Investigarea hemostazei

Hemostaza se defineste prin ansamblul mecanismelor care asigura fluiditatea singelui
si integritatea vasculara, atit in stare fiziologica cit si in cea patologica

Hemostaza fiziologica este copusa din 4 domenii functionale interdependente:
coagularea, anticoagularea, fibrinoliza si antifibrinoliza.
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Coagularea face parte dintr-un sistem complex de reactii hemostatice care cuprinde:
-vactorii vasculari ce realizeaza hemostaza primara ( timpul vasculo-plachetar)
-factorii plasmatici care realizeaza hemostaza secundara ( coagularea).

Factorii implicati Tn hemostaza interactioneaza in urmatoarea secventa:
= Vascoconstrictie
= Formarea trombului alb trombocitar
= Activarea coagularii
* Formarea cheagului de fibrind
= Retractia si liza cheagului

L.Explorarea hemostazei primare
A.Plachetograma
1.Numaratoarea trombocitelor
Valori normale: 150.000 - 400.000/mm3
Modificari patologice:
» Trombocitopenia:sciderea numirului trombocitelor < 150.000/mm’  este
produsa prin:
- scaderea productiei medulare (anemie aplastica, infiltrarea maduvei cu
tesut
tumoral, deficitul de vitamina B, si/sau acid folic)
-cresterea distructiei sau consumului in singele periferic (purpura
trombocitopenica idiopatica, purpura trombocitopenicad tromboticd, coagularea
intravasculara diseminata - CID)
- sechestrare splenica (in splenomegalie)
-trombopoieza inefectiva
= Trombocitoza:cresterea numarului de trombocite peste 400.000/mm® poate avea
urmatoarele cauze:



-infectii acute
-diferite tipuri de anemii( posthemoragica, hemolitica, feripriva).
-Insuficienta cardiaca cronica
-ciroza
-leucemie cronica
-policitemia vera
-artrita reumatoida
-TBC
-neoplasme
2.Plachetocritul (PCT): raportul volum de trombocite/volum sangvin total.
Valoare normala: 0.08-1%
Interpretare: -Valoare scazuta: trombocitopenie
-Valoare crescuta: trombocitoza
3.Volumul plachetar mediu (MPV)-reprezinta volumul mediu al unui trombocit
Valoare normala: 6-10f1
4.Indicele de distributie plachetar (PDW)- reprezinta variatia % a volumelor
plachetare
Valoare normala: 10-15%
Interpretare:- valoare crescuta: trombopatii

B Studiul trombocitelor

a) Examenul frotiului de sange periferic colorat MGG

Se studiaza modificari ale morfologiei, dimensiunilor si repartitiei trombocitelor:

-grupari de 15-25 elemente:numar normal de tronbocite

-grupuri de 4-5 elemente: trombocitopenie

-trombocite izolate, negropate: trombocitopenie sau trombocitopatie

-grupuri dense: trombocitoza

b) Functia trombocitelor :

-adezivitatea

-agregabilitatea (cu ristocetind, ADP, colagen)

-activitatea factorului 3 plachetar (fosfolipidul plachetar T5)
-retractia cheagului ( Tn mod normal este completa dupa 3 ore )

Sunt investigatii speciale indicate in diagnosticul trombocitopatiilor prin defect de
aderare (boala von Willebrand), prin defect de agregare (trombastenia Glanzmann) sau
secundar alterarii metabolismului acidului arahidonic (ex, inhibifia ciclooxigenazei indusa de
aspirind).

o Punctia sternala

Examenul maduvei hematogene este indicat pentru elucidarea cauzei unei
trombocitopenii: numarul megacariocitelor va fi scazut in trombocitopeniile prin scaderea
productiei medulare i va fi crescut in cele determinate de cresterea distructiei periferice.

o Testul fragilititii capilare (testul Rumpel Leed, Hess, testul garoului) exploreaza functia
hemostatica a vaselor si trombocitelor.

Principiu : se apreciaza rezistenta sau fragilitatea capilarelor de la nivelul plicii
cotului prin numadrul de petesii formate ca urmare a aplicarii unei compresiuni cu manseta
tensiometrului sau cu un garou. Crearea unei staze venoase favorizeazd extravazarea
eritrocitelor prin endoteliul capilar in tesutul subcutanat cu aparitia de hemoragii cutanate
punctiforme (purpurd, petesii).

Tehnica : se umfla manseta tensiometrului la 100 mmHg timp de 5 minute, dupa care
se scoate mangeta i se numara petesiile formate.



Interpretare : testul este negativ (normal) daca apar pana la 10 petesii si pozitiv daca
numarul petesiilor este mai mare de 10. Dupa unii autori (Hess) la omul sanatos aparifia
petesiilor in zona de sub staza este considerata patologica.

Testul este pozitiv in :

-sindroame hemoragice vasculare (primare sau secundare)

-sindroame hemoragice trombocitare (trombocitopenii sau trombocitopatii).

e Timpul de sangerare

Principiu: este un test screening ce evalueaza functia vasculara si trombocitara.
Reprezinta timpul necesar opririi sangerarii unei incizii standardizate.

Tehnica : Exista 2 tehnici:

- tehnica Duke: se dezinfecteaza lobul urechii si se inteapa cu un ac de seringa astfel incat
adancimea leziunii sa fie de 3 mm. Se declanseaza concomitent cronometrul. Din 30 in 30 de
secunde se absoarbe cu hartie de filtru picatura de sdnge care iese spontan. Cand plaga nu mai
sangereaza se opreste cronometrul si se noteaza timpul scurs.

Valori normale : 2 - 4 minute

Patologic: peste 5 minute (intre 4 si 5 minute se repeta determinarea).

- tehnica Ivy: se fac 2-3 mici incizii pe fata anterioara a antebratului si se tamponeaza cu
hartie de filtru din 30 in 30 de secunde pana in momentul opririi sdngerarii.

Valori normale: 3 - 8 min

Interpretare :

Timpul de sangerare este prelungit 1n :

-sindroame hemoragice de cauza vasculara (ex, purpura Henoch-Schonlein,

telangiectazia hemoragica ereditara)

-sindroame hemoragice de cauza trombocitara:

-trombocitopeniile (< 100.000/mm3)
-trombocitopatii (ex, boala von Willebrand)

-CID

Timpul de sangerare este normal in coagulopatii (ex, hemofilie).

IT Explorarea hemostazei secundare

Coagularea plasmei este declansata pe doua cdi, extrinseca si intrinsecd. Fiecare dintre
acestea presupune activarea succesiva a unor factori ai coaguldrii: factorul VII pentru calea
extrinseca si factorii XII, XI, IX si VIII pentru calea intrinseca. Cele doua cdi converg catre
activarea factorului X cu care incepe calea finala comuna ce duce la formarea fibrinei.
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Factor

Rolul factorului

I. Fibrinogen

Formeaza cheagul de fibrina

II. Protrombina

Activeaza [,V,VILXIII, prot.C, plachetele. Este factor dependent de vitamina
K.

II1. Tromboplastina

Lipopoteina tisulara sau trombocitara (T;) activatoare a protrombinei

IV. Calciu (Ca*")

Necesar pentru activarea protrombinei si formarea fibrinei Necesar pentru
legarea factorilor de coagulare de fosfolipid

V. Proaccelerina - Accelerina

Rol 1n activarea protrombinei.Cofactor pentru X, cu acre formeaza protrombina
Forma activa (factorul VI) foarte labila.

VII. Proconvertina -

Interactioneaza cu tromboplastina accelerand conversia protrombinei in

Convertina trombind prin mecanism extrinsec. Factor dependent de vitamina K.Activeaza
IX si X.
VIII. Globulina Component al cascadei de activare a coaguldrii prin mecanism intrinsic

antihemofilica A

Cofactor pentru IX cu care formeaza tenaza

IX. Globulina antihemofilica
B (factorul Christmas)

Component al cascadei de activare a coagularii prin mecanism intrinsic.
Formeaza tenaza cu VIII. Activeaza X

X. Factorul Stuart-Prower

Rol central 1n declansarea coagularii prin mecanism intrinsec §i extrinsec.
Factor dependent de vitamina K. Activeaza II, formeaza protrombinaza

XI. PTA

Activat de factorul Hageman si activeaza la rindul sau factorul IX

XII. Factorul Hageman

Activat in contact cu endoteliul lezat, initiaza reactia in cascada a coagularii
prin mecanism intrinsic.Activeaza prekalicreina si fibrinogenul

XIII. Factorul stabilizator al
fibrinei (FSF)

Produce transformarea fibrinei S (solubild) in fibrina I (insolubild)

Factorul Fitzgerald

Kininogen macromolecular, interactioneaza cu factorul XII si factorul Fletcher.

Testele care exploreaza coagularea se clasifica in:
A.Teste globale (exploreaza coagularea in ansamblu)
a) Timpul de coagulare Lee-White
Principiu: consta in determinarea timpului scurs de la recoltarea singelui fara
anticoagulant pana la coagularea sa.
Valori normale: 6 - 8 minute

Interpretare:

Timpul de coagulare este prelungit in :

-hemofilii
-CID

b) Timpul Howell (timpul de coagulare a plasmei citratate recalcifiate, timpul de

recalcifiere)

Principiu: Se masoara din momentul recalcifierii (prin adaos de calciu) a plasmei
oxalatate sau citratate pand la aparitia cheagului de fibrina.
Valori normale: 1 - 2 min

Interpretare :

Timpul de recalcifiere este alungit Tn:
-deficitul factorilor II, V, VIII, IX, X, XI or XII
-deficitul kininogenului macromolecular, prekalikreinei sau fibrinogenului
-prezenta anticoagulantelor circulante (heparind)
-trombocitopeniile severe (prin deficit de T3).
¢) Testul consumului de protrombina (TCP)

Principiu: testul exploreaza formarea tromboplastinei endogene la care iau parte
factorii antihemofilici i trombocitele. In cursul coagularii, protrombina (factorul II plasmatic)
se consumd in cheag in proportie de 90%, transformindu-se In trombind sub actiunea
complexului tromboplastinic endogen. Restul de 10% ramane in ser (protrombina reziduald),



cantitate ce poate fi detectata. Toate situatiile in care tromboplastina endogena si/sau calea
finala comuna sunt deficitare, conduc la un consum scazut de protrombina care ramane in ser
in cantitate mai mare.

Valori normale : peste 45 sec.

Patologic: sub 20 sec.

Interpretare :

TCP este scurtat in :

-trombocitopenii
-trombocitopatii cu deficit de eliberare de T;
-hemofilii A si B, cand nivelele plasmatice ale factorilor VIII, IX, XI sai XII,
ca
si a kininogenului macromolecular sau a kalikreinei sunt < 10-20% din valorile normale
Actual, TCP este utilizat ca test screening pentru Ts.
B. Metode de explorare a caii intrinseci

a) Timpul de tromboplastina partiala (PTT)

Principiu: Reprezintd timpul de coagulare a plasmei deplachetizate masurat din momentul
declansirii coagularii prin adiugarea Ca®* in prezenta cefalinei ca substituent al factorului 3
plachetar. Exploreaza calea intrinseca si cea finala comuna.

Valori normale : 70 - 110 sec.

Interpretare :

PTT se alungeste in:

-deficitul tuturor factorilor coaguldrii cu exceptia factorilor VII si XIII (ex,
hemofilia A si B)
-prezenta inhibitorilor factorilor coagularii
-CID
-anticoagulante de tipul heparinei
-deficitul de fibrinogen..
Actual acest test a fost inlocuit cu PTTK.

b) Timpul de tromboplastina partiala activat (APTT sau PTTK)

Principiu: Reprezintd un PTT la care activarea factorului XII este controlatd prin adaos de
kaolin, celitd sau acid elagic.

Valori normale : 25 - 35 sec.

Actual PTTK este testul utilizat pentru monitorizarea heparinoterapiei.

Observatie:

Actual se utilizeaza ca tratament anticoagulant heparinele cu greutate moleculari micd
(Enoxaparin, Fraxiparin, Fragmin, Logiparin) obtinute prin depolimerizarea chimica sau enzimatica a
heparinei standard (contin sub 18 unitati monozaharidice cu Gm cu 3.000 — 5.000 D) si care isi
exercitd efectul anticoagulant prin inhibitia factorului Xa (nu a trombinei). Monitorizarea terapiei nu
se face prin determinarea APTT (testele de coagulare nu sunt modificate), ci prin determinarea
activitatii factorului Xa, fie cu ajutorul substraturilor cromogene, fie coagulometric cu Heptest.

Efectuarea PTTK este indicata in:

-Deficiente congenitale a unor factori de coagulare ( factor VIII- hemofilia A sau factor IX —
hemofilia B)

-evaluarea raspunsului la terapia anticoagulanta cu heparina sau derivati de cumarina

-identificarea cauzelor posibile ale unor singerari anormale cum ar fi epistaxis, hematuria,
menoragia.

Interpretare

PTTK este alungit in:

-deficit de factori VIII, IX, X. XL.XII, kininogen, prekalikreina, fibrinogen, factorul V



C. Metode de explorare a ciii extrinseci

Coagularea pe cale extrinseca se realizeaza cu participarea factorilor VII, X, V, II si I,
(dintre care factorii II, VII, X impreund cu factorul IX din calea intrinseca sunt denumiti
factorii vitamino- K-dependenti, fiind sintetizati in ficat in prezenta vitaminei K).

a) Timpul Quick (timpul de protrombina, PT sau TQ)

Principiu: Este timpul de recalcifiere al plasmei oxalatate/citratate in prezenta
tromboplastinei tisulare in exces. Exploreaza calea extrinseca si cea finala comuna

TQ este utilizat pentru monitorizarea terapiei pe cale orala cu anticoagulante
cumarinice

Valori normale : 12 - 15 sec.

Interpretare:

PT se determina in secunde, dar exprimarea rezultatelor se face sub forma de:

1) Activitate protrombinica (AT)

Valori normale : 70 — 120 %

Reprezintd procentul de factori ai coagularii (VII, X, V, II, I) rdmasi activi din punct
de vedere functional In plasma. Se calculeaza pe baza unei curbe de calibrare trasatd cu
ajutorul unor dilutii succesive (100%, 50%, 25%, 12,5%) ale unei plasme martor.

2) Raport protrombinic (RPT)

Valori normale : 1

Reprezinta raportul PT pacient/PTmartor.

3) INR (International Normalized Ratio)

Actual, este cea mai utilizata metodad de exprimare a timpului Quick.

Valori normale : 1

La ora actuald INR este preferat de catre majoritatea laboratoarelor si de cei mai mulfi
clinicieni pentru a controla nivelul anticoagularii orale la pacientii tratati cu anticoagulante
orale de tipul derivatilor cumarinici (warfarina, Trombostop). In cursul tratamentului valoarea
INR trebuie sa fie cuprinsa intre 2-3 in vederea unei anticoagulari optime (sub 2 apare riscul
de tromboza, iar peste 3 risc de hemoragie).

INR reprezintd exprimarea standardizatd a PT ce tine cont de sensibilitatea diferitelor
preparate de tromboplastind tisulard (de iepure, bovind, umana). Se calculeazd ca raportul:
(PT paciem/PTmartor)ISl, unde ISI = International Sensitivity Index.

Patologic:

Timpul Quick este prelungit in:

-afectiuni hepatice severe (scaderea sintezei proteice)

-carenta de vitamina K. Pentru a deosebi prelungirea timpului Quick determinata de o

hepatopatie de cea indusad de carenta de vitamina K se face testul Koller. Acesta

constd in administrarea vitaminei K parenteral timp de 2 zile, dupa care se repetd
timpul Quick. In carenta de vitamina K acesta se normalizeazi, in timp ce hepatopatii
ramane nemodificat.

-a- sau hipofibrinogenemii

-CID, prezenta antitrombinelor

-deficitul izolat de factor VII ( foarte rar intalnit ).

III.Explorarea fibrinoformarii

a) Timpul de trombina (TT)



Principiu: Este timpul de coagulare a plasmei oxalatate/citratate determinat in
prezenta unei cantitati cunoscute de trombind. Adaosul trombinei exploreaza fibrinoformarea,
celelalte faze ale coagularii fiind scurtcircuitate.

Valori normale :20-30 sec.

Patologic:

Timpul de trombina este prelungit in :

-a- 1 hipofibrinogenemii

-In prezenta heparinei

-In prezenta inhibitorilor trombinei sau fibrinogenului (plasmina si PDF), CID.
Observatie: pentru a diferentia prelungirea TT datorat a- si hipofibrinogenemiei de
prelungirea TT din cauza prezentei heparinei se poate utiliza timpul de coagulare trombina-
protamina (protamina neutralizeaza efectul anticoagulant al heparinei si a PDF). Prelungirea
TT asociatd cu prelungirea timpul de coagulare trombinad-protamina sunt sugestive pentru a-
si hipofibrinogenemiei, in timp ce prelungirea TT dar cu timp de coagulare trombina-
protamina normal indica prezenta heparinei

b) Dozarea fibrinogenului

Valori normale : 200 - 400 mg %

Interpretare:

Valori crescute:

-inflamatii acute

-IMA

-cancer

-eclampsie

-boala Hodgkin

-mielom multiplu

-sindrom nefrotic
Observatie: Exista dovezi care aratd cd, nivelul plasmatic crescut peste valorile normale
constituie un factor de risc semnificativ pentru bolile coronariene si cerebrovasculare.

Valori scazute:

-a- $1V hipofibrinogenemii

-insuficienta hepatica

-CID si fibrinoliza primara.

¢) Studiul factorului XIII

Se face cu ajutorul timpului de liza al cheagului in prezenta ureei care evalueaza
stabilitatea cheagului de fibrind (activitatea factorului XIII). Deficitul acestuia (desi rar)
trebuie suspicionat In prezenta unui istoric de sindrom hemoragipar si cu PTT, PT si TT
normale.

d) Proba amestecului

Se indica in prezenta alungirii unuia dintre testele screening ale coagularii (PTT, PT,
TT).

Proba constd In amestecarea In cantitdfi egale a plasmei pacientului cu o plasma
normald cunoscutd si constatarea corectiei defectului de coagulare. Testele screening sunt
normale 1n prezenta unor concentratii serice ale factorilor coagularii de peste 50%; corectia
certificd prezenta unui deficit al factorilor coagularii. Lipsa corectiei deficitului factorilor
coagularii indica prezenta unor anticorpi impotriva factorilor coaguldrii care inhiba atat
factorii din plasma pacientului cat si pe cei din plasma normala. Acesti inhibitori vor fi
ulterior identificati cu ajutorul unor teste speciale.

IV.Explorarea fibrinolizei



Sistemul fibrinolitic este implicat in dizolvarea cheagului de fibrina. Are rol in
repermeabilizarea vaselor obstruate prin coagulare. In acest sistem plasmina, o proteina din
ser scindeaza fibrina dand nastere produsilor de degradare ai fibrinei, care inhiba trombina.

1.Metode directe - evalueaza activitatea plasminei si a activatorilor plasmatici:

a) Determinarea plasminogenului
Valori normale : 75 — 160 %

b) Determinarea o-antiplasminei
Valori normale : 80 — 120 %

¢) Determinarea activatorilor tisulari ai plasminogenului (t-PA)

In mod normal sunt absenti, concentratile serice sunt extrem de reduse pentru a fi decelabile
prin metodele actuale.

d) Timpul de liza a cheagului euglobulinic

Valori normale: peste 60 minute

Interpretare: < 60 minute semnifica fibrinoliza accelerata

e¢) Timpul de liza a cheagului la 37°C

Valori normale: liza se produce in 48 -72 h

Interpretare: < 24 h = fibrinoliza moderata

< 2 h = fibrinoliza severa.

2. Metode indirecte -evalueaza consecintele fibrinolizei asupra fibrinei,
fibrinogenului sau altor factori plasmatici, adica prezenta produsilor de degradare ai fibrinei
(PDF):

a) Determinarea PDF

Valori normale: < 10 mg/L
Interpretare:

Valori crescute ale PDF se intalnesc in:

-fibrinoliza primara si secundara (toate cauzele de CID)

-embolie pulmonara, infarct miocardic

-terapia tromboliticad

-prezenta activatorilor tisulari ai plasminogenului in circulatie

Testul nu diferentiazd fragmentele fibrinogenului de cele ale fibrinei i de asemenea nu
poate deosebi fibrinoliza primara de cea secundara.

b) Determinarea timpului de trombina ( prelungit in prezenta PDF )

Testele de rutina utilizate in explorarea coagulérii sunt:

Test Semnificatie

= Numaritoarea trombocitelor Numaratoarea trombocitelor
= Frotiul de sdnge periferic Morfologia si numarul celulelor
= Timpul de sangerare (TS) Functia vasculara si trombocitara
= Timpul de protrombina (PT) Calea extrinseca
* Timpul de tromboplastind partiala | Calea intrinseca

activatd (APTT)
= Timpul de trombina (TT) Formarea fibrinei

Teste de laborator in principalele sindroame hemoragice




T TS | TQ | APTT Alte explorari
Sindroame hemoragice vasculare N ) N N - testul garoului pozitiv
Sindroame hemoragice trombocitare
* trombocitopenii J ) N N -TCP { Ac. anti T
* trombocitopatii N T N N - st. aderdrii, agregarii T
Coagulopatii N N N T -TCPf. 4
- teste speciale pt. factorii
VIII si IX
Boala von Willebrand N ) N ) - absenta agregarii T in
prezenta ristocetinei
-TCP {
- factor von Willebrand ¥
Coagularea intravasculara | £1 ) ) -TT T,PDF T
diseminata - Fibrinogen ¥

-PTT si APTT normal:deficit de factor VII

Cauze: afectiuni hepatice, deficit de vitamina K, warfarina sau dicumarol.

PTT si APTTT :deficit de factoriX, I, V, I

Cauze: CID, insuficienta hepatica, deficit de vitamina K.
-PT normal si APTT7 :deficit de factoriXIl, XI, IX, VIII
Cauze: hemofilia A si B, boala von Willebrand, heparina
-PT normal si APTT normal: deficit de factorXIII
Cauze: pacienti sanatosi, deficit de factor XIII
-TS, APTT, PT normale, in prezenta unei hemoragii poate sa insemne: o problema

chirurgicala, hipotermie, eroare de laborator

Algoritm de diagnostic al sindroamelor hemoragice

Titnp de sdngerare anormal

PTTK prelungit > 40sec
TCP > 10%

Sangerare—m Masura — Teste de [‘ TQ, PTTK prelungite

rea TQ, coagulare —|

PTTK anormale TT prelungit

TQ prelungit »18sec —m» Defect

Anomalia factorilor

—————» Investigarea hemostazei primare
/Anticoagulant circulant
factor VIII —Hemofilia A

Teste mixte boala von Willebrand
Defect —p  ale _— factor IX + congenital: Hemofilia B
intrinsec sistemului \ dobandit: Sindrom nefrotic
PTTK

factor XI: boala Rosenthal

Factorul XII Hageman
Kininogen macromolecular
Prekalikreind

Heparind

Deficit de vitamina K

de contact

| Timpului de lizd a cheagului euglobulinic

CID | Stabilititii cheagului
—» Anomalie a caii
comune Boli hepatice
(LILV,X) Afibrinogenemie
Boli congenitale legate <
de fibrino gen L # Hipofibrinogenemie

Boli hepatice

Deficit de witamina K
Droguri anticoagulante orale
Deficit congenital de

factor VII
extrinsec

——» teste pt. explorarea factorului VII
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	Valori normale: 150.000 - 400.000/mm3
	Examenul măduvei hematogene este indicat pentru elucidarea cauzei unei trombocitopenii: numărul megacariocitelor va fi scăzut în trombocitopeniile prin scăderea producţiei medulare şi va fi crescut în cele determinate de creşterea distrucţiei periferice.

	Valori normale: 6 - 8 minute
	Valori normale: 1 - 2 min
	Valori normale : 200 - 400 mg%
	Valori normale : 75 – 160 %
	-PT(  si APTT normal:deficit de factor VII


