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Alcuni dati morfologici od autoptici * © ¢ studi sperimentali * 7, eseguiti iniettan-
do nell’animale agenti aggreganti, hanno dimostrato che la formazione di aggregati
plastrinici circolanti & in grado di occludere la circolazione terminale e di causare
quindi infartj in vari organi. Con questi presupposti fisiopatologici & stata recente-
mente Proposta © messa 2 punto una tecnica per dimostrare aggregati plastrinici cir-
colanti ®, Essa & basata sul rapporto fra il numero delle piastrine nel sangue raccol-
to in {ormalina e nel sanguce raccolto senza questo fissativo. In seguito alla fissazio-
ne, gli aggregati piastrinici eventualtmente presenti nella circolazione diventano irre-
versibili'e sono rimossi dal sangue con centrifugazione 4 bassa velocitd, deterininan-
do riduzione del numero delle piastrine rispetto al sangue raccolto in RDTA, in cui
questo agente chelante disaggregs le piasttine stesse. Di conseguenza, il rapporto fra
il conteggio delle piastrine nel campione formalinato tispetto al campione EDTA
(platelet aggregation ratio, PAR) tende a diminuite in presenza di aggregati piastri-
nict circolanti, Negli ultimi anni tale parametto & stato estensivamente studiaio in
numerosi laborator: per valutarne la capaciti di mettere in evidenza e df quantizzare
un'abnorme reattiviti delle piastrine nelle malattie tromboemboliche. La variahilina
dei dati ottenuti ¢ la possibilita che questa potesse essere Jegata a problemi metodo-
logici ¢i hanno indotto a riveédere eriticamente questo tnetodo ¢ la sua uriliti clinica.

Dati della letteratura

Nel lavoro originale di Wu ¢ Hoak ¥ sono stati studiati pazienti con manifesta-
zioni. cliniche presumibilmente causate da tromboembolic arteriose. I1 PAR era si-
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gnificativamente pit basso rispetto ai controlli normal; nel pazienti con ischemia ce-
tebrale transitoria (ITA), infaro acuto del miocardio ed insufficienza arteriosa peti-
ferica acuta, mentre i risultati erano sovrapponihili ai valori normali nei pazienti con
angina cronica od insulficienza arteriosa cronica. In un successivo Javoro, Wu e
Hoak * confertmavano i loro dati in una pill ampia casistica di pazienti con T1A. Gl
stessi AA. escpuivano poi uno studio ™ in pazienti con trombosi venosa idiopatica
ricorrente: citca la metd dei pazienti aveva valog] diminuiti di PAR, L'alterazione dei
fests rimaneva [nvariata per un periodo variabile da mesi a scttimane e rifornava not-
male utilizzando un'associazionc di aspirina e dipiridamolo. La validitd della prova
veniva confermata anche da altri AA. " 22 che riscontravano autento degli aggre-
gati piastrinici circolanti in pazienti con infarto del miocardio ¢ malattic cerebrova-
scolari.

Successivi studi sollevavano perd alcuni problemi circa T'utilitd clinica della pro-
va. Infatti, PrAzIcH e Coll, * pubblicavano risultaii contrastanti rispetto a quelli so-
pra descritti, riferendo che fra la popolazione def soggetti normali ¢ quells dei pa-
sienti con ischeruia del miocardio e con TIA non esistevano differenze statisticamen-
te significative. Inolire, la riproducibilita del metodo ne diversi campionj di sangue
prelevati nello stesso giorno era insoddisfacente  nei pazienti ancor piti che nei sog-
gettd normali, Questa osservazione, sccondo gli AA., lascia qualche dubhio circa l'at.
tribuzione di un valore definitivo al test, specie se cseguito una sola volta in pazicn-
ti acuti. Ronrex ¢ Coll. 2 non evidenziavano alcuna differenza fra i valovi dei con-
trolli & quelli dei pazienti con infarto del miocardio o condizjoni predisponenti alla
trombosi arteriosa, METHA ¢ METHA * riferivano infine di aver riscontrato un PAR
significativamente pill basso jn pazienti con infarto nclla fase acuta, mentre il para-
metro tendeva a normalizzarsi dopo il settimo giorno.

Raerr ' ha recentemente sollevato dubbi anche sulla rilevanza fisiopatologica del
test, escludendo che esso misuti rcalmente la preseiuza di aggregati piastrinici circo-
lanti, Ta differenza dcl conteggio delle due soluzioni piastriniche utilizzate (EDTA
ed EDTA-formalina) potrebbe infatti cssere determinata non dalla presenza di appre-
gati, ma da fattori quali la differente viscositd delle due soluzioui, nonché dall’in.
tluenza della formalina sulle propricta di sedimentazione delle plastrine attraverso
moadificazioni del raggio, della gravita specifica e dJel fluida i xospensione.

In tuttd i lavori pubblicati, la metodologia di csecuzione appare assai diﬁ&crcntc
nei diversi laboratori, per una seric di dettagli quali il tipo di ago, la concentrazione
dell'anticoagulante, le modalita di prelievo, cte. E possibile quindi che alle differen-
ze metodolugiche vadano imputati i variabili risultati clinici. Per una migliore valu-
tazione di questo fesz & apparsa necessaria una sua standardizzazione precisa, che &
stata concordata in un Workshop internazionale svoltosi a Puaripi nel 1978,

Vengono qui descritti gli accordi raggiunti circa la modulita di esecuzione.

METODOLOGIA

Reagenti

Formalina al 4% in volume - Si prepata aggiungendo 10 ml di formaldeide 409
(v/v) a 90 ml di acqua distillata,
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Tig. 1 - Aggregati piastrinici circolanti secondo il fesz di Wu e Hoak: modaliti di esecuzione del
test (O plobuli rossi; ® piastrine isolate; & ugpregati piastrinici; lc ares tratteggiatc coTrispon-
dono alla parte di sangue che sedimenta con la centrifugazione),

EDTA 0,077 M - Si aggiungono 28,66 g di tetraacetato bisodico di etilendiamina
(NazCoHuON; * 21T,0) 2 750 ml di acqua distillata. Si aggiusta a pH 7,4 e si potta
a 1.000 ml con acqua distillata.

Tamtpone fosfato (PBS) - Aggiungere ad 1 | di acqua distillata 2 g di KC1 (0,027
M), 2 g di KELPO, (0,015 M), 80 g di NaCl (1,37 M), 11,5 g di NagHPO, - 20
(0,065 M). Molarita totale: 1,477, pH 6,75. _
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Soluzioni per il test

1. Soluzione EDT A-formalina - Aggiungere 3 ml di EDTA 0,077 M, 5 m! di for-
malita al 496 ¢ 2 ml di PBS a 10 m! di acqua distillata. I! pH dells soluzione & -
7,36; l'osmolalitd & 717 mOsm/kg.

2. Soluzione EDTA - Aggiungere 3 ml di EDTA 0,077 M, 5 ml di PBS a 12 ml
di acqua distillata, J1 pH della soluzione & 7,26; I'osmolalith & 700 mQsm/kg.

Fssendo la formalina impottante nell'incremento dell'osmolarity della soluzione,
Iequiosmolaritd fra le soluzioni 1 e 2 & stata ottenuta incrementando nella soluzione
EDTA la concentrazione del PBS. $i consiglia di preparare queste soluzioni estem-
poraneamente o di consetvarle al massimo per un mesc a 4 °C,

Prelievo ed esecuzione del test (fig. 1)

1. Siscgna con la lettera A una provetta di plastica graduata a 5 ml che contiene
2,5 ml di sohizione EDTA-formalina c con la lettera B una identica provetta conte-
nente la soluzione EDTA (2,5 ml).

2. §i raccolgono dircttamente 2,5 ml di sangue nelle duc provette A ¢ B. 5i uti-
lizza un ago a farfalla n. 19, applicando una stasi venosa di circa 40 mmHHg che si
interrompe appena il sangue incominda a fuoriuscite dall’ago. E importante scartare
dala 3 mldisangue prima di raccoglierlo nelle due speciali provette. Il contarto
del sanguc con gli anticoagnlanti deve avvenire entro 30 sec.

3. Si incubano le provette a 22 °C per 15 min,

4. St centrifugano le provette a 220 g per 8 min per ottenere il plasma ricco in :
piastrine (PRP). '

3. Si contano le piastrine con il microscopio ottico a contrasto di fase o con il :
contacellule elettronico. Si atrengono gli stessi risultati con il metodo manuale e con |
guello automatico.

6. I tisultati sono espressi come PAR (platelet aggregation rativ):

conteggio piastrine (EDTA-formalina PRP)

PAR = — .
conteggio piastrine (PRP EDTA)
soggetti 1 I I X D3
MM, 0,99 0,87 0,91 0,52 0,06
DM. 0,88 0,80 0,90 0,86 0,05
ADA, 0,82 096 0,72 0,83 0,12
R.I. 0,89 0,82 0,84 0,85 0,03
W.G. 0,92 0,73 0,87 0,50 007

Tab. 1 - Riproducibilitd del et di Wu ¢ Hoak in 3 glorni successivi.
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e B <
FT. 0,89 0,82
S.V. 0,98 093
MM. 0,99 0,35
DM 0,90 0,76
ADA. 0,9 0,81

Tab. 2 - Ripraducibiliti del fess di Wa € Hoak su prelievi successivi.

7. 11 valore medio normale di 0,87 # 0,12 & stato riscontrato i un gruppo di
32 soggetti di ambo i sessi apparentemente sani ¢ di ctd corrispondente a quella det
pazient delle casistiche studiate {vedere pitr avanti).

RISULTATY

Riproducibilitd

Abbiarno eseguito il zesf su 5 soggetti normali in 3 giorni successivi, Nella tab. 1
sono riportati i valori del PAR ottenuti nei nostri soggetti, il valore medio ¢ la de-
viazione standard.

Inoltre, in 5 soggetti normali, abbiamo eseguito due prelievi nello stesso giorno,
a distanza di 1 b P'uno dall'altro. Nella tab. 2 sono riportati i valori del PAR.

Eseguendo sui 10 dati a nostra disposizione il test di Scrreiie ® di analisi del-
la varianza, possiamo notare che non vi & una varianza significativa fra 1 soggetti ed
entro i soggetti; d'altra parte Pelevato valore dei quadrati medi di entrambi i grup-
pi i suggerisce una elevata variabilita del metodo sia fra 1 soggetti sia entro t sog-
getti (tab, 3).

Dati personali

Utilizzando questo mctodo, abbiamo studiato gli apgregati piastrinici circolanti,
espressi come PAR, oltre che nel gruppo di controlli normali (32), in pazienti con
fctus (37), TTA (32) ¢ pregresso infarto del miocardio (24), tutti esaminati a distanza

grado di sommza dei quadrato

liberta quadrati medio
yariazione fra soggetti 4 0,03 0,075
vatinzione entro sogpettt 3 0,03 0,060

Fos = 1,23

Tab. 3 - Analisi della varianza del test di Wu e Hoak,
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Fig. 2 - PAR swmdiato in 32 controlli pormal, in 37 pezienti con ictus, in 32 pazienti con TTA,
L1 24 puzienli con infarty del miocardio ed in 31 pazienti con trombosi tetiniche. Le linee trat-
tegpiate indicano le mediane.

di 2-3 mesi dall’episodio acuto (fig. 2). Abbiamo inoltte studiato 31 pazienti con
trombosi retiniche. Quest’ultima casistica era dapprima divisa in due gruppi di pa-
zienti: 'uno con episodio acuto in atto e l'altro rivisto a distanza; la sovrapposizio-
ne dei dati ci ha indotto a rappresentarli nello stesso grafico (fig. 2). Anche sc il
PAR nct TIA era significativamente diverso dal gruppo di controllo (p < 0,05), si
osserva notevole sovrapposizione dei dati con quelli del gruppo di controllo. Nei pa-
zienti, con ictus non si riscontrano differenze significative; nessuna diffcrenza era evi-
denziabile nei pazienti con pregresso infarto ¢ con trombosi retinica,

CONCLUSIONI

- Nella nostra esperienza, solo nei TIA & stato messo in cvidenza un aumento si-
gnificativo degli aggregati circolanti (espresso dalla diminusionse del PAR). Talc da.
to pud esserc interpretato almeno tentativamente come V'espressione dell’aumentata
reartivitd della membrana piastrinica, che si esprime con un'esaltazione della tenden-
za delle cellule ad aggregarsi in vivo. Lo studio, cseguito a distanza dall’episodio acu-
to, permette di escludere con ragionevole approssimazione che le alterazioni osser
vate siano la conseguenza aspecifica delle profonde alterazioni dell’omeostasi genc-
rale dell'organismo tipiche della fase acuta. Tali alterazioni pottebbero essere quindi
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espressioni Ji un’attivazione duratura dei processi trombogenicréd intervertebbero a
scatenare il processo morboso acuto quando si innescano altri fatrori coroplementari
legati probabilmente alle condizioni parietali ed emodinamiche, Nelle altre casistiche
non sembra invece che vi sia la presenza di piastrine abnormemente reattive, benché
sia stato riscontrato un certo numero di dati patologici. Cid si pud forse spiegare
o con una scarsa scnsibilith del metodo o con il fatto che solo in una parte di questi
pazienti la patologia sia di natura tromboembolica; o che, anche quando sia trombo-
embolica, non sia legata al coinvolgimento delle piastrine.

In conclusione, il tes: di Wu e Hoak, pur rispondendo a caratteristiche di sem-
plicita di esecuzione, presenta i limiti teorici e pratici di tutti 1 zests che dovebbero
aiutare a porre diagnosi di trombosi in atto od incombente. In particolare, questo
test non appare i) pit scnsibile per metterc in evidenza un’aumentata reattivita od
attivazione piastrinica, anche secondo i risultati di un’ampia e recente casistica di pa-
zienti ‘trombofilici’ con malattia aterosclerotica o varia localizzazione d’organo ”.

| RIASSUNTO

Abbiamo criticamente tvisto 11 metodo di Wu ¢ Hoak per la riccrea degli aggregati piastei-
niei eircolanti valutandone la precisione. 1l metodo & stato poi applicato ad una casistica di pu-
gienti neurologici, cardiopatici ¢ di pazienti con trombusi retiniche, Sony stali riscontrati valor
significativamente aumentati dcl rest solo in pazicoti con attacchi ischemici teansitori. La negati-
vitd della prova ncgli altri gruppi di pazienti si pud spiegate o con nna modesta sensibilitd del
test o con una scarsa importanza delle piastrine nelle patologie considerate.
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