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ABSTRACT 

La fibrillazione atriale è una patologia frequente e associata ad elevata morbidità se non trattata 

efficacemente. La principale complicanza della fibrillazione atriale è lo sviluppo di eventi 

tromboembolici. La terapia preventiva delle complicanze tromboemboliche della fibrillazione atriale 

è la terapia anticoagulante orale, con farmaci antagonisti della vitamina K (TAO) e farmaci 

antagonisti diretti (NAO). Ampi studi osservazionali hanno dimostrato un’ampia variabilità 

dell’efficacia clinica di TAO e NAO. Tra i possibili fattori determinanti la variabilità inter-individuale 

della terapia anticoagulante orale con TAO e NAO, vanno annoverati il microbiota intestinale e le 

isoforme dei principali sistemi enzimatici coinvolti nel metabolismo dei farmaci (i.e., CYP450, ABCB1 

e di VKORC1). Obbiettivo del presente studio osservazionale, monocentrico e prospettico con 

follow-up di 12 mesi è stato la ricerca di possibili associazioni tra microbiota intestinale, isoforme 

enzimatiche, e marcatori surrogati di efficacia/sicurezza clinica della terapia anticoagulante. Pazienti 

con indicazione alla terapia anticoagulante sono stati arruolati nello studio, e dopo tre mesi di 

terapia hanno fornito un campione di feci e di sangue. L’analisi del microbiota è stata condotta con 

metodica 16S rRNA e sono stati misurati i livelli circolanti di metaboliti dello stesso microbiota (LPS 

e TMAO). Le isoforme enzimatiche sono state misurate con metodica NGS Illumina. L’efficacia clinica 

è stata misurata calcolando il time in therapeutic range (TTR) nei pazienti TAO, e dosando le 

concentrazioni del farmaco a picco e a valle nei pazienti NAO. Nel periodo di osservazione, sono 

stati studiati 103 pazienti, 51 trattati con TAO e 52 con NAO. Nei pazienti TAO, abbiamo osservato 

un significativo aumento di LPS nei pazienti con peggiore TTR, mentre nei pazienti NAO abbiamo 

osservato un aumento di TMAO al non raggiungimento delle concentrazioni di farmaco attese. 

Inoltre, abbiamo osservato uno specifico profilo del microbiota nei pazienti TAO e nei pazienti NAO. 

Infine, non sono state osservate influenze delle isoforme enzimatiche sui parametri surrogati di 

efficacia clinica. Il nostro studio suggerisce che il microbiota intestinale può interferire in maniera 

specifica e distinta sulla efficacia clinica della terapia TAO e NAO, mentre il profilo genetico degli 

enzimi che metabolizzano i farmaci sembra avere un ruolo minore. Ulteriori studi con più ampia 

casistica e prolungato periodo di osservazione potranno definire meglio le caratteristiche di queste 

influenze. 

 

 

 



INTRODUZIONE 

E’ in corso da decenni un progressivo aumento della età media della popolazione mondiale, 

associato ad un corrispondente aumento della longevità (1). Tuttavia, l’aumento della durata della 

vita non è accompagnato da un corrispondente aumento della durata della vita sana (i.e., lifespan 

vs healthspan)(1). Di conseguenza, la incidenza di malattie cronico-degenerative è in aumento, e le 

previsioni confermano questo trend anche per le prossime decadi. La strategia messa in atto per 

mitigare gli effetti della maggiore incidenza delle malattie cronico-degenerative sui sistemi sanitari 

si basa sulla attuazione di misure preventive e sull’ottimizzazione delle terapie farmacologiche 

attraverso lo sviluppo di nuovi farmaci e la personalizzazione dei farmaci disponibili (2-5). 

Tra le patologie croniche più frequenti dopo i 65 anni vi è l’ipertensione arteriosa, la cui storia clinica 

è frequentemente complicata dalla fibrillazione atriale (6). Inoltre, la fibrillazione atriale può essere 

non riconosciuta e diagnosticata. Recentemente, Rivezzi et al. hanno riportato una prevalenza di 

fibrillazione atriale sconosciuta del 5,5% in una ampia popolazione di soggetti con età ≥65aa (7). 

Inoltre, la prevalenza aumentava con le classi di età, essendo del 7,5 % tra i soggetti con età ≥75aa. 

Di grande interesse clinico è il riscontro che la prevalenza di fibrillazione atriale aumenta con 

l’aumentare del punteggio CHA2DS2-VASc, un sensibile parametro di valutazione del rischio di stroke 

in pazienti con fibrillazione atriale (6). Le evidenze scientifiche dunque confermano che la 

fibrillazione atriale rappresenta un evento clinicamente e socialmente rilevante per le sue 

implicazioni cliniche ed economiche. 

La principale complicanza associata alla fibrillazione atriale è la comparsa di stroke cerebrale dovuto 

alla migrazione di emboli derivanti da trombi formatisi in atrio sinistro (8). Coerentemente con 

l’aumento della prevalenza delle malattie cronico-degenerative, esistono ormai ampie evidenze 

circa l’aumento di incidenza, prevalenza e mortalità della fibrillazione atriale (9). 



La terapia oggi applicata per ridurre le complicanze ischemiche della fibrillazione atriale è la terapia 

anticoagulante, che però ha insito un rischio emorragico (10). Sono disponibili 2 classi di farmaci 

anticoagulanti orali: gli anticoagulanti che agiscono sui fattori della coagulazione vitamina K 

dipendenti, i cosiddetti farmaci della terapia orale anticoagulante (TAO), e gli anticoagulanti diretti, 

detti anche nuovi anticoagulanti orali (NAO). Il warfarin è il farmaco TAO più utilizzato. Tra i NAO, il 

dabigatran è inibitore diretto della trombina, mentre apixaban, rivaroxaban e edoxaban sono 

inibitori diretti del fattore Xa. Nonostante la loro efficacia clinica e sicurezza sia stata dimostrata in 

numerosi studi prospettici, randomizzati e controllati, esiste ancora una variabilità nella loro 

efficacia clinica e dunque nell’incidenza di eventi avversi. In un recente ampio studio (11), Lee S-R 

et al. hanno dimostrato un tasso di incidenza di stroke ischemico in pazienti in terapia con 

anticoagulanti orali, sia TAO che NAO, compreso tra 2 e 3 per 100 pazienti, e di emorragia maggiore 

compreso tra 2,65 e 3,65 per 100 pazienti. 

La variabilità della efficacia clinica della terapia anticoagulante è spiegabile da una serie di fattori 

individuali, sia modificabili (es., compliance individuale o obesità) che non modificabili (es., patologie 

coesistenti quali il tumore). Il metabolismo dei farmaci è in gran parte dipendente dall’attività di una 

specifica classe enzimatica, i citocromi (12, 13). E’ dunque ragionevole immaginare che le isoforme 

dei sistemi enzimatici coinvolti nel metabolismo dei farmaci possano spiegare almeno in parte la 

differente risposta individuale allo stesso farmaco (14). La famiglia del citocromo P450 (abbreviata 

come CYP, P450 e, molto frequentemente, CYP450) è una superfamiglia enzimatica 

di emoproteine presente in tutti i domini dei viventi (sono note più di 7.700 distinte macromolecole 

di tipo CYP), appartenente alla sottoclasse enzimatica delle ossidasi a funzione mista (o 

monoossigenasi). I citocromi P450 sono i maggiori attori coinvolti nella detossificazione 

dell'organismo, essendo in grado di agire su un gran numero di differenti substrati, sia esogeni 

(farmaci e tossine di origine esterna) sia endogeni (prodotti di scarto dell'organismo)(15-17). Spesso 



prendono parte a complessi con funzione di catena di trasporto di elettroni, noti come sistemi 

contenenti P450. Le reazioni catalizzate dalle isoforme del citocromo P450 sono svariate. La più 

comune è una classica reazione da monossigenasi: il trasferimento di un atomo di ossigeno 

dall'ossigeno molecolare a un substrato organico, con riduzione del secondo atomo di ossigeno ad 

acqua: 

RH + O2 + 2H+ + 2e– → ROH + H2O 

Esempi di reazioni catalizzate dal citocromo P450 sono l'ossidrilazione di composti 

alifatici o aromatici, la formazione di epossidi e l'ossidazione di alcoli. Gli elettroni necessari alla 

reazione possono essere forniti dal NADP(H) o dal NADH attraverso altri attori proteici come 

la ferredossina, il citocromo b5 o la NADPH-emoproteina reduttasi, 

contenente FAD e FMN come gruppi prostetici. Oltre alle reazioni di eliminazione di composti 

esogeni, il citocromo P450 è coinvolto nella biosintesi del colesterolo e 

nella steroidogenesi degli ormoni steroidei (18, 19). Il citocromo P450 deriva il suo nome dal 

caratteristico picco di Soret di assorbimento massimo a una lunghezza d'onda di 450 nm, quando il 

ferro del gruppo eme si trova nello stato ridotto Fe2+ e legato al monossido di carbonio. A livello 

cellulare, negli eucarioti gli enzimi della famiglia si ritrovano principalmente legati alle membrane 

del reticolo endoplasmatico liscio e alla membrana mitocondriale interna tramite la regione N-

terminale idrofobica, in particolare nella frazione microsomiale delle cellule epatiche. Nell'uomo 

sono state sinora identificati più di 63 geni codificanti per isoforme del citocromo P450, di cui 57 

geni completi e 5 pseudogeni, divisi in 18 famiglie e 43 sottofamiglie, espressi nel fegato e in altri 

tessuti come il tratto gastrointestinale, i reni, i polmoni, la cute e il sistema nervoso centrale. Le 

funzioni svolte dal citocromo P450 nell'uomo sono di ossidazione ed eliminazione di sostanze 

endogene, come la bilirubina derivante dal metabolismo dell'emoglobina, e di sostanze esogene, 

come inquinanti e farmaci, ma comprendono anche la regolazione dei livelli di concentrazione degli 



ormoni steroidei, come gli estrogeni e il testosterone, la biosintesi del colesterolo e il metabolismo 

della vitamina D. Un'ulteriore funzione svolta dal citocromo P450 a livello della barriera 

ematoencefalica è l'autoregolazione vascolare. Nella grande maggioranza dei casi una singola 

isoforma di citocromo P450 può presentare specificità multiple e catalizzare l'ossidazione di più 

substrati diversi, anche con differenti tipi di reazioni. La famiglia del citocromo P450 rappresenta il 

principale meccanismo di detossificazione dell'organismo per i farmaci, ed è una delle cause alla 

base della variabilità del rapporto dose/risposta in soggetti differenti che assumono lo stesso 

farmaco. Il differente range di risposta può infatti derivare, oltre che da fattori fisiologici come l'età, 

il sesso e lo stato di salute dell'individuo, da una differente velocità di metabolizzazione del principio 

attivo, derivante a sua volta da un polimorfismo genetico nel citocromo P450. Un più lento 

smaltimento della molecola farmacologicamente attiva può portare a una sua eccessiva 

permanenza nell'organismo, e quindi al manifestarsi di effetti collaterali dovuti al sovradosaggio, 

mentre un'eccessiva attività del citocromo aumenta la velocità di smaltimento del farmaco e può 

portare a una diminuzione del suo effetto o anche alla mancanza di effetti clinici. Lo studio genetico 

ha portato all'individuazione di almeno tre classi fenotipiche distinte associate a polimorfismi 

genetici nella famiglia del citocromo P450, ovvero i metabolizzatori lenti (PM), i metabolizzatori 

rapidi (EM) e i metabolizzatori ultrarapidi (UR), individuabili mediante test di fenotipizzazione o 

tipizzazione genetica, a seconda delle quali va calibrata la terapia farmacologica da adottare (20, 

21). Di tutte le isoforme enzimatiche di citocromo P450 finora individuate, solo una piccola porzione 

comprendente gli enzimi CYP3A4, CYP2D6, CYP2C9, CYP1A2 e CYP2E1 agisce nel metabolismo dei 

farmaci; fra queste l'isoforma più attiva è il CYP3A4, che costituisce circa il 30% dei citocromi P450 

espressi nel fegato ed è responsabile del metabolismo del 50% dei farmaci attualmente esistenti. 

Nella fase I dell'eliminazione di composti xenobiotici da parte dell'organismo, i substrati della 



reazione sono rappresentati principalmente da molecole lipofile in cui l'attacco di ossigeno aumenta 

l'idrofilicità e favorisce l'azione dei successivi enzimi detossificanti e il conseguente smaltimento. 

Il microbiota intestinale, inteso come la comunità di specie batteriche risiedenti nell’intestino, è 

noto influenzare il metabolismo di alcuni farmaci, compresi quelli anticoagulanti (22). Inoltre, un 

metabolita del microbiota intestinale, trimetilamina N-ossido (TMAO) è un noto marcatore di rischio 

di evento cardiovascolare (23). Infine, le concentrazioni di lipopolisaccaride di origine intestinale 

sono associate ad un aumentato rischio di eventi cardiovascolari maggiori (24). In considerazione 

della possibilità di modificare il microbiota intestinale con la dieta, appare utile e rilevante 

investigare ulteriormente la relazione tra microbiota intestinale e efficacia clinica della terapia 

anticoagulante, sia TAO che NAO. Obbiettivo del presente studio è dunque la ricerca di possibili 

associazioni tra composizione del microbiota intestinale, compresi alcuni aspetti del suo 

metabolismo, e efficacia/sicurezza clinica della terapia anticoagulante. Considerata la natura del 

presente studio, i.e., monocentrico e prospettico con follow-up di 12 mesi, l’efficacia clinica e la 

sicurezza della terapia anticoagulante orale è stata valutata utilizzando dei marcatori clinici e 

biochimici, piuttosto che la raccolta degli eventi ischemici/trombotici. In particolare, l’efficacia 

clinica/sicurezza della terapia con TAO è stata determinata utilizzando il time-in-therapeutic-range 

(TTR), e cioè la % di tempo nella quale il paziente è rimasto nel range terapeutico di 

anticoagulazione. Per i pazienti in NAO, si sono utilizzate le concentrazioni circolanti di picco e valle 

dei singoli farmaci, raffrontandole con i valori di riferimento presenti in letteratura. 

 

 

 

 



MATERIALI E METODI 

Pazienti 

Il protocollo dello studio, prospettico ed osservazionale, è stato elaborato in rispetto alla 

Dichiarazione di Helsinki ed approvato dal Comitato Etico dell’Azienda Ospedaliero-Universitaria 

Sant’Andrea di Roma. Pazienti adulti afferenti al Centro TAO/NAO dell’Azienda Sant’Andrea 

(primario: prof. Maurizio Simmaco; dirigente responsabile: dr. Valeriano Soldati) per iniziare terapia 

anticoagulante sono stati considerati per l’inclusione nello studio. Sono stati esclusi pazienti non in 

grado di fornire il proprio consenso informato, pazienti obesi (BMI≥30), con epatopatia cronica 

grave (Child-Pugh≥3) e pazienti con grave insufficienza renale (i.e., eGFR <30mL/min). In 

considerazione del ruolo della dieta nell’influenzare la composizione del microbiota intestinale, 

sono stati esclusi dallo studio i pazienti con Med Diet score estremi (i.e., ≥8 ed ≤3), e sono state 

raccolte informazioni sugli stili di vita, in particolare sull’uso abituale di alcol e sul fumo. I pazienti 

venivano assegnati alla terapia con anticoagulanti TAO (i.e., warfarin o acenocumarolo) o NAO (i.e., 

apixaban, edoxaban, rivaroxaban) secondo valutazione clinica. Anche il dosaggio dei farmaci veniva 

stabilito sulla base della valutazione clinica. 

Protocollo 

Disegno dello studio e analisi biochimiche. Dopo aver rilasciato il consenso scritto alla partecipazione 

allo studio, sono stati raccolti i dati clinici dei pazienti. I pazienti sono stati invitati a coinvolgere un 

familiare nella verifica della compliance al trattamento farmacologico. Inoltre, i pazienti venivano 

invitati a non modificare sostanzialmente il loro stile di vita nei successivi tre mesi. Nelle settimane 

successive, i pazienti seguivano il protocollo di controllo del centro, ed eventuali eventi avversi 

venivano registrati. Al controllo a 3 mesi dall’inizio della terapia anticoagulante, i pazienti arruolati 

nello studio e che risultavano complianti alla terapia, si presentavano con un campione di feci 



emesse nella stessa giornata, raccolto secondo le indicazioni scritte ricevute nella visita iniziale, 

ribadite in un recall telefonico la sera precedente. Inoltre, per i soli pazienti in terapia con NAO, si 

invitava a presentarsi all’indomani senza assumere la dose mattutina del farmaco. Le feci venivano 

quindi immediatamente congelate a -80°C fino a successiva analisi. Si procedeva quindi a prelievo 

ematico per il dosaggio dei livelli circolanti di LPS (ng/mL) e TMAO (ng/mL) entrambi con metodica 

ELISA (MyBiosource Italia, Bergamo, e BT Laboratory, Shanghai, China). Per i pazienti in trattamento 

con TAO, si procedeva inoltre a calcolare il TTR dei precedenti 3 mesi, utilizzando i valori di INR 

raccolti, e si registravano eventuali eventi avversi. Per i pazienti in trattamento con NAO, si 

procedeva, sul campione di sangue prelevato, al dosaggio del farmaco (valore a valle) con metodica 

coagulometrica con curve specifiche per farmaco e dosaggio del residuo FXa (ACL Top, Werfen, 

Milano; ng/mL). Quindi, si somministrava la dose mattutina del farmaco NAO e si attendevano 2 ore 

prima di ripetere il prelievo per il dosaggio al picco. 

Sicurezza ed efficacia clinica. La sicurezza del farmaco TAO o NAO veniva valutata dalla presenza di 

eventuali eventi avversi (es., sanguinamenti, anche minimi). Nei pazienti in terapia con TAO, 

l’efficacia clinica è stata valutata clinicamente, i.e., raggiungimento di TTR >70% (buon controllo), 

mentre TTR<50% è stato considerato espressione di cattivo controllo (25). Nei pazienti in terapia 

con NAO, l’efficacia clinica è stata effettuata confrontando i livelli circolanti con gli intervalli attesi 

come da letteratura (Tabella 1). I pazienti in cui i livelli circolanti a picco/valle rientravano nei limiti 

riportati sono stati considerati aver raggiunto efficacia clinica. Eventuali eventi avversi comparsi nei 

12 mesi successivi alla visita di controllo sono stati comunque annotati. 

 

 



Tabella 1 – Intervalli attesi di concentrazione (a picco e a valle) dei farmaci NAO (valori di riferimento 

da reff. 26-31) 

Farmaco Obbiettivo clinico Concentrazione a picco 

(range) 

Concentrazione a valle 

(range) 

Apixaban 5mg bid Terapia EP/TVP 132 ng/mL (59-302) 63 ng/mL (22-177) 

Apixaban 5mg bid Prevenzione ictus 171 ng/mL (91-321) 103 ng/mL (41-230) 

Edoxaban 60 mg/d Prevenzione ictus 170 ng/mL (125-245) 36 ng/mL (19-62) 

Edoxaban 60 mg/d Terapia EP/TVP 234 ng/mL (149-317) 19 ng/mL (10-39) 

Rivaroxaban 20 mg/d Terapia EP/TVP 270 ng/mL (189-419) 26 ng/mL (6-87) 

EP= embolia polmonare; TVP=trombosi venosa profonda 

Analisi del microbiota intestinale su feci. Il sequenziamento del gene ribosomiale 16S rRNA è 

applicato estensivamente nella ricerca clinica allo scopo di valutare la distribuzione filogenetica del 

microbiota intestinale (32, 33). L'RNA ribosomiale (rRNA) è la tipologia più abbondante 

di RNA presente nella cellula. Non codifica direttamente le proteine, ma è il componente essenziale 

(circa i due terzi) dei ribosomi, macchine catalitiche che provvedono all'assemblaggio delle 

proteine, presenti in tutte le cellule viventi. Il ribosoma è una struttura che si auto-assembla in 

due subunità ripiegate (la subunità maggiore e la subunità minore) costituite dall'RNA ribosomiale, 

in presenza di 70-80 proteine ribosomiali, che si trovano all'esterno oppure nelle cavità presenti 

all'interno dell'rRNA ripiegato. Negli eucarioti, dei quattro rRNA presenti, tre (8S, 28S e 18S) sono 

trascritti dall'RNA polimerasi I a partire da un solo gene nella forma di un unico lungo precursore 

(45S) contenente due spaziatori interni, mentre il quarto (5S) è trascritto indipendentemente 

dall'RNA polimerasi III a partire da un secondo gene separato dal primo. Nei batteri, negli Archaea, 

nei mitocondri e nei cloroplasti, la subunità minore contiene l'rRNA 16S, mentre la subunità 

maggiore ne contiene due specie: il 5S ed il 23S. il gene 16S rRNA contiene nove regioni ipervariabili, 



e le sequenze generate da differenti combinazioni di queste regioni ipervariabili consentono di 

distinguere differenti profili microbici. 

Nel presente studio, la analisi del microbiota è stata condotta utilizzando la tecnologia Next 

Generation Sequencing (NGS), una tecnologia che permette di sequenziare grandi genomi in un 

tempo ristretto. Il NGS viene anche definito come metodo “da estensione” perché la base viene 

identificata durante l’aggiunta alla catena nascente. In breve potremmo riassumere il processo 

partendo da DNA a singolo filamento, un primer, la DNA polimerasi e singoli nucleotidi marcati. Una 

volta iniziata la reazione di sintesi di DNA a doppio filamento, ogni volta che la DNA polimerasi 

inserisce un nucleotide sulla catena in allungamento, questo viene rilevato immediatamente in 

quanto viene rilasciato un segnale diverso a seconda della tecnologia utilizzata, ma specifico per 

ognuno dei nucleotidi. In particolare, il nostro studio si è avvalso della tecnologia Ion 16S™ 

Metagenomics Kit (Laboratorio Genoma, Molecular Genetics Laboratories Group, Roma; 

responsabile, dr.ssa Marina Baldi), che utilizza due primer pools per amplificare 7 regioni 

ipervariabili (V2, V3, V4, V6, V7, V8 e V9) dell’rRNA 16S batterico; tale amplificazione è seguita da 

sequenziamento con tecnologia NGS su piattaforma Ion S5XL. L’analisi dei dati è stata effettuata 

mediante Ion Reporter™ Software. Solo specie batteriche con una concentrazione ≥1% venivano 

caratterizzate. La tecnologia NGS Ion è stata scelta per una serie di motivazioni, non ultima il costo 

ridotto rispetto alla tecnologia basata sulla fluorescenza. Ogni qual volta un nucleotide viene 

incorporato sul filamento in crescita viene rilasciato un protone: le variazioni di pH che avvengono 

all'interno nei singoli pozzetti che costituiscono il CHIP sono rilevate dallo strumento che associa ad 

ogni variazione l'incorporazione di un nucleotide trasformando il segnale chimico in segnale digitale 

(Figura 1). Poiché ogni nucleotide viene interrogato singolarmente (vale a dire che il filamento in 

crescita viene esposto ad un nucleotide per volta) si ha segnale solo se il nucleotide viene 

incorporato. Poiché questo sistema non utilizza molecole fluorescenti l'analisi è più semplice e meno 



costosa non richiedendo né rivelatori di fluorescenza né elaborati sistemi di analisi. La lunghezza dei 

frammenti sequenziabili è variabile (200, 400 o 600 bp a seconda del quesito scientifico) e si possono 

analizzare più campioni in parallelo utilizzando barcodes specifici per ogni campione. Le analisi 

richiedono una quantità di materiale di partenza compreso tra 1 e 100 ng (circa 10 ng/µL) a seconda 

dell'applicazione. Sono disponibili chip di 4 dimensioni differenti (Ion chip 510, 520, 530 e 540) che 

offrono la massima flessibilità e si adattano alle diverse esigenze ed applicazioni consentendo di 

spaziare dai 2 agli 80 milioni di reads per corsa. 

 

 

Figura 1 – Principio di funzionamento della tecnologia NGS Ion S5XL 

 

Analisi isoforme CYP450. L’analisi è stata condotta utilizzando la consulenza MIFAR (Metabolismo 

Integrato dei FARmaci) offerta dal Servizio di Diagnostica Molecolare Avanzata dell’Azienda 



Ospedaliero-Universitaria Sant’Andrea di Roma (Responsabile, prof. Maurizio Simmaco). In breve, 

su sangue periferico, è stata eseguita estrazione del DNA e sottoposto a NGS con strumentazione 

Illumina, che differisce da quella precedentemente riportata per l’utilizzo di molecole fluorescenti. 

Sono state ricercate le seguenti isoforme di CYP450: 1A2 (*1C; *1F), 2C8, 2C9 (*2; *3), 2C19 (*2, 

*3), 3A4 (*1B; *22), 3A5 (*3). Inoltre, sono state esaminate le isoforme di ABCB1 (*rs1128503; 

*rs1045642) e di VKORC1 (1639; 1673). 

Analisi Statistica.  

I risultati sono presentati come Media (Errore Standard o Intervallo di Confidenza 95%), le variabili 

categoriche sono descritte come frequenze assolute e relative. Il test esatto di Fisher è stato 

utilizzato per paragonare variabili organizzate in tabelle di contingenza. Lo z test per il confronto di 

proporzioni. Il test di Mann-Whitney è stato utilizzato per il confrontare due gruppi di variabili 

continue, mentre per confrontare due gruppi è stata utilizzata l’analisi della varianza. Valori di 

P<0.05, a due code, sono stati considerati statisticamente significativi. L’analisi statistica è stata 

effettuata utilizzando il software Statavers.14.2 (Stata Corp., College Station, TX, United States). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



RISULTATI 

Durante il periodo di studio, tra novembre 2017 e gennaio 2019, 378 pazienti si sono presentati al 

centro TAO/NAO per iniziare terapia anticoagulante. Di questi, 145 non sono stati arruolati per la 

presenza di criteri di esclusione ed 89 pazienti per il diniego a fornire il consenso informato. Inoltre, 

41 pazienti hanno ritirato il loro consenso prima di presentarsi al controllo dei 3 mesi. In totale, 103 

pazienti hanno completato lo studio. In particolare, 51 pazienti sono stati arruolati nel braccio TAO 

e 52 pazienti sono stati arruolati nel braccio NAO. Le caratteristiche dei pazienti sono riportate in 

Tabella 2. 

Tabella 2 – Caratteristiche cliniche dei pazienti studiati 

 F/M Età (M±DS) Indicazione 

(FA/TV/EP) 

Farmaco Comorbidità 

Gruppo TAO (n=51) 27/24 68±14.9 anni 25/17/9 2 AC; 49 W 26 IT; 18 DM; 20 N 

Gruppo NAO (n=52) 20/32 71.8±13.2 anni 32/10/10 31 AX; 19 EX; 2 RX 33 IT; 18 DM; 9N 

DS: deviazione standard; FA: fibrillazione atriale; TV: trombosi venosa; EP: embolia polmonare; AC: acenocumarolo; W: warfarin; IT: ipertensione; 

DM: diabete mellito (e/o altre alterazioni metaboliche); N: neoplasia; AX: apixaban; EX: edoxaban; RX: rivaroxaban. 

 

Sicurezza. Durante il periodo di studio e nella successiva fase di osservazione, non si sono osservati 

eventi avversi che hanno portato alla necessità di modificare la terapia anticoagulante in atto. 

Efficacia clinica e marcatori biochimici. Nel gruppo TAO, 15 pazienti sono risultati in buon controllo 

della terapia anticoagulante come verificato dal TTR. In intermedio controllo terapeutico (TTR 

compreso tra 70% e 50%) sono risultati 14 pazienti, mentre 22 pazienti sono risultati in scarso 

controllo terapeutico (TTR <50%). Confrontando, attraverso l’analisi della varianza, i tre gruppi di 

TTR nelle concentrazioni di LPS e TMAO, si è messa in evidenza una differenza statisticamente 



significativa tra i tre gruppi di TTR per le concentrazioni di LPS, al contrario inesistente per le 

concentrazioni di TMAO (Tabella 3). 

Tabella 3 – Concentrazioni di LPS e TMAO a seconda del TTR 

 TTR >70% (n=15) 70%>TTR>50% (n=14) TTR<50% (n=22) P 

LPS (ng/mL)* 470,8 (409,3 - 532,3) 488,6 (448,5 - 528,6) 547,8 (511.1 - 584.6)  0.0281 

TMAO (ng/mL)* 7,3 (3,4 - 11,2) 9,9 (5,8 - 13,9) 10.1 (4,6 - 15,7) 0.6656 

* I dati sono riportati come media (intervallo di confidenza al 95%). 

 

Nel gruppo NAO, nessun paziente trattato con rivaroxaban ha mostrato livelli circolanti di farmaco 

nel range atteso, né al picco (Cmax) né al nadir (Cmin). Solo 4 pazienti del gruppo trattato con edoxaban 

(n=19) hanno mostrato valori di Cmax e Cmin nel range atteso. Al contrario, 22 pazienti sui 31 trattati 

con apixaban hanno mostrato livelli di Cmax e Cmin di farmaco nell’intervallo atteso. La età media dei 

2 gruppi, i.e., in range (n=26) e fuori range (n=26) è risultata statisticamente diversa (68.0±16.5 anni 

vs 75.5±7.3 anni, rispettivamente; p=0.04).  

Confrontando, attraverso l’analisi della varianza, le concentrazioni di LPS e TMAO, nei tre gruppi di 

pazienti selezionati in base ai valori di Cmax e Cmin (entrambi nel range previsto, solo uno nel range 

previsto, e nessuno dei due nel range previsto), si è osservata una differenza statisticamente 

significativa tra i tre gruppi per le concentrazioni di TMAO, ma non per le concentrazioni di LPS. I 

livelli di LPS e TMAO nei tre gruppi di pazienti sono riportati nella Tabella 4. 

 

 

 



Tabella 4 – Concentrazioni di LPS e TMAO nei tre gruppi di pazienti selezionati in base ai valori di 

Cmax e Cmin (in ange o fuori range) 

 Valori di Cmax e Cmin in 

range  (n=26) 

Valori di Cmax o di Cmin 

in range  (n=21) 

Valori di Cmax e Cmin 

non in range  (n=5) 

P 

LPS (ng/mL)* 486,7 (444,9 - 528,6) 467,7 (438,0 - 497,5) 504,9 (404,3 - 605,6) 0.6219 

TMAO (ng/mL)* 6,5 (5,8 - 7,2) 7,0 (5,9 - 8,1) 11,6 (-3,2 - 26,4) 0.0354 

* I dati sono riportati come media (intervallo di confidenza al 95%). 

 

 

Efficacia clinica e microbiota intestinale. L’analisi del microbiota intestinale è stata possibile solo in 

58 pazienti dei 103 arruolati (20 pazienti TAO e 38 pazienti NAO). L’abbondanza relativa dei phyla 

batterici nei pazienti TAO e NAO è riportata in Tabella 5. Confrontando, attraverso il test di Mann-

Whitney, i pazienti TAO e NAO, si è messa in evidenza una differenza statisticamente significativa 

tra i due gruppi solo per l’abbondanza relativa (%) del phylum Bacteroidetes. 

Tabella 5 – Abbondanza relativa (%) dei phyla batterici nelle feci dei pazienti TAO e NAO 

 Pazienti TAO (n=20) Pazienti NAO (n=38) P 

Bacteroidetes 12.6±2.9 5.3±1.2 0.0193 

Firmicutes 38.2±4.0 44.3±2.9 0.2352 

Actinobacteria 9.7±2.3 10.1±1.4 0.7430 

Proteobacteria 31.0±3.1 32.6±3.1 0.9674 

Altri 8.3±0.5 7.7±0.4 0.4286 

 

All’interno di ogni singolo gruppo (TAO vs NAO) è stata ricercata la presenza di un possibile profilo 

legato al farmaco utilizzato ed alla risposta alla terapia. Nel gruppo TAO, essendo solo 2 i pazienti in 

terapia con farmaco diverso dal warfarin, l’analisi dell’influenza del farmaco sulla abbondanza 



relativa batterica non è stata condotta. I risultati relativi all’abbondanza batterica relativa in 

relazione alla risposta clinica sono riportati in Tabella 6. 

Tabella 6 – Abbondanza batterica relativa (%) nei pazienti con TTR>70%, TTR tra 50% e 70%, e 

TTR<50% 

 TTR>70% (n=5) 70%>TTR>50% (n=4) TTR<50% (n=11) P 

Bacteroidetes 4.6±1.4 2±1.4 20±4.1 0.0090 

Firmicutes 38.0±7.2 39±3.9 38.1±6.7 0.9961 

Actinobacteria 15.8±6.1 10.7±5.1 6.6±2.3 0.2474 

Proteobacteria 34.0±6.9 38.7±2.5 26.9±4.4 0.3088 

Altri 7.6±0.5 9.5±0.5 8.3±0.8 0.4717 

 

Confrontando, attraverso l’analisi della varianza, i tre gruppi di TTR nella distribuzione relativa (%) 

dei phyla batterici nelle feci, si è messa in evidenza una differenza statisticamente significativa tra i 

tre gruppi di TTR solo per la distribuzione relativa (%) del phyla Bacteroidetes. 

Nei pazienti NAO, la distribuzione batterica relativa a seconda del farmaco utilizzato e della risposta 

clinica è riportata nella Tabella 7. Dal momento che solo 2 pazienti nel gruppo NAO hanno ricevuto 

rivaroxaban, questi sono stati esclusi dalla analisi. 

 

 

 

 



Tabella 7 – Distribuzione relativa dei phyla batterici (%) nei pazienti che hanno ricevuto apixaban, 

edoxaban e nei pazienti con/senza concentrazioni di farmaco nel range atteso. 

 Bacteroidetes Firmicutes Actinobacteria Proteobacteria Altri 

apixaban (n=19) 4.6±7.2 43.7±12.9 12.4±9.2 31.2±14.1 7.9±2.5 

edoxaban (n=19) 5.9±7.5 44.7±21.7 7.7±7.7 34±23.9 7.5±2.3 

Farmaco in range (n=14) 5.8±8.5 41.7±14.9 13.9±9.1 29.7±18.4 8.6±1.8 

Farmaco non in range (n=24) 4.9±6.7 45.7±19.6 7.8±7.7 34.3±20.1 7.2±2.5 

 

Allo scopo di ulteriormente valutare il ruolo del microbiota intestinale nella risposta alla terapia 

anticoagulante, per ogni gruppo di pazienti è stato misurato il numero di diversi phyla/specie di 

batteri (Operational Taxonomic Unit, OTU) per ogni paziente. I risultati sono riportati in Tabella 8. 

Tabella 8 – Numero di diversi phyla/specie di batteri 

 OTU 

TAO – TTR>70% 16.6±2.5 

TAO - 70%>TTR>50% 19±1.6 

TAO – TTR<50% 17.3±3.2 

NAO – farmaco in range 18±2.5 

NAO – farmaco non in range 15.4±4.2* 

*p<0.01 vs NAO – farmaco in range 

 

Per quel che riguarda invece abbondanza o la diversità di singole specie batteriche, la attenzione è 

stata rivolta ai batteri maggiormente presenti nei campioni studiati. Le relative concentrazioni di 

queste specie nei diversi gruppi in studio è riportata in Tabella 9 (pazienti TAO) e Tabella 10 (pazienti 

NAO). 



Tabella 9 – Abbondanza (%) di singole specie batteriche nei pazienti TAO. 

 TTR>70% 70%>TTR>50% TTR<50% 

Blautia 5.2 3.7 1.1 

Coriobacteriaceae 2.2 1.0 2.0 

Enterobacteriaceae 28.8 32.7 21.9 

Lachnospiraceae 7.2 9.2 5.5 

Peptostreptococcaceae 2.4 3.5 0.3 

Ruminococcaceae 2 1.7 0.6 

Streptococcus 3.8 0.7 5.4 

Collinsella aerofaciens 5.2 0.7 0.6 

Dorea longicatena 1.4 1.0 0.1 

Eubacterium hallii 1.8 2.0 0.2 

Faecalibacterium prausnitzii 2.2 0.5 5.1 

Gemmiger formicilis 2.8 1.2 1.3 

Ruminococcus bromii 2.2 1.2 0.9 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tabella 10 – Abbondanza (%) di singole specie batteriche nei pazienti NAO. 

 NAO in range NAO non in range 

Blautia 4.7 4.0 

Coriobacteriaceae 5 2.1* 

Enterobacteriaceae 21.7 30.0 

Lachnospiraceae 9.3 10.0 

Peptostreptococcaceae 2.6 2.5 

Ruminococcaceae 2.7 1.6 

Streptococcus 2.2 6.2 

Collinsella aerofaciens 2.5 1.7 

Dorea longicatena 1.0 0.8 

Faecalibacterium prausnitzii 1.9 2.2 

Gemmiger formicilis 1.6 0.9 

Ruminococcus bromii 1.1 0.3* 

*p<0.05 vs NAO in range 

 

Efficacia clinica e isoforme CYP450. Non sono state rilevate associazioni significative tra specifici 

isoforme di CYP450 e degli altri modulatori del metabolismo dei farmaci e l’efficacia clinica della 

terapia anticoagulante, né nei pazienti sottoposti a TAO nei pazienti sottoposti a NAO. I risultati 

ottenuti sono comunque presentati nelle Tabelle 11-18. 

 

 

 



Tabella 11 – Proporzione della prevalenza di specifiche isoforme nei pazienti sottoposti a terapia 

con TAO. 

 1A2 (*C; *1F) VKORC (1639; 1173) 2CB 

 G/G, C/A G/G; A/A G/G; C/C G/A; C/T G/G; C/C A/A; T/T G/G; C/T altro normale 

TTR>70% 47% 30% 23% 27% 37% 27% 9% 0% 100% 

TTR≤70% 59% 35% 6% 38% 30% 20% 0% 12%1 100% 

Note: 1) G/A; C/T=3%; G/A; C/C=3%; A/A; C/C=3%; G/A; T/T=3% 

Tabella 12 - Proporzione della prevalenza di specifiche isoforme nei pazienti sottoposti a terapia con 

TAO. 

 3A4 (*1B; *22) 2C9 (*2; *3) 

 normale A/G; C/C A/A; C/T normale C/C; A/C C/T; A/A T/T; A/A 

TTR>70% 84% 8% 8% 70% 15% 15% 0% 

TTR≤70% 84% 6% 10% 74% 6% 13% 7% 

 

Tabella 13 - Proporzione della prevalenza di specifiche isoforme nei pazienti sottoposti a terapia con 

TAO. 

 3A5 (*3) 2C19 

 normale A/G A/A ultrarapido intermedio norm/inter Normale 

TTR>70% 85% 15% 0% 38% 16% 8% 38% 

TTR≤70%# 87% 10% 3% 32% 23% 3% 39% 

#nel gruppo TTR≤70%, 1 paziente (3% del gruppo) ha mostrato attività assente di 2C19 

 



Tabella 14 - Proporzione della prevalenza di specifiche isoforme nei pazienti sottoposti a terapia con 

TAO. 

 ABCB1 (rs1128503; rs1045642) 

 C/T; C/T C/T; C/C C/C; T/T C/C; C/T T/T; T/T C/C; C/C 

TTR>70% 23% 8% 8% 8% 23% 30% 

TTR≤70%# 52% 3% 3% 0% 13% 23% 

#nel gruppo TTR≤70%, 1 paziente (3% del gruppo) ha mostrato profilo C/T; T/T. Nello stesso gruppo, 1 

paziente (3% del gruppo) ha mostrato profilo T/T; C/C 

 

 

 

Tabella 15 - Proporzione della prevalenza di specifiche isoforme nei pazienti sottoposti a terapia con 

NAO. 

 1A2 (*1C; *1F) VKORC (1639; 1173) 2C8 

 G/G, C/A G/G; A/A G/G; C/C G/A; C/T G/G; C/C A/A; T/T G/G; C/T altro normale 

In range# 39% 50% 11% 33% 28% 28% 0% 11% 94% 

Non in range 45% 45% 10% 45% 15% 25% 0% 15% 100% 

#nel gruppo in range, 1 paziente (6% del gruppo) ha presentato profilo A/T; C/C 

 

 

Tabella 16 - Proporzione della prevalenza di specifiche isoforme nei pazienti sottoposti a terapia con 

NAO. 

 3A4 (*1B; *22) 2C9 (*2; *3) 

 normale A/G; C/C A/A; C/T normale C/C; A/C C/T; A/A T/T; A/A 

In range 78% 6% 16% 60% 6% 28% 6% 

Non in range# 74% 10% 16% 63% 21% 11% 0% 

#nel gruppo non in range, 1 paziente (5% del gruppo) ha presentato profilo C/T; A/C 

 

 



Tabella 17 - Proporzione della prevalenza di specifiche isoforme nei pazienti sottoposti a terapia con 

NAO. 

 3A5 (*3) 2C19 

 normale A/G A/A ultrarapido intermedio norm/inter Normale 

In range 94% 6% 0% 39% 22% 0% 39% 

Non in range 89% 11% 0% 16% 32% 5% 47% 

 

 

 

Tabella 18 - Proporzione della prevalenza di specifiche isoforme nei pazienti sottoposti a terapia con 

NAO. 

 

 ABCB1 (rs1128503; rs1045642) 

 C/T; C/T C/T; C/C C/C; T/T C/C; C/T T/T; T/T C/C; C/C 

In range# 44% 0% 0% 6% 11% 28% 

Non in range 47% 0% 6% 6% 6% 35% 

#nel gruppo in range, 2 pazienti (11% del gruppo) ha presentato profilo T/T; C/T 

 

 

 

 

 

 

 

 



DISCUSSIONE 

Il nostro studio, per la prima volta, ha indagato in pazienti sottoposti a terapia anticoagulante il 

contributo specifico del microbiota intestinale e del polimorfismo genico di enzimi deputati al 

metabolismo dei farmaci sulla efficacia clinica della terapia anticoagulante. I risultati ottenuti 

dimostrano che il microbiota intestinale può interferire in maniera specifica e distinta sulla efficacia 

clinica della terapia TAO e NAO, mentre il profilo genetico degli enzimi che metabolizzano i farmaci 

sembra avere un ruolo minore. 

L’ efficacia clinica della terapia anticoagulante si basa sulla prevenzione della ischemia minimizzando 

il rischio di complicanze emorragiche. Il gold-standard per la valutazione della efficacia clinica della 

terapia farmacologica anticoagulante rimane dunque la registrazione degli eventi ischemici e 

emorragici di una determinata popolazione (34). Tale misurazione può tuttavia riuscire impossibile 

in popolazioni rilevanti, ma comunque limitate, o quando la durata del tempo di osservazione è 

limitata a pochi mesi, come nel nostro studio Tuttavia, l’utilizzo di marcatori surrogati di efficacia 

clinica è confortato da adeguata evidenza scientifica. In oltre 2000 pazienti inclusi in un registro 

nazionale di pazienti con fibrillazione atriale non-valvolare ed in terapia con TAO, aventi un TTR 

medio simile a quello riportato nei nostri pazienti, si è osservato che un TTR<65% determina un 

maggior rischio corretto (adjusted HR) per ictus ischemico/TIA, sanguinamento maggiore, 

emorragia intracerebrale e morte pari a 3.07, 1.90, 2.34, e 2.11, rispettivamente (35). Similmente, 

la deviazione dalle concentrazioni attese di farmaci NAO aumenta il rischio di complicanze 

emorragiche ed ischemiche (36). 

Nei pazienti inclusi nel nostro studio, abbiamo osservato un profilo del microbiota differente tra 

coloro che assumevano TAO e coloro che assumevano NAO. In particolare, il phylum Bacteroidetes 

è risultato più abbonante nel gruppo TAO rispetto al gruppo NAO. Tale differenza non sembra poter 

essere dovuta ad un bias del reclutamento, dal momento che dallo studio sono stati esclusi i pazienti 



con alimentazione estrema secondo il MedDiet Score allo scopo di rendere più omogenei i gruppi. 

La rilevanza del phylum Bacteroidetes per i pazienti in TAO è stata recentemente sottolineata da 

Yagi et al., che in oltre 1000 pazienti in trattamento con warfarin, hanno dimostrato che l’utilizzo di 

fluorochinolonici o di farmaci verso cui il Bacteroides fragilis è sensibile porta ad un aumentato 

rischio di anticoagulazione eccessiva (37). L’analisi del phylum Bacteroidetes nei pazienti TAO con 

TTR in range o non in range evidenzia una sua significativamente aumentata abbondanza nei 

pazienti non in range. Se questo dato sembra essere in contrasto con i risultati di Yagi et al. (37), va 

altresì ricordato che il phylum è costituito da altri batteri oltre il Bacteroides fragilis, e soprattutto 

che TTR non in range può essere espressione sia di eccessiva che di insufficiente coagulazione. 

Infine, va ricordato che nell’analisi dei singoli batteri con abbondanza relativa >1%, non abbiamo 

riscontrato modificazioni significative di Bacteroides fragilis. Il motivo per il quale il phylum 

Bacteroidetes è meno abbondante nei pazienti trattati con NAO rispetto ai pazienti TAO non è noto. 

Inoltre, va ricordato che in entrambi i gruppi, l’abbondanza relativa di Bacteroidetes appare inferiore 

a quella normalmente osservabile nella popolazione sana, in cui si attesta intorno al 30-35% (38). La 

analisi dei nostri risultati permette di generare una ipotesi di lavoro per la quale lo stato di malattia, 

comparabile tra i due gruppi da noi studiati (i.e., fibrillazione atriale, ictus, trombosi venosa 

profonda), e le terapie in atto, anch’esse comparabili tra i due gruppi, determinano una riduzione 

dell’abbondanza relativa del phylum Bacteroidetes, mentre l’uso di TAO vs NAO determina un 

ulteriore effetto sullo stesso phylum. 

La specificità delle terapie anticoagulanti sul microbiota intestinale dei pazienti è ulteriormente 

suffragata dall’analisi di due metaboliti del microbiota intestinale. Infatti, abbiamo evidenziato che 

nei pazienti TAO non in range si innalzano significativamente i livelli circolanti di LPS, ma non di 

TMAO. Al contrario, nei pazienti NAO, il non raggiungimento delle concentrazioni attese è associato 

ad elevati livelli di TMAO, ma non di LPS. I livelli circolanti di LPS di derivazione batterica sono 



associati a stati di ipercoagulabilità, legandosi ai recettori toll-like e dunque attivando le cellule 

endoteliali e le piastrine, e, conseguentemente la cascata della coagulazione (39). E’ pertanto 

possibile ipotizzare che proprio un maggiore stato di ipercoagulabilità individuale sia responsabile 

del basso TTR. Tuttavia, questa spiegazione è insufficiente a spiegare le differenze osservate tra 

pazienti TAO e NAO. Una possibile spiegazione alla differenza osservata tra pazienti TAO e NAO 

potrebbe derivare dagli effetti antiinfiammatori della vitamina K. Ohsaki et al. hanno dimostrato che 

gli effetti antiinfiammatori della vitamina K sono mediati dalla inattivazione della via di NFκB (40), 

e dunque è possibile ipotizzare che l’utilizzo di farmaci anti-vitamina K possa determinare una 

riduzione dell’effetto antiinfiammatorio di vitamina K con conseguente aumento di LPS e 

inefficiente anticoagulazione. 

TMAO è un prodotto del metabolismo del microbiota ed è associato al rischio cardiovascolare (39). 

Per i criteri di esclusione adottati nel nostro studio, è improbabile che le differenze nelle 

concentrazioni di TMAO osservate tra pazienti TAO e NAO possano ricondursi ad una differente 

assunzione di carnitina con la dieta (41). E’ stato recentemente dimostrato che nella superfamiglia 

della trimetilamina transferasi, l’enzima MtcB è presente nel batterio Eubacterium limosum ATCC 

8486 isolato nell’intestino umano (42). MtcB catalizza la demetilazione della carnitina, impedendo 

così la sintesi di TMAO riducendo il substrato disponibile per gli enzimi epatici. Di conseguenza, 

abbondanza relativa di Eubacterium limosum nel microbiota intestinale potrebbe determinare una 

ridotta produzione di TMAO e ridurre il rischio cardiovascolare associato ad incorretti stili di vita. 

Eubacterium limosum appartiene al phylum Firmicutes, ma nel nostro studio non abbiamo 

riscontrato differenze significative per questo phylum tra pazienti in TAO e NAO. Inoltre, non 

abbiamo riscontrato maggiore abbondanza di Firmicutes né di Eubacterium limosum tra pazienti 

NAO in range e pazienti NAO non in range. La possibile spiegazione di perché nei pazienti NAO con 

inefficiente anticoagulazione si osservino livelli elevati di TMAO rimane pertanto elusiva. E’ tuttavia 



possibile ipotizzare che i NAO possano interagire con batteri diversi da Eubacterium limosum, e che 

l’interazione, in presenza di concentrazioni non in range, determini una riduzione selettiva di batteri 

in grado di demetilare la carnitina a norcarnitina, con conseguente aumento dei livelli di TMAO 

circolanti, con conseguente aumento del rischio cardiovascolare. Tuttavia il ruolo dei batteri 

intestinali sul rischio cardiovascolare residuo nei pazienti NAO sembra avvalorato dalla nostra 

osservazione di una ridotta ricchezza batterica nei soggetti non in range rispetto ai soggetti in range. 

Nel nostro studio, sorprendentemente, non abbiamo osservato variazioni significative del profilo 

genetico di isoforme di CyP450 né di altri enzimi coinvolti nel metabolismo dei farmaci associate alla 

efficacia clinica della terapia anticoagulante. Questo dato appare in contrasto con la letteratura 

esistente. Bryk et al. (43) hanno studiato 324 pazienti in terapia con antagonisti della vitamina K, 

i.e., warfarin o acenocumarolo. Nei 48 mesi precedenti l’arruolamento, sono state osservati episodi 

di sanguinamento in 80 pazienti, compresi 14 sanguinamenti maggiori. Come atteso, i pazienti con 

sanguinamento presentavano un più basso TTR, ed erano più frequentemente portatori della 

variante CYP2C9*3 (29). Nel nostro studio, non abbiamo osservato differenze significative, forse 

dovute anche alla ridotta popolazione studiata rispetto a quella di Bryk et al. (43). 

Anche per i pazienti in NAO, sono state osservate delle interazioni farmacologiche che suggeriscono 

come alcune varianti di CyP450 possano essere coinvolte nella efficacia dei farmaci. Ad esempio, 

varianti di CYP3A4 possono interagire con i farmaci antidepressivi e alterare la risposta 

anticoagulante (44). Tuttavia, va precisato che nel nostro studio i farmaci assunti dai pazienti sia 

NAO che TAO erano uniformemente distribuiti nei gruppi con buon controllo e con scarso controllo 

della coagulazione. E’ dunque improbabile che la terapia contemporaneamente assunta dai nostri 

pazienti possa spiegare i risultati ottenuti. Infine, va ricordato che in letteratura riferimenti al ruolo 

di specifiche isoforme sull’efficacia dei NAO si basano principalmente sulla terapia con dabigatran, 

farmaco non utilizzato nel nostro studio. Gouin-Thibault et al. hanno dimostrato in volontari sani 



che il genotipo di ABCB1 non influenza la farmacocinetica di dabigatran (45). Simili risultati sono 

stati riportati da Rosian et al. in 218 pazienti con fibrillazione atriale e trattati con dabigatran o 

apixaban (46). Gli autori non hanno dimostrato alcuna associazione statisticamente significativa tra 

il genotipo di ABCB1 ed il rischio di sanguinamento. Al contrario, Sychev et al., studiando 60 pazienti 

sottoposti a chirurgia del ginocchio e sottoposti a profilassi della trombosi venosa profonda con 

dabigatran, hanno evidenziato che il polimorfismo di ABCB1 rs1045642 contribuisce al profilo di 

sicurezza di dabigatran (47). In particolare, il genotipo TT è risultato associato al rischio di 

complicazioni emorragiche in questa selezionata popolazione. Inoltre, va segnalata una recente 

rassegna sistematica con metaanalisi che ha evidenziato come la Cmax di dabigatran è più bassa nei 

portatori del genotipo CC di ABCB1 rs1045642 (48) 

Il nostro studio ha degli evidenti punti di forza, rappresentati dalla buona numerosità, dalla analisi 

contemporanea della efficacia clinica e di parametri biochimici, batterici e genetici in grado di 

spiegare i diversi fenotipi, e dalla omogeneizzazione delle abitudini alimentari dei pazienti, 

quest’ultimo particolarmente importante in uno studio che vuole misurare la composizione del 

microbiota intestinale. Tuttavia, lo studio ha anche dei limiti. In particolare, il disegno monocentrico 

che non ha consentito un arruolamento più numeroso, e il limitato periodo di follow-up. Inoltre, 

non è stato possibile l’impatto delle isoforme di FMAO3, enzima che trasforma TMA in TMAO nel 

tessuto epatico. 

In conclusione, il nostro studio conferma un ruolo per il microbiota intestinale nella efficacia clinica 

della terapia anticoagulante, ed indica una possibile differente, ma specifica influenza sulla terapia 

con TAO e sulla terapia con NAO. Inoltre, non sembra rilevare, almeno nella popolazione studiata e 

limitatamente alle isoforme studiate, una influenza significativa delle isoforme degli enzimi deputati 

al metabolismo dei farmaci. Il nostro studio può pertanto essere considerato come un punto di inizio 



per ulteriori ricerche che permettano di sviluppare una medicina personalizzata per i pazienti per 

cui è necessaria la terapia anticoagulante. 
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