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The effect of furosemide on platelet aggregation, factor 3 availability, and response
to hypotonic stress has been studied.

Furosemide greatly inhibits platelet aggregation, with ADP, epinephrine, collagen,
ristocetin, thrombin and serotonin. The use of heparin as anticoagulant does not alter
this effect. Furosemide action is not conducted through calcium chelation

Platelet factor 3 availability is not modified by furosemide. There is a direct
correlation .between furosemide concentration and inhibition in the second phase of
platelet response to hypotonic stress.

The posibility of a disorder furosemide induced on the platelet metabolism, is
suggested.

Una de las terapeuticas de mas intere-
sante actualidad es aquella que trata de
prevenir la aparicion de accidentes trom-
boembolicos mediante farmacos que in-
hiben la formation del trombo bianco pla-
quetario (6, 11, 18).

Los primeros hallazgos que relacionan
los trastornos de los mecanismos hemos-
taticos y ciertas drogas corresponden a
Bounameaux (5), quien en 1954 obscrva
que los sujctos que habian ingcrido aspi-
rina tenian altcrada su hemostasia prima­
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ria, responsabilizando a los trombocitos
de esas alteraciones; ello condujo a Beau­
mont et al. (1) a la utilization de la aspi-
rina en la prevention de las trombosis.
Estudios postcriores han perfilado su me-
canismo de action como un inhibidor de
release (10, 17, 18) y han precisado como
su efecto se prolonga de cinco a diez dias.
coincidiendo este tiempo con el de la vida
media de las plaquetas (23).

El desarrollo de la terapeutica antiagre­
gante coincide con la aparicion de nuevas
tecnicas (4) que permiten evaluar de for­
ma objetiva las modilicaciones que las
drogas inducen sobre el funcionalismo
plaquetario. Esto ha permitido seleccionar
drogas eficaccs, ampliar los conocimientos 
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sobre sus mecanismos de accion (15) y de-
terminar las dosis que sedan utiles en los
estudios de aplicacion clinica. Se ha de-
mostrado asi que numerosas drogas tie-
nen un efecto in vitro sobre la agregacion
plaquetaria, pero son pocas las que con-
servan este efecto in vivo (fenil-butazonas,
dipiridamol, aminoquinoleinas) y menos
aun las que pueden utilizarse en protoco-
los prolongados para la profilaxis de la
trombosis despues de valorar sus efectos
secundarios.

Rossi et al. (21) han sido los unicos
hasta el momento en demostrar la accion
de la furosemida (Fs) como inhibidor de
la agregacion plaquetaria. El presente es­
tudio pretende perfilar el mecanismo de
accion de esta droga y concretar algun
aspecto nuevo sobre su accion inhibidora
en la agregacion plaquetaria.

Material y metodos

Se utilizo plasma — extraido con citrato
trisodico 0,13 M (1/10), o heparina (50
U/ml) — obtenido de donantes voluntaries
sanos, entre 20 y 30 anos de edad, que se
sabia no habi'an ingerido, en los siete dias
previos al estudio, drogas con actividad
antiagregante.

Recuento de plaquetas segun Piette
(19). Estudios de agregacion segun el me-
todo de Born (4), igualandose el numero
de plaquetas de las muestras a 300.000
mnr1; la velocidad del registro fue de
25 mm/min. Los estudios de agregacion
con ADP (Boehringer, Manheim), adrena-
lina, serotonina (ambas de Sigma Chem.,
St. Louis), ristocetina (Lundbeck, Copen-
hague) y trombina bovina (Parke Davis,
Detroit, Michigan) se expresan en con-
centraciones finales en el sistema de agre­
gacion. Las diluciones han sido realizadas
en suero fisioldgico excepto las de furo­
semida (Hoechst Iberica, Barcelona) que
se han realizado con tampon de Mi­
chaelis.

Shock osmotico plaquetario, segun tec-
nica de Handin (13).

Disponibilidad de factor 3 plaquetario
por el metodo de Zucker (24).

Resuitados

En nueve casos estudiados, la Fs in vi­
tro inhibe de forma inmediata la agrega-
cion plaquetaria inducida por ADP a
concentraciones superiores a 10_"‘ M final.

Con concentraciones limites de ADP,
que dan lugar a una doblc onda, o la
transicion de onda con desagregacion a

Fig. 1. Efecto de la furosemida sobre la
agregacion plaquetaria Inducida por ADP.

A. Efecto de la Fs sobre la agregacibn indu­
cida por ADP al producir doble onda. B. Efec­
to comparative entre las ondas de agregacion
obtenidas con concentraciones diferentes de
ADP, con y sin Fs. C. Efecto de diferentes
concentraciones de Fs sobre la induccibn de
agregacion de ADP a altas concentraciones.
D. Accibn de la Fs a minima concentraci6n
inhibidora sobre la agregaci6n inducida por

ADP a 5 X 10-° M.
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onda compuesta (ADP entre 2,5 X 10“6
a IO-0 M), la Fs induce una discreta dis­
minucion de la velocidad de la primera
onda y una ruptura a nivel de la segunda,
es decir, inhibe completamente la libera-
cion plaquetaria llegando incluso a pro-
ducir desagregacion (fig. 1A). Los regis-
tros obtenidos con concentraciones supe-
riores de ADP (10“s M) y Fs (5 X 10-3 M)
son de morfologia similar a los obtenidos
utilizando ADP como inductor de agre­
gacion a una concentracion diez veces in­
ferior (ADP 10~6 M) (fig. IB).

Se ha comprobado que existe una rela-
cion inversa entre la concentracion de Fs
y la intensidad de la agregacion plaque­
taria inducida por ADP.

A concentraciones elevadas de ADP
(5 X 10“s M) y de Fs, el efecto de esta
es mas discreto, insinuandose una ligera
desagregacion (fig. 1C). Cuando la con­
centracion de ADP utilizada en el sistema
es de 5 X 10-6 M la Fs a su concentra­
cion efectiva mas baja tiene un efecto
muy marcado (fig. ID).

Si se utiliza la adrenalina (10~5 M)
como inductor de la agregacion plaqueta­
ria, la Fs a 5 X IO-3 M inhibe la segunda
onda de agregacion, es decir, la onda que
expresa la reaction de liberation plaque­
taria. En algun caso se observa adem^s
una discreta disminucion de la velocidad
de agregacion de la primera onda (figu-
ra 2A).

La Fs altera igualmente la agregacion
plaquetaria inducida por el colageno; los
registros demuestran prolongation del
tiempo de latencia y disminucion de la
velocidad de la onda que expresa la libe­
ration. El efecto agregante del colageno
puede quedar totalmente inhibido al ele-
varse las concentraciones de Fs (5 X 10-3
M) (fig. 2B).

El efecto inductor de la agregacion pla­
quetaria de la ristocetina (1,3 mg/ml) pue­
de quedar totalmente inhibido por la adi-
cion previa en el sistema de Fs 5 X 10“3
M (fig. 2C).

La Fs 10 3 M disminuye notablemente 

el efecto de agregacion inducido por la
trombina a concentracion final de 0,2
U/ml (fig. 2D). Asimismo, a 5 X 10”6 M
inhibe la agregacion plaquetaria inducida
por la serotonina 3 X 10-5 M (fig. 3). Los
efectos inhibidores sobre la agregacion
plaquetaria son independientes del anti-
coagulante empleado en la obtencion de
los plasmas, habiendose registrado resul-
tados similares con citrato sodico y hepa-
rina (fig. 4A). Tampoco parecen estar me-

Fig. 2. Efecto de la furosemida sobre la
agregacion plaquetaria inducida por adrena­

lina, colageno, ristocetina y trombina.
A. Efecto de la Fs sobre la agregacion induci­
da por adrenalina. B. Efecto de las diversas
concentraciones de Fs sobre la agregacion in­
ducida por colageno. C. Efecto de la Fs sobre
la agregacion inducida por la ristocetina. D.
Efecto de la Fs sobre la agregacion inducida

por la trombina.
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Fig. 3. Efecto de la furosemida sobre la
agregacion induclda per serotonina.

diados por la tasa plasmatica de calcio,
ya que la adicion de calcio 20 mM al sis-
tema no corrige este efecto al haber sido
extraido el plasma con citrato (fig. 4B).

En cuatro casos se estudio la disponi-
bilidad de factor 3 plaquetario inducido
por ADP y no se observaron modificacio-
nes significativas en su determination a
los cinco minutos, cuando en el sistema
se introdujo Fs 2 X 10-3 M.

Se estudiaron los efectos de la Fs sobre
el shock osmotico plaquetario. La recupe­
ration de la densidad optica de los plas­
mas ricos en plaquetas, tras ser sometidos
a las soluciones hipotonicas, resulto par-
cialmente inhibida por la Fs. Este efecto
esta en relation directa con la concentra­
tion final de Fs en el sistema (fig. 5).

Fig. 4. Efecto de la heparina y de! C!-tCa
sobre la action inhibidora de la agregacion

por ADP inducida por la furosemida.
A. Efecto de la Fs sobre la agregacion induci­
da por ADP en plasma extraido con heparina.
B. Efecto de la adicion de Cl.Ca sobre la ac­
tion inhibidora de la Fs en la agregacion in­

ducida por ADP.
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Fig. 5. Efecto de la furosemida sobre la
recuperation del shock osmotico.

Discusion

La furosemida tiene in vitro un efecto
inhibidor de la agregacion plaquetaria que
se expresa de forma inmediata y es pro­
portional a su concentration. Es intenso
y afecta a la velocidad de agregacion ex-
presada en la primera onda, cuando se
induce por ADP o adrenalina. Esta action
se diferencia de la de otros inhibidores de
la agregacion que actuan de forma simi­
lar al £cido acetilsalicilico, y que alteran
unicamente la fase de liberation (segunda
onda) pero dejan invariable la primera
onda de induction. Afecta asimismo a la
segunda onda de agregacion pudiendo lie-
gar, como en el caso del colageno o la
adrenalina, a un bloqueo total de la mis­
ma, consiguiendo incluso una discreta des-
agregacion. La Fs se comporta en cierto
modo como la VK 744, modelo segundo
de inhibidores de la agregacion (20).

Su efecto es extenso, expresandose sobre
la actividad de todos los inductores de ]a
agregacion y/o liberation estudiados:
ADP, adrenalina, colageno, trombina, se­
rotonina y ristocetina y es indcpendiente
del anticoagulante utilizado, inhibiendo de
forma similar la agregacion inducida por
ADP, tanto sobre plasmas obtcnidos con
citrato como con heparina. Es asimismo
indcpendiente del calcio plasmatico, no
realizandose su action como determina-
dos inhibidores (EDTA, oxalato) por la
quelacion del calcio plasmatico (11).



FUNCION PLAQUETARIA Y FUROSEMIDA 273

Castaldi et al. (8) y Hardisty y
Hutton (14) han demostrado que el fac­
tor 3 plaquetario es liberado tras la agre­
gacion de plaquetas por ADP, adrenalina,
serotonina y colageno. Algunos agentes,
como la adenosina (14), son capaces de
inhibir la agregacion plaquetaria y al mis-
mo tiempo bloquear la liberation del fac­
tor 3, plaquetario. No parece ser este el
mecanismo de action de la Fs en que la
inhibition conseguida sobre la agregacion
no parece alterar la posibilidad de una
liberation correcta de factor 3 plaqueta­
rio. Se ha senalado que ambos hechos,
agregacion plaquetaria y liberation de
este factor, pueden ir disociados (12).
Rossi y Levin (21), por otra parte, com­
prueban que al inhibirse la agregacion al
colageno de forma gradual con cantidades
crecientes de Fs la liberation de ADP se
produce y es constante.

La Fs produce un efecto inhibidor de
la agregacion por la ristocetina similar al
que presentan ciertos enfermos de Wille­
brand, y los enfermos con distrofia trom-
bocitaria hemorr^gica (enfermedad de
Bernard-Soulier) (3). En la enfermedad de
Willebrand la falta de respuesta a la ris­
tocetina se debe a la ausencia de un co­
factor plasm&tico de agregacion (16) y en
la enfermedad de Bernard-Soulier (2, 9)
a una alteration de los receptores de la
membrana plaquetaria a ese cofactor. Es
diffcil precisar si el mecanismo de action
de la Fs se realiza a traves de un efecto
competitive con el cofactor plasmdtico o
bloqueando los receptores de membrana.
Sin embargo, parece logico pensar que un
efecto tan intenso y extenso como el que
produce la Fs, inhibiendo el efecto de
otros inductores de agregacion, sea mas
facil explicarlo por una alteration energe-
tica de los sistemas metabolicos de la
plaqueta.

Las alteraciones observadas en la recu­
peration del shock osmotico plaquetario
tras la adicion de Fs poncn de manifiesto
un trastorno metabolic© trombocitario y
apuntaria a que uno de los mccanismos 

patogenicos implicados en su action se
situaria en los sistemas de production de
energia. Senft (22) senala, sin embargo,
que el farmaco actuaria aumentando la
tasa de AMP ciclico por bloqueo de la
fosfodiesterasa, provocando un trastorno
en la Iranmision de la action inductora
de los diferentes agentes al interior de la
plaqueta. Este bloqueo de la fosfodieste­
rasa seria similar al inducido por la ca-
feina (17, 18) y teofilina (7). Sin embargo,
los trabajos de Rossi y Levin (21) con
furosemida y PGE! (que sobre la plaque­
ta aumenta el AMP ciclico al estimular la
adenil-ciclasa), demuestra efectos inhibi-
dores de sumacion sobre la agregacion
plaquetaria y no de pontenciacion, po-
niendose por ello en duda su efecto sobre
las fosfodiesterasas.

Valorando conjuntamente las concen-
traciones de Fs que tienen action inhibi-
dora in vitro, la capacidad de distribution
y de difusion de este farmaco, conseguir
efectos significativos en su utilization clf-
nica, requeriria administrar dosis muy ele-
vadas con efectos toxicos importantes.
Esta droga no tendria aplicacion terapeu-
tica como antiagregante, pero su estruc-
tura, diferente a la de otros farmacos con
esta actividad, abre la posibilidad de in-
corporar drogas de estructuras quimicas
similares en el estudio de la inhibition de
la agregacion plaquetaria, con posible pro-
yeccion en la prevention de la trombosis.

Resumen

Se estudia el efecto de la furosemida sobre
la agregacion de las plaquetas, disponibilidad
de factor 3 plaquetario y shock osmotico. Su
efecto inhibidor se expresa de forma extensa
sobre la agregacion con ADP, adrenalina, co­
lageno, ristocetina, trombina y serotonina. Este
efecto no es iniluido por la heparina. La accion
de la furosemida no se realiza a traves de la
quotation del calcio. La disponibilidad del fac­
tor 3 plaquetario se realiza de forma normal.
La fase de recuperation del shock osmotico
plaquetario se inhibe por la furosemida en ra­
zon di recta a su concentration.
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