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I]ELLA FUNZIONE PIASTRINICA

aEEtr,Edti pittttrinici circolanti)(La rírcrca d.egli

D,qNrnr^ Mnnr MaRco Morrr

Alcuni dari morfologici ed autoptici a'" c studi spcrimertali s,?, escguíti inicrtan-
do nell'animale agcnri aggrcganti, hanno rrinrostrato .he rn formszion. di aggregati
piastrinici c:ircoinntí è in grudu di occluclcre la circolazione terilrinale e di causarc
quindi infani in vari organi- Con qtresti ptcsuppc,sti fisiupatolngici è stats .rÈctrnre-
mÈîrte proposta c messa a ptrnto una tecnicil pcr dimOstrar* ,ggr*gori piaslinici cir.
colanti ''' ' Essa è basata strl rapporto fra il numero delle pinstiil* Itd ,ongu* ,*.*t
to itr fotmalina e nel $flDguc rqccolto senzn quÈsro fi*s*rtiu,r. In seguito alla fissazio.
ne, g,[i aggregrti piasrr.inici evenrualrncnrc prrstrrti nella cjrcolaZione divcntuno irre_
vetsibili È s()no.ritnossi dal y.ungue con crnirifrrgazior:e È bnssa vclocitl, dcrerminan-
do riduzione dcl nulncro dellc piastrínc rispettJ al sangr.re ,u..olio in EDTA, in c'itlucsto agcnte thclante clisaggrega le 1:iasuine stcsse. Dí conseÍ{uenza, il rrrpporto frail conteggio deuc Piastrirrr nel-catntione formalinato rispetto al cmnpiorrc ED.I,A(platelet aggregation ratiù, PAR) *end* a diminuirc in pr*r.n"u cli aggregstr piastri-
ttici circolanti' Ncgli ultirni qrrni tale parumerro è stato estensivqrncnre srucliùl, irnumetosi labotatori pcr valtttfirnc Ia capacitrì di mcttere in cviclcnza e di qr.rantiezare
un'abnornrc rearrività delle piastr:inr n.I" malattie ttornboembo[che. La varíahilitAdci drttí ottenud c Ia possibilità che quc.sra poressc .J,.,. ilr,-'iìrrrrlerni metodo-logici ci hsnno indotto a riveilcrc critl"o*rnìc quesro r'ctodo c ìa sua utiltà c]inica.

Dati della htteraraya

Nel lav'ro originale di Wr-r c Holr ts sono stqri studiati peaicnti cr-rn manifcsts-zionrl cliniche ptcsumibilmentc causare cla tromboembolic argrjo.qe. Il IrAR er:a si_
r-u ni. ' .rJ* f l in. Lab. I0 (Suppl. z), r?, r?80.
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gnifícarivar,erìr,È.più.{rasso rislretto ai controrli norr:rali nei pazisnti con ischenria ce_tcbr,lle rransitoria {'I'IAi, ir:far.rr.r rcuro drl miocardio cd ins^ufficienza arteriosu 1.reri_ferica àcuîa, mchtre i risultati cÌnno sovrapprrnihili ai valori r.ror*oli nei pazicnti con;rngina ct'nica od instr[ficienza arteriosa cronica. ln rrn su."esriuo lavoro, wrl eHoer 16 confermavano i loto dati in una più arupia cesistice di paaienti con TlA, GIistcssi AA' escp,tlivan. poi ur'o studio " in p^"tn[i con tru*tiori venosi{ idíopaticn
ricoffcnte: citca Io ntetà dci pazícnri avcvn uolori climinuiti di pAl{. L,alterazione dcifcrfs rim'.tncv* i'variatg l)er un peri.do variabile crrt mesi a scttirnanc e tit'rnava nor-male utilizzando tu'as$ociazionc di nspirina e dipiri,l"rnolo. io uouaità dclla provir
veniva confetmata a'chc da artri A4,. '' r,', che risco'*avano auurcnto r-reelí aggre_gati piustrinici' circcrlanti in pazienfi c*n infarto dcl rniocarclio c malattie cerel,rova.scolari.

Surcccssivi studi solhvovano 
!:r,o nlcuni problcmi circr l,utilirrì clir:icu,Jclla pro_va' Infatti, PnAztcn e coll, 'o pribblícavano rir..rltati con[rr{srrrnti rispe.tt' n qrrelli sr-r.pta desctitti, riferenr{o chc fr:n la popolazíone dci soggetti nor*nli c quella dci pa_zicnti ctln isclrertria dcl miocardio e corr T'lA non esistcuono differenze stjatisticame'-te significnf ivc' Inoltre, la riproducibiljtà dcJ rneto,io 'ci cliversi carrrpioni cli sangueptclevati ne.llo $tcsso giotno era insodclisfacenre, nei pazienti nncor più che nci srrg-getti normali, Questrt osservflzione, scco'do gli AA., lascia q,,*lil,* clubhio circa l,ar-tribuzione di rm valore dèfinitivo al tcsl, *p..i. se cseguito unn sola volta in pazicn-

ti .rcrrti. R*rner c (loll. 12 non evicknziavanu alcrrna differen za f ra i varor.i clei con_
trcrlli e cluclli dei pazienti son inl:urto dcl rniocardio o condizioni prerlisFoncnti alla
[rornhosi itttcriosa, Mrmr,t e Mrt'rra * rifcriv,rn,r infine cli aver riscorrrrto un pA H
sígnificativamÉnte piir basso jn pazienti corr infarto nclJa firsc scutir, mentre i l parn-
înctro rendcva a normalizzar.si dopo il settirno giorno.

R'nt'nRrr ha recet)ttrncnte sollcvato dubbi anche sr,rl la ri levanza fjsiopatologica dcl
tesr, cscludendo c}ìe csso minuri rcalmente la plesenza cli aggregati piastrinici circo-
Ianti '  Lrr diffetenza dcl contcggio delle.l.r. rolu"itrni piasmir,íchc uti l ir,zntc (ED'l.A
ed EDTA-forrnalina) pottcbbe infetti cssere clctcrminatd non ,lalla prcsenza cli aggr.e-
gati, ntr da fattori qrrali h differente víscositrì clcllc drre soluzioni, nonc6é clall'ín.
fluenza dcllu formalitta sullc prol.rrictà di seclimentaziofiÉ clcl]e piastrinq attraver.so
modificnzi'ni del taggío, della gravitÀ spccifica e rlcl flui,lo.li rurpensionc. i

Iu tr-rtti i luvoti pubJ:Iicati, la nietorJologirr di csecuzionc apprìr* or.*i r[f]cr.cnre
ttei diversi laboratorí, pcr: una scdc dt cletta[li qtrali il tipo .li ogo, Ia co.ncenffazione
dell'anticortgulante, le rnodaL.tà dí preli*uo, *r.."È possibiie quiicli chr aJIe c{iffcren-
ze rnctod'rlugichc vat-lano irnputari i variabili risultati clinici. Irer una urigliore valu-
tazione dí questo fesr è ef]l)atsa nece$$srin uno .sna starrdafilizzttzionc pr:ecisa, c]re è
stàta concotdata in un Workshup internazionale svolrosi e parigi nel tg7B,

Vengono qui clescritti gli accordi raggiurrti circa la nroc{alitàti esccr.rzionc-

METODOLOGIA

Reagenti

Fotmalina al 49lt itt rttl.ume - Si pr:eprtra aggiungcndo 10 rnl di form4deide 40clú
(v/u) a 90 m[ di acclua disti l ]ata,
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A

EDTRrbrmallna
+

sa nEUe

1 ; l

A

B

EDTA
+

Sangu€

1 : 1

B

1r+l
ncubare pgr l5 min a 22 nC

ttr+
r i fugare Por  B min a  ??0 g

conta p iast r inÉ A

conta piestr ine B

c e n

FAR -

l:ic, I - Aggrcgati Pirrstrinici circolanti $ecoltdo ú' tcst rli Wu e Hork:

i-r? iC sl;f;rfi-;--W I piastine isolate; r usgregnri.piastrinici; lc
dón11itrlpirte di sanguc-chc sedimcnta c()n lrr ccntrifr:Sezione)'

modalitù qli esecuzione de]
arec trutteggintc cortisPon"

EDTA0,il7l nd - Si aggiungono 28,66 g di tetrancÈtato bisodico cli etilendiarnina

651xrf,10Fl,Oot l, ' 2I{zO) r 750 Inl di acqua distillata' Si trggiunta a pH 7 ,4 e si putfrl

a 1.000 mi con ricqua rlistil lata'

Tampofle loslato (PgJ) - Aggiung.t:1,1 1_l di ncqua distillata.2 g di Kcl (0'027

tr41. 2 s^di KFlpoo ìO,Oi. l  l r t i ,  80; r l i  NaCl (1,37 M), I I ,5 s diN+rHFOl'ZHro

tOlel M). Uol*r i tà totale: r,477, pI-I  6,7I '
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ACGI{.EGATI PIAICTRINICI CIRCoI,Aitl:rI

Solazioni pcr il test

1' Solutione EDTA'lormalina - Aggiurrgere J ml di EDTA 0,077 M, 5 rnl di for-
malina al AVo e 2 rnl di pBS a 10 ml cli acc{ua distillara. fi pÎ{ della soluzione è
7,36; l trsmolal i tà È 717 mOsm/kg.

2' Sol'uzirtne EDTA - Aggiungere 3 ml cti EDTA 0,077 M, .5 nil di pB.$ a 12 ml
di acclua disrillata. It pH della soluzione ò 7,2(r; I'osmolalit; i ZOO mOsrn/kg.

F.ssendo ln fotnralina importurrte nell'incremcnto dell'osrnola::ità dclla solnzionc,
i'equiostnolarità fra Ie solrrzioni r e 2 è stata ottenuta incremenfflnclo nella *f""i"*
EDTA la concentrazionc del PBS. Sí con.siglia cli prcpru'flre qucste soluzioni esrefir.
poÌaneflfflefltc o di conscruarìe al rnirssirno per un locsc a 4 0c.

Prclieuo td eseruxione del tcst (fis, 1)

1. 51 scgtìa con Ia letteru A urra provctta di plastica graduata a 5 ml che contienc
2,-5 rul di soJrrzionc EDTA-forrnalina c cor Ia lettuta B irna idcntica provctra con[c-
hente la soluzione LIITA (2,) ml),

2. Si taccoìgono c{itcttaÍrente 2,.5 ml di sangue rrellc duc provettc A c B. Si uti.
Jiot" ,tn aÉfo a fa#alla n. 19, applicarrdo una stasi venosa dí circe 40 rnrrllg che si
intertompc sppena iI sangrre incornincia a firor:ipscirc dall'ago, È irnporrante. scnrtal.e
tlrt I a .l ml clí sahgue llr:ima clí raccoglierlo nellc due .rpeiiali provetre. Il cÒntntto
del sanguc cor-ì gli anticoagrrlnnti clcvc avvenire entro J0 eec,

J. Si incubnrro Ie provettc a,22 nC per lj rnin,

4' Si centrifugano Ie Ftovette a 220 g ller B rnin pcr otrenere iI plasma ricco in
piasu:ine (PRP).

5- Si corttarro le piasrrine con il microscopio ottíco fl contrirsto di fase o con il
contflcÉllulc elerr.ronico. Si otrengoflo gli stcssí risr:ltari con il rnetodo ffri{nuale e coil
qucllo ou[omatico.

6. I risultati sono esprrssi cornc PAR (ptatclet aggregatiot ratia):

n^-, conteggio piasrríne (EDTA-formalina PRP)-
contrggio piastr:ine (PRP EDTA)

$oggettl t il I I I À D,î

M M .

D M .

A.D,A.

R.I'.

!t,G,

0,99

0,88

0,82

0,89

t),12

o;87

0,E0

0,9ó

0,82

0t71

0,91

u,tu

0,72

0rE4

0,97

0192

0,llfl

U,UJ

0,85

0,E0

u,u6

0,05

0,12

0,0-]

u,07

Tab, 1 - Iliproducibi]itù del tc.rt di Wu e .F,Irrak in 3 giorni successivi.
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7. Il valore mcdio normrrle di 0,87 + 0,12 è stato tisconrrnto in un gruppo di

)2 soggetri d.i arnbo í scsuí ripl)arentenrente snni c di ctà coffì$pot'rdente a cluclla clri

p:rz,ienti dcllc casistiche snrdiatc (vcdctc più avanci).

RISUL'I.A'I',I

Riprodmibilità

A|biarno eseguito iL test su 5 soggetti norrn,rli irr 3 giotni succtssivi. Nell* tab- I

sono riportati i valod del PAR ottenuti nei nosfti snggctti, tI valore medio c lrr de-

viazionc stantlard,
Inoltle, in 5 soggetti norrnaL, abbiatno cseguito due pre[evi nello $tes$o giotno,

a distanza di t h I'rrno cluJJ'qltro, Nc1la tab. 2 sono ripottrtti i valori del PAR.

Esegucndo sr-ri l0 dati e nostra dísposieionc il rresr di Srjt-t.Etjt,riR B di analisi dcl.

la vatianzr, possiamo notrire che non vi è una varian:ra significaúva fra i soggctti cd

cntro i soggetti; d'alua patte I'elevnto valore dei qrrarlrati medi di cnfianbi i grup-

pr ci suggeriscc urfi elevata varrlabjlità del rnetodo sia fra i soggetti sin entro i sog"

gc t t i  (uab.  3 ) .

Dati ptrsonali

Utilizzanclo questo firctodo, rrbbirrmo srr.triiato gìi aggregati piasftinici citcolmti,

erpressi come PAR, oJtte chc nei gruppÒ ù controlli normali (12), in paeicnti con

íctus (37), TIA (12) c pregrÈsso infarto del rniocardio (?4), tutti esarnínati a distarua

grado di

líbcrtà

sonma dci
quadrati

quadrato

nrcdio

vnliitzione fra sogrrtti

v*iuzicrne entro soAEtetti

4

5

0,03

0,0J

0,075

0,060

b* -  r lJ .

Tab, 3 - .Analisi dellu vsrinnza qlel /esf tli'Wu e Hoak'

2)

0,89

0,98

0,99

0,90

0,9ú

Teb. 2 - Riprnrlrrcihilítà del /cr/ di Wu e Floak srr frtclirvi succrssìvi.
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ictus in far t i

A66REGATI PIASTRINICI CilTCOLSNTI

Fig.2 - PAR snrdiato in 32 conrrolli normali, in J7 pnzicnti con icrus, in ]2 pazienti con TIA,
u 24 puicuti con infertr) dcl rniocerdio cd in 31 ps:ienti ct:n trr.rmbosi rctíniche. Le linee uut-
tcggiate indir--uuo Ie nreclinnc.

di 2-3 nlesi dall'cpiso<lio acr.rto (fig.2). Abbiarno ittolttc studíato )l pazienti con
trombosi retinicht, Qucst'ultirna casistica eta dapprima divísa in drrc grrrppi .{i p'r-
zicnti: 1'uno con episodio acuto in arto e l'altro rivisto a distanza; la sovrapposizio-
ne dei dati ci ha índotto n rdpptesenurli nello ste$so gr:afico (fig, 2). Anchc sc il
PAR nci TIA era significativamente Civerso dal gruppo di contr:ollo (p { 0,05), si
osservit ltotcvolc sovfaFlposízionc c{ci clati con quclli c{cl gtuppo di controllo. Nei pa-
zienti con ictr-rs non si riscontrano differenze significative; flÈssurra díffcrcnza era evi-
denziabile nei pazíÉnti con prÈgrÈsso in-{arto É cún ttornbosi retinica.

CONCLUSIONI

Ncila nostrfl esperienzfl, solo nei TIA è stato mÉsso in cvidcnza un sunìento si-
gnificntivo dcgli aggtegnti circolanti (espresso dalla diminuzionc r{cl PAR). Talc da"
to può csscrc intcrptctato almcno tcntatívarncntc come I'espresstotre dell'aurncfltata
renttività rlellrr Jrlembranfl piasrinica, che si esprime cotr un'€saltazione della tenden-
za delle cellulc ad aggrcgatsi in uiutt. Lo studio, cscguitn q distanza dail'episodio rcu-
to, pernlerte di escluclere con ragionevole approssimazionc che le alterazioni osscr.
vate sinno la conseguenza as1>ecifica ,,leJle profiondc ultctazioni dell'orneosrasl gcnc.
rnle dell'otganismo dpiche della fase acuta, Tali alterazioni potcbbcre ess€Ìe quindi
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esprcssi(rlri {i un'attívaeionc cluraturt rJei proccssí ttohbogenicled intctvemeblrero n

,**,*nnr" il prr-rcrrsso morlroso rrclrto Quahdo si innescano altri fattori t:onrplementati

Iegari probabilrnente alle condizioni parierili erl errrodjnamiche. Nelle altre casistiche

ncrn sembra invece che vi sia la pîcsènza di piasttinc abnonnenilen[e reottivc, benché

sia srato risconlrato un certo nurnero di dati patologici, Ciò si può forse slriegarc

o con una scr{rsa scnsibi[tà del rnetodo o con il fatto che solo in una partc di questi

pazienui 1a patoiogia sin ,Ji natura trornboernbolica; o che, anche {uando sia trombo'

emholica, non sia legaUa al coinvolgimento deJle píasttine,

In conclusione, il resl di \)flu e I'ftralc, pur rispondendo a cruntleristichc di sem-

plicirà di csrcuzione, prclicnta í lirniri teorici e prrltici di rutri i resf.r chc rlovrel-tl:cro

oi,-,rn 
" 

Ír porre diagnlsi di $ombosi in atto od incombente' In pmticolare, quÈsro

fesf non applrre rt pit' scnsibile per metterc in tvidenza un'aumtntata teattività od

*ttjvazione fíastinica, anche sccondo i risultati di un'ampia e reccntu casistica di pa'

zienti'tromirofilici' con malattia aterosclerotjca a vatia localiazp,ione d'otgnflo',

RIAS-qIJNTO

Abbinmo giticamcntc tivisro il mctodr:r di \[u c HoaL per la riccfce dcgli aggregati piustti'

nici cir-cor-"ii uolut*O*i to preciìionc. 11 ruetodo è statt) poi.applicato +rcl r-urrt casistica di -pu'
,i*ri-ì"rrJugid-"ììài.ù"t"-i-*-.li p""i*nti con ffornb.si retinichc, Sonu stnti risconttnti vnlari

significatiu"6e-nte urr-.t,ioti Acl resl'sr:lo in pazicnti crrn uttacclú isqhetnici kansitori. La negnti-

virà delts pîov1 't"gii Ji;i l.1'uppi ài pazirnti si pr,1ir :picgerc. o cen_ r:na modests scnsibilitl del

test o c6tr utìa $ca1ia irnpoltanza delle piustlinc nclle petologie consrcleff,tÈ'
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