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The liberation of PF-4 under the action of ADP, thrombin and collagen fibres has
been determined in human platelet rich plasma.

Platelet aggregation was first induced with the different agents, and then the PF-4
liberated during the aggregation was evaluated.

Thrombin, at concentrations which imply a strong plasma coagulation, causes a nearly
complete liberation of PF-4 since it is accompanied by a platelet lysis. However, lower
concentrations of thrombin such as to cause a weak plasmatic coagulation and/or a
reversible platelet aggregation, only provokes a partial liberation of PF-4.

High concentrations of ADP only produce a partial liberation of PF-4, with presence
of some refractory cases which do not respond to the liberating stimulus. The ADP,
when causing a reversible platelet aggregation, does not provoke the liberation of PF-4.

Collagen fibres produce a strong liberation of PF-4 similar to the one obtained with
high concentrations of thrombin.

Durante la agregación de las plaquetas
tiene lugar la denominada «reacción de
liberación», en la que se vierten al medio
diversos componentes intraplaquetarios,
entre los que se encuentra el factor pla­
quetario 4 (FP-4). Este factor, ubicado en
los gránulos a de las plaquetas, resulta ya
expulsado al medio circundante en las fa­
ses iniciales de la agregación (7, 9).

El FP-4 posee una doble actividad bioló­
gica, ya que actúa, por una parte, neutrali­
zando a la heparina (factor antiheparínico 

de las plaquetas), y, por otra, estabili­
zando y precipitando los monómeros de
fibrina (factor plaquetario estabilizante de
la fibrina); debido a estas funciones se
presupone que desarrolla un importante
papel en la hemostasia primaria y meca­
nismos de la coagulación. En cuanto a
sus propiedades fisicoquímicas, se sabe
se trata de una glicoproteína termoestable
de reducido peso molecular (3).

En el presente trabajo se ha pretendido
valorar, a través de su actividad antihepa-
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rínica, el FP-4 liberado por la acción del
adenosín difosfato (ADP), de la trombina
y de las fibras de colágeno, agentes agre­
gantes que pueden ser considerados fisio­
lógicos y que actúan sobre las plaquetas
por mecanismos diferentes (1, 5, 6).

Material y métodos

Las investigaciones se efectuaron en un
total de 45 plasmas procedentes de otras
tantas personas sanas. En todos los casos
se procedió primero a la inducción de la
agregación plaquetaria y luego a la deter­
minación del FP-4 liberado durante la
agregación.

Inducción de la agregación y libera­
ción del FP-4. Se utilizó el siguiente ma­
terial :

Agregómetro de Born,* con dispositivo
de agitación magnético y circuito de agua
caliente.

Plasma rico en plaquetas (PRP), obte­
nido a partir de sangre citratada centrifu­
gando a 1.500 r.p.m. durante 3 a 4 minu­
tos. Se procuró que el número de plaque­
tas estuviera comprendido entre 200.000
y 300.000 por milímetro cúbico.

Plasma pobre en plaquetas (PPP), obte­
nido a partir de sangre citratada centrifu­
gando a 3.500 r.p.m. durante 15 minutos.
Procediendo de esta manera, el número
residual de plaquetas suele ser inferior a
20.000 por milímetro cúbico.

Agentes agregantes, que fueron utiliza­
dos disueltos en tampón de Michaelis:

Adenosín difosfato (Boehringer), a las
concentraciones finales de 2,4, 1,2 y 0,6
microgramos por mililitro.

Trombina (Ortho), a las concentracio­
nes finales de 2, 0,3 y 0,2 U por mililitro.

Fibras de colágena purificadas (Stago),
a la concentración final de 40 microgramos
por mililitro.

♦ Departamento de Farmacología. Royal
College of Surgeons, Londres (Inglaterra).

Previa calibración del aparato con PRP
y PPP, la agregación plaquetaria se reali­
zó a 37° C, colocando en un tubo de vi­
drio siliconado 0,8 mi de PRP y 0,2 mi del
agente agregante correspondiente, momen­
to en que se puso en marcha el dispositivo
magnético de agitación. El desarrollo de
la agregación se mantuvo en todos los ca­
sos durante 5 a 6 minutos.

Valoración del FP-4 liberado. PRP
agregado, obtenido con los distintos agre­
gantes, se recogió y centrifugó a 3.500 re­
voluciones por minuto durante 5 minutos,
obteniéndose un PPP con el FP-4 liberado
durante la agregación. Este plasma se ca­
lentó a 60° C durante 10 minutos, para
precipitar el fibrinógeno y neutralizar otros
posibles factores antiheparínicos diferen­
tes del FP-4; luego se centrifugó a 3.500
revoluciones por minuto durante 5 minu­
tos y se recogió el sobrenadante.

PPP de cada caso que se calentó y pre­
paró de la misma forma indicada anterior­
mente para el PRP agregado.

Plasma sustrato, constituido por una
mezcla de varios plasmas desplaquetizados
procedentes de donantes normales .

Tampón de Michaelis, pH 7,35 (2).
Heparina desecada (Choay) a la concen­

tración de 2 U/ml.
• Trombina (Stago), a la concentración de

10 U/ml.
Método. Se utilizó, con algunas va­

riantes, el método seguido por Farbis-
zewski et al. (4) para determinar el FP-4
circulante en plasma. Para cada caso se
procedió a determinar, a 37° C, el tiempo
de trombina heparina de los siguientes sis­
temas:

Sistema I (Control): Mezcla de 0,3 mi
de plasma sustrato, 0,1 mi de tampón, 0,1
mililitro de la disolución de heparina y
0,1 mi de la disolución de trombina. En
el momento de añadir la trombina se ini­
ciaba la medida del tiempo.

Sistema II: Como el sistema I, sustitu­
yendo el tampón por 0,1 mi de PPP ca­
lentado.
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Sistema III: Como el sistema I, susti­
tuyendo el lampón por 0,1 mi de una mez­
cla de 0,8 mi de PPP calentado con 0,2 mi
de tampón.

Sistema IV: Como el sistema I, susti­
tuyendo el tampón por 0,1 mi de PRP
agregado y calentado.

Resultados

Efectos agregantes de los diferentes
AGENTES

El ADP produjo, a la concentración de
2,4 /zg/ml, una intensa agregación de las
plaquetas sin desagregación posterior; a
1,2 /zg/ml, una doble onda de agregación,
la segunda reflejo gráfico de la reacción
de liberación, y a 0,6 /zg/ml, una agrega­
ción plaquetaria menos intensa, seguida de
una rápida desagregación (fig. 1).

La trombina produjo, a la concentra­
ción de 2 U/ml, una rápida e intensa coa-

MINUTOS

Fig. 2. Curvas de agregación plaquetaria
obtenidas con trombina a distintas concen­

traciones.

Fig. 1. Curvas de agregación plaquetaria ob­
tenidas con ADP a distintas concentraciones.

gulación del PRP que apenas daba tiempo
a que pudiera observarse la agregación
plaquetaria; con 0,3 U/ml, una intensa
agregación plaquetaria, seguida, al cabo
de 1,5 a 3 minutos, de una débil coagula­
ción del PRP, y con 0,2 U/ml, una agrega­
ción plaquetaria reversible, sin coagulación
o con una coagulación lenta y muy débil
del PRP al cabo de 4 a 5 minutos (fig. 2).

Las fibras de colágena produjeron una
agregación plaquetaria irreversible después
de un período de latencia de uno a dos
minutos (fig. 3).

FP-4 LIBERADO DURANTE LA AGREGACIÓN

La valoración del FP-4 liberado durante
la agregación se efectuó comparando los
tiempos de trombina heparina obtenidos
con PPP+tampón (sistema III) y PRP
agregado (sistema IV). Con el método uti­
lizado en estas investigaciones, el margen
de error de la técnica resultó ser de +2 se­
gundos, por lo que se consideró que hubo
liberación de FP-4 cuando las diferencias
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Fig. 3. Curva de agregación plaquetarla ob­
tenida con fibras de colágeno.

El espacio inicial sin cambios en la transmisión
óptica corresponde al período de adhesión de

las plaquetas.

de tiempo de coagulación entre los dos sis­
temas fueron superiores a dos segundos.

Al mismo tiempo, comparando los tiem­
pos de trombina heparina obtenidos con
PPP (sistema II) y tampón (sistema I), se
pueden valorar los niveles plasmáticos
normales de FP-4, que son el resultado de
la destrucción intravascular fisiológica de
las plaquetas.

Liberación del FP-4 inducida por ADP.
Los PRP agregados con ADP, a la con­
centración de 2,4 /zg/ml (tabla I), dieron
un tiempo medio de coagulación de 31,8
segundos y una diferencia de 5,2 seg con
respecto al obtenido con PPP + tampón
(p < 0,001). En dos casos no hubo libera­
ción y fue dudosa en otros dos.

Con 1,2 /xg/ml, el tiempo medio de coa­
gulación fue de 33,6 seg, es decir, 3,4 seg
inferior al obtenido con PPP 4- tampón
(p < 0,001). A esta concentración de ADP
el número de casos que no liberaron FP-4
fue mayor (6, y dudoso 1).

Con 0,6 /xg/ml, el tiempo medio de coa­
gulación resultó prácticamente igual al
obtenido con PPP + tampón (p<0,9), lo
que indica que en ningún caso hubo libe­
ración de FP-4.

Liberación del FP-4 inducida por trom­
bina. Los PRP coagulados con 2 U/ml
de trombina liberaron todos FP-4, resul­
tando un tiempo medio de coagulación de
28 seg (tabla I), es decir, 14 seg menos que
el obtenido por PPP+tampón (p < 0,001).

Con 0,3 U/ml, liberaron también todos
FP-4; sin embargo, el tiempo medio de
coagulación fue de 33,6 seg, es decir, sólo
8,4 seg menos que el obtenido con PPP+
tampón (p < 0,001), indicativo de que sólo
hubo una liberación parcial de FP-4.

Con 0,2 U/ml dieron un tiempo medio

Tabla I. Liberación del FP-4 inducida por ADP, trombina y colágeno.

Control PPP

Tiempo de trombina-heparlna (seg)

PPP
tampón

PRP agregado

58,0 33,6 37,0
ADP /zg/ml

2,4 31,8

57,5 36,5 42,0

1,2 33,6
0,6 37,1

Trombina U/ml
2,0 28,0

58,5 40,0 44,2

0,3 33,6
0,2 38,3

Colágeno //g/ml
40,0 30,5
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de coagulación de 38,3 seg, es decir, sólo
3,7 seg inferior al obtenido con PPP +lam­
pón (p < 0,02). A esta concentración de
trombina, fueron seis los casos que no li­
beraron FP-4.

Liberación del FP-4 inducida por colá­
geno. Todos los PR.P agregados con fi­
bras de colágeno liberaron FP-4 (tabla I).
El tiempo medio de coagulación resultó
de 30,5 seg, es decir, 13,7 seg inferior al
obtenido con PPP + tampón (p < 0,001).

Discusión

Es conocido que las plaquetas, durante
la agregación inducida por trombina y fi­
bras de colágeno, se desintegran, perdien­
do su individualidad estructural, en un
proceso irreversible, denominado de trom-
bocitolisis; en cambio, durante la agrega­
ción inducida por ADP las plaquetas sue­
len conservar sus límites y los cambios
funcionales que sufren pueden ser rever­
sibles (8).

Relacionando estos hechos con los re­
sultados del presente trabajo, se puede ad­
mitir que los valores obtenidos con la
trombina a elevadas concentraciones y con
las fibras de colágeno, representan el FP-4
total o completamente liberado. En cam­
bio, si la trombina se emplea a concentra­
ciones que provocan una coagulación dé­
bil y/o una agregación reversible de las
plaquetas, se produce sólo una liberación
parcial del FP-4.

El ADP, incluso empleado a elevada
concentración, únicamente provoca una li­
beración parcial de FP-4, existiendo algu­
nos casos que no responden en absoluto
al estímulo liberador. Este agente, a dife­
rencia de la trombina, cuando causa una 

agregación reversible de las plaquetas no
provoca la liberación de FP-4.

Resumen

Efectuado en plasma humano rico en pla­
quetas, se demuestra que las fibras de colágena
y la trombina empleada a elevada concentra­
ción provocan una intensa liberación de FP-4
que puede calificarse de total o completa. En
cambio, con la trombina empleada a concen­
traciones reducidas, causantes de una coagu­
lación plasmática débil y/o una agregación re­
versible de las plaquetas, únicamente se produce
una liberación parcial de FP-4.

El ADP solo provoca una liberación parcial
del FP-4, existiendo algunos casos refractarios.
Este agente, a diferencia de la trombina, cuan­
do causa una agregación reversible de las pla­
quetas no provoca la liberación de FP-4.
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