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RESUMEN. El consumo de aceite de pescado ha mostrado reducir los eventos cardiovasculares por lo cual investigar si su admi-
nistracién con terapias concomitantes aporta beneficios adicionales resulta de interés. Estudios experimentales y clinicos han
mostrado que la administracién conjunta de aceite de pescado y policosanol muestra beneficios anadidos sobre el perfil lipidico y
la agregacion plaquetaria inducida ex vivo. Este trabajo investigo6 si la terapia combinada aceite de pescado + policosanol mostraba
evidencias de interacciéon farmacolégica sobre el tiempo de sangrado (T'S) y la agregacién plaquetaria intravascular inducida in
vivo en ratas. Las ratas se distribuyeron en siete grupos: uno control negativo tratado con vehiculo al que no se le inyecté colageno
y seis grupos con agregacién inducida por coldgeno: uno tratado con vehiculo (control positivo), uno con aceite de pescado (1 g/kg),
dos tratados con policosanol (5 6 25 mg/kg) y dos con aceite de pescado (1 g/kg) + policosanol (5 6 25 mg/kg). Los tratamientos se
administraron por via oral durante cuatro semanas, al término de las cuales se determiné el TS y la agregaciéon plaquetaria in
vivo. El policosanol, el aceite de pescado y la terapia combinada inhibieron la agregacién plaquetaria por coldgeno, pero la terapia
combinada no produjo efectos mayores que las monoterapias. Ninguna monoterapia modificé significativamente el TS, si bien la
terapia combinada aumentoé esta variable en una magnitud sugestiva de interaccién aditiva. No se observaron manifestaciones
hemorragicas en las ratas tratadas con la terapia combinada, lo que sugiere un bajo riesgo potencial en este sentido.

ABSTRACT. Fish oil consumption has shown to reduce cardiovascular events and concomitant administration of substances that
provide additional benefits is a matter of interest. Experimental and clinical studies have shown that co-administration with fish
oil plus policosanol provides added benefits on serum lipid profile and ex-vivo induced platelet aggregation. This work researched
whether concomitant therapy with fish oil and policosanol evidenced some pharmacological interaction on both bleeding time
(BT) and in vivo-induced platelet aggregation in rats. Rats were distributed in seven groups: one negative control treated with
vehicle and not injected later with collagen and six groups with collagen-induced intravascular platelet aggregation: one treated
with the vehicle (positive control), one with fish oil (1 g/kg), two with policosanol (5 and 25 mg/kg, respectively) and other two
groups treated with fish oil (1 g/kg) + policosanol (5 and 25 mg/kg, respectively). Treatments were given orally for four weeks,
when BT and platelet aggregation measurements were done. Policosanol, fish oil and combined therapy with both inhibited
platelet aggregation to collagen, but the combined therapy did not produce increased effects with regards to monotherapies.
No monotherapy modified the BT, whereas the combined therapy increased this variable in such an extent that it suggests an
additive interaction. No haemorrhagic manifestations were observed in rats receiving the combined therapy, which suggests a
low potential risk in such regard.

INTRODUCCION de triglicéridos (TG) y de los factores de coagulacién

El consumo de aceite de pescado, rico en acidos
grasos omega 3 (AGQ-3), reduce la incidencia de enfer-
medades cardiovasculares,® y la mortalidad asociada a
ellas en poblaciones de elevado riesgo? incluyendo sus
efectos sobre muerte stbita.? En este sentido, ha sido
reportado que dicha proteccién esta dada por una accién
antiarritmica y una reduccién moderada, pero sostenida
de la frecuencia cardiaca considerada hoy dia uno de los
factores desencadenantes de los sindromes coronarios
agudos, muerte stbita incluida.>® Ademas, otros meca-
nismos cardioprotectores de los 4cidos omega 3 1o cons-
tituyen la reduccién de la funcién plaquetaria y el tono
vascular, asi como de las concentraciones plasmaticas

dependientes de vitamina K.”

Por otra parte, la mayoria de los estudios de inter-
vencion han mostrado efectos moderados de los AGQ-3
sobre las variables hemostaticas, y usualmente producen
pequenas prolongaciones del tiempo de sangrado (TS) sin
llegar a inducir hemorragias, tanto en sujetos sanos como
en pacientes con enfermedades cardiovasculares.®1°

Teniendo en cuenta que los desérdenes tromboticos
arteriales se encuentran dentro de las principales causas
de morbilidad y mortalidad y que los AGQ-3 presentan
efectos cardioprotectores, la busqueda de otros agentes
que complementen sus efectos beneficiosos sobre la
trombosis y la hemostasia, sobre el perfil lipidico u otros
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blancos que permitan lograr beneficios adicionales es
una base racional para el desarrollo de esquemas de
terapias combinadas.

El policosanol es una mezcla de alcoholes alifaticos
de alto peso molecular purificada de la cera de cana!!
que posee propiedades hipolipemiantes,'? y efectos
pleiotrépicos dentro de los que sobresalen su accién
antiagregante plaquetaria,'® antioxidante,* sus efectos
antitrombéticos y anti-isquémicos,®'” y su accién esta-
bilizadora de la placa'® lo que le confiere un potencial
efecto anti-aterotrombético.

Un estudio previo demostré que la administracion
oral de policosanol + AGQ-3 durante 60 d produjo bene-
ficios adicionales sobre el perfil lipidico y la agregaciéon
plaquetaria inducida por acido araquidénico (AA) ex vivo
en conejos,? ya que el policosanol redujo significativa-
mente la concentraciéon sérica de colesterol total (CT),
del asociado a lipoproteinas de baja densidad (LDL-C) y
aumento los del asociado a las de alta densidad (HDL-C)
sin modificar los TG; los AGQ-3 redujeron los TG sin
afectar otras variables del perfil lipidico y la terapia
combinada redujo las concentraciones de CT, LDL-C,
TG y aumenté las de HDL-C. Tanto el policosanol como
los AGQ-3 inhibieron significativa y moderadamente la
agregacion plaquetaria por AA, mientras la terapia com-
binada practicamente duplic6 la inhibicién alcanzada
con las terapias individuales.

Un estudio clinico, aleatorizado y a doble ciegas, rea-
lizado en pacientes con hipercolesterolemia, demostré
el beneficio adicional de la administracién durante 21
d de la terapia combinada de policosanol + AGQ-3 con
relacién a la monoterapia de AGQ-3 sobre el perfil lipi-
dico y sobre la agregacion plaquetaria inducida ex vivo
por AA y colageno.?®

Estos trabajos, sin embargo, no han investigado los
efectos de la terapia combinada AGQ-3+ policosanol
sobre el TS y sobre la agregacién plaquetaria inducida
in vivo. Teniendo en cuenta estos antecedentes el pre-
sente trabajo tuvo como objetivo investigar silos AGQ-3
y el policosanol mostraban evidencias de interaccién
farmacolégica sobre el TS y la agregacién plaquetaria
intravascular inducida in vivo en ratas.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratas Sprague Dawley machos (250 a 300 g)
procedentes del Centro de Produccién de Animales de
Laboratorio (CENPALAB, Cuba) las cuales se adaptaron
alas condiciones de laboratorio con libre acceso al agua 'y
la comida durante una semana. Las experiencias se reali-
zaron de acuerdo con los principios de Buenas Practicas
de Laboratorio vigentes en la Republica de Cuba.*

Administracion y dosificacion

El policosanol fue suministrado por el Departamento
de Quimica, Centro de Productos Naturales (Ciudad de
La Habana, Cuba) después de corroborar sus especifica-
ciones. El policosanol fue suspendido en disolucién de
Tween 20/agua (2 %). El aceite de pescado (Rainbow &
Nature Pty Ltd.; Australia) (120 mg de AGQ-3/g de aceite
de pescado) fue tomado directamente de las capsulas,
con jeringuilla.

Lasratas se distribuyeron en siete grupos: un control
negativo tratado con vehiculo de Tween 20/agua (2 %)
al que no se le inyect6 colageno y seis grupos con agre-
gacion inducida por coldgeno (10 animales/grupo): uno
tratado con vehiculo (control positivo), uno con aceite de

pescado (AP) (1 g/kg), dos tratados con policosanol
(5 6 256 mg/kg) y dos con AP (1 g/kg) + policosanol
(5 6 25 mg/kg).

Los tratamientos se administraron por via oral,
mediante entubacién gastrica, durante cuatro se-
manas (6 d/ semana), ya que con este esquema de tra-
tamiento, el aceite de pescado resulta efectivo sobre los
indicadores hemodindmicos en ratas.??? Pasadas 24 h de la
ultima administracién, las ratas se sometieron al ensayo
de determinacién del TS y seguidamente, a la induccién
de la agregacién plaquetaria in vivo.

El policosanol se administré a dosis de 5 y 25 mg/kg
de acuerdo con datos previos que reportan a 25 mg/kg
como la dosis efectiva minima para inhibir la agregaciéon
plaquetaria y la trombosis experimental.?*!* En el caso
del aceite de pescado, se escogio 1 g/kg (equivalente al
5 % en la dieta) por ser ligeramente inferior a la dosis
efectiva como antiplaquetario y antitrombético.?>%

Determinacion del tiempo de sangrado

Parala determinacién del T'S las ratas fueron aneste-
siadas con tiopental (40 mg/kg) mediante una inyeccién
intraperitoneal y su cola fue sumergida durante 5 min
en disolucién salina a 37 °C, al final de los cuales se cortd
su porcién final, estimada a una distancia de 4 mm de
su extremo. Una vez realizado el corte, se cuantifico el
TS en segundos con un cronémetro digital.?® Al finalizar
este ensayo, se indujo la agregacién plaquetaria in vivo
por inyeccién intravascular de colageno.

Agregacion plaquetaria in vivo

Para este ensayo se les infundié una disolucién de
coldgeno 60 ng/kg mediante una inyeccién por la vena del
pene. Pasados 90 s se procedié a la extraccion de sangre
de la aorta abdominal y se recolect6 en tubos plasticos
con EDTA. Se cuantificé la concentracién plaquetaria
de cada muestra utilizando un analizador automético de
hematologia (Sysmex Corporation, Kobe, Japon).

Analisis estadistico

Las comparaciones entre grupos se realizaron
mediante la prueba no parameétrica de la U de Mann
Whitney, para lo cual se empled el paquete comercial
Statistica para Window. A priori, se fijé un nivel de
significaciéon a = 0,05.

RESULTADOS

La inyeccién intravascular de colageno a ratas pro-
dujo un decremento notable y significativo de la concen-
tracién plaquetaria en sangre del grupo control positivo
en relacion con el grupo control negativo.

El tratamiento oral durante cuatro semanas con aceite
de pescado (1 g/kg), policosanol 5 6 25 mg/kg y con la te-
rapia combinada AP + policosanol (5 6 25 mg/kg) inhibid
moderada, pero significativamente, la caida del conteo
plaquetario, sin apreciarse diferencias en el efecto de las
monoterapias y el de la terapia combinada (Tabla 1).

El policosanol (b y 25 mg/kg) y el AP (1 g/kg) au-
mentaron no significativamente el TS, mientras que la
terapia combinada policosanol + AP siindujo incremen-
tos significativos del TS con relacién al grupo control
positivo. Los porcentajes de incremento alcanzados por la
terapias combinada con AP + policosanol 5 mg/kg (54 %) y
con AP + policosanol 25 mg/kg (61 %) mostraron depen-
dencia de las dosis de policosanol y fueron superiores,
practicamente mas del doble, que los aumentos no
significativos con AP (26 %) y policosanol 5 (24 %)
y 25 mg/kg (30 %), lo que indica una interaccién entre
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ambas sustancias sobre esta variable, presumiblemente
de tipo aditivo (Tabla 2).

No se observaron manifestaciones hemorragicas ni
signos clinicos de toxicidad en ningtn animal.

DISCUSION

Los resultados del presente estudio demuestran que
la administracién oral de policosanol (5 y 25 mg/kg) y
aceite de pescado (1 g/kg) a ratas durante cuatro sema-
nas inhibié significativamente la agregacién plaqueta-
ria inducida in vivo por la inyeccién intravascular de
coldgeno. Sin embargo, la administraciéon conjunta de
policosanol + aceite de pescado produjo inhibiciones
similares a las alcanzadas con cada monoterapia, lo
que parece contradecirse con resultados previos de los
efectos de esta terapia combinada sobre la agregacién
plaquetaria inducida ex vivo en conejos y en pacientes
con dislipidemia.!®?

Ninguna monoterapia produjo cambios significativos
del TS. Ello concuerda con resultados previos relaciona-
dos con el policosanol,? y si bien ha sido referido que el
aceite de pescado rico en AG()-3 aumenta esta variable, la
dosis seleccionada (1 g/kg) fue intencionalmente inferior
a la dosis efectiva minima que aumenta este indicador
en ratas.?®?* para investigar su posible interacciéon con

otro agente antiplaquetario como el policosanol. No
obstante, la terapia combinada con policosanol + AP si
aumento significativamente el TS respecto al control
positivo, duplicando practicamente el valor obtenido
con cada monoterapia, lo que sugiere una interacciéon
de tipo aditiva entre el policosanol y los AG()-3 sobre el
aumento del TS. Como el efecto aumento segin las do-
sis de policosanol y no se alcanzo6 un efecto techo, no es
posible precisar el alcance maximo de esta interaccion.
La ausencia de interaccién entre ambos tratamientos
sobre la agregacion plaquetaria inducida por inyeccién
intravascular de colageno sugiere que el efecto aditivo
sobre el TS estd mediado por efectos sobre indicadores
del flujo sanguineo diferentes a la modificacién de la
funcién plaquetaria.

En tal sentido, el tratamiento con AGQ-3 redujo las
concentraciones de los factores II y X dependientes de
vitamina K, afectando significativamente el proceso de
coagulacion en ratas,?”?® y estudios clinicos han revelado
que los AGQ-3 reducen la actividad del factor V* y del
fibrinégeno (factor I), factor de riesgo cardiovascular
independiente requerido para la actividad coagulante y
para la funcién plaquetaria, particularmente en sujetos
en que estas variables se encuentran elevadas,* refi-
riéndose por algunos autores que los AG()-3 presentan

Tabla 1. Efecto del policosanol, el aceite de pescado y la terapia combinada policosanol
+ aceite de pescado sobre la concentraciéon plaquetaria en sangre total de ratas con

agregacion plaquetaria inducida in vivo.

Dosis Conteo de plaquetas
Tratamiento (mg/kg) (-10%L) £ e.s.m

Control (-) 1053,3 £ 39,8
Control (+) 598,0 + 20,7%**
Aceite pescado 1000 707,5+33,5F
Policosanol 5 689,1 + 35,7+
Policosanol 25 720,1 £ 29,01+
Policosanol + AP 5+ 1000 681,1 + 17,02+
Policosanol + AP 25 + 1000 722,4 + 26,04

*##* p < 0,001 Comparacién con el grupo control (-).
+*p < 0,05; **p < 0,01 Comparacién con el grupo control (+). AP Aceite de pescado.

Tabla 2. Efecto del policosanol, el aceite de pescado y la terapia combinada policosanol
+ aceite de pescado sobre el tiempo de sangrado en ratas.

Dosis Tiempo sangrado Incremento

Tratamiento (mg/kg) (s) (%)
Control (-) 343,3 + 26,9
Control (+) 342,5+259
Aceite pescado 1000 430,8 +494 26
Policosanol 5 4249 £ 57,5 24
Policosanol 25 445,8 +42.7 30
Policosanol + AP 5+ 1000 528,7 £ 53,7+* 54
Policosanol + AP 25 + 1000 550,3 £54,1++ 61

+*p < 0,05, **p < 0,01 Comparacién con el grupo control (+). AP Aceite de pescado.
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una accién anticoagulante moderada.?**! En cambio, el
policosanol no afecta los indicadores de coagulacién y
el TS,? y su accién antiplaquetaria se asocia fundamen-
talmente a una modificacién en el balance tromboxano
/prostaciclina al reducir las concentraciones plasmaticas
y séricos de tromboxano A,, mientras aumenta o a lo
sumo, no modifica, los de prostaciclina I,,.32 3

En tal sentido, la accién antiagregante de los AGQ-3
también remeda parcialmente la del policosanol, ya
que ellos reducen la activacién plaquetaria mediante
la regulacién del equilibrio tromboxano/prostaciclina.?
Sin embargo, este efecto implica la modificaciéon de la
composicién fosfolipidica de la membrana plaquetaria,
al reemplazar al AA 20 : 4 (n-6) de la membrana por aci-
do eicosapentaenoico (EPA) y acido docosahexaenoico
(DHA). Debido a que estos acidos grasos poliinsatura-
dos son liberados de los fosfolipidos por la accién de la
fosfolipasa A,, el tratamiento con AG()-3 disminuye la
formacién de AA y por ende, el nivel de sustrato para
la accién de las enzimas ciclooxigenasa (COX) y lipooxi-
genasa (LOX)® y por ende, reduce la formacién de las
prostaglandinas pro-inflamatorias y pro-agregantes, los
tromboxanos de la serie 2 en las plaquetas y las células
vasculares, mientras induce la formacién de eicosanoi-
des de la serie 3,*¢ considerados anti-inflamatorios y
anti-agregantes plaquetarios.

Los resultados del presente estudio discrepan, sin
embargo, de datos previos que han mostrado efectos adi-
tivos del AP rico en AG()-3 y el policosanol administrados
durante ocho semanas sobre la agregacion plaquetaria
inducida ex vivo en conejos’ y de las ventajas de la terapia
policosanol + AG()-3 sobre la terapia placebo + AGQ-3
administrados por seis semanas sobre la agregaciéon
plaquetaria en pacientes hipercolesterolémicos.?’ Estas
discrepancias aparentes podrian estar relacionadas
con diferencias metodolégicas entre este estudio y
los precedentes. En primer lugar, y como explicacién
mas probable, en el presente estudio se investigaron los
efectos sobre la agregacion plaquetaria inducida in vivo
por colageno en ratas, mientras en los trabajos previos
se investigaron los efectos sobre la agregacién ex vivo
inducida por AA en plasma rico en plaquetas (PRP). En
segundo lugar, la duracién del tratamiento en el presente
estudio fue menor (cuatro semanas) que en los anteriores
en que se administré durante seis (estudio clinico) y ocho
semanas (estudio en conejos).

Por otra parte, los resultados experimentales fueron
obtenidos en dos especies cuya sensibilidad a los efectos
antiagregantes de la terapia combinada podria ser dife-
rente. Asi, mientras los AG()-3 modifican los indicadores
hematolégicos en humanos, no produce un efecto similar
en larata,’” ya que en esta especie es el EPA ynoel DHA el
responsable de la modificaciéon de la funcién plaquetaria.
Diferencias de este tipo no pueden ser extrapoladas, pero
tampoco descartadas, con relacién a otras especies.

A diferencia del modelo de agregacién plaquetaria
inducida in vivo por la inyeccién intravascular de co-
lageno en ratas, la determinacién del TS es un modelo
experimental donde todos los indicadores hemostaticos
desempenan un importante papel. Si bien el primer
modelo brinda informacién de la funcién plaquetaria
en condiciones in vivo, donde estan presentes todos los
componentes de la sangre e incluso el endotelio vascular,
el segundo modelo brinda una informacién méas com-
pleta del flujo sanguineo, ya que involucra no sélo a la
funcién plaquetaria, sino a los factores de coagulacién,
compuestos vasoactivos y otros indicadores que pueden
modular el flujo sanguineo, como la viscosidad y las

condiciones hemoreoldgicas de la sangre. Por tanto, la
interaccion aditiva entre AG()-3 y policosanol sobre el
TS observada sugiere una interaccién con repercusion
potencial en los mecanismos que regulan la trombosis
y la hemostasia.

No obstante, investigaciones futuras deberan confir-
mar los presentes resultados y dilucidar los mecanismos
involucrados y la relevancia del aumento del T'S inducido
con la administraciéon de policosanol + AGQ-3.

En conclusién, este trabajo demuestra que tanto el
policosanol como los AG()-3 inhiben la agregacién pla-
quetaria inducida in vivo por colageno, sin que la terapia
combinada AG()-3 + policosanol mejore este efecto. En
cambio, la terapia combinada, pero no las respectivas
monoterapias, aumentaron el TS en una magnitud que
indica una interaccién aditiva que pudiera resultar util
en el manejo de los desérdenes trombéticos arteriales, ya
que podria implicar un mejoramiento del flujo sanguineo
global. La terapia combinada no indujo manifestaciones
hemorragicas, lo que sugiere un bajo riesgo potencial
en este sentido. No obstante, estos resultados deben
ser confirmados en estudios ulteriores que incluyan
diferentes dosis y tiempos de tratamiento, asi como los
mecanismos de accién subyacentes.
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