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Il midollo osseo è un tessuto che produce incessantemente elementi cellulari 
che hanno una vita limitata. Il numero di questi elementi è determinato da un lato 
dalla velocità di distruzione, dall’altro da quella di produzione. Il compartimen-
to megacariocitico, uno dei quattro, comprende la serie dalla cellula staminale 
predestinata verso la serie megacariocitica sino alle piastrine. Durante la matu-
razione, queste cellule diventano polipoidi ed accumulano una enorme quantità 
di proteine e membrane. Quindi attraverso un processo guidato dal citoscheletro 
estendono dei lunghi processi ramificati, chiamati propiastrine, nei vasi sanguigni 
sinusoidali per subire la fissione e rilasciare le piastrine. 

L’essenza dei deficit della emostasi primaria è costituita da sindromi emorragi-
che con piastrine in numero normale o adeguato, dovute ad alterazioni funzionali 
delle piastrine, in genere congenite o indotte da farmaci, e da sindromi emorragi-
che caratterizzate da piastrinopenia. Questa interviene quando il consumo perife-
rico ne superi la capacità di formazione midollare, anche se aumentata. 

La produzione scientifica sulle piastrine è tumultuosa ed i campi di ricerca ed 
applicazione sono enormi e tra loro differenti (si pensi solo agli studi sui nuovi 
anti-aggreganti piastrinici nella cardiopatia ischemica, alla ricerca incentrata sulla 
coagulazione  intravascolare diffusa neonatale, alle strategie per la prevenzione 
dello stroke, ai meccanismi della trombosi nell'obesità e tanti altri ancora).

La complessità della tematica sottolinea il valore di questa monografia che 
costituisce la base sulla quale costruire dei riferimenti certi e ringrazio di questo 
gli Autori. Dopo una prima parte dedicata alla struttura ed alla funzione delle 
piastrine, gli Autori passano in esame i farmaci impiegati come anti-aggreganti, 
illustrano i test di funzionalità piastrinica e per valutare l’efficacia del trattamento 
antiaggregante, sia quelli tradizionali che i più recenti.  Quindi approfondiscono 
il meccanismo dell'aggregazione piastrinica, i suoi principi ed i test disponibili. 
Come sottolineano gli Autori, "l’aggregazione piastrinica è l’analisi più versati-
le; ha lo scopo di valutare la funzionalità “qualitativa” delle piastrine, .... ed è 
considerato il “gold standard” per studiare eventuali deficit di funzionalità pia-
strinica sia congeniti che acquisiti, o dipendenti dall’assunzione di farmaci anti-
piastrinici" con tutti i dettagli sull'esecuzione, a partire dalla fase pre-analitica. La 
monografica è completata da una ricca e preziosa bibliografia che la rende quindi 
un utile strumento di aggiornamento per coloro che vogliono fare il punto della 
situazione su questo argomento.
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Piastrine: struttura e funzione

Le piastrine scoperte da Bizzozzero (Figura 1 disegno originale di Bizzoz-
zero), sono frammenti cellulari, dal diametro di 2-4 micron, prive di nucleo, 
che derivano dalla frammentazione dei megacariociti. Sono dotate di attività 
metabolica propria, infatti, parallelamente alle cellule nucleate, sono capaci 
di generare una risposta in seguito ad uno stimolo. La morfologia di queste 
cellule appare complessa, all’esterno della membrana plasmatica è presente 
un glicocalice costituito da numerose glicoproteine di membrana, per la 
maggior parte recettori per integrine (fibrinogeno, fattore di vonWillebrand, 
collageno etc.) e recettori per agonisti solubili (ADP, adrenalina, trombos-
sanoA2 etc). Particolarmente abbondante risulta il sistema canalicolare 
aperto formato dell’invaginazione delle membrane cellulari, che consente di 
aumentare la superficie di scambio tra l’esterno e l’interno della cellula. Nella 
parte citoplasmatica microtubuli e microfilamenti costituiscono il citoschele-
tro, che incastona al suo interno numerosi granuli, distinti in tre gruppi a, 
densi e l. Gli a-granuli, abbondantemente rappresentati, contengono pro-
teine importanti per la coagulazione e diversi fattori di crescita. Una recente 
analisi proteomica ha dimostrato che questi granuli contengono più di 100 
proteine differenti al loro interno. I granuli densi contengono mediatori chi-
mici necessari per l’amplificazione della risposta piastrinica, quali ADP, ATP, 
serotonina e adrenalina. I l-granuli sono identificabili con i lisosomi. La scar-
sa presenza di mRNA determina una ridotta rappresentazione del reticolo 
endoplasmatico rugoso, mentre il reticolo endoplasmatico liscio, detto Siste-
ma Tubulare Denso, è abbondantemente rappresentato e risulta responsabile 
della produzione di radicali superossido e della mobilizzazione del calcio. 

Nelle piastrine sono anche presenti i mitocondri e l’apparato di Golgi.
Le piastrine hanno il ruolo fisiologico di attivarsi in seguito ad un danno 

vascolare e di formare il primo tappo per arrestare la ressi vascolare. In segui-
to alla rottura dell’endotelio, le piastrine rapidamente aderiscono alle fibre di 
collageno neo-esposte, con coinvolgimento del fattore di vonWillebrand, si 
attivano e rilasciano mediatori chimici, ADP (contenuto nei granuli densi) e 
trombossano (prodotto per mezzo dell’attivazione dell’enzima cicloossigena-
si-1, COX-1), che attivano altre piastrine nella sede della lesione, causando la 
formazione dell’aggregato piastrinico indispensabile per l’arresto del sangui-
namento. La concomitante attivazione dei fattori della coagulazione porta al 
consolidamento e alla stabilizzazione del coagulo.
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L’attivazione impropria della risposta emostatica gioca un ruolo fonda-
mentale nello sviluppo delle patologie cardio e cerebrovascolari, che attual-
mente rappresentano la prima causa di morte nei paesi industrializzati e la 
quinta causa di disabilità nel mondo [27].

L’attivazione piastrinica che porta all’evento patologico è del tutto simile 
all’attivazione fisiologica successiva ad un danno vasale, che termina con la 
formazione del trombo piastrinico.

In un vaso il cui lume è ridotto per la presenza di una placca aterosclero-
tica nel sottoendotelio, eventi ancora non del tutto identificati, determinano 
la fissurazione della placca e l’attivazione delle piastrine che, formando l’ag-
gregato all’interno del vaso, impediscono il passaggio di globuli rossi nella 
porzione di organo perfusa determinando un danno ischemico. 

Perciò un’adeguata inibizione farmacologica dell’aggregazione piastrini-
ca, risulta essere un presidio terapeutico fondamentale nei pazienti ad eleva-
to rischio cardiovascolare. 

Figura 1. Piastrine: disegno originale di Bizzozzero (Di un nuovo elemento morfolo-
gico del sangue e della sua importanza nella trombosi. Milano Vallardi 1883).
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Farmaci antiaggreganti

Appartengono alla categoria di farmaci antiaggreganti quelli che hanno la 
capacità di ridurre il rischio cardiovascolare inibendo la funzionalità piastri-
nica. Tutti i farmaci antiaggreganti come anche gli anticoagulanti aumentano 
il rischio di sanguinamenti [20].

I principali farmaci antiaggreganti ad oggi utilizzati appartengono a quat-
tro gruppi, divisi in base al loro meccanismo di azione. 

A) Gli inibitori del ciclo di amplificazione del trombossanoA2, che pos-
sono essere divisi a loro volta in inibitori della ciclo ossigenasi, aspirina e 
ibuprofene, e antagonisti del recettore del trombossano. 

B) Gli antagonisti del recettore purinergico P2Y12, clopidogrel, prasugrel 
e ticagrelor, che impediscono all’ADP di attivare le piastrine, bloccando il 
recettore P2Y12, che svolge un ruolo chiave nei processi di attivazione e di 
aggregazione piastrinica. 

C) Gli inibitori delle fosfodiesterasi, dipiridamolo e cilostazol. La fosfo-
diesterasi  è un enzima piastrinico che riduce le concentrazioni citosoliche 
dei nucleotidi ciclici, cAMP cGMP, i più potenti inibitori piastrinici endotelio 
mediati, che limitano la formazione del trombo piastrinico. 

D) Gli antagonisti del recettore della GpIIb/IIIa, eptifibatide, tirofiban e 
abciximab. Questi farmaci inibiscono il legame della glicoproteina GpIIb/
IIIa, al fibrinogeno e ad alcune molecole di adesione, impedendo alle piastri-
ne di aggregarsi tra di loro e di aderire alla parete vasale (Figura 2).
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Aspirina

L’acido acetilsalicilico o ASA (IUPAC: acido 2-(acetilossi) benzoico), 
meglio conosciuto come aspirina, è un farmaco antinfiammatorio non-steroi-
deo (FANS) della famiglia dei salicilati, brevettato nel 1897 dal chimico Felix 
Hoffman. L’aspirina è un farmaco molto versatile, oltre ad essere usato come 
antinfiammatorio per il trattamento sintomatico di diverse affezioni come 
influenza,  mal di testa e  dolori articolari, è utilizzato come antiaggregante  
per ridurre l’insorgenza di eventi cardiovascolari.

Nel 1985 la Food and Drug Admininistration ha approvato  l’uso dell’ aspiri-
na nella prevenzione secondaria dell’infarto acuto del miocardico, da allora, 
il farmaco è diventato la pietra miliare della terapia antitrombotica (CAD) 
[55].

Numerosi studi hanno dimostrato che questo farmaco riduce il rischio 
d’infarto acuto del miocardio o di morte improvvisa in pazienti con angina 
instabile, con angina cronica stabile [61] e in pazienti con attacchi ischemici 
transitori [50]. Per questo motivo, le linee guida internazionali raccomanda-
no l’uso  dell’aspirina per la prevenzione secondaria dell’infarto acuto del 
miocardio e di tutte le malattie aorto-coronariche [64].

L’aspirina, nella pratica clinica, viene somministrata ad un dosaggio com-
preso generalmente tra i 50 mg e i 300 mg/die, questi dosaggi sono in grado 
di ridurre l’incidenza degli eventi cardiovascolari di circa il 25%, in un range 
molto ampio di pazienti con alto rischio di complicazioni aterotrombotiche 
[64]  [62]  [22]. 

L’aspirina è un acido debole (pKa 4,4), lipofilo in forma protonata, che 
viene rapidamente convertito in anione organico in ambiente biologico [64] . 
Una singola dose giornaliera di aspirina (160 mg/die), inibisce la produzione 
di TxA2 nelle piastrine, lo stesso effetto inibitorio può essere ottenuto con la 
somministrazione cronica di 30-50 mg/die [8].

L’assorbimento per via orale è veloce sia nello stomaco che nel primo trat-
to dell’intestino tenue. Il picco di concentrazione plasmatica si rileva dopo 
circa 30-40 minuti dall’ingestione [64].

Il meccanismo di azione dell’aspirina dipende dalla capacità di inibire la 
cicloossogenasi (COX). La cicloossigenasi è un enzima cellulare indispensa-
bile per la produzione di prostaglandine. Sono state scoperte due isoforme, 
COX-1 e COX-2, con elevata somiglianza nella sequenza aminoacidica [8]. 

La COX-1 è costitutivamente espressa in quasi tutte le cellule, incluse le 
piastrine. E’ coinvolta in diverse funzioni cellulari  tra le quali l’aggregazio-
ne piastrinica. La COX-2 non è fisiologicamente presente nelle cellule ma è 
inducibile principalmente in risposta a stimoli infiammatori [8].
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L’effetto antitrombotico dell’aspirina è dovuto alla sua capacità di inibire 
irreversibilmente l’enzima COX-1 (acetilazione di un residuo serinico in 
posizione 529), con il conseguente blocco della produzione di trombossano 
A2 (TxA2), potente vasocostrittore e attivatore piastrinico [47].

La reazione di acetilazione ostruisce il canale idrofobico della cicloossige-
nasi e impedisce all’acido arachidonico di interagire con il suo sito catalitico 
(Tyr 385) con conseguente inibizione di tutte le reazioni a cascata che portano 
alla sintesi delle prostaglandine e del trombossanoA2. 

Le piastrine sono prive di nucleo, perciò una volta inibite dall’aspirina, 
non possono sintetizzare la  cicloossigenasi, quindi la produzione de-novo 
del TxA2 dipende dalle generazione di nuove piastrine, che avviene con 
una velocità del 10% ogni giorno, per via della loro vita media di 10 giorni. 
Questa è la ragione per cui bassi dosaggi di aspirina sono considerati spe-
cifici per inibire la COX-1 piastrinica e non per la COX-1 presente in altre 
popolazioni cellulari.

Perché l’aspirina esplichi l’effetto  antinfiammatorio tramite il blocco della 
COX-2 sono necessarie dosi più elevate (>300mg/die) e intervalli di sommi-
nistrazione più brevi, perché l’enzima  viene rapidamente risintetizzato dalle 
cellule nucleate.

I principali effetti indesiderati dell’aspirina sono gastrointestinali (ulcere e 
sanguinamenti) e l’aumento del rischio di sindromi emorragiche [25]. 

In prevenzione secondaria le linee guida delle principali società europee 
di cardiologia, raccomandano l’uso di aspirina ad una dose iniziale di 160-
300 mg/die e successivamente ad una dose di mantenimento di 75-100 mg/
die.

Antagonisti del recettore purinergico P2Y12

Le Tienopiridine sono i farmaci antiaggreganti più utilizzati dopo l’aspi-
rina. La loro azione farmacologica si espilca attraverso il legame con il recet-
tore purinergico P2Y12, che impedisce all’ADP di attivare le piastrine [40]. Il 
primo farmaco ad essere stato scoperto è la ticlopidina, sostituita successiva-
mente dal clopidogrel, a causa della sua tossicità midollare. 

Attualmente il clopidogrel in combinazione con aspirina è la terapia stan-
dard nei pazienti con sindrome coronarica acuta (ACS) sottoposti ad inter-
vento di angioplastica coronarica [20]. 

Il prasugrel, tienopiridina di terza generazione,  ha un più rapido inizio 
di azione,  una più potente capacità antiaggregante e una minore variabilità 
interindividuale rispetto al clopidogrel [44]. Studi clinici hanno dimostrato 
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che i pazienti, sottoposti ad angioplastica coronarica, in trattamento con 
prasugrel più aspirina presentano un ridotto rischio di recidiva, ma il rischio 
di complicanze emorragiche è aumentato [78].  Sia il clopidogrel che il pra-
sugrel sono antagonisti irreversibili del P2Y12 e essendo pro farmaci necessi-
tano di una attivazione epatica per formare il metabolita attivo.

Il ticagrelor, appartiene ad una nuova classe di agenti antiaggreganti capa-
ci di inibire in maniera reversibile l’attivazione del recettore P2Y12, senza 
bloccare il legame dell’ADP [15]. Non necessita di attivazione metabolica da 
parte del fegato. Presenta le stesse caratteristiche del clopidogrel nel ridurre il 
rischio di nuovi eventi cardiovascolari senza un ulteriore aumento del rischio 
emorragico [15].

Clopidogrel

Il clopidogrel è un farmaco inattivo che viene rapidamente assorbito a 
livello dell’intestino. Dopo una doppia trasformazione a livello epatico si 
produce la molecola attiva [52]. I due processi di attivazione coinvolgono il 
sistema dei citocromi P450 epatici (principalmente gli isoenzimi CYP2C19 e 
CYP3A4) [20]. Le molecole attive si legano irreversibilmente al recettore pia-
strinico purinergico P2Y12 inibendo uno dei processi fondamentali piastrini-
ci che determinano aggregazione piastrinica [20]. Il principale metabolita del 
clopidogrel ha una emivita di 8 ore; i primi effetti si osservano dopo 48 ore, 
utilizzando la concentrazione di 50-100 mg/die, ma per raggiungere l’effica-
cia terapeutica, cioè l’inibizione del recettore del 50%-60%, sono necessari dai 
4 ai 7 giorni di trattamento [20].

Il trattamento con clopidogrel è raccomandato alla dose di 75 mg al giorno 
in tutti i pazienti con cardiopatia ischemica acuta o cronica che sono intolle-
ranti o allergici all’acido acetilsalicilico [10].

Nei pazienti con sindrome coronarica acuta sottoposti ad angioplastica 
le linee guida raccomandano di effettuare una singola dose di carico di 
300/600mg e successivamente una dose giornaliera di 75mg/die (associata 
con aspirina 75 mg/die) [3]. La doppia antiaggregazione va proseguita per 
12 mesi [3].

I pazienti ad alto rischio cardiovascolare trattati con aspirina più clopido-
grel, per  un periodo superiore ai 12 mesi, evidenziano a fronte di una legge-
ra riduzione del rischio cardiovascolare un aumento significativo di eventi 
emorragici fatali e non fatali [3].

Studi clinici hanno osservato che il 30% dei pazienti che assumono clo-
pidogrel presentano una insufficiente risposta al trattamento farmacologico 
associata ad aumentato rischio di eventi cardiovascolari [37].   
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Prasugrel

Il prasugrel rappresenta la terza generazione delle tienopiridine è rapi-
damente idrolizzato dalle esterasi presenti sia nell’intestino che nel sangue, 
successivamente viene trasformato in farmaco attivo attraverso una singola 
trasformazione per mezzo dello stesso sistema enzimatico utilizzato dal clo-
pidogrel, il citocromo P450 (principalmente gli isoenzimi CYP3A e CYP2B6). 
La molecola attiva si lega irreversibilmente al recettore purinergico P2Y12, 
impedendo all’ADP di attivare le piastrine e di agire da cofattore per indurre 
aggregazione piastrinica [79]. 

Il metabolita attivo del prasugrel raggiunge il picco plasmatico dopo 30 
minuti. L’emivita è di circa 4 ore e l’efficacia terapeutica si ottiene 2-4 giorni 
dopo l'inizio del trattamento. L’eliminazione è principalmente urinaria [20]. 

Nei pazienti con sindrome coronarica acuta, sottoposti ad angioplastica, 
le linee guida raccomandano di effettuare una dose di carico di 60 mg in 
un’unica somministrazione e successivamente una dose giornaliera di 10 
mg/die [49].   

Un trial clinico ha evidenziata la migliore efficacia del prasugrel, rispetto 
al clopidogrel, nel ridurre gli eventi cardiovascolari a fronte di un maggior 
rischio di eventi emorragici sia fatali che non fatali [79].

Ticagrelor

Il ticagrelor è un antagonista del P2Y12 reversibile, è un farmaco attivo e 
non necessita di attivazione metabolica, può essere convertito dal fegato in 
un metabolita attivo che ha potenza analoga rispetto alla molecola di origine 
[43].

Il picco plasmatico si ottiene dopo 2 ore, la dose consigliata è di 90 mg/bis 
in die e l’efficacia farmacologica si raggiunge in  2 – 4 giorni. L’emivita del 
ticagrelor e del suo metabolita è di 6-9 ore e di 8-12 ore rispettivamente. Dopo 
aver interrotto il trattamento con il farmaco il recupero della funzionalità 
piastrinica si ottiene dopo 5 giorni, tempo ridotto rispetto al clopidogrel (5-10 
giorni) e prasugrel (7-10 giorni). L’eliminazione del farmaco avviene per un 
terzo tramite le urine e per due terzi tramite le feci [72].

La maggiore efficacia di questo farmaco rispetto al clopidogrel nel ridurre 
gli eventi cardiovascolari in pazienti sottoposti ad angioplastica e in trat-
tamento con doppia terapia antiaggregante è stato dimostrato nello studio 
PLATO, ma solo se il concomitante trattamento con aspirina era inferiore a 
150 mg/die [29]. Nello stesso studio è stato visto che non si osserva alcun 
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aumento degli eventi emorragici sia fatali che non fatali, al contrario di quan-
to visto con il prasugrel.

Gli effetti avversi dimostrati sono dispnea, aumento asintomatico delle 
pause ventricolari e aumento dell’acido urico [77].

Residua funzione piastrinica in pazienti in tratta-
mento con antiaggreganti

L’efficacia terapeutica di tutti i farmaci antiaggreganti, inibitori della 
COX-1 e antagonisti del P2Y12, è ben nota tuttavia parte dei pazienti che 
assumono questi farmaci sono meno sensibili al trattamento e continuano a 
soffrire di eventi coronarici acuti [32]. Questo fenomeno è denominato falli-
mento terapeutico.

I fattori alla base di questo fallimento sono molteplici e numerosi studi 
cercano di identificare i meccanismi responsabili di tale fenomeno. La com-
prensione di questi meccanismi potrebbe portare alla personalizzazione del 
trattamento con il vantaggio della riduzione sia degli eventi cardiovascolari 
che delle complicanze emorragiche.

Nell’era postgenomica l’obiettivo della ricerca nell’ambito della diagno-
stica di laboratorio si sta spostando lentamente dall’ utilizzo delle analisi di 
laboratorio per confermare il sospetto diagnostico del clinico, verso l’identi-
ficazione dei pazienti a più alto rischio per le patologie cardiovascolari, per 
rendere il trattamento più efficace e specifico.

Insufficiente inibizione piastrinica da aspirina

E’ stato stimato che tra il 5% e il 60% dei pazienti in trattamento cronico 
con aspirina non rispondono appropriatamente alla terapia [38]. Inoltre l’a-
spirina previene solo il 25% degli eventi coronarici e degli ictus ischemici se 
usata in prevenzione secondaria [9]. Una metanalisi, condotta prendendo in 
considerazione studi che avevano correlato differenti test di funzionalità pia-
strinica con gli eventi cardiovascolari, ha dimostrato che la ridotta efficacia 
dell’aspirina ad inibire la funzionalità piastrinica è associata ad un aumento 
degli eventi cardiovascolari [46].
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La resistenza all’aspirina può essere definita in due modi: dal punto 
di vista delle indagini di laboratorio, come inadeguata inibizione della 
funzionalità piastrinica nonostante il trattamento con aspirina [68], dal punto 
di vista clinico, come mancata protezione da eventi trombotici, dunque, come 
un “fallimento terapeutico” [38]. 

Prendendo in considerazione l’inadeguata inibizione della funzionalità 
piastrinica, Weber A.A. et al. (2002), hanno classificato la resistenza all’aspirina 
in tre sottotipi:

-	 incapacità dell’aspirina di inibire la produzione di trombossanoA2 in 
vitro ma non in vivo (farmacocinetica). 

-	 incapacità dell’aspirina di inibire la produzione di trombossanoA2 sia 
in vitro che in vivo (farmacodinamica).

-	 residua risposta piastrinica ad agonisti fisiologici nonostante la 
soppressione del trombossanoA2 (pseudo-resistenza).

I meccanismi responsabili di questo fenomeno non sono ancora 
completamente chiari. Sono stati proposti diversi fattori, anche se nessuno di 
loro spiega pienamente la variabilità trovata nei pazienti, ciò induce a pensare 
che sia un fenomeno multifattoriale. 

I fattori coinvolti nello sviluppo della resistenza all’aspirina si possono 
suddividere in: fattori correlati con il paziente e fattori correlati con il farmaco.

I fattori correlati con il paziente sono:
• Gravità della malattia cardiovascolare. Da alcuni studi effettuati da 

Valles et al. (2007) si evince che dopo 48 ore dall’infarto del miocardio molti 
pazienti trattati con aspirina raggiungevano un’inibizione ottimale del TxA2, 
suggerendo che la resistenza all’aspirina che si instaura in questi pazienti 
potrebbe essere dovuta ad uno stato infiammatorio o pro trombotico presen-
te nel paziente dopo la rottura della placca aterosclerotica [76].

• Fattori genetici. E’ stato dimostrato che i fattori genetici danno un 
contributo significativo nella variabilità della risposta all’aspirina. Faraday 
et al. (2007) hanno condotto uno studio su 500 famiglie di razza Caucasica 
ed Afro-Americana ed hanno dimostrato che alcuni polimorfismi a livello 
dell’enzima COX-1 rispondono meno all’aspirina[23].

  
• Fattori plasmatici. Si è ritenuto a lungo che i fattori coinvolti nella varia-

bilità della risposta piastrinica all’aspirina si trovavassero esclusivamente 
all’interno delle piastrine. Invece, studi recenti hanno dimostrato che anche 
alcuni fattori plasmatici possono regolare la risposta piastrinica all’aspirina 
[3]. La natura di questi fattori plasmatici non è stata ancora completamente 
chiarita. Tra questi possiamo indicare l'aumento sia delle concentrazioni pla-
smatiche di agenti aggreganti (adrenalina, serotonina etc.) sia di agenti pro 
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aggreganti, sostanze che da sole non hanno la capacità di attivare le piastrine 
ma se aggiunte ad agonisti piastrinici determinano aumento della risposta 
piastrinica (citochine etc). Non possiamo inoltre dimenticare che nel plasma 
l’aspirina viene rapidamente idrolizzata dalle esterasi nel suo metabolita 
inattivo salicilato. I tempi di questo metabolismo sono critici nella capacità 
del farmaco ad acetilare la COX1 nel maggior numero possibile di piastrine.

• Fumo. Hung J. et al. (1995) hanno dimostrato che il fumo di sigaretta 
incrementa l’attivazione piastrinica e la formazione del trombo. Inoltre, è 
stato visto che i fumatori hanno alti livelli di Macrophaghe Colony Stimulating 
Factor (M-CSF) ciò facilita sia l’adesione piastrine-monociti che il rilascio del 
TxA2.

• Trasportatori. Recenti studi hanno evidenziato un ruolo particolare 
ed ad ampio spettro di alcuni trasportatori proteici, le ABCC-ATP binding 
cassette [58]    la cui capacità di azione estrusiva di numerose sostanze è 
fondamentale per mantenere intatta l’omeostasi della cellula. Le piastrine 
possiedono un grande numero di trasportatori, che regolano l’uptake delle 
molecole e l’eliminazione dei farmaci. Mattielo et al. (2011) hanno dimostra-
to che l’aspirina è un bersaglio per il trasportatore MRP4 e che nei pazienti 
sottoposti a by pass aorto-coronarico, l’insufficiente inibizione piastrinica da 
parte dell’aspirina dipende dalla over-espressione del trasportatore MRP4. 
La ridotta capacità dell’aspirina ad inibire la COX1 piastrinica sembra essere 
legata alla capacità dell’MRP4 di ridurre la concentrazione intrapiastrinica 
del farmaco prima che eserciti la sua azione inibitoria sulla COX1[20].

• Diabete mellito. E’ una patologia associata ad un aumento del rischio 
degli eventi cardiovascolari ed ischemici, per questo motivo la terapia pre-
ventiva antitrombotica è stata largamente studiata in questa popolazione. In 
genere le piastrine dei pazienti diabetici presentano maggior sensibilità agli 
agonisti piastrinici, questa maggiore sensibilità è stata associata con l’alte-
razione metabolica da stress ossidativo e disfunzione endoteliale. Sono stati 
proposti vari meccanismi che possono spiegare la variabilità della inibizione 
piastrinica nei diabetici. 1) Interazione diretta tra glucosio e aspirina, le due 
sostanze competono per la COX-1 piastrinica. 2) L’aspirina non può inibire in 
modo efficiente la COX-1 se è glicosilata. Inoltre, 3) Le piastrine dei pazienti 
diabetici presentano cambiamenti morfologici e biochimici che portano ad 
un fenotipo pro-trombotico, meno sensibile all’azione dell’aspirina.

• Iperlipidemia. La resistenza all’aspirina è stata associata con l’iperlipi-
demia [24] [31], in questa condizione è presente uno stato infiammatorio e 
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pro trombotico costante [18].  Tuttavia non è ancora chiaro se i pazienti con 
elevati livelli di LDL siano meno sensibili al trattamento con aspirina.

• Turn over piastrinico. L’aumentato turn over piastrinico è considerato 
una potenziale causa della variabilità nella risposta all’aspirina. In pazienti 
che presentano giornalmente un maggior numero di piastrine nuove, l’aspi-
rina non è più in grado di inibire in modo efficiente la COX1, producendo 
quantità di trombossano sufficienti ad attivare le piastrine.

I fattori correlati con il farmaco sono:
• Compliance alla terapia e interazione con altri farmaci. Per valutare 

l’efficacia dell’aspirina bisogna essere certi che i pazienti assumano 
regolarmente il farmaco, seguendo la prescrizione. In un recente rapporto 
del Prospective Urban Rural Epidemiology, è emerso che solo un quarto dei 
pazienti assume regolarmente i farmaci. Gli studi che hanno monitorato 
l’assunzione dell’aspirina hanno dimostrato che  in una elevata percentuale 
di pazienti, la diminuzione dell’effetto dell’aspirina è legata proprio alla 
mancata assunzione giornaliera del farmaco [19] [66]. Tra le cause della 
variabilità della risposta all’aspirina vanno ricordate anche le interazioni 
farmacologiche, in particolare con altri FANS e con inibitori della pompa 
protonica. A differenza dell’aspirina, la maggior parte degli altri FANS 
inibisce la COX-1 in modo reversibile. Finché queste molecole sono presenti 
nel canale della COX-1 l’accesso dell’aspirina al residuo di serina è impedito, 
quindi la somministrazione di questi farmaci prima dell’aspirina previene 
l’acetilazione permanente di COX1 da parte dell’aspirina e con essa il suo 
effetto antiaggregante [53].

Per quanto riguarda i farmaci inibitori di pompa protonica, alcuni studi 
sembrano dimostrare che l’aumento del pH gastrico, dovuto all’assunzione 
di questi farmaci, riduca l’assorbimento dell’aspirina.

• Dosaggio dell’Aspirina. La relazione tra dose di aspirina somministrata 
e fenomeno della resistenza all’aspirina è stata a lungo studiata. In passato 
si era ipotizzato che i pazienti in trattamento con basse dosi di aspirina che 
presentavano una recidiva potevano aver benefici dall’aumento del dosaggio. 
Gli studi effettuati hanno invece dimostrato che la sensibilità all’aspirina non 
è dose-dipendente. Al contrario, è stato visto che l’efficacia del trattamento 
con aspirina decresce passando dal 35,6% nei pazienti che assumono 100 mg 
o meno di aspirina al 18,6% nei pazienti che ne assumono 300 mg o più [22].

• Tachifilassi. E’ stato dimostrato che l’uso prolungato di aspirina può 
ridurre nel tempo il suo effetto antipiastrinico [39] [68]. Il meccanismo 
d’azione non è ancora noto.
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Insufficiente inibizione della funzionalità 
piastrinica da Clopidogrel

Tra le tienopiridine il clopidogrel è il farmaco che presenta la maggiore 
variabilità di risposta individuale. Studi clinici hanno riportato che tra il 4% 
e il 30% dei pazienti in trattamento con clopidogrel, presentano una ridotta 
risposta al farmaco, che è correlata ad un aumento del rischio di eventi ische-
mici che oscilla tra 1,5 e 5 volte. Ad oggi sono stati scoperti diversi meccani-
smi responsabili di tale fenomeno [34][4]. 

I principali meccanismi conosciuti sono:
• Variabilità funzionale dell’isoenzima CYP450. Alcuni polimorfismi del 

citocromo CYP450 (CYP2C19*2 e CYP2C19*3 ) sono associati ad una ridotta 
funzionalità enzimatica, con conseguente diminuzione della conversione del 
clopidogrel nel suo metabolita attivo [32]. Tuttavia, solo il 18% dei pazienti 
insensibili all’azione del clopidogrel risulta positivo alla mutazione genica 
[32].

• Interazione con altri farmaci Un altro meccanismo che coinvolge la 
ridotta efficacia farmacologica del clopidogrel è la concomitante azione di 
farmaci che utilizzano lo stesso sistema enzimatico per il loro metabolismo 
quali statine (atorvastatina a simvastatina) e inibitori della pompa protonica 
(omeprazolo) [4].

• Trasportatori. Varianti genetiche dei trasportatori che modulano l’assor-
bimento del farmaco nell’intestino. Il trasportatore più importante per tale 
azione è la glicoproteinaP, che over-espressa, come risultato della variante 
genetica 3435T/T, determina riduzione della biodisponibilità del farmaco, 
con conseguente aumento del rischio cardiovascolare [29].

• Fattori clinici. Pazienti che hanno piastrine iper-reattive sono meno 
sensibili all’azione del clopidogrel. Altri fattori clinici legati alla riduzione 
dell’azione del clopidogrel sono l’aumento del body mass index, il diabete 
mellito e in particolare il diabete insulino-dipendente. Ovviamente anche la 
ridotta compliance a questo farmaco determina un aumento di rischio car-
diovascolare [4].

Test di funzionalità piastrinica

Un largo numero di test di laboratorio vengono utilizzati per studiare la 
funzionalità piastrinica e per valutare l’efficacia del trattamento antiaggre-
gante.
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Come detto precedentemente, utilizzare dei test appropriati per valutare 
il monitoraggio della terapia antiaggregante avrebbe il vantaggio di identifi-
care sia i pazienti meno sensibili al trattamento che i pazienti che hanno un 
aumentato rischio di complicanze emorragiche.

La maggior parte delle linee guida internazionali, però, non raccomanda 
l’uso dei test di laboratorio in quanto, ad oggi, non c’è consenso sui test da 
utilizzare e su quali parametri devono essere considerati inoltre mancano 
trial clinici che dimostrino l’impatto delle modificazioni del trattamento 
sull’outcome clinico in pazienti resistenti agli antiaggreganti.

A nostro avviso molti di questi problemi sono legati al fatto che la mag-
gior parte dei test di funzionalità piastrinica richiedono personale altamente 
specializzato sia per l’esecuzione dell’analisi che per l’interpretazione dei 
risultati ottenuti. Le caratteristiche più importanti che deve avere il personale 
specializzato, che effettua questi test, inclusi i point-of-care, sono la profonda 
conoscenza dei principali meccanismi di attivazione piastrinica, dei meccani-
smi di azione dei farmaci antiaggreganti e specialmente dei principi su cui si 
basa un test che viene utilizzato a tale scopo.

Test tradizionali utilizzati per studiare la funzione 
piastrinica

Il dosaggio del Trombossano e dei suoi metaboliti e l’aggregazione piastri-
nica secondo il metodo di Born sono al momento i test più accurati e specifici 
per identificare i pazienti meno sensibili al trattamento con antiaggreganti.

Dosaggio del trombossano sierico e del metabolita 
urinario 11-deidro-trombossano B2

Il Trombossano B2 (TxB2) sierico e l’ 11-deidro-TxB2 urinario sono al 
momento i test più specifici per valutare l’efficacia dell’aspirina ad inibire la 
cicloossigenasi piastrinica. L’acido arachidonico nelle piastrine viene conver-
tito rapidamente in TxA2 per azione della cicloossigenasi, l’aspirina inibendo 
tale enzima riduce di conseguenza la produzione di questa prostaglandina 
[54]. 

La misurazione di questo prodotto può essere eseguita o mediante il suo 
metabolita stabile TxB2 nel siero o mediante il metabolita finale, 11-deidro-
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TxB2, che viene eliminato nelle urine [54].
Il dosaggio del TxB2 sierico richiede il trattamento del sangue intero, 

senza l’aggiunta di alcun anticoagulante, per 1 ora a 37°C immediatamente 
dopo l’esecuzione del prelievo, in quanto la trombina che si forma in seguito 
alla formazione del coagulo attiva in modo massimale le piastrine generando 
il TxB2.

Uno studio effettuato su 700 pazienti in trattamento con aspirina ha dimo-
strato che i livelli residui di TxB2 sierico superiori a 3,1 pg/ml correlano con 
futuri eventi cardiovascolari [30].

Il dosaggio dell’11-deidro-TxB2, viene effettuato su campioni di urine e 
rapportato alla concentrazione urinaria di creatinina. Studi clinici, effettuati 
su più di 5000 pazienti trattati con aspirina, hanno dimostrato che livelli 
superiori a 67,9 (ng/mmol creatinine) hanno un aumento del rischio cardio-
vascolare di 3 volte [55].

Nuovi test 

I nuovi test che misurano la  funzionalità piastrinica sono eseguiti con i 
dispositivi point of care, che possono essere utilizzati al letto del paziente. 
I più utilizzati sono il VerifyNow® (Accumetrics, San Diego, CA, USA) e il 
PFA-100® (Platelet Function Analyzer, Dade Behring, Newark, DE, USA). 
Questi test vengono usati da circa un decennio, ma ad oggi sono pochi i dati 
clinici che dimostrano una sicura efficacia nell’identificazione dei pazienti 
meno sensibili al trattamento con antiaggreganti. Tale difficoltà è maggior-
mente evidente in caso di pazienti che assumono la doppia terapia antiag-
gregante [34].

VerifyNow 

VerifyNow® è una metodica che studia l’efficacia terapeutica degli antiag-
greganti attraverso la misurazione dell’aggregazione piastrinica su sangue 
intero mediante una metodica turbidimetrica.

Per valutare l’efficacia dell’aspirina il sangue intero viene immesso in una 
cartuccia contenente sfere ricoperte di acido arachidonico e fibrinogeno, le 
piastrine aderendo alle sfere riducono la torbidità del sangue che viene ripor-
tata come ARU (Aspirin Reaction Units).

Il cutoff è di 550 ARU. Valori inferiori a 550 ARU indicano sensibilità 
all’azione dell’aspirina, in quanto un ridotto numero di piastrine è in grado 
di attivarsi una volta in contatto con acido arachidonico e di  aderire alle sfere 
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ricoperte di fibrinogeno. Valori superiori a 550 ARU indicano che le piastrine 
presentano una residua funzionalità piastrinica nonostante il trattamento con 
aspirina [42].

Il VerifyNow può essere utilizzato anche per verificare l’efficacia del trat-
tamento con Clopidogrel, utilizzando l’ADP come agonista piastrinico. Per 
aumentare la sensibilità e la specificità di questo test,  oltre all’ADP viene 
aggiunta la PGE1, che è in grado di sopprimere l’attivazione aspecifica del 
recettore P2Y1. Le risposte vengono riportate come PRU (P2Y12 Reactin 
Units), il cutoff utilizzato per tale analisi è 240 PRU [65].

Platelet function analyzer 

PFA-100®è una analisi che simula la risposta piastrinica nel processo 
emostatico. Il sangue intero immesso in una cartuccia viene aspirato da un 
capillare dal diametro di 150 mm e passa attraverso un membrana ricoperta 
di collageno più adrenalina, o collageno più ADP [60]. Le piastrine che ade-
riscono alla membrana riducono il flusso fino all’occlusione. I risultati sono 
riportati in secondi necessari all’occlusione del flusso. Più il tempo è lungo 
meno le piastrine reagiscono agli agonisti che ricoprono la membrana. I 
valori normali per i pazienti trattati con aspirina sono inferiori a 180 sec per 
la cartuccia adrenalina più collageno e di 120 sec per la cartuccia ADP più 
collageno.

Ultimamente è uscita una nuova cartuccia  ricoperta di ADP e 
Prostaglandina E1 utilizzata per il monitoraggio del trattamento con 
Clopidogrel. Affinchè il trattamento si possa definire efficace il tempo di 
chiusura deve essere superiore a 160 sec [65].
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Aggregazione piastrinica: Principi ana-
litici e utilità diagnostica

Il corretto studio dell’emostasi legata alla risposta piastrinica dovrà 
necessariamente riguardare le analisi di laboratorio capaci di determinare le 
alterazioni quantitative e qualitative delle piastrine.

Mentre per il conteggio delle piastrine è sufficiente effettuare l’emocromo, 
e, ove necessario, il conteggio al microscopio ottico, per quanto riguarda la 
funzionalità piastrinica sono state sviluppate diverse metodiche. L’aggrega-
zione piastrinica è l’analisi più versatile; ha lo scopo di valutare la funziona-
lità “qualitativa” delle piastrine, cioè la loro capacità di attivazione, mediante 
la formazione di aggregati piastrinici in seguito a stimoli. E’ considerata il 
“gold standard” per studiare eventuali deficit di funzionalità piastrinica 
sia congeniti che acquisiti, o dipendenti dall’assunzione di farmaci anti-
piastrinici.

Il principio di valutazione dell’aggregazione piastrinica, secondo il 
metodo di Born, è di tipo turbidimetrico: quando le piastrine si trovano in 
agitazione alla temperatura di 37°C, l’aggiunta di un agonista determina la 
formazione di aggregati piastrinici rendendo più limpida la soluzione; un 
fotometro valuterà nel tempo la riduzione della resistenza al passaggio della 
luce. La trasmittanza, inversamente proporzionale al grado di torbidità della 
soluzione, è relazionata al grado di aggregazione.

Il test aggregometrico risultante sarà una rappresentazione grafica della 
reazione, nella quale vengono indicate sul piano delle ordinate il tempo 
che trascorre dall’aggiunta dell’agonista e sul piano delle ascisse il grado di 
aggregazione.

La determinazione dell’attivazione piastrinica in vitro, mediante il meto-
do di Born evidenzia più di una fase di attivazione piastrinica, lo shape chan-
ge, l’aggregazione primaria e l’aggregazione secondaria. Lo shape change 
è la rappresentazione grafica del cambiamento di forma delle piastrine che 
da discoidi diventano rotonde e viene evidenziata come diminuzione della 
trasmittanza; l’aggregazione primaria è espressione della sola interazione 
tra l’agonista e il suo recettore; l’aggregazione secondaria è espressione 
della completa attivazione delle piastrine e necessita del rilascio di entrambi 
i mediatori chimici di attivazione che possono agire sia sinergicamente, a 
basse concentrazioni di agonista, che singolarmente, a più alte concentrazio-
ni di agonista (Figura 3).

La versatilità della metodica risiede nel fatto che nel test possono essere 
utilizzati differenti agonisti delle piastrine in grado di evocare un’aggrega-
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zione e che fornisce la possibilità di valutare più di una fase dell’attivazione 
piastrinica. L’aggregometro ha anche la capacità di mantenere continuamen-
te la sospensione di piastrine in agitazione, con una temperatura costante di 
37°C, mantenendo quindi le piastrine a temperatura e condizione di turbo-
lenza fisiologiche.

Le indicazioni per l’esecuzione del test di aggregazione piastrinica sono 
principalmente legate a deficit congeniti o acquisiti della funzionalità pia-
strinica. 

Le recenti linee guida della Società Britannica di ematologia suggeriscono 
che nei pazienti con conclamata sindrome emorragica acuta, con normali 
parametri della coagulazione e numero delle piastrine è necessario eseguire 
l’aggregazione piastrinica. Se eseguita in laboratori specialistici questo test è 
in grado di indicare la piastrinopatia di cui è affetto il paziente [12].

Negli ultimi anni un crescente numero di lavori evidenzia l’interesse 
verso l’aggregazione piastrinica per valutare l’efficacia biologica dei farmaci 
antiaggreganti, sia inibitori della sintesi del trombossano, che degli antago-
nisti del recettore dell’ADP o del recettore per il fibrinogeno.
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Esecuzione del test

L’aggregazione piastrinica è soggetta a numerosi fattori di variabilità tra i 
laboratori, che possono influenzare il raggiungimento dei risultati, generan-
do talvolta confusione ed errori. A questo riguardo dobbiamo evidenziare 
che la metodica è poco standardizzata tra i differenti laboratori, che non 
esistono linee guida e che non viene valutata la qualità sia all’interno del 
laboratorio che tra laboratori differenti. Un lavoro pubblicato recentemente 
su una importante rivista internazionale riporta nei metodi che per poter 
eseguire l’aggregazione piastrinica secondo il protocollo dello studio, i 
responsabili dell’esecuzione del test dei vari centri hanno effettuato un corso 
per uniformare la metodica e le procedure necessarie per garantire la qualità 
dei test. Hanno inoltre evidenziato l’importanza di riportare in un foglio tutte 
le variabili pre-analitiche  e analitiche che influenzano la risposta piastrinica 
[78].

Scopo principale di questa manuale sarà pertanto quello di fornire le 
competenze necessarie per la preparazione del campione, per l’esecuzione 
dell’analisi e per l’interpretazione dei risultati ottenuti.

Informazioni da dare al paziente prima dell’esecu-
zione del test

Il pazienta deve presentarsi a digiuno e non assumere farmaci occasionali 
nella settimana precedente l’esecuzione del test, specialmente quelli ad azio-
ne antipiastrinica. Il maggior pericolo di alterazione della risposta piastrinica 
è rappresentato dall’azione di farmaci che vengono assunti occasionalmente. 
Come è possibile vedere dalla tabella 1, la categoria di farmaci che possono 
influenzare maggiormente la funzionalità piastrinica sono i farmaci antiin-
fiammatori sia steroidei che non steroidei, il cui largo uso occasionale è noto.
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Antinfiammatori non steroidei:
Aspirina
Indometacina
Ibuprofene
Naproxen
Piroxicam
COXib
Acido mefenamico
Acido meclofenamico
Diflunisal
Sulindac

Farmaci Cardiovascolari:
Farmaci b-adrenergici 
Nitrati (es. Nitroprusside, Nitroglicerina)
Bloccanti dei canali del calcio
ACE inibitori
Antagonisti del recettore 
dell'Angiotensina II 
Antiaritmici (es. Quinidina)

Antibiotici 
Antibiotici b-lattamici (es. Penicillina, 
Cefalosporine)
Altri antibiotici e antifungini (es. 
Nitrofurantoina, Idrossichinolone, Amfotericina, 
Miconazolo)

Agenti psicotropici e anestetici:
Antidepressivi triciclici (es. Imipramina)
Fenotiazine (es. Clorpromazina)
Inibitori della Ricaptazione della 
Serotonina
Anestetici e narcotici (es.Benzocaina)

Anticoagulanti:
Eparina
Coumadin
Lepirudina
Argatroban
Bivalirudina

Antagonisti del recettore dell’ADP
Ticlopidina e Clopidogrel

Agenti trombolitici:
Streptochinasi
Urochinasi
Attivatori del plasminogeno tissutale

Antagonisti del recettore GP IIb/IIIa
Aciximab
Tirofiban
Eptifibatide

Agenti Chemioterapici
Mitramicina
Daunorubicina
Carmustina

Antidiarroici
Quinidina

Inibitori delle Fosfodiesterasi
Dipiridamolo
Cilostazol
Sildenafil
Caffeina
Teofillina
Aminofilline

Cibo e Integratori alimentari
Aglio
Cumino
Acidi grassi omega3
Cipolla
Alcool
Melatonina

Farmaci Ipocolesterolemizzanti
Inibitori della HMG-CoA reduttasi (es. 
Atorvastatina, Fluvastatina)
Fibrati (es. Colfibrato, Etofibrato)

Plasma expanders
Dextrano

Antistaminici Mezzi di contrasto radiografici

Tabella 1. Farmaci che interferiscono con la funzionalità piastrinica.
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Prelievo

Il sangue non deve essere soggetto a turbolenze di nessun tipo, che 
potrebbero favorire il rilascio di ADP generando attivazione piastrinica. È 
necessario non protrarre l’uso del laccio per un tempo prolungato, onde evi-
tare una stasi venosa con conseguente diminuzione del pH, ulteriore fattore 
di attivazione piastrinica.

Dovranno essere evitate manovre di ricerca della vena ed altri danni 
endoteliali. 

In caso di prelievo con siringa, occorre dispensare il sangue nelle provette 
soltanto dopo aver tolto l’ago, allo scopo di evitare l’emolisi dei globuli rossi 
che potrebbe influire con la conta delle piastrine e potrebbe attivare la coa-
gulazione.

Finito il prelievo, il sangue del paziente deve essere tempestivamente 
mescolato con l’anticoagulante. Per il test di aggregazione, l’anticoagulante 
d’elezione risulta essere il sodio citrato al 3,2% o 3,8%, ma può essere anche 
utilizzato l’ACD formula A-NIH, entrambi sono chelanti del calcio; permet-
tono di ottenere ottimi risultati con questo test, in quanto mantengono le 
piastrine in condizioni ottimali. Devono essere utilizzati con un rapporto di 
1:10 (V:V).

Evitare un mescolamento troppo energico che potrebbe determinare un’a-
desione piastrinica alle pareti della provetta con conseguente attivazione 
delle stesse.

Trasporto

Le provette di sangue ottenute devono essere mantenute e trasportate a 
temperatura ambiente, in meno di un ora.

Nella fase di trasporto è importante non generare urti, vibrazioni o altri 
traumi alle provette che potrebbero provocare emolisi con successiva altera-
zione dell’attivazione piastrinica.

)
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Preparazione del plasma ricco di piastrine (PRP) e 
plasma povero di piastrine (PPP)

I campioni di sangue in sodio citrato, in provette da 10 ml, devono essere 
centrifugati a 180-200 x g (1000-1100 rpm in centrifuga da banco con rotore da 
14,5 cm di raggio e 880-927 rpm in centrifuga con rotore da 20,7 cm di raggio) 
per 15 minuti utilizzando preferenzialmente un rotore a bracci oscillanti; tale 
centrifugazione permette la separazione delle piastrine dalle altre compo-
nenti cellulari del sangue. Il sovranatante ottenuto dopo la centrifugazione 
sarà costituito da PRP. L’utilizzo di provette con volumi differenti da 10 ml 
necessitano la standardizzazione dei parametri di centrifugazione.

Di estrema importanza è la processazione dei campioni nel minor tempo 
possibile. Nella norma è importante separare i globuli rossi dalle piastrine 
entro 1 ora dal prelievo ed effettuare l’analisi entro 4 ore dal prelievo. Il 
rispetto di tali norme limita gli errori diagnostici strettamente correlati con il 
tempo che intercorre tra la fase pre-analitica e analitica propriamente detta.

Da questa fase in poi, le manipolazioni dovranno essere estremamente 
delicate, in quanto nel PRP è contenuta un’altissima concentrazione di pia-
strine che ne favorisce la collisione ed eventualmente attivazione.

La provetta contenente i globuli rossi e l’anello leucocitario viene sottopo-
sta ad una successiva centrifugazione per 10 minuti a 2000 x g, in modo da 
ottenere un plasma povero di piastrine (PPP).

Nel caso in cui lo strumento dovesse evidenziare un numero di piastrine 
elevato sarà importante effettuare una conta delle piastrine nel plasma ricco 
con un contaglobuli e, dove necessario (superiore a 500.000 x mm3), diluire il 
PRP con una soluzione tampone a pH fisiologico. Evitare di diluire il PRP con 
il PPP in quanto è ricco di prodotti rilasciati dalla lisi dei globuli rossi durante 
la centrifugazione che riducono la funzionalità piastrinica [17]. 

Effettuare la taratura dello strumento mediante le norme riportate dal 
manuale d’uso dello strumento. Utilizzare esclusivamente cuvette di vetro 
siliconato o di plastica.

Agonisti piastrinici

ADP, adrenalina, collageno e acido arachidonico sono gli agonisti più uti-
lizzati per gli studi aggregometrici. E’ da tener presente che ogni laboratorio 
dovrebbe effettuare una serie di test, su almeno 20 volontari sani, necessari 
per identificare i valori di riferimento del laboratorio. Per uno studio ottimale 
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dell’aggregazione piastrinica è necessario effettuare gli studi con più di un 
agonista utilizzando più di una concentrazione per ciascuno. 

Di seguito sono riportati gli agonisti e le curve standard:
ADP 
Viene comunemente utilizzato a concentrazioni comprese tra 0,4 e 10 

microM. E’ un agonista piastrinico che induce shape change, aggregazione 
piastrinica primaria a basse concentrazioni (da 0,4 a 1 microM), primaria e 
secondaria ad alte concentrazioni che sarà registrata come bifasica fino alla 
concentrazione di 4 microM (Figura 4).

Adrenalina
Utilizzato alle concentrazioni comprese tra 0,2 e 15 microM. Come l’ADP 

è un agonista piastrinico che induce aggregazione sia primaria (da 0,2 a 0,5 
microM) che secondaria (> 0,5 microM), con la differenza che non induce 
shape change e che l’aggregazione primaria non è reversibile (Figura 4).

Collageno
Utilizzato alle concentrazioni comprese tra 1 e 4 microg/ml. Il collageno 

non induce aggregazione primaria. Dopo la tipica variazione da shape chan-
ge si osserva aggregazione secondaria irreversibile (Figura 4). A basse concen-
trazioni è molto dipendente sia dalla secrezione di ADP che dalla produzione 
di trombossano.

Acido Arachidonico
Utilizzato alle concentrazioni comprese tra 0,5 e 1,3 mM. E’ un agonista 

che determina aggregazione solo secondaria con tracciati del tutto simili a 
quelli ottenuti da piastrine attivate con il collageno (Figura 4). L’aggregazione 
è dipendente dalla produzione di trombossano e quindi la più sensibile al 
trattamento con aspirina.

Ristocetina
È un antibiotico che altera la conformazione del fattore di vonWillebrand 

e ne facilita la sua adesione alle piastrine determinando agglutinazione e non 
aggregazione. E’ utile per la sola diagnosi della malattia di vonWillebrand 
e per la Sindrome di Bernard Soulier. Per la diagnosi di queste patologie è 
necessario effetture gli studi utilizzando almeno quattro concentrazioni diffe-
renti di ristocetina di cui una deve essere la concentrazione sub soglia e una 
deve essere una concentrazione capace di determinare sicuramente aggluti-
nazione. Per le procedure necessarie alla diagnosi delle differenti Malattie di 
vonWillebrand, si veda la letteratura specializzata.
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Preparazione agonisti

Gli agonisti piastrinici devono essere preparati secondo le norme riportate 
dalla casa. E’ importante ricordare che le concentrazioni di lavoro devono 
essere preparate evitando di aggiungere al PRP volumi di agonista molto 
differenti tra le varie concentrazioni. A tale fine sarebbe opportuno prepa-
rare ciascuna concentrazione di lavoro 10 volte più concentrata rispetto alla 
soluzione che si intende studiare e di aggiungere l’agonista con un rapporto 
di 1/10 (solitamente 25 microL di agonista + 225 microL di PRP). Per la con-
servazione e la stabilità delle soluzioni stock bisogna attenersi alle notizie 
riportate nei fogli procedurali, le soluzioni di lavoro devono essere preparate 
quotidianamente e mantenute in ghiaccio fino alla completa esecuzione di 
tutti i test.

Risposta dell’aggregazione  piastrinica-parametri

La grande versatilità del test e la capacità di evidenziare più di una fase 
della risposta piastrinica fanno sì che i parametri che possono essere utiliz-
zati per la refertazione del test siano diversi. 

I principali parametri che gli strumenti sono in grado di riportare sono:
massima percentuale di aggregazione; percentuale di aggregazione ad un 

tempo indicato; percentuale di aggregazione alla fine del tempo impostato; 
slope, che rappresenta la tangente nel punto di massima pendenza della 
curva secondaria; tempo di latenza, che è il tempo che intercorre tra l’ag-
giunta dell’agonista e l’inizio dell’aggregazione piastrinica; tempo necessario 
per il raggiungimento della massima percentuale; concentrazioni soglia per 
l’aggregazione sia primaria che secondaria.

I parametri che sono maggiormente utilizzati sono la massima percentua-
le di aggregazione sia primaria che secondaria, per ADP e adrenalina, per il 
collageno e l’acido arachidonico la massima percentuale di aggregazione e 
il tempo di latenza (vedi tracciati esemplificativi riportati in Figura 4). Negli 
ultimi tempi gli studi effettuati per la valutazione dell’efficacia terapeutica 
alle tienopiridine hanno evidenziato la reversibilità della risposta secondaria 
all’ADP (Figura 5) in pazienti in trattamento cronico con questi farmaci. Per 
evitare ulteriori parametri da aggiungere alla risposta, che creano solo confu-
sione, è possibile utilizzare la percentuale di aggregazione a 4 min (Figura 6). 



F.M. Pulcinelli1, T. Maltese, F.Temperilli
Piastrine, farmaci antiaggreganti 

e metodiche di laboratorio

31Caleidoscopio

Fi
gu

ra
 5

. T
ra

cc
ia

to
 a

gg
re

go
m

et
ri

co
 ra

pp
re

se
nt

at
iv

o 
di

 d
is

ag
gr

eg
az

io
ne

 s
po

nt
an

ea
 a

d 
A

D
P.



F.M. Pulcinelli1, T. Maltese, F.Temperilli
Piastrine, farmaci antiaggreganti 

e metodiche di laboratorio

32 Caleidoscopio

Figura 6.  Valutazione della percentuale di aggregazione a 4 m
inuti.
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Questo parametro ha anche il vantaggio di eliminare errori dovuti a massime 
aggregazioni di tipo primario in tracciati aggregometrici dove non sia parti-
colarmente chiaro se la risposta è primaria o secondaria.

Avendo presente che, come detto in precedenza, ogni laboratorio dovreb-
be standardizzare i propri parametri di normalità eseguendo i test in almeno 
20 volontari sani, l’esperienza del nostro laboratorio ci ha permesso di ripor-
tare le risposte nel seguente modo.

-	 ADP percentuale di aggregazione a 4 min utilizzando le concentrazio-
ni 0,8 e 2 microM. 

-	 Adrenalina percentuale di aggregazione a 4 min in risposta a 0,5 e 10 
microM.

-	 Collageno 1 e 2 microg/ml tempo di latenza e percentuale di aggrega-
zione a 4 min.

-	 Acido arachidonico 0,50 e 0,75 mM percentuale di aggregazione a 4 
min.

Nella 2 sono riportati le risposte aggregometriche ottenute in pazienti che 
non avevano assunto farmaci antipiastrinici (N=290).

Risposte aggregometriche in pazienti che assumo-
no farmaci antiaggreganti

Aspirina 

Ridotta percentuale di aggregazione dopo 4 min dall’aggiunta dell’agoni-
sta in risposta sia ad ADP che ad adrenalina, aumento del tempo di latenza e 
riduzione della percentuale di aggregazione dopo l’aggiunta dell’agonista in 
risposta al collageno fino alla concentrazione di 2 microg/ml. Assenza della 
risposta all’acido arachidonico in larga parte dei pazienti anche alla concen-
trazione di 0,75 mM.

Nella tabella 2 sono riportati le risposte aggregometriche ottenute in 
pazienti che avevano assunto aspirina (75-330 mg/die) da almeno 30 gg 
(N=327).
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Agonisti CONTROLLI 
(n=290)

ASPIRINA 
(n=327)

CLOPIDOGREL
(n=84)

ADP 0,8 microM % (mean±DS)     15±31     7±19 3±15

ADP 2 microM % (mean±DS) 66±34   40±29        23±35

Adrenalina 0,5 microM % (mean±DS) 32±40 7±19 30±35

Adrenalina 10 microM % (mean±DS) 77±30 36±30 68±35

Acido Arachidonico microM 0,50 % 
(mean±DS)
% pz con Acido Arachidonico assente

92 ±12
15%

26±39
 88%

88±14
10%

Acido Arachidonico 0,75 % (mean±DS)
% pz con Acido Arachidonico assente 95±9

6%
28±33
  72%

91±12
6%

Collageno 1 microg/ml % (mean±DS)
Collageno1 microg/ml Lat. 
(mean±DS)

81±23
63±28

17±25
135±56

70±26
59±30

Collageno 2 microg/ml % (mean±DS)
Collageno2 microg/ml Lat. 
(mean±DS)

89±15
52±22

47±24
72±38

81±17
54±26

Tabella 2. Risposte aggregometriche ottenute in pazienti che non assumono farmaci 
antiaggreganti e in  pazienti in terapia con aspirina  e con clopidogrel da almeno 30 giorni. 
In giallo sono riportati gli agonisti che maggiormente evidenziano l’efficacia terapeutica 
al farmaco antiaggregante.
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Tienopiridine

Categoria di farmaci che sono antagonisti di un recettore per l’ADP, il 
P2Y12, necessario per il mantenimento dell’aggregazione piastrinica. Ridu-
zione della percentuale di aggregazione dopo 4 min  dall’aggiunta dell’agoni-
sta sia ad ADP, che a  basse concentrazioni di collageno e acido arachidonico.

Nella tabella 2 sono riportati le risposte aggregometriche ottenute in 
pazienti che avevano assunto clopidogrel (75 mg/die) da almeno 30 gg 
(N=84).

Nella tabella 3 sono riportate schematicamente le notizie importanti per 
eseguire una corretta aggregazione piastrinica e le notizie necessarie per 
effettuare un valido controllo di qualità.
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Metodica Controllo di qualità
In corsivo facoltativi

Informazioni generali del paziente

·	 Dati anagrafici.
·	 Verficare che il paziente sia a digiuno.
·	 Riportare farmaci assunti nelle ultime due setti-

mane e indicare la posologia.
·	 Anamnesi patologica (con particolare riferi-

mento alla patologia emostatico coagulativa, a 
precedenti eventi  cardiovascolari  ed alle recenti 
infezioni).

·	 Dati anagrafici.
·	 Il paziente è a digiuno.
·	 Farmaci e relativa posologia 

assunti nelle ultime due set-
timane.

·	 Anamnesi patologica.

Informazioni sul campione di sangue

·	 Riportare ora del prelievo.
·	 Prelievo eseguito evitando stasi venosa e con un 

ago di almeno 21 gauge.
·	 Il sangue aggiunto al sodio citrato al 3,8% o ACD 

formula-A.
·	 I campioni non devono presentare emolisi.

·	 Ora prelievo.
·	 Prelievo difficoltoso.

Processazione

·	 Mantenere i campioni alla temperatura di 20/25 
°C e preparae il PRP entro un’ora dal prelievo.

·	 Preparare il PRP centrifugando il campione a 
180-200 g per 10 min.

·	 Preparare il PPP centrifugando il campione a 
2000g per 10 minuti.

·	 Controllare che la concentrazione delle piastrine 
nel PRP sia nel range dello strumento.

·	 Se no, diluire il PRP con tampone adeguato.
·	 Effettuare periodicamente un aggregazione di 

controllo con PRP da  volontario sano.

·	 Campione trasportato.
·	 Ora di preparazione del PRP.
·	 Tempo e velocità di centrifuga-

zione per la preparazione PRP 
e PPP.

·	 Indicare se è stato diluito PRP 
e con quale tampone.

·	 È stato introdotto un controllo 
nel processo?

Strumento per il test diagnostico

·	 Verificare che lo strumento sia settato secondo le 
istruzione della casa.

·	 Utilizzare solo cuvette di vetro siliconato o pla-
stica e verificare che siano prive di alterazioni.

·	 Ricostituire i reagenti secondo le direttive del Kit 
e mantenere le soluzioni di lavoro in ghiaccio.

·	 Pre riscaldare i campioni secondo le direttive 
della casa.

·	 Cuvette utilizzate.
·	 N. lotto agonisti.
·	 Soluzione stock dell’agoni-

sta del.
·	 Eventuali problemi riscon-

trati.

Tabella 3. Parametri da rispettare per una corretta esecuzione del test di aggregazione piastri-
nica.
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