CAPITOLUL 4. EXPLORAREA SERIEI PLACHETARE SI A
HEMOSTAZEI

Hemostaza este un mecanism protector, de aparare impotriva hemoragiilor spontane sau
induse, care are ca rezultat oprirea sangerarii si refacerea vasului.

Hemostaza se realizeaza cu participarea activa a peretelui vascular si a unor factori
plasmatici, plachetari si tisulari, care formeaza la nivelul leziunii vasculare un cheag rosu
sau coagul care opreste hemoragia.

La finalul acestui proces se reface peretele vascular, se repermeabilizeaza vasul si se
reia fluxul circulator. Hemostaza fiziologica necesita un perete vascular integru morfologic
si functional, un numar normal de plachete si o functionalitate normala a acestora, precum
si 0 cantitate normala de factori plasmatici ai coagularii.

4.1. Plachetele

Plachetele sau trombocitele sunt fragmente anucleate de citoplasma megacariocitara, cu
diametrul de 2 - 4 y si o durata medie de viata de 10 zile. Desi sunt « pitice» din punct de
vedere morfologic, plachetele sunt dotate cu un echipament enzimatic bogat si cu un
aparat mitocondrial activ. Aceasta dotare le confera calitatea de a fi, nu numai
transportori ai unor substante, ca unele amine vasoactive sau factori plasmatici ai
coagularii, dar si elemente celulare active metabolic, capabile de sinteza, la nivelul lor
sintetizandu-se prostaglandine si factori proprii plachetari care intervin in hemostaza.
Membrana plachetara este sediul unui numar mare de receptori integrinici si non-
integrinici care permit interventia plachetelor in hemostaza prin procese de adeziune,
eliberare, agregare, retractie. Plachetele activate capata proprietati procoagulante, factorii
proprii participand sub forma de cofactori in cascada coagularii (fosfolipidul plachetar), dar
si in fibrinoliza.

Stadializarea hemostazeli, cu tot caracterul ei artificial, subliniaza participarea dominanta,
intr-o anumita etapa, a unora dintre acesti factori si permite clasificarea testelor de
laborator.

Cei mai multi autori prezinta hemostaza ca o succesiune de 3,4 sau 5 etape:
1. Etapa vasculo - plachetara
2. Coagularea
3. Retractia cheagului
4. Fibrinoliza

1. Etapa vasculo — plachetara sau hemostaza primara. Este declansata de lezarea
vasului care raspunde rapid, prin vasoconstricfie locala reflexa, intretinuta secundar de
aminele vasoactive eliberate de plachete, ca tromboxanul Az (TxAz) sau de endoteliul lezat
- endotelina.

Vasoconstrictia are rolul de a scadea volumul de sénge pierdut prin vasul lezat. Aproape
simultan, plachetele activate adera la colagenul expus, prin intermediul factorului von
Willebrand (vW). Interactiunea plachete — vW - colagen atrage la nivelul leziunii mai
multe plachete. Acestea isi modifica forma si se degranuleaza, eliberand factorii continut;
in granule: ADP, serotonina, fibrinogen, TxAz etc. Factorii plachetari eliberati faciliteaza
agregarea altor plachete si vasoconstrictia, iar prin fosfolipidul plachetar (PL) participa la
activarea factorilor coagularii.

In continuare, aderarea plachetelor intre ele, proces numit agregare este amplificatad de
legarea fibrinogenului de receptorii glicoproteici membranari. Se formeaza punti
interplachetare, care solidarizeaza plachetele. In urma aderarii, agregarii si degranularii se
formeaza cheagul alb plachetar care obtureaza rapid bresa vasculara.
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vasculari. Pentru a deprima activarea plachetelor, la pacientii cu tendinta

o Activarea in exces a plachetelor sanguine va duce la formarea de trombi
spre tromboza se administreaza aspirina.

- Scaderea numarului sau deficientele functionale ale plachetelor duc la
sangerari, cu prelungirea timpului de sangerare.

2. Coagularea. Este un proces autoactivat, desfasurat in cascada, la care participa factori
plasmatici, numiti factori ai coagularii, factori plachetari - PL si factori tisulari — tissue factor
(TF). Acest proces se finalizeaza cu formarea cheagului de fibrina insolubila, care
consolideaza cheagul alb plachetar.

Factorii plasmatici ai coagularii Il, VII, IX si X sunt sintetizati sub forma de proenzime in
ficat, in prezenta vitaminei K, ei facand parte din complexul protrombinic. Factorii I, V, VIII
si XIII sunt activabili prin proteoliza, realizata de trombina, iar factorii XI, XII, kininogenul cu
greutate moleculara mare - HMWK si prekalicreina sunt activati de suprafete rugoase si
colagen, motiv pentru care sunt numiti si factori de contact (tabelul 4.1.). Factorii coagularii
sunt indicati prin numere romane si litera F (factor) in fata, de exemplu FVIIl. Formele
active au la final un a, de exemplu FVllla.

Prezentata foarte schematizat coagularea inseamna transformarea unei proteine
plasmatice numita fibrinogen in fibrina sub actiunea unei enzime numita trombina.
Trombina, enzima cheie a coagularii nu se gaseste in plasma ca atare, ci sub forma
inactiva de protrombina. Activarea ei de catre un complex de factori, numit activatorul
protrombinei sau protrombinaza ocupa cea mai mare parte a coagularii si necesita
activarea in cascada a numeroase alte proteine ale coagularii.

V-Xa-PL+Ca”*

e

Figura 4.1. Schema redusa a coagularii

Formarea activatorului protrombinei se poate face pe doua cai diferite, atat ca timp, cat si
ca factori implicati, dar cu importanta egala. Cele 2 cai se intalnesc pentru a activa FX,
dupa care, coagularea se desfasoara pe o cale unica, comuna.

- Calea extrinseca sau calea factorului tisular. se declanseaza prima si are o durata
de 12-14 secunde. Tesuturile lezate elibereaza o proteina numita factor tisular (TF),
care are rol de receptor pentru FVII. in momentul legarii de TF, FVII se activeaza.
Complexul TF-FVlla-Ca?* va activa FX (figura 4.2.).

- Calea intrinseca sau calea activarii prin contact. Presupune contactul unor factori
ai coagularii cu elemente ale endoteliului lezat, in principal cu colagenul. Factorii de
contact care declanseaza coagularea prin aceasta cale sunt: FXII, kininogenii cu
greutate moleculara mare - High Molecular Weight Kininogen (HMWK) si
precalikreina. Se formeaza un complex: FXII-HMWK-prekalicreina care se leaga de
colagen, ceea ce va duce la activarea FXII. Acelasi complex, dar cu FXlla, va
cataliza activarea lui FIX. FIXa se leaga de FVIII (activat in afara cascadei coagularii
de trombina) si impreuna cu fosfolipidul plachetar si ionii de calciu, formeaza un

107



complex numit tenaza: FVllla-FIXa-PL-Ca?*. Tenaza va activa FX si din acest
moment, coagularea va urma o cale finala, comuna. Factorul Xa se leaga de FV
(activat in afara cascadei coagularii de trombina) si impreuna cu fosfolipidul plachetar
si ionii de calciu formeaza un complex numit protrombinaza, care transforma
protrombina in trombina activa: FXa-FVa-PL-Ca?*.

Cele trei etape ale coagularii sunt:

1) Formarea activatorului protrombinei numit protrombinaza.

2) Trombinoformarea - formarea trombinei active din protrombina, sub actiunea
protrombinazei.

3) Fibrinoformarea - transformarea fibrinogenului in fibrina, sub actiunea enzimatica a
trombinei.

trombilor in vasele noastre, cu posibilitatea aparitiei infarctului acut de
miocard sau a accidentelor vasculare cerebrale trombotice.

- Pentru a preintampina evenimentele trombotice, la pacientii cu tendinta
spre tromboza, sau la cei care au avut deja evenimente trombotice se
administreaza inhibitori de vitamina K (Dicumarine). Deficitul unor factori ai
coagularii, de exemplu de FVIII (hemofilia A) are drept consecinta aparitia
sangerarilor, cu prelungirea timpilor de coagulare.

- Aceste deficiente se trateaza prin administrarea factorului deficitar.

o Activarea in exces a coagularii va duce la cresterea riscului de formare a

3. Retractia cheagului

Retractia cheagului urmata de expulzia serului este consecinta scurtarii prelungirilor
plachetare prin interventia unei proteine contractile numita trombostenina. Este
dependenta de numarul si functionalitatea plachetelor. Deficitul de trombostenina
determina trombastenia Glanzmann, in care aceasta etapa a hemostazei este alterata.

4. Fibrinoliza

Reprezinta un proces antitrombotic esential, care consta in scindarea enzimatica a fibrinei,
cu formarea unor fragmente care nu mai pot constitui o retea coerenta de fibrina.
Scindarea se produce sub actiunea unei enzime proteolitice numita plasmina, care se afla
in plasma sub forma inactiva, de plasminogen. Actiunea sa se afla sub dublul control al
unui sistem activator si altul inhibitor, intre care se stabileste un permanent echilibru. Un
astfel de cuplu este activatorul tisular al plasminogenului - tPA (Tissue plasminogen
activator) si inhibitorul acestuia PAI-1 (inhibitorul activatorului tisular al plasminogenului).
tPA-uman obiinut prin tehnica de recombinare DNA este folosit in scop terapeutic, el
lizdnd trombii din arterele coronare si cerebrale, daca se administreaza in primele 120
minute de la producerea infarctului. Dimpotriva, valorile crescute de PAI-1 sunt corelate cu
tromboza la nivelul coronarelor si vaselor cerebrale si este citat ca factor agravant al
ateromatozei.

Retineti

o Fibrinoliza ineficienta faciliteza formarea trombilor vasculari. Din acest motiv,
la pacientii care au suferit un infarct acut de miocard se administreaza o
substanta trombolitica, de exemplu tPA-recombinat uman! Exacerbarea
fibrinolizei duce la sangerari severe datorate distrugerii (digerarii sau lizei)
factorilor coagularii de natura proteica de catre plasmina!
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Figura. 4.2. Schema coagularii si a fibrinolizei. Linia punctata reprezinta interrelatiile
coagulare — fibrinoliza. Kininogen HMW - high molecular weight kininogen.

109



Tabel 4.1. Factorii procoagulanti si anticoagulanti - caractere generale

Factorul Concentr_atja Sinteza Depen_denl_;a Roluri principale in coagulare
plasmatica de vit. K
FI 200-400 ficat ] Substrat pentru formarea
Fibrinogen mg/dl fibrinei
Transforma fibrinogenul in
Fll . fibrina.
- +
Protrombina 10- 20 mg/d| ficat Activeaza factorii V, VI, XI,
XIII, proteina C si plachetele.
Factorul . Cofactor - receptor pentru VII.
. - tesuturi -
tisular
Ca*t 9-11 mg/dl | ubicvitar i Cofactor, intervine in toate
etapele hemostazei.
FV , Cofactor, receptor pentru X cu
Proaccelerina 0.5-1mg/dl | ficat, CE i care formeaza protrombinaza.
Nedenumit, vechiul nume al lui
FVI - - -
Va.
Activeaza X si IX. Initiaza
FVII , . :
P " 0,2 mg/dl ficat + coagularea prin mecanism
roconvertina extrinsec.
FVII . Cofactor pentru IX. Participa la
AntihemofilicA 1-2 mg/d| ficat, CE ) activarea X pe cale intrinseca.
FIX 05-0.7 Proenzima. Face parte din
Antihemifilic B ’ -/di ficat + complexul numit tenaza.
Christmas mg Activeaza X pe cale intrinseca.
EX 06-08 . Proen|2|m|a. Fa(_:e parte din
Stuart- Prower mg/d ficat + complexu nu[nlt _ .
protrombinaza. Activeaza ll.
FXI , P ima. Acti a 1X.
0,4 mg/dl ficat? ] roenzima. Activeaza
Rosenthal
FXII Proenzima. Factor de contact.
Hageman 15-4.7 ficat? - Activeaza XI.
mg/dl
FXIII Transglutaminaza. Stabilizeaza
Stabilizator al 1 -4 mg/dl ficat - fibrina.
fibrinei
Prekalikreina Proenzima. Activeaza XII si
PK , li a HMWK 1in kinine.
(PK) 5 mg/d ficat ] cliveaza in kinine
Factor
Fletcher
HMWK Cofactor la activarea XIlI, XI gi
Factor 2,5 mg/dl ficat? - a prekalicreinei.
Fitzgerald
f VW (von i ficat, CE ) Cofactor. Leaga plachetele de
Willebrand) plachete endoteliu.
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Tabel 4.1. Factorii procoagulanti si anticoagulanti - caractere generale

Factorul Concentr_atja Sinteza Depen_denl_;a Roluri principale in coagulare
plasmatica de vit. K
PL. Cofactor. Participa la toate
Fosfolipidul - plachete - etapele coagularii.
plachetar.

Proenzima. Sub forma activa
Plasminogen 10-15 mg/dI CE - de plasmina lizeaza
fibrinogenul si fibrina.

Inhibitor al coagularii prin

Proteina C 0,4 mg/d| ficat * inactivarea Va si Vllla.

Proteina S 1,5 mg/dl ficat, CE - Cofactor al proteinei C.

Serin proteaza inhibitorie

Antitrombina efectiva in prezenta heparinei.

Il ficat - Inhiba: trombina si formele
active ale factorilor IXa, Xa,
Xla si Xlla.
TFPI. Inhiba activitatea complexului
Inhibitorul caii CE i TF- Vlla

mediate de
factorul tisular

4.2. Investigarea hemostazei primare - etapa vasculo-plachetara

Pentru a obtine informatii despre hemostaza primara se exploreaza:

- Vasele, prin:

e testul garoului

e timpul de séngerare
- Plachetele sanguine, prin:

e numararea plachetelor

e timp de sangerare

e aprecierea morfologiei plachetare

¢ retractia cheagului

o testarea functionalitatii plachetelor — teste de aderare si agregare
- Factorul von Willebrand - dozare

a). Testul garoului sau proba Rumpel-Leede - apreciaza rezistenta capilarelor la
compresiunea realizata cu un garou sau mangeta unui tensiometru. Ca urmare a
compresiunii i a blocarii intoarcerii venoase, pot aparea rupturi ale capilarelor, cu atat mai
numeroase $i mai precoce, cu cat rezistenta lor mecanica este mai mica sau functiile
plachetare sunt mai alterate. Prin capilarele cutanate rupte, sangele extravazeaza si se
exprima prin transparenta pielii sub forma unor pete mici, rosii-violacee, numite petesii.
Un numar mare de petesii inseamna un rezultat pozitiv. Testul este pozitiv in afectiuni
vasculare, in trombocitopenii sau trombocitopatii. Deoarece este greu de standardizat,
acest test are mai mult valoare istorica.

b). Timpul de sangerare (TS) - metoda Duke. Reprezinta timpul de curgere a sangelui
dintr-o plaga intepata sau incizata, in conditii standard.
Materiale necesare: bisturiu sau ac obisnuit, vata, alcool, hartie de filtru, cronometru.
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Tehnica de lucru: se dezinfecteaza lobul urechii; se inteapa sau se incizeaza; se
porneste cronometrul. Daca incizia este corect facuta, picaturile de sange apar spontan.
Se sterg picaturile aparute din 30 in 30 de secunde, deoarece eliberarea de factor tisular
ar putea declansa coagularea prin mecanism extrinsec. Cand hértia nu se mai pateaza,
se opreste cronometrul. Proba se repeta si la cealalta ureche si se face o medie a celor 2
valori.

Valori — Interpretare.

- Normal, TS este de 2 - 5 minute, semnificatie patologica avand-o doar cresterea
peste 8 minute.

- Cresterea TS, in afara erorilor de tehnica, este intalnita in anomalii ale peretelui
vascular, in scaderi ale numarului de trombocite sau alterari ale functiei lor, in
insuficienta hepatica. In cele mai multe coagulopatii, TS este normal.

c). Numararea plachetelor - se poate face direct, in camera de numarat = metoda
Feissly-Ludin, sau prin metode automate.

- Valori normale: 150.000 - 400.000/mm3

e Cresterea numarului de trombocite se defineste prin termenii de frombocitoza si
trombocitemie, ambii reflectdnd cresterea numarului peste 400.000-
500.000/mm3.

e Scaderea numarului de plachete sub 100.000/mm?3 (sub 50.000/mm?3 dupa alii
autori) se numeste trombocitopenie.

- Variatii fiziologice:
e Scaderi: la femei, mai ales in perioada premenstruala; la nou-nascuti, la
batrani, la trecerea brusca din clinostatism in ortostatism.

e Cresteri: postprandial, mai ales dupa ingestia de carne; dupa efort fizic; la
altitudine (prin splenocontractie); dupa expunerea la ultraviolete; in teritoriul
circulatiei pulmonare; dupa: nastere, interventii chirurgicale, traumatisme cu
alterari tisulare. Raspunsul este maximum la 7-10 zile si este proportional cu
gradul de distructie celulara.

- Variatii patologice
e Trombocitopeniile. Apar ca urmare a unei productii reduse la nivel medular, de
exemplu in inhibitile medulare datorate iradierii sau administrarii de citostatice

sau prin distrugerea lor in periferie, de catre anticorpii antiplachetari, sau in
cursul unor infectji.

e Scaderea numarului de plachete sub 100.000/mm? induce sindroame
hemoragipare caracterizate clinic prin aparifia unor pete hemoragice
subcutanate - purpura trombocitopenica, iar paraclinic se constata prelungirea
timpului de sangerare, test de fragilitate capilara pozitiv, consum de protrombina
redus - prin deficit de PL plachetar, retractie deficitara a cheagului.

e Trombocitozele. Sunt secundare unor reactii inflamatorii; afectiunilor maligne -
limfoame, boala Hodgkin etc; bolilor hematologice - anemie posthemoragica,
feripriva, hemolitica etc.

e Trombocitopatiile - definesc alterarea functionala a plachetelor, numarul si
durata de viata ramanand normale. Pot fi congenitale - boala von Willebrand
(deficit de factor VIII/VW), trombastenia Glanzmann (deficit de trombostenina)
sau dobandite: medicamente, hepatita cronica, hemodializa cronica etc.

d). Volumul trombocitar mediu (VTM) — indica uniformitatea de marime a populatiei
trombocitare. Este util in diagnosticul diferential al trombocitopeniei.

Metoda de determinare: este calculat de analizorul automat dupa urmatoarea formula:
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PCT (Plachetocrit) (%)
VTM (fL) = x1000
Nr. trombocite (x10%/uL)

De asemenea, analizorul automat calculeaza largimea distributiei trombocitare (PDW),
asemanator cu calcularea largimii distributiei eritrocitare.

Valori de referinta

-VTM = 7.4-13 fL sau pm3.
- PDW = 8-16,5 coeficient de variatie (CV) a volumului trombocitar.

Semnificatie clinica — VTM poate fi utilizat, impreuna cu PDW, pentru diagnosticul
diferential al trombocitopeniei prin productie scazuta de trombocite, de cea asociata cu o
distructie plachetara crescuta.

- VTM crescut: trombocitopenie prin distructie periferica crescuta; hipertiroidism; boli
mieloproliferative; la fumatorii aterosclerotici (cresterea VTM la fumatori a fost
propusa ca factor de risc pentru ateroscleroza), deficit de Bi2 si/sau acid folic; in
trombocitozele din bolile mieloproliferative. Este normal in trombocitozele reactive
(infectii, tumori, boli inflamatorii etc.).

- VTM scazut: alterarea productiei de trombocite: hipoplazia megakariocitara, anemia
aplastica, chimioterapie. Odata cu ameliorarea tabloului clinic si refacerea dupa
chimioterapie, VTM creste inaintea cresterii numarului de trombocite.

e). Aprecierea morfologiei plachetare. Se apreciaza marimea, forma, tinctorialitatea,
structura si capacitatea de aglutinare pe frotiul de sange periferic. In mod normal,
plachetele sunt grupate in plaje de 15 - 20. Aspectul izolat se intalneste in trombocitopenii
si mai frecvent in trombocitopatii. Centrul apare mai inchis la culoare - aspectul mai palid
se intalneste in deficit de granule, mai ales de corpi densi, iar periferia, hialoplasma, este
mai deschisa la culoare.

f). Retracfia cheagului (RC). Ca si timpul de sangerare, RC este direct dependenta de
numarul de plachete, dar si de functionalitatea lor - deficitul de trombostenina alterand
aceasta faza a hemostazei.

Valori de referintd - la 4 ore: 48-64%, iar pentru cheagul plasmatic, peste 85%. n
hemofilii, RC este normala.

g). Testarea functionalitatii plachetelor

- teste de adeziune plachetara - apreciaza capacitatea de retentie a plachetelor pe
sticla;

- teste de agregare a plachetelor sub actiunea unor agenti agreganti ca: ADP,
trombina, colagen, epinefrina, ristocetin, acid arahidonic;

- teste de explorare a factorilor plachetari si a capacitati de eliberare a
acestora: fosfolipid plachetar 4, beta-tromboglobuling, Tx. Az etc.

4.3. Explorarea coagularii

Datorita tehnicilor moderne, explorarea coagularii s-a simplificat foarte mult Tn ultimii ani.
Actualmente, putem obtine informatii semnificative pentru diagnostic prin efectuarea
urmatoarelor teste:

- Timpul de tromboplastina partial activat (Activated Partial Thromboplastin Time -
aPTT)

- Timpul de protrombina sau timp Quick (TQ) si derivatul acestuia International
Normalised Ratio (INR)

- Timpul de trombina (TT)

- Dozarea fibrinogenului

- Dozarea separata a factorilor coagularii

- Depistarea unui anticoagulant circulant

113



http://rmgh.net/wiki/index.php?title=APTT

Cu ajutorul primelor 4 teste se exploreaza calea intrinseca (aPTT), calea extrinseca (TQ,
INR) si calea finala, comuna (TT, aPTT, TQ, fibrinogen).

a). Timpul de tromboplastina partial activata - aPTT (clasic, timpul de cefalina caolin)
Evalueaza activitatea factorilor implicati pe calea intrinseca si comuna a coagularii.

Recomandari pentru efectuarea testului
- detectarea deficientelor congenitale sau dobandite ale factorilor de coagulare care
intervin Tn calea intrinseca: XlI, XI, IX si VIII, HKMW, PK;
- monitorizarea tratamentului cu heparina nefractionata si inhibitori trombinici (hirudin,
argatroban);
- suspectarea prezentei de inhibitori, ca de exemplu anticoagulant lupic;
- evaluarea preoperatorie a riscului hemoragic.

Principiul metodei. Se determina timpul de coagulare al unei plasme oxalatate gi
deplachetate Tn prezenta unei solutii de cefalina. Cefalina este o tromboplastina partiala cu
actiune similara fosfolipidului plachetar. Adaosul de cefalina face ca acest timp sa nu fie
dependent de numarul sau disponibilitatea de fosfolipid plachetar. Prin urmare, este
normal in sindroamele hemoragipare de cauza plachetara.

Materiale necesare
- seringi, ace, vata, alcool
- sange venos
- vacutainere cu oxalat sau citrat de sodiu
- cefalina
Metoda — automata, coagulometrica.

Exprimarea rezultatelor - in secunde. Valori de referinta.

- Normal: 26 -40 s

- Interval terapeutic: in cursul heparinoterapiei: de 1.5 - 2.5 ori valoarea nivelului de
control. Proba de sange pentru aPTT se recolteaza la 3 ore dupa, sau cu o ora
Thainte de administrarea heparinei.

- Valori critice —aPTT >70 s = risc de sangerare spontana.

Interpretarea rezultatelor
- Prelungirea aPTT semnifica un deficit al factorilor care intervin in mecanismul
intrinsec al coagularii XIl, XI, IX si VI, HKMW, PK. Este prelungit in hemofilii,
parahemofilii, dar si in deficitul sever de FI, Fll si V.
- Nu depisteaza deficientele de factori VII sau XIII.
- Scurtarea timpului nu are relevanta clinica semnificativa.

b). Timpul de protrombina sau timpul Quick (TQ). Evalueaza activitatea factorilor
implicati pe calea extrinseca si comuna a coagularii: VII, X, V, Fll si I. Factorii coagularii Il
VII, IX si X sunt sintetizati in ficat sub influenta vitaminei K. Din acest motiv, TQ evalueaza
atat activitatea factorilor de coagulare dependenti de vitamina K (mai putin 1X), a factorului
V si a fibrinogenului, cat si functia de sinteza proteica a ficatului (figura 4.3.).

Recomandari pentru efectuarea testului

- TQ este testul cel mai comun utilizat pentru monitorizarea terapiei anticoagulante
orale, cu inhibitori ai vitaminei K, care fac parte din clasa dicumarinelor (ex.
warfarina, sintrom, trombostop); acest timp este sensibil la trei din cei patru factori ai
coagularii dependenti de vitamina K (ll, VII, X);

- screeningul deficientelor congenitale sau dobandite ale factorilor Il, V, VII, X si
fibrinogenului;

- prezenta inhibitorilor fata de factorii de coagulare respectivi;

- deficit de vitamina K;

- monitorizarea functiei de sinteza proteica a ficatului;

- screeningul preoperator al hemostazei.
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Principiul metodei. in prezenta tromboplastinei tisulare si a clorurii de calciu, plasma
normala coaguleaza intr-un interval de 12-16 secunde, scurtcircuitand prima faza a
coagularii.

Metoda - coagulometrica

Exprimarea rezultatelor

- catimp de coagulare —in secunde;

- ca procent (%) din activitatea normala = activitatea protrombinica (AP);

- ca raport protrombinic (PR = PT pacient in sec/PT plasma normala in sec);

- ca International Normalized Ratio sau INR. INR reprezinta un raport intre TQ al
pacientului si TQ al plasmei normale standardizate ISI (International Sensitivity
Index).

INR = (TQ pacient/TQ plasma normal)'S'.

Valori de referinta

- 12 -16 secunde.
- Activitate protrombinica: 80-100%.
- INR:0,8-1,2
e La pacientii cu tromboze venoase profunde, fibrilatie atriala (FA), accident
vascular cerebral trombotic (AVC), infarct miocardic acut, INR trebuie mentinut
intre 2-3;
La cei cu valve mecanice cardiace intre 3 -4 ;
Pentru preventia episoadelor trombotice intre 1,5 - 1,9;
Valori peste 4 - risc de hemoragii;
INR peste 6 - valori critice: risc mare hemoragic, mai ales la pacientii cu boli
gastro-intestinale, HTA, boli renale, cerebro-vasculare, tratament cu
antiagregante sau alte medicamente care potenteaza efectele anticoagulante;
e Valori sub 2 protectie inadecvata impotriva trombozei. Dozele de anticoagulant
nu sunt suficiente, cu exceptia situatilor in care anticoagulantele se
administreaza preventiv.

- INR este util numai pentru pacientii cu terapie anticoagulanta orala si nu
are valoare pentru diagnosticul sau tratamentul celor cu TQ prelungit din
alte motive.

- Pentru controlul tratamentului anticoagulant, testarea trebuie facuta cel
putin o data pe luna.

Interpretare. Alungirea TQ:

- deficit congenital sau dobandit al factorilor Il, V, VII, X, foarte rar in deficitul de FIX

varianta Bm;

- anticoagulante orale in scop terapeutic - antivitamine K ;

- hipofibrinogenemie - sub 80 mg/dl;

- afectiuni hepatice, cu insuficienta de sinteza a factorilor dependenti de vit. K.
Se interpreteaza in corelatie cu aPTT (tabelul 4.2.). TQ prelungit si ceilalti timpi de
coagulare normali = deficit de FVII.

c). Timpul de trombina (TT)

Reprezinta timpul necesar coagularii unei plasme citratate si deplachetate la care se
adauga trombina si calciu. Prin adaosul de trombina sunt ocolite calea intrinseca,
extrinseca si comuna a coagularii, motiv pentru care TT reflecta, in principal, interactiunea
dintre trombina exogena si fibrinogenul endogen.
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Recomandari pentru efectuarea testului
- investigarea cauzei unui TQ sau aPTT prelungit;
- diagnosticarea coagularii intravasculare diseminate (CID);
- disfibrinogenemii, hipo-/afibrinogenemii;
- monitorizarea tratamentului cu activatori ai plasminogenului (streptokinaza si
urokinaza).
Metoda — coagulometrica.

Valori de referinta: < 21s. Valori critice: > 60s.

Interpretare. Prelungit in hipofibrinogenemie, disfibrinogenemie sau afibrinogenemie; in
prezenta produsilor de degradare ai fibrinogenului sau ai fibrinei; in tratamentul cu
heparina si cu activatori ai plasminogenului, in afectiuni hepatice severe, in boli maligne.

Tabel 4.2. Analiza comparativa a timpului Quick sia aPTT

(N - timp normal; P - timp prelungit)
TQ | aPTT Deficit Atitudine

Se investigheaza faza I-a a coagularii, prin

N i FVIILIX. XX dozari de factori
P N FVII _
P | P FLnvx | Se investigheaza faza l-a si a Il-a prin

dozarea factorilor implicati

Timpul Qui-ck

Fibrinngeh

Figura 4.3. Factorii investigati prin TQ
d). Dozarea fibrinogenului. Se poate face prin metode cromatografice sau imunologice.
Valori normale: 200-400 mg/dl

Explorarea initiala, corecta a hemostazei trebuie sa fie facuta prin teste care sa
intereseze: plachetele, calea intrinseca, calea extrinseca si calea comuna. Cele mai multe
informatii se obtin prin interpretarea coroborata a aPTT, TQ si TT (tabel 4.3.).

Prezenta inhibitorilor coagularii se suspecteaza in situatia in care timpii de coagulare
alterati nu se corecteaza prin adaos de plasma normala.
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Tabel. 4.3. Explorarea initiala a coagularii

aPTT TQ TT Interpretare

Normal Crescut Normal | Deficit de FVII sau inhibitor specific al FVII

Crescut Normal Normal | Deficit in FXII, XI, VIII, IX, PK sau inhibitori

Crescut Crescut Normal | Deficit pe calea comuna sau a mai multor

factori cu exceptia caii comune; inhibitori sau
tratament anticoagulant

Crescut Crescut Crescut | Anomalie globala a coagularii sau izolata a

fibrinoformarii

4.4. Explorarea fibrinolizei

A. Metode indirecte - pun in evidenta consecintele fenomenului litic asupra factorilor
coagularii si fibrinolizei.

cercetarea (dozarea) fibrinogenului plasmatic si a altor factori ai coagularii Il, V, VI,
degradati in timpul fibrinolizei.
dozarea produsilor de degradare ai fibrinogenului - PDF
dozarea produsilor de degradare ai fibrinei: D-dimeri (D-D)
dozarea plasminogenului.
e Dozarea produsilor de degradare ai fibrinei: D-dimerii.

D-dimerii sunt fragmente de fibrina generate in urma actiunii plasminei asupra
coagulului de fibrina. Cresterea lor este un marker, fie al starii de
hipercoagulabilitate (cantitate mare de fibrind), fie al fibrinolizei endogene
exacerbate. D-dimerii sunt mai specifici pentru fibrinolizd decat PDF, care
detecteaza in plus si produsii degradarii directe a fibrinogenului.

Metode de determinare (cantitative): latex-aglutinare automata cu detectie
fotometrica sau metode imunologice — ELISA. Valorile normale depind de
metoda practicata.

Cresteri ale D-dimerilor sunt asociate cu: CID (fibrinoliza secundara);
tromboze arteriale sau venoase; tromboembolism pulmonar; infarctul acut de
miocard; accidentul vascular cerebral trombotic.

D-dimerii mai sunt asociati cu trombofilia subclinica, cu stari maligne, ca
neoplasmul mamar sau ovarian, cu insuficienta hepatica, cu infectiile severe.
Valori crescute de DD, considerate fiziologice pot fi intalnite in sarcina normala,
in terapia cu estrogeni, contraceptive orale, la persoane varstnice, dupa
traumatisme si stres postoperator.

B. Metode directe - evidentiaza cresterea puterii fibrinolitice a plasmei sau a serului de
cercetat fata de diferite substraturi proteice.

Timpul de liza al cheagului propriu - se urmareste timpul in care cheagul de sange
integral sau plasmatic se lizeaza - liza completa in primele 60 minute = sindrom
fibrinolitic supraacut; liza completa dupa 60 minute = fibrinoliza subacuta

Timpul de liza al euglobulinelor = testul von Kaulla - valori normale: >3ore.
Timpul de liza al altor substraturi - cazeina, esteri, arginina, lizina.

Explorarea hemostazei inaintea unei interventii chirurgicale. Alaturi de alte investigatii
paraclinice, testele de hemostaza sunt obligatorii pentru siguranta actului operator. Din
pacate, de multe ori aceasta explorare se limiteaza doar la teste cum ar fi timpul de
sangerare si timpul de coagulare pe lama, o astfel de conduita fiind periculoasa.
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Se impune o baterie de teste care sa vizeze toate fazele hemostazei: numar de plachete,
timp de sangerare, aPTT, TQ, TT.

4.5. Metode moderne de explorare a hemostazei
a). Metode enzimatice

Principiul. Activitatea serinproteazelor plasmatice poate fi determinata urmarind actiunea
lor clivanta asupra unui substrat sintetic marcat, care poate elibera fragmente active optic
= cromofori, capabile sa absoarba lumina. Cantitatea de cromofor eliberata este direct
proportionala cu activitatea enzimei.

Cea mai noua dintre metodele enzimatice este metoda amidolitica. Prin aceasta metoda
se exploreaza:

- Timpul de protrombin&. Se utilizeaza un substrat sintetic marcat (preparat comercial
care mimeaza substratul original) asupra caruia actioneaza enzimatic trombina.
Rezulta un marker activ optic-cromofor a carui eliberare este direct propor{ionala cu
activitatea protrombinei.

- Timpul partial de tromboplasting activata.

- Se dozeaza factorii plasmatici ai coagularii : VI, VIII, X, Xl, XII, Xlll ; plasminogenul gi
antitrombina 11l (ATII).

b). Metode imunologice

- Metoda nefelometricd. Tn general, aceastd metodd permite determinarea
concentratiei particulelor dintr-o suspensie prin dispersia luminii. Prin aceasta metoda
poate fi determinat timpul de protrombina si poate fi dozat fibrinogenul. Principiul
determinarii timpului de protrombina constd in formarea unui complex antigen
(protrombina din plasma) - anticorp (preparat in vitro), care produce dispersia luminii
cand o raza laser trece prin solutie. Actualmente, aceasta metoda este complet
automatizata.

- Radioimmunoassay - RIA. Utilizeaza marcarea cu radioizotopi (*?°1, 1311, 3H, 4C,
32p). Radioimunoanaliza se bazeaza pe reactia reversibila imunochimica dintre
antigen (Ag) si anticorp (Ac), din care rezulta un complex imun solubil Ag-Ac.
Legarea Ag-Ac este o reactie cu o inalta specificitate, deoarece un anumit Ac nu
poate lega decat Ag fatd de care a fost sintetizat. Intre cele doua proteine, cea de
determinat si cea marcata radioactiv, va exista o competitie pentru legarea de
anticorp. Cu cat cantitatea de proteina de determinat va fi mai mica, cu atat
cantitatea de anticorpi legati de proteina marcata va fi mai mare, iar radioactivitatea,
masurata de un contor pentru radiatii gamma, mai mare.

Principiul si tehnica este comuna si altor determinari, cum ar fi cele hormonale. Prin

aceasta metoda se masoara o serie de proteine plachetare cum ar fi: f4, beta-
tromboglobulina, PGE2, TXB2, dar si fibrinogenul.

pe

Studiu individual

1. Utilizdnd un dictionar medical sau alte materiale de documentare explicati
intelesul urmatorilor termeni: aderare, agregare, degranulare plachetara,
vasoconstrictie, substanta proagreganta, trombofilie, tromboembolism, citostatic,
boala congenitala, investigatie paraclinica, tromboza, anticoagulant, dicumarine,
serin proteaza, cofactor, proenzima.

2. Explicati de ce in urmatoarele conditii creste numarul de plachete: efort fizic,
dupa nastere, dupa interventii chirurgicale.
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FISA DE LUCRU iN LABORATOR
1. Care este rezultatul hemostazei primare?

11. Care sunt valorile de referinta pentru aPTT. Interpretati valoarea de 75 secunde pentru
acest timp al coagularii.

12. Care sunt valorile de referinta pentru timpul de protrombina Ouick, in toate formele de
exprimare.



13. Interpretati urmatoarele valori pentru INR
INR = 1; INR > 7; Tratament cu dicumarine (sintrom) si INR =1,7

19. Care este concentratia normala a fibrinogenului? Interpretati o valoare a acestuia de
50 mg/dl. Ce repercusiuni credeti ca va avea aceasta valoare asupra timpilor de
coagulare?
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