) almacenado en los cuerpos de Weibel-Palade, que es
necesario para que las plaquetas se activen y se adhieran al colageno. También se libera
factor tisular (TF), que es fundamental para el inicio del proceso de coagulacion'?.

Hemostasia primaria

Este proceso comienza apenas unos segundos tras la lesion, con la union de las plaquetas a
las paredes vasculares para frenar la pérdida de sangre en vénulas, pequefias arteriolas y
capilares. Se lleva a cabo una vasoconstriccion que desvia la sangre de la zona dafiada,
mientras que los trombocitos se fijan a la pared del vaso afectado, liberando el contenido de
los granulos e interactuando con otras plaquetas, estableciendo la base del primer tapdn
plaquetario. Asimismo, estas celulas juegan un rol en la activacion de coagulacion al ofrecer
una superficie adecuada para la formacion de complejos enzimaticos. El tapon plaquetario

se genera a través de la combinacion de varios mecanismos*®4:

e Adhesion plaquetaria al subendotelio vascular que ha sufrido dafio (facilitada por el
factor de von Willebrand).

e Agregacion primaria de las plaquetas cuando se activa el receptor glucoprotéico
I1b/111a, lo que permite que se conecten entre si.

e Agregacion secundaria de otras plaquetas al tapdn formado a causa de la liberacion
de compuestos intraplaquetarios.

e Consolidacién del codgulo y su retraccion.

e Establecimiento del tapon hemostatico final mediante la creacion del polimero de
fibrina.

e Finalizacién del sangrado y comienzo de los procesos de restauracion del vaso

afectado.
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Hemostasia secundaria

Se distingue por la activacion del proceso de coagulacion, en el que se identifican dos vias
primordiales: la via extrinseca, que comienza por lesion en el tejido, y la via intrinseca, que
se activa al entrar en contacto con superficies irregulares de los vasos. Ambas operan de
manera conjunta para asegurar una respuesta adecuada ante un dafio en los vasos sanguineos.
Las dos vias se unen en la via comun, donde se activa el factor X lo que lleva a la produccién

de trombina, una enzima esencial en la creacion de fibrina®®.

Cascada de la coagulacion

Es un procedimiento que facilitara a la activacion de los elementos de coagulacion, crucial
para detener la hemorragia cuando ocurre una herida. Esta conversion es posible gracias a la
trombina que actta directamente sobre el fibrindgeno, una proteina soluble del plasma,
convirtiéndose en fibrina y crea una red que refuerza el tapon inicial, estabilizando asi el

coagulo®® (Anexo 6).

Via extrinseca: Todo comienza con la interaccion del factor tisular (FT) en circulacién con
el factor VII, luego los factores IX y X se activan con la asistencia del complejo FVIla-FT,
transformandose en FIXa y FXa lo que intensifica en sistema activado del factor VII. El
factor Xa desempefia un papel vital en este proceso de la coagulacion ya que se encarga de

activar la protrombina®®.

Via intrinseca: Se origina con la activacion del factor XII, el cimégeno AMP, la
precalicreina y el factor XI. Posteriormente, el factor Xla activard el FXI y formara un
complejo con el FVIII, que estd unido al factor von Willebrand. Juntos, estos activaran el

factor X, integrandolo en la via comiin para estimular la protrombina?®.

Via comun: Forma la trombina, actla sobre el fibrindbgeno promoviendo su polimerizacion
y desarrollando redes de fibrina, activando el FXIII, el cual consolida el coagulo. Esta
trombina estimulara los FVIII1 y FV que son importantes en la activacion del FX, FIl y FXI

contribuyendo a la agregacion irreversible. Esto retroalimenta la via intrinseca impulsando
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el inhibidor de la fibrinolisis por trombina, evitando que la plasmina detenga la

coagulacion?®.

Regulacion antitrombética

El endotelio saludable desempefia un papel esencial en esta regulacién. El inhibidor del
factor tisular (IFT) se asocia con el factor Xa, neutralizandolo e inhiben al FT, contribuyendo
asi a evitar la produccién de trombina. Por otro lado, la trombina también posee propiedades
que ayudan a prevenir la trombosis; al unirse a la trombomodulina (TM) facilita la activacion
de la proteina C, que, junto a la proteina S, que es su cofactor, se ocupa de hidrolizar los
factores V y VIII de la coagulacion limitando asi la formacion del coagulo®?.

Ademas, la antitrombina (AT) actua inhibiendo a la trombina de manera directa, y su
actividad se ve incrementada al unirse a un glucosaminoglucano (GAG), que puede ser el
heparan sulfato o la heparina. Las proteinas que pueden regular el proceso antirombotico
como IFT, TM y AT son producidas por el endotelio. En el higado se sintetiza la Proteina C

y la Proteina S*2.

Fibrindlisis

Este es el mecanismo de degradacion del trombo. Los almacenamientos de fibrina son
descompuestos por una enzima se genera a partir del plasminégeno a través del activador
tisular de plasminogeno (t-PA), el cual es la plasmina. La urokinasa (u-PA) también actla
como un activador de la plasmina. Esta enzima actla en los polimeros del fibrindgeno,
resultando en productos derivados de fibrindgeno, asi como en la fibrina estable, es decir,

aquella que tiene enlaces cruzados gracias al factor XIlI1, lo que produce los dimeros-D*?.

Estos se encuentran de manera habitual en el plasma, sin que necesariamente indiquen la
existencia de un coagulo, cualquier situacion que cause un aumento de trombina puede
generar cantidades diminutas de fibrina y provocar la creacion de dimeros-D, como en casos
observados de céncer, durante el embarazo e incluso asociado con la edad. Cuando sus
niveles superan lo considerado normal por los laboratorios (<500 ng/ml) se interpretan como

un indicativo del tamafio de un coagulo reciente. Ademas, existen factores que inhiben la
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fibrindlisis como el inhibidor del activador de plasmina 1 (PAI-1) que impide la accion al u-
PA 0 t-PA 'y, asi como también, la a2-antiplasmina que acttia sobre la plasminal? (Anexo 7).

Sindrome de Bernard-Soulier (BSS)

Este padecimiento (descrito en 1948 por primera vez por los hematélogos franceses Jean
Bernard y Jean-Pierre Soulier), es el resultado de una falta de la glicoproteina Ib,
que acta como receptor para el factor de von Willebrand. Como consecuencia, las
plaquetas no logran adherirse adecuadamente a la zona donde se produce la herida como
seria lo habitual. Aquellos que sufren de BSS presentan plaquetas significativamente mas

grandes del tamafio promedio®"18,

La enfermedad se trata de una condicion rara que se hereda de manera autosdmica recesiva,
aungue existe una variante que parece ser de herencia dominante, y esta ocupa entre los
trastornos de coagulacion mas frecuentes apenas el séptimo puesto; Se presenta una
alteracion o falta del complejo de glicoproteina (GP) 1b-1X-V, que actia como el principal
receptor del factor de von Willebrand, esencial para la adhesion de las plaquetas al
subendotelio. Este complejo se compone de cuatro péptidos: GPIba, GPIbp, GPIX y GPV,

los cuales provienen de diferentes genes que pueden sufrir cambios?178,

A causa de la falla en ese receptor, la patologia se caracteriza por la presencia de
trombocitopenia, macroplaquetas y alteraciones en la funcion plaquetaria lo que da lugar a
hemorragias que se expresan a través de hematomas generados con mucha facilidad y
sangrados graves durante procedimientos quirargicos. En individuos heterocigotos, la
disfuncidn se relaciona con sintomas leves o ausencia de ellos y tiene una funcién plaquetaria

aparentemente normal?,
Etiologia
En las cuatro partes del complejo, se observan alteraciones genéticas en las tres siguientes:

GPIb-alfa, GPIb-beta y GPIX. En investigaciones llevadas a cabo en 211 familias con BSS,

se localizaron aproximadamente 112 mutaciones. Estas eran homocigotas y se originaban a

26



partir de matrimonios entre parientes, lo que ocurre debido a que estas personas son

portadoras, pero que no presentan sintomatologia®#.

La mutacion se hereda de manera autosomica dominante, y se localiza principalmente en los
genes GP1BA, GP1BB, GP9, que pueden ocurrir son heterogéneas y estas pueden
manifestarse por deleciones, inserciones, con cambios en el marco, sentido erréneo. Han
existido casos raros de herencia autosdémica dominante que se han heredado con patrones

autosdmicos recesivos®.

El sindrome de Bernard Soulier bialélico (SBSb) se refiere a aquellos individuos que
presentan alteraciones en ambos alelos (herencia autosomica recesivo). Por el contrario, el
monoalélico (SBSm) se caracteriza por tener una mutacion en un solo alelo (herencia
autosémica dominante). Cuando hay un deficit funcional en variantes bialélicas debido a
deleciones, inserciones o mutaciones sin sentido, se genera una disfuncion en el complejo

GPIb, lo que impide su interaccion con el receptor de von Willebrand y la trombina®®.

Epidemiologia

Al ser una enfermedad poco frecuente, solo se han informado 100 casos en poblaciones como
Japén, Europa y América del norte, ya que esta afeccion es extremadamente rara es probable
que sea mayor debido a diagnosticos erroneos facilmente confundibles con otras
enfermedades y falta de notificacion de casos, pero se ha estimado una prevalencia inferior
a 1/1 000000, y, debido a que son mutaciones de origen autosémico, suele presentarse tanto

en mujeres como en hombres?%:2122,

Manifestaciones Clinicas

Los pacientes con BSS muestran un conjunto de sintomas como hemorragias nasales
(epistaxis), sangrado habitual en la piel y encias junto con hemorragias severas como
resultado de lesiones, traumatismos e intervenciones quirurgicas. Los episodios de sangrado
suelen ser prolongados, que, por lo general llegan a tener un namero de plaquetas reducido
(trombocitopenia) y plaquetas de mayor tamafio en comparacion con la poblacién

saludable®18,
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En situaciones raras, los afectados pueden experimentar vomito con sangre (hematemesis) o
evacuaciones sanguinolentas a consecuencia de sangrado en el tracto digestivo. Durante la
juventud, el sindrome de Bernard-Soulier tiende a provocar més complicaciones en el género
femenino que en el masculino, ya que durante la menstruacion y el parto existe un alto riesgo
de sangrado abundante®®. Esto se determina mediante el nimero de trombocitos que tiene

cada paciente ya que se han observado recuentos que van de 20.000/uL a 140.000/uL?*,

Este trastorno puede pasar desapercibido en los pacientes hasta que el valor de plaquetas
disminuye y se presentan los sintomas antes descritos, también existen los sangrados severos
post quirdrgicos o posterior a algin trauma. Los pacientes en algunos casos llegan a
desarrollar anemia ya que esto se da por consecuencia de sangrados frecuentes como en los

periodos menstruales en mujeres?*.

Diagnostico

En la actualidad, no hay un acuerdo sobre una Unica evaluacion que pueda identificar todos
los trastornos relacionados con la funcionalidad de las plaquetas, por lo que, es necesario
contar con un historial clinico exhaustivo y realizar varios examenes bajo la supervision de

un médico especialista en los trastornos de la coagulacion®* (Anexo 8).

Generalmente, se observan irregularidades en diversos analisis, el tiempo de sangria suele
ser mas extenso de lo habitual. En un extendido de una muestra sanguinea bajo el
microscopio, se puede presentar plaquetas de gran tamafio. Este analisis, suele ser
reemplazado por examenes mas especificos; el tiempo de cierre (que evalua el tiempo en que
tarda en formarse un tapon plaquetario en una muestra de sangre) es mas prolongado de lo

normal®.

En la prueba de agregacion plaguetaria inducida por ristocetina, las plaquetas no tienden a
agruparse como se espera. Ademas, examenes como la citometria de flujo facilita la
deteccién de una cantidad disminuida o la ausencia total de los receptores GPIb/IX/V del
factor de von Willebrand en la superficie plaquetaria, siendo esta una prueba diagnostica.

Las pruebas genéticas también ayudan a corroborar su deteccion?,
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Tratamiento

La mayoria de las personas que padecen la patologia necesitan recibir atencién médica antes
de someterse a cirugias, tras sufrir lesiones o accidentes. En ciertas situaciones, se puede
requerir medicamentos para manejar epistaxis severas u otros episodios de sangrado, como
menstruaciones abundantes. Las alternativas de tratamiento que se pueden administrar

son%3:25:

e Factor Vlla recombinante

e Medicamentos que inhiben la fibrinolisis, como el &cido tranexamico

e Desmopresina

e Suplementos de hierro para combatir la anemia resultante de hemorragias
prolongadas o excesivas.

e Selladores de fibrina

e Terapias hormonales, como anticonceptivos o dispositivos intrauterinos (DIU) con
levonorgestrel, para controlar la menorragia.

e Ensituaciones quirurgicas, pueden requerirse transfusiones de plagquetas en casos

graves de hemorragias.

Pruebas de Laboratorio

Hemograma y Extendido de Sangre periférica

Un recuento plaquetario entre 20 y 100 mil x mm?3son caracteristicos en la mayoria de los
individuos con esta enfermedad. No obstante, se ha documentado valores tan bajos como 10
mil x mmé. En un extendido sanguineo es comdn observar disminucion en el nimero de
plaquetas, asi como la presencia de macroplaquetas. Al existir incertidumbre si la cantidad
de plaquetas ha aumentado, se puede verificar el volumen plaquetario medio (VPM) en el
analizador hematoldégico. Un VPM mayor a 12,4 fl tiene una alta probabilidad de un aumento

en su dimensiont® (Anexo 9).

Una biometria hematica completa y el frotis de sangre periférica deben ser realizados como

pruebas para obtener una orientacion inicial. EI conteo de plaquetas brinda datos cruciales e
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importantes para conducir los siguientes pasos en la evaluacion del diagnostico de este tipo
de trastornos. En caso de que el recuento sea normal, pero exista la sospecha de una afeccion
hereditaria, se sugiere la revision de la funcion trombocitica. La presencia de trombocitos
con tamafio normal, pero con cifras bajas se asocia a varios trastornos plaquetarios
hereditarios (IPDS) y adquiridos, y la macrotrombocitopenia (trombocitopenia con gran

tamafio plaquetario) puede observarse en la enfermedad de Bernard-Soulier?,

Ademas, los analizadores hematoldgicos automatizados recientes ofrecen un indice
plaquetario adicional, conocido como la fraccidn de plaquetas inmaduras (IPF), en relacion
con las plaquetas maduras. Estas plaquetas son las que han sido generadas recientemente y
se liberan en la sangre periférica desde la médula 6sea, actuando de forma similar a los
reticulocitos. La cantidad y su proporcion inmadura indican la velocidad a la que se
producen, lo que refleja la actividad trombopoyética?.

La Fraccion de Plaguetas Inmaduras (FPI) puede distinguir las enfermedades plaquetarias
hereditarias debido a la insuficiencia medular adquirida. Una investigacion revelé que la FPI
tiende a ser mayor en los trastornos hereditarios que en la trombocitopenia autoinmune y
otras razones de trombocitopenia; no obstante, es necesario realizar una evaluacion mas

profunda de la sensibilidad y especificidad diagndsticas?®.

Los detalles sobre el tamafio, cantidad y morfologia de los trombocitos pueden conseguirse
a través de un extendido sanguineo. Aunque la biometria hematica puede ofrecer datos sobre
el nimero y dimensiones de las plaquetas, puede resultar impreciso en casos de micro y
macrotrombocitopenia. El tamafio es significativo en cuanto al diagndstico, especialmente

en relacion con la cantidad trombocitica presente?® (Anexo 10).

Se puede estimar de manera aproximada al comparar el didmetro con los eritrocitos
normales. La trombocitopenia acompafiada de plaguetas grandes (alrededor de 3-7 um de
didmetro, que es similar al diametro de un glébulo rojo normal) o gigantes (de 10-20 um de
didmetro, que superan el tamafio normal de los hematies) puede indicar condiciones de

trastornos hereditarios macrotrombocitopénicos?.
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Volumen Plaquetario Medio

El tamafio de las plaquetas se puede estimar a través del volumen plaquetario medio (VPM)
y la identificacién de plaquetas relativamente grandes, normalmente se sefiala mediante
analizadores hematoldgicos automatizados. Segun un estudio, un MPV superior a 12,4 fL
mostrd una especificidad del 89% y una sensibilidad del 83% para distinguir los trastornos

plaquetarios hereditarios de la parpura trombocitopénica inmune (ITP)%.

Tiempo de Sangria

Establece el tiempo que necesita para que se detenga el sangrado provocado por un corte
realizado en pequefios vasos sanguineos superficiales. Se divide en dos procedimientos que

se describiran a continuacion:

Técnica de lvy

Inicia desinfectando el area del antebrazo con alcohol al 80%, luego se colocar un
esfigmomandmetro con una presion constante de 40 mmHg. A continuacion, se realiza una
incisién con una lanceta desechable (1 mm de ancho por 1 cm de largo). Finalmente se activa
el cronometro y para absorber las gotas de sangre usar papel filtro cada 30 segundos sin tocar
el borde de la herida para impedir la separacion del codgulo hasta que el sangrado se detenga.

Los valores de referencia son de 2 a 5 minutos?’.

Técnica de Duke

Primeramente, se desinfecta el I6bulo de la oreja con alcohol al 80%, después se utiliza una
lanceta para realizar una puncion, Luego se debe recoger cada gota de sangre con papel filtro,
cada 30 segundos sin tocar la herida. El tiempo es contabilizado por un cronémetro desde
que inicia la técnica hasta que cese la hemorragia. Sus valores normales oscilan entre 1 a 3

minutos?’.
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Exdmenes de funcion plaquetaria

Agregometria por transmision de luz

La agregometria por transmision de luz (LTA) se considera el examen mas comdn para
evaluar la funcién plaquetaria. Esta técnica utiliza el plasma rico en plaquetas junto a varios
activadores plaquetarios como adenosin difosfato (ADP), epinefrina, acido araquidonico
(AA), colageno, y ristocetina. De acuerdo con las directrices de la Sociedad Internacional de
Trombosis y Hemostasia (ISTH), se puede implementar un "panel de extension" de
activadores plaquetarios, que incluye el péptido que activa el receptor de trombina TRAP-6
(PAR1) (PAR1-AP), y el mimético del tromboxano A2, U466192°,

La LTA evalua las alteraciones en la turbidez o densidad dptica que los agonistas provocan
en el plasma rico en plaquetas. Entre los aspectos evaluados se encuentra la velocidad de
agregacion plaquetaria, el cambio de forma, porcentaje de agregacion al final del tiempo de
observacion, la duracién de la fase de retraso, el porcentaje maximo de agregacion,
desagregacion y la presencia de una "onda secundaria” provocada por epinefrina. Un
deterioro en la agregacion plaquetaria al reaccionar con mas de un activador indica un
trastorno hereditario plaquetario. La falta de respuesta a la ristocetina indica el sindrome de

Bernard-Soulier?® (Anexo 11).

El incremento de la agregacion de las plaquetas al responder a concentraciones reducidas de
ristocetina sugiere la enfermedad de von Willebrand (VWD) de tipo plaquetario, originada
por un fenotipo de ganancia de funcioén de la GPIba, que exhibe mayor afinidad por el vVWF,
lo que resulta a la adhesion de los multimeros de VWF mas grandes a las plaquetas en reposo,
asi como su retiro del flujo sanguineo, diferenciandolo asi del Sindrome de Bernard-

Soulier®,
Agregacion plaquetaria con Ristocetina
Los estudios de agregacion plaquetaria (conocidas también como agregometria por

transmisién de luz) muestran una minima respuesta al uso de la ristocetina, la cual no se

normaliza con la incorporacion de plasma normal. Esta particularidad es Gtil para diferenciar

32



el sindrome de Bernard-Soulier de la enfermedad de von Willebrand. Las reacciones al
colageno, al ADP, y al &cido araquidonico se encuentran normales. Por el contrario, hay

algunos pacientes en los que la agregacion plaquetaria en respuesta a la trombina es inferior®.

La evaluacion de la agregacion plaquetaria inducida por ristocetina (RIPA) se emplea como
un analisis in vitro para verificar la existencia y la correcta funcién del complejo de la
glucoproteina plaquetaria GP Iba-V-1Xy el factor de von Willebrand (VWF) y generalmente
se efectia usando el plasma rico en plaquetas (PRP). La alteracién en la respuesta de
VWEF/GPIba-V-IX se cuantifica en relacion con varias concentraciones de ristocetina y
puede sefialar deficiencias en la actividad del GPlba-V-1X o en el factor VWF?® (Anexo 12).

Los ensayos que se basan en RIPA comprenden un método adicional para examinar esta
conexion, ayudando a determinar si los defectos hallados a través de RIPA residen en el
VWF o en GPIba-V-IX. En otras palabras, la recuperacion de un rastro anormal de RIPA
después de mezclar el plasma rico en plagquetas con plasma normal y volver a ponerlo en

contacto con ristocetina a 1,0 mg/ml sugiere una alteracion en la funcion/cantidad de VWFZ?,

Citometria de Flujo

La citometria de flujo aplicada a la glucoproteina plaquetaria actia como la prueba que
confirma el diagndstico. Revela una disminucion significativa de las proteinas CD42a
(GPIX) y CD42b (GPIb-alfa). Debido a que este procedimiento solo necesita pequefias
cantidades de sangre, esta se adapta muy bien a pacientes recién nacidos, bebés y nifios

pequefios®.

Esta técnica evalua las densidades especificas de los receptores de los trombocitos, siendo
muy valiosa para identificar el sindrome de Bernard-Soulier, ya que se vincula con la
carencia de una glicoproteina en lugar de su funcionalidad. Este procedimiento permite
examinar la capacidad de expresion de las proteinas superficiales de las plaquetas en el BSS?*
(Anexo 13).

La citometria de flujo es fundamental puesto que se detecta una interaccion normal con los

anticuerpos anti-CD41 (GPl1b) y CD61 (GPIlla), mientras que la conexion es anormal con
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CD42a (GPIX), CD42b (GPIba), CD42c (GPIbB) y CD42d (GPV), lo que indica la presencia
de esta patologia. Asimismo, ofrece informacion clave sobre el conteo de plagquetas y
plaquetas reticuladas, las cuales son aquellas formas inmaduras que tienen un mayor tamafo

que las plaquetas envejecidas®2°.

Microscopia Electrdonica

Aungue no es una prueba en si, la investigacion en biologia de las plaquetas a través de
técnicas de microscopia electrénica cuenta con una historia extensa y significativa. Poco
tiempo después de que se comenzara a utilizar el microscopio electronico, aparecieron los
primeros analisis estructurales de los trombocitos usando este procedimiento. En la
microscopia electronica de transmision (MET), un haz de electrones se envia por medio de
una seccion delgada para examinar las estructuras internas. A través de esta técnica, se
pueden revelar las alteraciones ultraestructurales de las plaquetas, que llevan al diagnostico

de enfermedades®.

Con el desarrollo de apropiados protocolos de fijacion, la EM se ha convertido en una
herramienta esencial para el estudio las plaquetas, tanto para investigaciones como para
diagnosticos clinicos. En la actualidad, estas técnicas siguen siendo instrumentos relevantes
en los estudios de la hemostasia ya que, mientras las técnicas de microscopia electrénica
contintian avanzando, surgen nuevas modalidades de imagenes contribuyendo de mejor

manera a la deteccion de patologias®.

Pruebas Moleculares

Aunque las pruebas para medir la funcionalidad plaquetaria han sido muy costosas y
complejas, generalmente los resultados no suelen ser definitivos en los individuos evaluados.
Es por esta razén que los andlisis genéticos son de gran ayuda en estos pacientes, pero debido
al alto nimero de los genes existen inconvenientes. La creacion métodos de secuenciacion
de nueva generacion ha incrementado la eficiencia y reducido los costos en el diagnostico

de diversas afectaciones como el BSS?.
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Los andlisis moleculares que también pueden ser cruciales en la deteccién del sindrome de
Bernard-Soulier se basan en la secuenciacién de las areas codificantes y no codificantes de
los genes GPIba, GPIbB y GPIX. Recientemente, la secuenciacién de nueva generacion
(Next-Generation sequencing) se ha adaptado para funcionar como un método de

diagnéstico molecular?3! (Anexo 14).

De este modo, un numero creciente de laboratorios y empresas a través de diversos ensayos
han logrado ofrecer servicios que abarcan desde la identificacion y caracterizacién de
microorganismos causantes de enfermedad, diagnostico de cancer, deteccion de
polimorfismos genéticos, etc. Los estudios genéticos y de la biologia molecular sigue en
constante evolucion y es posible que se pueda distinguir muchas variantes mas del sindrome

de Bernard-Soulier que ain son desconocidas®!.
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CAPITULO I1l. METODOLOGIA

Enfoque

El proyecto tuvo un enfoque cualitativo puesto que se centrd en obtener informacion
actualizada en las diferentes bases de datos cientificas sobre las pruebas de laboratorio y
caracteristicas clinicas de la enfermedad. No se aplicd la estadistica como base
metodoldgica, lo que descartd la utilizacion de grandes cantidades de datos numéricos.

Tipo de investigacion

Segun el nivel: Este estudio fue de tipo descriptivo, debido a que se analiz0 las
caracteristicas clinicas y pruebas de laboratorio para el diagndstico la patologia a través de

una revision bibliografica.

Segun el disefio: Documental no experimental, puesto que se baso en la busqueda, analisis

e interpretacion de la informacion y no se vieron afectadas las variables.

Segun la secuencia temporal: La investigacion fue de corte transversal, puesto que se llevd
a cabo en un solo momento, en el cual se recopilaron los datos para su analisis, obteniendo

un solo grupo de resultados.

Segun la cronologia de los hechos: De tipo retrospectivo, puesto que se analiz6 la

informacion en las bases de datos cientificas publicadas en afios anteriores.

Poblacién y Muestra

Poblacién

En la presente investigacion, la poblacion de estudio estuvo comprendida de 52 articulos
cientificos publicadas en las diversas bases de datos cientificas que contengan informacién

relevante acerca de las manifestaciones clinicas y pruebas de laboratorio de la patologia.
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Muestra
Luego de aplicar criterios de seleccion, la muestra estuvo comprendida de 30 articulos
cientificos relacionados tema de investigacion de hasta 10 afios de ser publicadas y se
seleccion6 de acuerdo con los criterios de inclusion y exclusion.
Criterios de inclusion y exclusion
Criterios de inclusion

» Articulos cientificos que proporcionen informacion relevante acerca del Sindrome

de Bernard-Soulier, las pruebas de laboratorio y caracteristicas clinicas.

« Revisiones bibliograficas publicadas desde el 2014 hasta el 2024.

» Atrticulos que se encuentren disponibles en las diversas bases de datos cientificas.

Criterios de exclusion
» Atrticulos publicados hace mas de diez afios en las bases de datos cientificas.

» Revisiones bibliograficas que no tengan fuentes confiables

 Atrticulos cientificos con informacion incompleta acerca del tema.

Meétodo de Estudio

Se desarrollé un andlisis y una sintesis de la informacion obtenida de diversos articulos

cientificos, libros, revistas, vinculados con la tematica de la investigacion.

Técnicas y Procedimientos para la recoleccion de datos

Técnica: Observacion y recoleccion de datos.

Instrumento: Se revisaron los articulos obtenidos en las bases de datos cientificas para su

respectiva recoleccién y analisis de la informacién.
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Consideraciones Eticas
El presente proyecto de investigacion fue de revision bibliogréfica, y se centr6 en la

recoleccién de datos en fuentes confiables, por lo que no fue necesario un comité de ética

puesto que no se manipularon muestras bioldgicas.
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f N
DIAGRAMA DE FLUJO
PARA BUSQUEDA

\ 4
¢Es de utilidad investigar las
caracteristicas  clinicas y
pruebas de laboratorio del
Sindrome de Bernard-Soulier?

A
Busqueda de fuentes de

informacion N Eleccion de idioma: espafiol

Bases de datos cientificas:
PubMed, Scielo, American Journal
Hematology, Blood Research,
British Journal Hematology,
Elsevier, Hematologia, Libros,
Repositorios, Journal of clinical
Medicine, Orphanet, Wiley.

_|_’ Hematology (2), Elsevier (4),

Cumple con los criterios de
inclusion: 30 articulos relacionados
con el tema, confiables, que
contienen informacion atil y
relevante publicados en los ultimos
10 afos.

Investigar las caracteristicas
clinicas y pruebas de laboratorio
para el diagnostico del Sindrome
de Bernard-Soulier

Identificacion ~ de  conceptos:
Sindrome de Bernard-Soulier,
Trombocitopenia, Plaquetas
gigantes, Hemorragia, GPIb-1X-V.

e inglés.

Revisadas: 52
PubMed (27), Scielo (4), American
Journal Hematology (4), Blood
Research (2), British Journal

Hematologia (2), Libros (1),
Repositorios (1), Journal of clinical
Medicine (1), Orphanet (1), Wiley (3).

PR Aplicar criterios de seleccién

No cumplen con los criterios de
inclusion: 22

!

Se excluyen debido a que no son de

Articulos seleccionados: 30
PubMed (15), Scielo (3), American
Journal Hematology (4), Blood
Research (2), British Journal
Hematology (2), Elsevier (1),
Hematologia (2), Journal of clinical
Medicine (1).

fuentes confiables, poseen
informacion incompleta, irrelevante
y estan fuera del tiempo de estudio.

I

Articulos excluidos: 22

I

PubMed (12), Scielo (1), Elsevier
(3), Libros (1), Repositorios (1),

Analisis, parafraseo de la
informacion y cita en normas
Vancouver: 24 articulos.

Orphanet (1), Wiley (3).

Descartar articulos: 22.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

En base a la revision bibliogréfica de articulos y el analisis de los mismos, en el presente
capitulo se presentan los resultados obtenidos, dando de esta manera el cumplimiento a los
objetivos planteados.

En la Tabla 1 se pueden observar las manifestaciones clinicas més frecuentes que se

presentan en la afeccidon de acuerdo con diversas fuentes bibliogréaficas que se analizaron.
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Tabla 1. Principales manifestaciones clinicas en pacientes con Sindrome de Bernard-Soulier

Género
o o
N° Autor Afo | Poblacién % g Edad Caracteristicas Clinicas
g | £
> |2
e Epistaxis
1 Sahoo et al®2, 2019 426 403 | 23 | De>la<7afios e Sangrado de mucosas (oral y encias)
pacientes e Sangrado Gastrointestinal
e Hematomas
2 Blaauwgeers et al*, 2020 | 96 pacientes | 35 61 | De 28 a 57 afios e Menorragia
e Hemorragia posparto
e Hematomas
3 Bragadottir et al*. 2015 | 60 pacientes | 34 | 26 | De12a 77 afos e Epistaxis
e Sangrado gingival
e Menorragia
e Anemia
4 Shahverdi et al**. 2017 | 1 paciente - 1 3 afios e Epistaxis
e Hematomas corporales
e Epistaxis
5 Ghallussi et al*®. 2020 | 1 paciente 1 - <1 afio e Petequias
e Sangrado gingival
e Epistaxis
6 Demirci et al®8. 2022 | 1 paciente - 1 24 afios
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Sangrado gastrointestinal
Sangrado gingival

Durai et al®®.

2023

1 paciente

26 afios

Epistaxis
Sangrado gingival
Menorragia
Anemia

Bhadra & Chakraborty*.

2020

1 paciente

31 afos

Epistaxis

Sangrado gingival
Sangrado gastrointestinal
Anemia

Kanda et al*?.

2017

1 paciente

14 afios

Menorragia
Anemia
Palidez

10

Bhayva et al*.

2023

1 paciente

20 anos

Epistaxis
Sangrado gingival
Menorragia
Meleno

11

Sanchez et al**.

2014

8 pacientes

De 20 a 60 afios

Epistaxis

Sangrado gingival
Sangrado gastrointestinal
Menorragia

12

Karaman et al*®.

2016

50 pacientes

50

De 12 a 17 afios

Anemia

Epistaxis
Menorragia
Sangrado gingival
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Andlisis

En latabla 1 se resaltan las caracteristicas clinicas mas frecuentes en pacientes con Sindrome
de Bernard-Soulier. Entre las manifestaciones se presenta la epistaxis (25%) y sangrado
gingival (22,5%), siendo estas las principales caracteristicas en los pacientes, seguido por
menorragia (17,5%), hematomas (10%), sangrado gastrointestinal (10%) y anemia (10%).
Petequias (2,5%) y hemorragias posparto (2,5%) son los hallazgos clinicos que se encuentran
en menor proporcion. Ademas, se evidencié que los sintomas predominan en el género
femenino debido a la menstruacién y parto con un rango de edad variable, por lo que se

puede decir que la patologia se presenta en cualquier etapa de vida.
Discusion

Autores como Sahoo et al.*?, Shahverdi et al.** y Demirci et al.*®, concuerdan que la
manifestacion clinica mas frecuente que se presenta en los pacientes con la enfermedad es
la Epistaxis, al igual que Bhadra et al.*°, Bhayva et al.*®. Sanchez et al.** afirma que esta
manifestacion clinica suele estar presente en las trombopatias ocasionando en algunos casos
complicaciones de origen hemostatico. Karaman et al.*® por su parte sefialan que el sangrado
nasal recurrente es el sintoma con mayor frecuencia en este tipo de patologia. Del mismo
modo, estos autores junto con Durai et al.*°, recalcan que otra caracteristica clinica que suele

presentarse con mayor regularidad en el BSS es el Sangrado gingival.

Sahoo et al.>2y Ghallussi et al.*® coinciden en sus estudios, que los hematomas también son
signos frecuentes para tomar en cuenta en el diagndstico de la afeccion. En menor
predominancia, Blaauwgeers et al.>3, Bragadottir et al.%, Durai et al.*°, Bhadra et al.*°, Kanda
et al.*2, Sanchez et al.** y Karaman et al.*®, afirman que las manifestaciones clinicas como
hemorragias graves, menorragia y anemia también forman parte de las caracteristicas
clinicas que se pueden presentar en esta enfermedad, mientras que Bhayva et al.*3, también

incluye la hemorragia gastrointestinal cuando existen complicaciones graves.

En la Tabla 2, se destacaron las pruebas de laboratorio utilizadas para el diagnostico del

Sindrome de Bernard-Soulier, a través de la revisidon de documentos cientificos.
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Tabla 2. Pruebas de Laboratorio para el diagnéstico del Sindrome de Bernard-Soulier

N.° Autor Afo | Poblacion Pruebas de Laboratorio
BH ES VPM CF PAP PM TS TC Total
RIPA | LTA
1 | Blaauwgeers et al®®. | 2020 | 96 pacientes X X X X X X 6
2 Roldan et al. 2019 | 1 paciente X X X X X X 6
3 Bragadottir et al*. | 2015 | 14 pacientes X X X X X X 6
4 Sahoo et al®. 2019 | 426 pacientes | X X X X X X 6
5 Bohyun?. 2022 | 14 pacientes X X X X X 5
6528
6 Busonero et al®®. | 2020 | pacientes X X X X X 5
7 Martinez et al*®, | 2015 | 4 pacientes X X 2
8 Heller et al®®. 2020 | 114 pacientes | X X X X X X X 7
Kontogiannis et
9 al®. 2023 | 14 pacientes X X X X X X 6




10 Durai et al*®. 2023 | 1 paciente X X X X 4
11 Mohan et al*!. 2021 | 5 pacientes X X X X 4
12 Minkov et al’. | 2021 | 3 pacientes X X X X X X 6
13 Morera et al*. 2023 | 1 paciente X X X X X 5
14 Gomez et al*>. 2018 | 5 pacientes X X X X X 5
15 Rubak et al®?. 2016 | 25 pacientes X 1
16 | Kaufmannetal®®. | 2020 | 555 pacientes X X X X X X X 7
17 Langer et al®*, 2018 | 110 pacientes X 1
18 | Ballmaier et al®®. | 2015 | 46 pacientes X 1

Total 14 14 9 12 8 7 5 9 5 83

% 16.9% | 16.9% | 10.8% | 14.4% | 9.6% | 8.4% | 6.02% | 10.8% | 6.02% | 100%

BH: Biometria Hematica, ES: Extendido Sanguineo, VPM: Volumen Plaquetario Medio, CF: Citometria de Flujo, PAP: Pruebas de Agregacion

Plaguetaria, RIPA: Agregacion Plaquetaria Inducida por Ristocetina, LTA: Agregometria por Transmision de Luz, PM: Pruebas Moleculares, TS:

Tiempo de Sangria, TC: Tiempos de Coagulacion.
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Andlisis

En la tabla 2 se destacan las pruebas de laboratorio para la deteccion de la patologia. La
Biometria hemaética y extendido sanguineo son mencionados como examenes iniciales para
el BSS ambos con un 16,9%, otros autores describen la agregacion plaquetaria como anélisis
confirmatorios mas utilizados con el 18%. Citometria de flujo ocupa el tercer lugar con el
14,4%. La determinacion del volumen plaquetario medio y tiempo de sangria indican un
aspecto importante al ser utilizado en un 10,8% respectivamente, mientras que los ensayos
moleculares alcanzaron el 6,02%. Tiempos de coagulacion se citan con un 6,02%, sin
embargo, esta prueba no tiene mucha relevancia ya que sus valores suelen ser normales,

siendo de esta forma la menos utilizada.

Discusion

La mayoria de los autores como Blaauwgeers et al.*3, Bragadottir et al.*, Shahverdi et al.®4,
Holyome et al.*¢, Bohyun*’, Ghallussi et al.*®, Bhadra et al.*°, Kontogiannis et al.>’, Demirci
et al.*® y Kaufmann et al.%3, destacan que el hemograma es una prueba inicial muy importante
para observar las alteraciones sanguineas en los pacientes con Sindrome de Bernard-Soulier,
al igual que Durai et al.®®, Mohan et al.*!, Minkov et al.*!, Roldan et al.? y Gomez et al.*®
quienes sefialan que este examen de laboratorio sirve como guia para otras pruebas

confirmatorias.

De la misma manera, Morera et al.>*y Gomez et al.*3, consideran muy importante que, junto
al hemograma, el frotis de sangre periférica representa una gran ayuda para orientar al
diagndstico del sindrome. Bohyun*’ y Kaufmann et al.>® concuerdan con lo postulado con
los demas autores, al tomar en cuenta el extendido sanguineo como un fundamento clinico

que servira a la deteccién de esta enfermedad.

Minkov et al.®!, Kaufmann et al.>3, y Ballmaier et al.>® en sus analisis afirman que la
citometria de flujo representa una de las pruebas mas importantes en la determinacion del
BSS, ya que, gracias a este examen, se puede observar alteraciones en la membrana

plaquetaria compatibles con la afeccion.
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Rubak et al.%2, Kaufmann et al.>3, y Langer et al.>*, concuerdan que las pruebas de agregacion
plaquetarias son consideradas como confirmatorias en el Sindrome de Bernard-Soulier ya
que, presenta una agregacion normal al adenosin difosfato (ADP), epinefrina, colageno, pero
hay un déficit o falta de agregacion plaquetaria con ristocetina, confirmando el diagnostico
del BSS.

Holyome et al.*®, Heller et al.** y Minkov et al.>!, en sus estudios destacan las pruebas
moleculares como las mas importantes para confirmar el Sindrome de Bernard-Soulier en
los pacientes, ya que, de esta forma, se pueden detectar mutaciones que ocurren en la
membrana plaquetaria. Shahverdi et al.3* asegura que los tiempos de coagulacion pueden
presentar valores normales, por lo que no tiene relevancia en la deteccion de la enfermedad,
mientras que Busonero et al.>® afirma que el tiempo de sangria es un analisis que puede

ayudar a la deteccion de la enfermedad

En la Tabla 3, se distinguen las alteraciones plaquetarias presentes en los pacientes con
Sindrome de Bernard-Soulier con sus causas a traves de la busqueda y analisis de articulos

cientificos.
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Tabla 3. Alteraciones plaquetarias en el Sindrome de Bernard-Soulier

Género
o o
N° Autor Afio | Poblacion % = Edad Alteraciones Causas
2 % plaquetarias
> s
Plaquetas grandes | Una variante homocigotica
1 | Holyomeet | 2020 | 1 paciente 8 afos Agregados en GP1BB: c.47 T > C,
al®. plaquetarios p.(Leul6Pro).
sueltos Ausencia de expresion de la
Trombocitopenia glucoproteina plaquetaria Ib
(CD42)
Plaquetas grandes | Afectacion en los genes de
Agregacion GPIBA, GPIBB, GPIX.
2 Bohyun*’. | 2022 14 Dela plaguetaria
pacientes 40 afos ausente con Expresion defectuosa de
ristocetina GPIb/IX
Trombocitopenia
Trombocitopenia
3 Ghallussi et | 2020 | 1 paciente <1 afio Plaquetas grandes | Variaciones homocigdticas de
al®®. Déficit de matrimonios consanguineos en
adhesion a GP1BA, GPIBB y GP9.
Ristocetina
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Macroplaquetas

Disfuncion plaquetaria debido a

Kontogiannis | 2023 14 - 14 Deld4a Trombocitopenia | mutaciones del complejo génico
et al®’. pacientes 40 afos Agregacion GPIB-IX-V
ausente con
Ristocetina
Demirciet | 2022 | 1 paciente - 1 24 afos Trombocitopenia | Disminucion importante en la
al®. Plaquetas grandes | expresion de CD42b.
Mutacion homocigotica
en GP1BA
Plaquetas
Nurden et al®®. | 2020 | 1 paciente 1 . 48 anos gigantes Mutaciones en GP1BB y GP9
Trombocitopenia | impidiendo la expresion
Agregacion superficial de GPIba
plaquetaria
ausente con
ristocetina
Fluorescencia muy reducida en
Bhadra & 2020 | 1 paciente - 1 31 afios Plaquetas citometria de flujo con el
Chakraborty*, gigantes anticuerpo anti-Gplb IX y anti-
Trombocitopenia | Gplb, mostrando deficiencias de
ambas glucoproteinas
Trombocitopenia | Defectos cualitativos 0
Mohan et al*t. | 2021 27 15 12 De25a Plaquetas grandes | cuantitativos del complejo de
pacientes 70 afos Ahesion fallidaa | glucoproteina IbIX/V

Ristocetina

(GPIBIX/V)
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Macroplaquetas

Las mutaciones genéticas del

9 | Goncalvez et | 2024 | 1 paciente 75 con forma complejo glucoproteina I1b-1X-V
al®®. irregular
Trombocitopenia
Trombocitopenia | Anomalias en la expresion de
10 | Mekchay et | 2020 7 Delda Plaquetas grandes | genes GP1BA, GP1BB o GP9
al’. pacientes 48 afios
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Andlisis

En la Tabla 3 se describen las principales alteraciones plaquetarias que ocurren en la
afeccion. Se puede reflejar concordancia en todos los autores al destacar la trombocitopenia
y presencia de plaquetas gigantes en los andlisis. También se observa una agregacién
plaquetaria ausente en respuesta a la ristocetina, lo que refleja un defecto funcional
caracteristico. Esta disfuncion se debe a mutaciones en el complejo GPIb-1X-V, fundamental

para la adhesion plaquetaria al subendotelio vascular.

Discusion

Holyome et al.®2, Bohyun*’ y Ghallussi et al.* postulan que la alteracion mas frecuente en
pacientes con BSS es la presencia de macroplaguetas o plaguetas gigantes, por lo que,
observarlas es un signo de alarma de la enfermedad. Kontogiannis et al.>’, Demirci et al.%,
Nurden et al.*®, Mohan et al.**, Goncalvez et al.>® y Mekchay et al.5” afirman que en la
mayoria de los individuos diagnosticados con esta enfermedad presentan trombocitopenia,
esta alteracion puede presentarse de forma leve (120 000 xmm2a 150 000 xmm?), moderada
(50 000 xmm? a 100 000 xmm?) o severa (<50 0000 xmm?q).

Por su parte, Bhadra et al.* afirma que la trombocitopenia puede o no presentarse en el
trastorno, ya que, en algunos casos, los valores son normales en el hemograma y en otros
casos llega a ser leve, por lo que no es representativo de la enfermedad, pero al presentase
en conjunto con macroplaquetas, si pueden ser considerados como caracteristicas

importantes.

Ademas, Bohyun*” y Mekchay et al®’, afirman en sus postulados que, en pacientes con BSS,
existe una alteraciébn muy importante en el complejo de la Glucoproteina GPIb-1X-V, de la
membrana plaquetaria, imposibilitando de esta forma, que estas pierdan la capacidad de

adherirse a otras plaquetas, causando problemas en la hemostasia primaria.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES

Se concluye que:

A través de la revision de articulos cientificos, se ha identificado que el Sindrome de
Bernard-Soulier es un trastorno hemorragico que se caracteriza por presentar
alteraciones plaquetarias en el complejo GPIb-1X-V. De acuerdo con el estudio
realizado se comprobd que puede aparecer en cualquier edad y tiene mayor
prevalencia a presentar sintomatologia en mujeres que en hombres debido a
sangrados menstruales y el parto. Entre las manifestaciones clinicas observadas en
los pacientes que padecen esta enfermedad se encuentran hematomas, hemorragia
gingival, epistaxis, sangrado gastrointestinal, menorragia y petequias. Estas
manifestaciones corresponden el punto de partida para el diagndstico oportuno y

toma de decisiones.

Se destacaron las pruebas de laboratorio que contribuyen a la deteccion de la
enfermedad, como el hemograma, en el que se puede observar la disminucion en el
conteo de plaquetas y elevacion del Volumen Plaquetario Medio (VPM), asi como
el frotis de sangre periférica en el que se muestran alteraciones morfoldgicas son las
mas utilizadas como orientacion para el diagnostico. Sin embargo, las pruebas de
agregacion plaquetaria y citometria de flujo son esenciales ya que revelan los
trastornos caracteristicos de este sindrome. Otra prueba confirmatoria es la
valoracion molecular, ya que identifica mutaciones en el gen que codifica el
complejo GP Ib-1X-V.

La alteracién plaquetaria mas comun en el trastorno de estudio es la ausencia o déficit
del complejo GP Ib-1X-V, dificultando el proceso de adhesion plaquetaria,
observandose cambios morfolégicos como la presencia de trombocitos gigantes
acompafiadas de trombocitopenia, provocando episodios de sangrado recurrentes
resaltados en las manifestaciones clinicas mencionadas anteriormente, por lo que, la
identificacion precisa de estos cambios es fundamental para el diagnostico del

Sindrome de Bernard-Soulier y su correcto tratamiento.
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ANEXOS

Anexo 1. Hematopoyesis

Hematopoyesis
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Anexo 2. Trombopoyesis
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Anexo 3. Estructura Plaquetaria
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Fuente: https://es.slideshare.net/slideshow/iv-bserie-trombocitica-2021.i-
1ppt/266794182#5

Anexo 4. Principales receptores y ligandos de las plaquetas
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Anexo 5. Hemostasia

HEMOSTASIA

Fuente: https://es.slideshare.net/slideshow/hemostasia-y-coaqulacion-76677236/76677236

Anexo 6. Cascada de la Coagulacion
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Anexo 7: Fisiologia de la Hemostasia
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Anexo 8. Protocolo de diagnostico

. Recuento de ] Morfologia
+ * Hemorragia
. plaquetas de las plaguetas
Froparcion de
prolongado plaguetas grandss
Agregometria de
transmision de luz
ausencia de agragacion
con ristoceting
Comectiones
Excluye la enfermedad de IS Prueba
von Willebrand de mezcla

Mo corregida al anadir
plasma normal

Crtometria

de T r.'[;l'-

Reduccion de CD42a-d
¢ en las plaquetas

Sindrome de
Bernard-Soulier

Fuente: https://www.coagulationassays.com/es es/home/diagnosis-monitoring/bernard-

soulier-syndrome.html

Anexo 9. Comparacion de frotis de sangre de donante sano y paciente con sindrome de

Bernard-Soulier.

Fuente: https://digibug.ugr.es/handle/10481/84671
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% agregacion

Anexo 10: Técnica de frotis de sangre periférica y guia de la tincion Wright

,‘ DEFINICION

Consiste en una solucion de alcohol
metilico de un colorante acido
(eosina Y) y otro basico (azul de
metileno) y sus productos de
oxidacion. Son usados en la tincion
lo cual provoca el efecto conocido
como Romanowsky.

PROCEDIMIENTO:

| |1- TOMAR LA MUESTRA
L

?

f)

3. CUBRIR CON EL COLORANTE WRIGHT |
VDEJARACTUAREL MISMOPORUN |
MINUTO. ‘

i 2- COLOCAR1 GOTAENELPORTA
"OBJETOS (REALIZAR FROTIS.)

& |-

-t

" |4-DILUIR CON AGUA DESTILADA
'Y DEJAR ACTUARPOR 2 A 5 MIN.

FUNCION

| Lo 2% S0 '

Proporciona una coloracion purpura a los
nucleos de los leucocitos y a los granulos
neutrofilicos, mientras que los globulos rojos se
tifen de color rosado. Los componentes
responsables de dar la gama de colores tipica
de la tincion de Wright son el azul B y la eosina

6. UNA VEZ SECO, COLOCAR UNA
GOTA DE ACEITE DE INMERSION Y
OBSERVAR EN EL MICROSCOPIO.

'5.LAVAR CON AGUA DESTILADA A
CHORRO A CHORRO HASTANOTAR
UN COLOR ROSADO

oLie

Fuente: https://www.udocz.com/apuntes/388526/tincion-de-wrigth#pfl

Anexo 11: Agregometria por Transmision de Luz (LTA)

100 - /
f‘
— (

=~ 80 ’@nda onda de agregacion
3 / » (Degranulacion plaguetaria) .
o i e
= i [ Primera onda de 8 ¥ O
S 60 /—v/ agregacion /’*' ZIU
2 o * S
£ 4 \
% 40 / / A ’\\\*(_. ¥/
o uf zememssceaes P« ct—
< 204 ADP / Plaguetas en reposo R

10 A1 / i

541  a y
I T T T
0 1 2 5 10
Tiempo (minutos)
Blanc Pacien /f
E450mm m ’ AQO”‘S‘a_s

plaquetario

Fuente: https://lajclinsci.com/vD-6-51
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Anexo 12: Inserto de prueba de agregacion plaquetaria inducida por Ristocetina

Kit Para Valoracion del Co-factor de la Ristocetina

(ES)

US0 PREVISTO e dees

El kit para valoracion ded co-facior de |a rsinceling de abp estd desinado a la cuanliicacion de la actinvidad del Taclor von Wille-
brand (vWF) medianie |a valoracion analizads de la actvidad del co-facior de |a rislocsting.

PRIMCIPID DE LA PFRUEBA

El kil para valeracion del co-facler de 1a ristoceling de abp, mise |a capacidad del plasma de un paciente de aghulinar plaguetas
figas en formaling en presencia de fsipcelina. Se evallan los plasmas de pacienies en presencia de plaqueias Bas en foomaling y
rigloceling para delemminar el indice de cambed en 1a aglulinacion de plaguetas. Los resullados pueden Nerpolarse con UNA curva
estandar para deleminar la aclividad ded co-taciorn de ka natlooeing.

MATERIALES NECESARIDS PERD NO SUMINIETRADDS

Fipatas para 500 L, 200 pL y 25 pL.

Agreptimelro con registrador grafica o con softeare para razacs.

Cubetas de agregomeatio.

Tubos de plastico para ka dilucidn de las muesires de plasma estandar y de pacienbes.

PRESENTACION

El kit para valoracion del co-Tactor de |a rslooating de abg 5o presenta de 1a sigusenls manera:
4 x5 mlL de plaguetas humanas fjas en formalina.

2 %1 miL de ristoostng liolzada 10 mgimL

2% 1,0 mi de estandar de referencia derivato del plassra humano neemal - liolilizsdo.

2 %05 mL de contiol anomal sarvads del plasma humans.

2 %25 ml de solucidn salina lamponada con Tris (TES) con congervanies y establizantes.

PREPARACION DEL REACTIVG

Plaguetas Fofilizadas

Dejar que los viakes se estabilicen a lemperalura ambienie anles de su reconstilucion. Reconsiiluer con 5 ml de solucitn salina
tamponada con Tris. Dejar en reposo durante un minime de 15 minutos. Mezelar suavemente anles de usar inviriendo el vial.
Almacenss a 2 - B “C. Estable duranle 56 0ias U8 veZ reconsldo &i e almacena a 2 - 8 °C . Eslable duranle T horas una vez
reconstiludo 5i e SMMAcend A lemperatura amiiente.

Rislocetina

Diejar que & visl se estabifice a \emperatura ambiene anles de usar. Reconstituir con 1 mL de agua de grado reaclivo pafa alcan-
EAT LN conceniiastn final de 10 mgiml. Dejar en reposo durante 15 minulos. Assguranse de que 108as 188 paticulas se hayan
disuelts anles de usar. AMTECEnar a 2 - B "C. Cualquisr porcian que no & ulilice puede ser congelada y almacenada a -20 “C.
Estable durante 14 dias a =20 "C.

Esténdar de referencia

Diejar que & visl se estabifice a lemperatura ambienle anles de su reconslilucidn. Reconstiuir con 1,0 mL de agua de grada
reaclivo. Dejar en reposo durenle 10 - 15 minulos, relando suavemente de manera esporadica. Asegurarse de que lodas |as
paiculas s& disuelvan anles de usar. Almacenar a 2 - § “C. Estable hasta ka fecha de vencimienlo en la eliguela del vial.
Estable durante 7 horas una wez reconsliluids S se almacens & lamperalura ambeenbe.

Plasma anormal de pacientes conirol

Diejar que & visl se estabifice a lemperatura ambienle anles de su reconslilucidn. Reconsliuir con 0,5 mL de agua de grado
reactivo. Dejar en raposs dursnte 10 - 15 MNULDS, rolEnco SuBVemente de Mansra esporatica. AseqUIarssa de que lodas |as
pariculas sa disuelvan anles de usar. Almacenar a 2 - § “C. Estable hasta la fecha de vencimienlo en la eliguela ded vial. Estable
duranle 7 horas una vez reconsBluido si se almacena a lemperatura amibients.

Solucion salina lampenada con Tris

Solucidn tamponada ya preparada. Contiens azida de sodio al 0,1% ¥ Tiomersal al 0,02%. Almacensar & 2 - § “C. Eslable hasta |a
fecha de vencimienio en ka efiqueta del vial.

PRECAUCIONES Y ADVERTEMNCIAS

Solamente para wso dagndafics i vl

Cada unidsd de plasma uliizado en este productn ha sido conrolada para verilicar | presencia de anbeuerpos conlra & wius de
inmunodeficencia humana [VIH) de Bpo 1y I, anligenn de superfice de Hepalilis B y C, dando un resultadn negative.

Sin embargo, no exislen pruebas que pusdan garantizar fehacentements que & plasma humano no Wansmile enlemedadeas
infeccinsas. De la misma manera gue con iodos los malerales de origen humana, esle products se debe iratar come infeccioso ¥
s& deben lomar las precavciones necesaras. Descarlar e material de desecho de acuerdo con l&s nonmas de cada pais en

parbeular.

PREPARACION DE LA MUESTRA

Muestra: La muesira de eleccion es plasma oblenido de |a recogida de sangre compéeta venosa y citrelo de sodio al 3.2% coma
anficoaguiante,

Recogida y preparacion de ka muestra: Oblener |a muesira de sangie venosa medianie venopuncidn. Trangfesir inmedialamenle
la =angre 8 un lubo con e anBeoagulanie adecuado (dirals de sodio al 3,2%) y mezelar bien por inversidn. Cenlriluger k2 mueatra
a 1500 G durante 20 minuies. Sacar o plasma de los lubos dentro de los 60 minutos. Analizar la meesira de plasma denbro de las
4 horas para obtenss resullados Splimos o almacenanta congelada a -20 °C por un periodo maxima de 2 semanas. Evilar 18 1&cnca
de congelasdnidescongelacion. (Estandar NCCLS H21-A27).
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PROCEDIMIENTD DE LA PRUEBA

Calibracidn de la valoracion

Preparar |a curva esténdar haciendo diluciones seriadas de plasma de relerencia en la solucion lamponada de la siguiente mane-
Ta

Tuba Vol. de sol. tamp. Vaol. de ref. % asignada
Valor de ref.

1 0,3 mL 0,3 mL 100

K3 0,1 mL Tubo 1 de 0,3 mL 78

3 0,1 mL Tuba 2 de 0,2 mL 50

4 0.2 mL Tuba 3 de 0,2 mL 25

Preparar las diuciones de plasma del pacients ¢ de conlrol mediante |a adcidn de 0,1 mL e plasma a 0,1 mL de TES &n un uba
die plastico. Mezciar Dien.

Para prepaErar un blanco necesanio para eatablecer a referencia ded 100% para cada cubeta de muesira, afiadir 0,10 mL de TBS a
0,05 mL de plaguetas reconafituidas.

Procedimiento de la valoracion
1. Afiadr 0.2 mil de plaquetss recona®lsdas a un ubo de Agregomelria, Asequrancoss de que esié presente a varila sgitadora,
2. Afiadr 0,025 ml de risioceling a la cubela de muesira. Mezdar bien. Incubar duranie 120 segundos,

3. Durante |a incubacion, ajustar ia referencia a1 100% mediante & use del lanco preparads &n |a secson anenor. Si &8 Necess-
i@ una referencia al 0% s Wikza normalmente TBS.

4_ Comenzar el procesn de Bgregacion ahatients 0,025 ml de dilucon del estandar de referencia al 100% & |a rsioeeting que
conbene las plaguetas. Observar y regisiien el palrin de agregecien, finalizando la aglulinacien & los 180 sequndos.

5. Repalir los pasos 1 - 4 para indas las diluciones del estandar de referencia al T5%, 50% y 25%.

6. Repatir los pasas 1 - 4 para 1as diluciones de plasma del pesente o de control.

7. Lem musestras snormales (por debajo ded 409) deben repefires usanta plesma sin dluir y deben dividiee por ka miled pars
oblenes un Mayor rado de precsion del resultado.

CONTROL DE CALIDAD

El kil de valnracdn incluye un plasma de contral. El valor del oco-fackor de la risiooefina de esie conbrol Gene un margen fijo. Al
anakzarse comd plasma de prueba & inberpolanse con k8 curva estadndar de valoracion, el resullado obienido debe caer denlro de
esle margen. Si el control anarmal no cae dentio B8] Margen. repelir l curva estandar y el contral. 5i & contiol o cae dentia del
margen nuevamenie, esto indica e deteriono ded reactivo. Pongase en conlacto con abg para oblener mas ayuda.

RESULTADOS
A Determinacion de la pendients

1. Ver las instruceinnes del Iabricante del insfrumento,

B. Preparacion de la curva estindar a parti de los valores de pendients

1. En & papel milimetrado de ipo Iog-og que &8 suminista, TAZE la concanlracion de vIVF en el eje Xy el porcentsi maximo de
aglutinacion {pendiente) en & sje ¥. Recuende comegin 1os velores ded eje X para la concentracdn de WV en &l estandar de
referencia.

2 Trazar una linea que g2 ajusle perfectamants con 108 CUBIND pUMBS.

C. Determinar |a actividad del co-factor de la fistoceting en muestras de pacientes

1. A parr del valor de 18 pEniesnie Ja plasma 02 un pacienle, inenpoiar Con 1a (nea Je ausie penMeclo, exiendisndols al e X
estableciendn &l nivel de actividad del eo-facior de la ristocating del paciente. También &s posible ublizar softwere e trazado
automatizate para determinar |os niveles de acthidad del co-tactor de 1a ristoceling de |as mUesiras de pacientes.

VALORES ESPERADOS

En genafal, s& recondcen Wes ipos de vWd. La vWhid general del lipo | se caracteriza pof niveles reducidos de todos oa multime-
o8 NONmEles en plasma y plagquetas. E Lipa || muestra un palran ancmal oe mullimercs plasmalicns con paronss plagquetanos
normales o anormales, v el ipo Il poses Tachor de von Willebrand indedectable. Los resultados normabes: varian enire el 83% y o
99%. En la enfermedad de von Willebrand ks resullados son generalmente infenores al 40% y por lo genaral por debajo del 30°%°.

LIMITACIONES
Es posible oue lag situaciones (akes como ef embarazo o la infusin de concentrados® de Factor VIl ge lipn comensial ne reflsen
eon precisidn la enfermedad de von Willebrend, Sin embarge, es probable que 12 actividad del co-factor de la ristoceting g haya
convertide en e indicader mas fiable de I enfermedad de von Willshrand. Parete ser |a valorasisn més sstrechaments relaciona-
da con |a achvided biolbaica del factor de von Willsbaand.

RIESED ¥ SEGURIDAD
Solucdn =alina lamponada con Tris dasificada como perfjudicial: conliene azida de sodio.
Se deban saguir los protedimientos de asquiidad y sanianos habiuales ded laboratonko.

REFERENCIAS

1. NCCLE, Callection, fransgort and procasaing of blood specimens lor coagulation besting and performance of coagulation assays,
2 pilion H21-A3 1991

2. Thompson, J.M., Blood coagulaion and haemosiasis, a prackcal guide, third edition, Longman group (FE) pg. 142,145,182,
1085,

Fuente: https://www.abpcorp.com/wp-content/uploads/2016/03/Ristocetin-Co-Factor-
Assay-Kit-Package-Insert-ref.-ABP-RCOF-LIT-Rev-0-Feb-11.pdf
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Anexo 13: Citometria de Flujo

3. Caracterizacion de particulas
mediante escaneo laser

Cuando cada particula atraviesa el
rayo laser de 488 nm, se genera un
patron de sefiales de luz individual, que
es capturado por los detectores.

1. Tincion fluorescente

Los fluorocromos especificos para
las estructuras del nicleo (ADN) y la
superficie (membrana) remarcan las

caracteristicas de cada particula,

i la variedad de para
clinicos que se pueden detectar.

4. Huellas dactilares Gnicas

Los patrones de las sefiales de luz
que se han detectado se traducen en
“huellas dactilares” individuales, lo que
permite la identificacion y la asignacion

5.0 dé di con su correspondiente parametro.
e o0 prn 5N Por ditimo, esto permite la cuantificacion
2. Enfoque hidrodinamico Todas las sefiales de una medicion | de cada parametro.
Un flujo de reactivo envolvente separa se asignan a su parametro corres- 4

las particulas de la muestra y las alinea pondiente y se resumen en los dia-
para asegurar que son medidas correc- gramas de dispersion. Asi que cada
tamente de forma individual. diagrama de dispersion representa
las sefiales de una (nica muestra
para un parametro.

Fuente: https://www.sysmex.es/academia/centro-de-conocimiento/sysmex-

blog/urianalisis/la-cff-en-el-estudio-del-sedimento-urinario/

Anexo 14: Pruebas Moleculares para el diagnéstico de la enfermedad

l Index

Muestra Extraccion Preparacion |” | I |“ | “II I“ I“ |
de ADN de Biblioteca

Secuenciacion Analisis Bioinformatico
Abracadabra®

Mendelics

Fuente: https://blog.mendelics.com.br/es/secuenciacion-de-nueva-generacion-ngs/
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