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CUVANT INAINTE

Hematologia este o specialitate medicald frumoasd, in
care se imbind practica medicald cu laboratorul clinic. Ea are

nevoie de pasiune si cunostinte medicale solide. in ultimii
50 de ani s-au fdcut progrese mari in cercetarea patologiei
bolilor lesutului hematopoietic, a mecanismelor celulare de

supravietuire a celulei si in cercetarea citogeneticd. Au apdrut
modele noi, revolutionare de tratament al neoplaziilor fesutului
hematopoietic. Este necesar ca investigalia de laborator sd fie
imbundtdlitd gi sd poatA fi folositd cAnd se aplicd noi scheme

de tratament in bolile maligne hematologice.

De aceea prezentdm intr-o formd practicd, simpld irl
,,Caietele laboratorului de hematologie clinicd" cunostintele noi
despre hemostazd, despre citometria in flux introdusd in prac-
tica medicald, despre citogenetica gi biologia moleculard.

Contribuie la aceste cinci volume de ,,Caiete" colegii
din laboratorul clinic al Clinicii de Hematologie a Spitalului
,,Coltea", care au citit si, cu multd muncd, au aplicat o parte
din noutdfile din cercetare in explorarea bolilor fesutului sang-

vin. Acegti colegi au ajuns sd cunoascd si sd poatd expune cu

claritate noile cunostinfe. Sperdm ca efortul lor sd fie de folos

ir modernizarea diagnosticului de laborator in bolile tesutului
sangvin.

Dorim ca aparitia acestor 5 ,,Caiete ale laboratorului de hema'

tologie clinicd" sd le fie de ajutor studentului, medicului rezi-
dent ;i oricdrui coleg care face parte din echipa de lucru.
Dorim ca acest coleg, intelegAnd mecanismele celulare ale bo-
lilor 9i ca medic practician, sd Ie foloseascd pentru a indica un
tratament tintit, cu rezultate incurajatoare pentru bolnav.

Prof. dr. Delia MUT POPESCU

Clinica de Hematologie, Spitalul ,,Col1ea"



INTRODUCERE

Hemostaza reprezintd ansamblul fenomenelor biochimice

care apar ca urmare a unei leziuni vasculare si care au drept

scop oprirea extravazdrii sAngelui din arborele circulator.

Prin noliunea de leziune vasculard nu infelegem doar

o solufie de continuitate la nivelul peretelui vascular ci si

agresiunea de naturd inflamatorie (acliunea endotoxinei, a

radicalilor superoxizi eliberati din leucocite sau a citokinelor),

imunologicd (complexe imune, activarea complementului)

sau biochimicd (hiperlipemii, homocisteinemie, hiperglicemie)

asupra endoteliului. De asemenea, un flux sangvin accelerat,

hipervAscozitatea, asa-numitul ,,high share stress" din HTA,

ruperea sau insdgi preze$a unei pldci de aterom pot constitui

agresiuni asupra celulei endoteliale cu declansarea mecanisme-

lor complexe ale hemostazei.De aceea, se vorbeste de notiunea

de disfunclie endoteliald care reprezintd un proces mult mai

complex decAt o simpld sectionare a vasului de sAnge.

Aldturi de aceste mecanisme complexe, de rdspuns la

agresiunea vascularS, existd in organism o serie de alte meca-

nisme care impiedicd obstruarea tromboticd a vaselor sangvine.

Acestea sunt reprezentate de fibrinoliza fiziologicd si de meca-

nismele anticoagulante naturale (antitrombina, sistemul pro-

teinei C, inhibitorul cdii mediate de factorul tisular - TFPI -
Tissue Factor Pathway Inhibitor).

Cele doud categorii de mecanisme (hemostatice ,si anti-

trombotice) reprezintd cele doud capete ale balantei echilibru-

lui fluido-coagulant al sAngelui, echilibru numit si homeosta-

zia hemostazei.
Din punct de vedere didactic, echilibrul fluido-coagulant

al sAngelui este impdrlit in mai multe etape:
o hemostaza vasculard;
r hemostaza trombocitard;
(Aceste doud etape sunt cunoscute sub denumirea de he-

mostazd primard sau timp vasculo-plachetar.)
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. hemostaza secundard sau coagularea proPriu-zisd;
c faza de acfiune a mecanismelor anticoagulante fizio-

logice;
. fibrinoliza fiziologicd;
o faza de acfiune a sistemului monocito-macrofagic;
o faza reologicS;
. procesul de reendotelizate sau reparare vasculard.

Fiecare dintre aceste etape este in esenld o micd ,,balantd"

la capetele cdreia existd mecanisme hemostatice si, respectiv,

antitrombotice, prin echilibrul cdreia este impiedicatd pe de

o parte extravazarea sdngelui iar pe de altd parte obstrucfia

trombotici a vaselor.

in condilii patologice, in fiecare din aceste etape este

posibild o dereglare in dublu sens a acestor echilibre, ducAnd

fie la tulburdri hemoragipate fie la manifestdri trombotice,

care sunt cele doud tipuri de manifestdri clinice ale patologiei

echilibrului fluido-coagulant al sAngelui.

coNDrTil DE LUCRU iN EXPLORAREA

iN LNSORATOR A HEMOSTAZEI

in explorarea paraclinicd a hemostazei existd o serie de

condilii speciale de lucru, avdnd fir vedere cd de la recoltare

pAnd la testarea propriu-zisd existd o mullime de variabile

care pot influenla rezultatele.
Recoltarea probelor biologice pentru testele de laborator

trebuie sd indeplineascd anumite condigii:
. Se realizeazd de obicei dimineala, d jeun pentru cd li-

pidele din plasmd pot interfera cu reaclia de coagulare;

unele teste, cum ar fi de exemplu Lupusul anticoagu-

lant, necesitd condifii de d jeun speciale (L2 ore anterior

recoltdrii gi ultima masd fdrd grdsimi);
. Pacientul trebuie sd fie relaxati recoltarea se face la

temperatura camerei;
. Se recomandd prelevarea sAngelui in sisteme speciale

de recoltare (direct in tuburi vidate, conlinAnd anticoa-

gulant);
o Se are in vedere o staz6. venoasd moderatd, sub un mi-

nut, altfel existd risc de activare a fibrinolizei sau de

hemoconcentrare;
. Punclia venoasd trebuie sd fie fermd, cu traumatizarca

minimd a venei, altfel se elibereazd tromboplastind

care poate influenta testele de coagulare;

Este interzisd recoltarea probelor pentru hemostazd de

pe catetere sau branule, mai ales branule heparinizate;

Se aplicd vacumtainerul gi se lasd pAnd la umplerea

completd (p6nd la semn), evitAnd spumuirea sAngelui;

Omogenizarea sAngelui cu anticoagulantul se face prin
inversiune, de minim 4 ori (fdrd agitare!); altfel existd

risc de hemolizd sau activare trombocitard;

Recoltarea se realizeazd in recipiente speciale (vacum-

tainer), cel mai frecvent cu citrat de sodiu i:t concen-
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tralie de 3,2"/", proporlia sAngelui cu anticoagulantul

fiind de 9:1. Pentru un hematocrit de peste 55% se

recomandd ajustarea proporliei sAngelui cu anticoagu-

lantul;
o Se are in vedere cd hemoliza, hiperlipemia 9i concen-

tratia crescutd de bilirubind influenteazd rezultatele

testelor de coagulare;
. Atunci cAnd se recolteazd s6nge pentru mai multe teste

de laborator este indicatd respectarea unei anumite or-

dini a eprubetelor:

- Hemoculturi;

- Coagulograma (citrat de sodiu 3,2o/" - dop albastru);

testele speciale de coagulare necesitd un tub supli-

mentar;

- Ser (dop rogu);

- Hemoleucograma (EDTA - doP mov);

- VSH - citrat de sodiu.

Transportul probelor pentru testele de hemostazd se tea-

lizeazd la temperatura camerei; este interzis transportul probe-

Ior pe gheald sau pdstrarea probelor la frigider intrucAt se pot

activa unii factori de coagulare (de exemplu FVII).

Prelucrarea probelor se realizeazd prin centrifugare ime-

diatd (in max. L ord). Existd mai multe tipuri de plasmd pen-

tru diferite teste de laborator:
1. Plasmd bogatd in trombocite (Platelet Rich Plasma -

PRP) folositd pentru testele de agregometrie 9i pentru
Timpul Howell - se centrifugheazd 10 minute la 150 g.

Aceastd plasmd confine aproximativ 200-250 mii trom-

bocite/mm3;
2. Plasmd sdracd in trombocite (Platelet Poor Plasma -

PPP), folositd pentru toate testele de coagulare, contine

<10.000 trombocite/mm3; se obfine prin centrifugare

minim L5 minute la 1500 g;

Separarea supernatantului (plasmei) dupd centrifugare se

realizeazd, numai cu recipiente de plastic; de asemenea pds-
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trarea plasmei la congelator se realizeazd numai in recipiente

din plastic sau sticld siliconatd'

Timpul de lucru pentru testele de hemostazd este de

maxim 2 ore pentru explorarea trombocitului 9i 3-4 ore pen-

tru testele de coagulare. Pdstrarea probelor pAnd la testare se

realizeazd la temperatura camerei gi nu la frigider (mai ales

pentru PT), dupd ultimele indicafii ale NCCLS' Timpul de

protrombine GD poate fi lucrat pi dupd 24 ore, in condiliile

in care plasma nu este separatd de pe sediment iar Timpul

de cefalind (APTT) poate fi lucrat in aceleagi condifii pdnd la

4 ore. Timpul de lucru pentru celelalte teste de hemostazd este

de asemenea de 4 ore de la recoltare.

Pistrarea plasmelor pe o perioadd mai lungd presupune

congelarea imediat dupd prelucrare (dubl5 centrifugare pen-

tru a obfine o plasmd foarte sdracd in trombocite), in maxim

2 ore. Plasma se aliquoteazd in volume mici, pentru o con-

gelare cAt mai npidd, la -20'C. Timpul de pdstrare este de

1 lund la -20'C si respectiv 6 luni la -70oC. Decongelarea

trebuie sd fie rapid6, la 37"C, iar timpul de lucru a acestor

probe este de 2 ore.
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HEMOSTAZEI VASCULARE

in condilii de agresiune, peretele vascular participd la
procesul de hemostazd prin mecanisme complexe in care sunt

implicate toate componentele sale structurale: celula endote-

liald, membrana bazal6., subendoteliul, tunica medie 9i mai

putin adventicea.

Componentele structurale ale
peretelui vascular

Celula endoteliali este o ,,unitate perfectd anatomicd si

functionald", inzestratd cu un bogat bagai enzimatic si avAnd

antigenicitate proprie. Stratul de celule endoteliale este un
strat unicelular situat pe membrana bazald. subiacentd. Celula

endoteliald exprimd la suprafata vasculard o serie de molecule

de adeziune: ICAM (Inter Cell Adhesion Molecule), PECAM

(Platelet Cell Adhesion Molecule), VCAM (Vascular Cell Ad-
hesion Molecule), care sunt markeri de activare ai celulei en-

doteliale, precum pi o serie de selectine (E-selectin, P-selectin).

Principala funcfie a celulei endoteliale este cea de trom-

boreglare, la nivelul ei existAnd pe de o parte mecanisme

specifice antitrombotice (anticoagulante, antiplachetare si fi-
brinolitice) si pe de altd parte mecanisme protrombotice'

Dintre mecanismele antitrombotice fac parte:
. electronegativitatea celulei endoteliale (respinge electro-

static trombocitele incdrcate la rdndul lor electronegativ);
. eliberarea din celula endoteliald a unor mediatori cum

ar fi prostaciclina (PGI) pi a EDRF (Endothelium Deri-

ved Relaxing Factor) cu rol vasodilatator ;i de inhibilie
a functiei de agregare trombocitard;
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expunerea la suprafata celulei endoteliale a trombomo-
dulinei - o glicoproteind de suprafald care face parte

din sistemul anticoagulant al proteinei C -, avAnd rol
in activarea proteinei C;

eliberarea de TFPI (Tissue Factor Pathway Inhibitor) cu

rol de inhibare a cdii extrinseci a coaguldrii;
eliberarea de t-PA (tissue Plasminogen Activator), prin-
cipalul activator al fibrinolizei;
eliberarea unei ecto-ADP-aze - inhibA ADP-ul, care

este cel mai important activator trombocitar;
sinteza de mucopolizaharide (glucozaminoglicani) de

tipul heparansulfatului, dermatansulfatului sau con-

droitinsulfatului care potenleazd efectele antitrombo-
tice ale AIIII si ale cofactorului II al heparinei;

. sinteza unei mici pdrli din ATIII (cea mai importantd

cantitate fiind sintetizatd la nivelul ficatului).
Dintre proprietdfile protrombotice fac parte:

- sinteza de factor von Willebrand cu ro1 in aderarea si

agregarea trombocitard dar gi in coagulare, prin trans-

portul si limitarea proteolizei FVIII;

- eliberarea de PAF (Platelet Activator Factor), cu rol de

stimulare a trombocitelor;

- eliberarea de PAI (Plasminogen Activator Inhibitor) -
un inhibitor al fibrinolizei;

- sinteza unor factori ai coaguldrii: FV FVIII.

in condiiii fiziologice (endotelii intacte) existd un echilibru
al acestor mecanisme, cu usoard preponderenfd a proprietdfilor
antitrombotice care asigurd o proteclie tromboticd locald.

Odatd cu aparitia unei leziuni vasculare, acest echilibru
este perturbat. si vor deveni preponderente mecanismele pro-

trombotice. Astfel:

- se va accentua eliberarea de factor von Willebrand,

PAF gi PAI;

- va fi eliberat factor tisular care declanseazd, coagularea

pe cale extrinsecd;
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- este expus colagenul gi microfibrilele de elastind sub-

endoteliale, implicate in procesul de aderare al trom-

bocitelor dar 9i in inilierea cdii intrinseci a coaguldrii'

Structurile subendoteliale sunt reprezentate de membra-

na bazal6. gi lesutul subendotelial. Acestea au un continut bo-

gat in colagen, microfibrile de elastinS, factor von Willebrand,

glucozaminoglicani (heparan-sulfat, dermatan-sulfat sau con-

droitin-sulfat), trombospondin, fibronectin si vitronectin'

Principalele funclii ale structurilor subendoteliale sunt:

- aderarea trombocitard - un Proces complex care se

realizeazd, prin mai multe mecanisme (atraclia electro-

staticd a trombocitelor, aderarea directd a trornbocitelor

la fibrele de colagen prin GPIa/IIa, la trombospondin

si fibronectin gi aderarea indirectd a trombocitelor prin

intermediul factorului von Willebrand care reprezintd

cel mai important mecanism);

- activarea factorului de contact;i declangarea coaguldrii

pe cale intrinsecd'

Tunica medie contine fibre musculare netede si tesut con-

junctiv de suslinere a peretelui vascular. Funcfiile sale princi-

pale sunt de vasoconstriclie 9i sintezd a unor componente ale

peretelui vascular (colagen, glucozaminoglicani, proteine din

itructura fibrelor elastice) sau a unor mediatori (de exemplu

PDGF-like, care are rol in procesele de reParare tisulard)'

Adventicea contine fibroblagti, vase si nervi proprii vasu-

lui de sdnge gi are funclii mai pufin importante in hemostazd'

Fiziologia hemostazei vasculare

Participarea vasului de sAnge la oprirea sAngerdrii constd

pe de o parte in vasoconstrictia postlezionald si pe de altd parte

in capacitatea de sintezd a diversilor mediatori de la nivelul struc-

turilor peretelui vascular ;i in special a celulei endoteliale'
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Vasoconstricfia se produce printr-un mecanism reflex sau

este mediatd chimic prin catecolamine, serotonind, tromboxanul
A2 (eliberate din trombocite) sau prin endotelinul-1 si EDCF

(Endothelium Derived Contracting Factor) eliberate de celula

endoteliald. Rezultatele acestor mecanisme vasoconstrictoare sunt:
. reducerea lumenului vasculari
. marginalizarea trombocitelor, ceea ce

liunea lor cu peretele vascular si
permite interac-

. incetinirea fluxului sangvirl care realizeazd condifii
optime pentru desfdgurarea mecanismelor hemostatice

ulterioare.

Cu toate cd importanla hemostazei vasculare este foarte

mare pentru toate etapele echilibrului fluido-coagulant, explo-

rarea ei paraclinici este incd sdrdcdcioasd. Practic, nu avem

la indemAnd decAt cAteva teste iar acestea au sensibilitate 9i

specificitate scdzute si nu pot fi standardizate.
Existd ;i teste care determind diferifi mediatori sintetizati

in celula endoteliald prin tehnici de imunofluorescenld (in su-

pernatant de culturi celulare) sau imunohistochimie (pe sec-

liuni tisulare inghelate si fixate) dar acestea sunt de domeniul
cercetdrii, cel putin la noi. Se pot determina astfel endotelin-1,
E-selectin, ICAM, VCAM, factorul von Willebrand, trombo-

modulin, fibronectin, t-PA. Indirect, hemostaza vasculard poate fi
exploratd si prin dozdri serice (RIA, ELISA) ale acestor mediatori
(t-PA, factorului von Willebrand, fibronectinului, endotelinu-
lui-1) ca markeri indirecti ai celulei endoteliale, iar biopsia vas-

culard are valoare diagnosticd in diferitele tipuri de vasculitd.
Practic, existd doar doud teste care pot fi realizate in orice

laborator pentru explorarea hemostazei vasculare: Timpul de

sAngerare pi Testul fragilitdfii capilare.

Timpul de sdngerare

Timpul de sAngerare are ca principiu mdsurarea duratei

de sAngerare dintr-o incizie realizatd' la nivelul tegumentului.
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Reflectd eficienfa interacliunii dintre trombocite si peretele

vascular. Existd doud metode de realizarea a testului:

o Metoda DUKE - in care se realizeazd o incizie de L'5/

3 mm la nivelul lobului urechii 9i
o Metoda IVY - care presupune o incizie de 2/2 mm la

nivelul antebratului'
Valorile normale ale timpului de sAngerare sunt intre 2-

4 min.
Timpul de sAngerare > 5 min este intAb:rit in tulburdrile

hemostazei Primare:
- Purpurevasculare;

- Purpure trombocitoPenice;

- Trombopatii congenitale sau dobdndite (inclusiv trata-

mentul cu asPirind);

- Boala von Willebrand'
Timpul de sdngerare este un test cu sensibilitate scdzutd

(depinde foarte mult de execufia sa), are o specificitate redusd

(este modificat nu doar in patologia vasculard ci 9i in c€a

trombocitard) 9i, ca urmare, este greu de standardizat'

Existd o serie de variabile ale timpului de sAngerare (dupi

NCCLS - H45-A) de care trebuie sd se lind seama 9i anume:

oDirecfiainciziei(oincizieorizontaldducelauntimp
de sAngerare mai lung decAt o incizie verticald);

' Lungimea 9i addncimea inciziei;
. Temperatura ambientald (ideal, 22-25"C);

o VArsta (TS se scurteazd odatd cu vArsta);

o Administrarea unor medicamente (aspirind, AINS' anti-

agregante trornbocitare, antibiotice)'

Testul fragilititii caPilare

Testul ftagilitefii capilare constd in apregierea numdrului

de petegii apdrute prin aplicarea unei presiuni la nivelul te-

gumentului (mangeta unui tensiometru sau o ventuzd)' Una
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dintre cele mai uzttale este metoda Rumpel-Leede care con-

std in aplicarea mangetei unui tensiometru la nivelul bralului
si menlinerea ei timp de 10 minute la o presiune egald cu

media intre sistolica gi diastolica pacientului. Se numdrd apoi

petqiile pe o suprafald cu diametrul de 20 mm la marginea

inferioard a mansetei.

Valori normale: 0-10 petegii pe o suprafald cu diametrul

de 20 mm.
Rezultatele sunt exprimate semicantitativ (+, ++t +++,

++++), in funcfie de numdrul de petepii.

Interpretare - Testul fragilitdlii capilare este pozitiv ir:
. unele purpure vasculare;
o trombocitopenii, trombopatii, unele trombocitoze;
. HTA, uremie, DZ;
. La 8o/o din persoanele sdndtoase;
. la femei (mai ales la menstrd, in sarcind).



EXPLORAREA HEMOSTAZE'
TROMBOCITARE

Trombocitul este cel mai mic element figurat al sdngelui,
fiind o celuld anucleatd, de fapt un fragment celular, deosebit
de activ metabolic datoritd incdrcdturii sale enzimatice. in con-
ditii normale (nestimulat) trombocitul are formd de disc bicon-
vex cu suprafatd netedd, diametru de 2,5-4 pm gi un volum
de 7 pm3.

Sinteza trombocitelor - megacariopoieza - se rcalizeazd.
la nivelul mdduvei osoase, prima celuld din seria megacario-
trombocitard recognoscibild pe frotiul medular fiind mega-
carioblastul. Acesta se diferenfiazd la promegacariocit, apoi la
megacariocit granular si apoi la megacariocit trombocitogen
care igi invagineazd prelungirile citoplasmatice la nivelul si-
nusului vascular si prin fragmentarea acestora elibereazd in
circulatie trombocitele. Megacariopoieza este reglatd de o serie
de factori intrinseci sau extrinseci. Unii dintre acestia - trom-
bopoietina, IL 1, 3, 6, 1'J., reactia de fazd. acutd sau distructiile
celulare - stimuleazd megacariopoieza ducAnd la tromboci-
tozd.in schimb, transfuziile repetate de trombocite, IL2, TNF,
interferonii sau trombocitoza inhiba productia de tombocite ra
nivelul mdduvei osoase.

Numirul trombocitelor in sAngele periferic este de
150.000-450.000/mm3, durata lor de supravietuire fiind de
8-12 zile, perioadd dupd care sunt irdepdrtate din circulafie
la nivelul sistemului monocito-macrofagic, in special splenic.

Structura trombocitului

Structural, trombocitul este organizat din:.
Membrana trombocitari - formatd dintr-un.dublu strat

lipidic bogat in colesterol liber si fosfolipide prin care trom-
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bocitul isi rcalizeazd una dintre principalele funcfii - funcfia
procoagulantd. Fosfolipidele de la acest nivel sunt principala
sursd de fosfolipide care intrd in compozitia complexelor de
activare in cascadd a factorilor plasmatici ai coaguldrii. in
acest strat lipidic sunt ilrglobate o serie de glicoproteine cu
rol de receptor.

Glicoproteinele de membrand au rol foarte important in
realizarea functiilor trombocitului. Dintre acestea, mai impor-
tante sunt:

. GLICOPROTEINA Ib - asiguri suprafala electronega-
tivd a trombocitului. Se leagd in complex cu GpIX si
GPV pi constituie receptorul pentru factorul von Wille_
brand. in mod secundar are si rol de receptor pentru
trombind;

r COMPLEXUL GLICOPROTEIC GpIIb/IIIa * este re.
ceptorul pentru fibrinogen. in conditii de repaus este
situat la nivelul sistemului canalicular dar odatd cu
activarea trombocitard sub actiunea diversilor stimuli
(ADP, colagery trombind), prin modificdrile de formd
a trombocitelor, acest complex este expus la suprafafd
si astfel devine eficient in fixarea fibrinogenului. Este
receptor secundar si pentru factorul von Willebrand si
pentru fibronectina circulantd. Blocarea acestui com_
plex glicoproteic, fie prin anticorpi monoclonali fie
prin peptide continAnd secventa RGD, constituie una
dintre bazele noilor terapii antiagregante;
COMPLEXUT GTICOPROTEIC IalIIa - este recepto-
rul pentru colagen si participd la procesul de aderare
directd a trombocitelor la subendoteliu;
COMPLEXUL GLICOPROTEIC IclIIa - receptorul
pentru fibronectind; prin intermediul sdu trombocitul
aderd la fibronectina din subendoteliu;
GPIV - receptorul pentru trombospondina eliberatd
din trombocite prin procesul de secretie trombocitard si
participd astfel la consolidarea agregatelor trombocitare.


