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Resumen 

 

El uso de combinaciones en el manejo del dolor es una práctica ampliamente 

usada en la clínica. Los principales objetivos del uso de combinaciones es disminuir 

los efectos no deseados aumentando o por lo menos manteniendo el efecto 

terapéutico cuando se combinan dos fármacos con el mismo efecto analgésico, de 

tal forma que se usen dosis menores, esto debido a que cuando dos fármacos con 

un mismo efecto terapéutico son coadministrados pueden producir interacciones 

farmacocinéticas o farmacodinámicas, que finalmente se reflejaran en el efecto 

terapéutico.  

Es bien sabido que las combinaciones de analgésicos de eficacia probada 

con productos naturales pueden producir un efecto analgésico sumativo o 

potenciador con menores dosis de los fármacos aplicados de forma individual. 

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) y los opioides son los fármacos 

recomendados en el tratamiento del dolor, sin embargo, los efectos adversos que 

estos inducen limitan su uso de forma prolongada en enfermedades crónico-

degenerativas que producen dolor.  

El presente trabajo genera conocimiento acerca de las interacciones 

farmacocinéticas y farmacodinámicas en el efecto antinociceptivo de la 

administración sistémica y local de la combinación DHA-naproxeno. Del presente 

trabajo se proponen los posibles mecanismos implicados en dichas interacciones, 

así como la seguridad gástrica de la combinación.  

Los resultados obtenidos muestran que en la combinación DHA y naproxeno 

se genera super-aditividad (1:3, administración sistémica y local), aditividad (1:1, 

administración local) y la sub-aditividad (3:1, administración sistémica y local; 1:1 

administración sistémica). Además, la administración del DHA modifica el perfil 

farmacocinético del naproxeno, siendo evidente un incremento en el ABC0-t del 

naproxeno cuando este se coadministra con DHA (1:3, DHA-naproxeno); 

correlacionando este incremento con el efecto antinociceptivo super-aditivo.  

En cuanto a los efectos adversos se demostró que la combinación DHA-

naproxeno posee seguridad gástrica. 
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Abstract 

 

Drug combination is a widespread pharmacological practice in the 

management of pain. The main therapeutic goals of combinations of analgesic 

agents are improving efficacy without increasing adverse effects or decreasing 

adverse effects without losing of efficacy administered lower doses of each agent 

and, at the same time consider that pharmacokinetic and pharmacodynamic 

interactions could occur and like a consequence of these the final therapeutic effect 

could be modified. 

 It is well known that combining analgesics of proven efficacy (i. e. NSAIDs) 

and natural products (i. e. DHA) interaction (additive or super-additive) could occur 

and the improvement of the therapeutic effect could be observed. 

Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) and opioids analgesics are 

commonly used for pain relieve. However, the prescribing of these is accompanied 

of significant adverse effects limiting their use specially in chronic-degenerative 

diseases. 

This work stablishes the knowledge about the pharmacodynamic and 

pharmacokinetic interactions in the antinociceptive effect between DHA and 

naproxen, as well as a proposal of the mechanisms of action implicated and the 

gastric safety resulting of the systemic and local administration of this combination 

compared with the sole administration of naproxen.  

Our results show that pharmacodynamic interaction of DHA-naproxen 

combination was super-additive (1:3, systemic and local administration), additive 

(1:1, local administration) and sub-additive (1:1, systemic administration; 3:1, 

systemic and local administration). Furthermore, supra-additive interaction may be 

due to pharmacokinetic interactions. In the present study, the oral administration of 

DHA increased the naproxen AUC0-t suggesting that a modification in the 

bioavailability of naproxen correlates with supra-additive antinociceptive effect of the 

oral DHA-naproxen (1:3) combination. 

Finally, our data indicated that DHA-naproxen combination induce gastric 

safety. 
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1. Introducción 

 

1.1.  Dolor 

El sistema somatosensorial de los mamíferos detecta un amplio rango de 

estímulos provenientes tanto del medio ambiente como del medio interno del 

organismo. Además, discrimina aquellos estímulos que son nocivos de los inocuos. 

Dicha discriminación sirve como una importante función de protección (Tsunozaki 

and Bautista, 2009), ya que la habilidad para detectar estímulos nocivos es esencial 

para la supervivencia y mantenimiento del bienestar de un organismo. El dolor es 

uno de los componentes de un amplio grupo de controles responsables de la 

homeostasis del organismo. En este contexto, el dolor constituye una alarma, cuyo 

rol es ayudar a proteger el organismo, pues permite desarrollar reacciones e induce 

comportamientos para evitar cualquier estímulo que cause dolor o daño (Le Bars et 

al., 2001; Basbaum et al., 2009; Fein, 2012). 

 

1.1.1. Definición 

El dolor es una experiencia consciente, una interpretación de los estímulos 

nociceptivos influenciada por memorias, emociones, factores patológicos, genéticos 

y cognitivos (Tracey and Mantyh, 2007). En 1986, la asociación internacional para 

el estudio del dolor (IASP; por sus siglas en inglés) definió al dolor como una 

experiencia sensorial y emocional desagradable asociada a un daño real o 

potencial, o descrito en términos de tal daño (Steeds, 2016; Hudspith, 2016) . 

 

1.1.2. Función 

El dolor tiene tres funciones principales (Woolf et al., 2004; Woolf and Mannion, 

1999): 

 

• Es un mecanismo fisiológico esencial protector que actúa como un sistema 

de alarma que notifica al cuerpo la presencia de estímulos nocivos en el 

ambiente. La sensación de dolor debe de ser lo suficientemente intensa, 

tanto que demanda atención inmediata. 
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• Cuando existe un daño tisular el dolor es un promotor de reparación, 

mediante la creación de una región de hipersensibilidad localizada (conocido 

como dolor inflamatorio) alrededor del sitio dañado. La hipersensibilidad 

minimiza el movimiento o contacto de la región del daño hasta la curación de 

este. 

• Por último, el dolor neuropático no tiene ninguna función benéfica, sino que 

resulta de trastornos en células neuronales y no neuronales que provocan 

cambios no adaptativos en las neuronas del sistema sensorial. Esto puede 

causar dolor espontáneo, persistente e hipersensibilidad severa. 

 

1.1.3. Clasificación 

De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud (OMS) existen diversos 

sistemas para clasificar al dolor de acuerdo con (Thienhaus and Cole, 2002): 

 

• Su localización anatómica (por ejemplo, cabeza, cuello, espalda). 

• Su etiología (maligna o no maligna). 

• Su duración (crónico, agudo, intercurrente). 

• El mecanismo fisiopatológico del dolor (nociceptivo, inflamatorio, 

neuropático, somático). 

 

Sin embargo, esencialmente el dolor puede ser dividido en dos amplias 

categorías: dolor adaptativo y dolor maladaptativo (Costigan et al., 2009; Woolf, 

2010; Woolf et al., 2004).  

 

1.1.3.1.  Dolor adaptativo 

Este tipo de dolor contribuye a la sobrevivencia del organismo protegiéndolo de 

lesiones o, promoviendo el proceso de recuperación o “sanación” una vez que la 

lesión ha ocurrido (Woolf et al., 2004). A su vez el dolor adaptativo se subdivide en 

dolor nociceptivo y dolor inflamatorio. 
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1.1.3.1.1. Dolor nociceptivo 

El dolor nociceptivo es un dolor fisiológico producido por un estímulo nocivo que 

activa neuronas primarias de primer orden de umbral alto. Este tipo de dolor refleja 

la capacidad que poseemos para detectar la presencia de estímulos potencialmente 

dañinos y representa esencialmente un mecanismo de alarma (von Hehn et al., 

2012) (Fig. 1). 

 

1.1.3.1.2. Dolor inflamatorio 

El dolor inflamatorio ocurre cuando la integridad de los tejidos se ve alterada por 

un estímulo nocivo (golpes, calor, infecciones, tumores, entre otros). Se estimula la 

recuperación del tejido dañado creando una zona de hipersensibilidad que limita el 

contacto y movimiento del tejido dañado, además de activar al sistema 

inmunológico, de ahí deriva su nombre, pues se desencadena el proceso 

inflamatorio, donde el dolor es una de las características cardinales. Generalmente 

este tipo de dolor se resuelve conforme se restaura la homeostasis del tejido dañado 

y por lo tanto el proceso inflamatorio termina (Chen et al., 2013; Woolf, 2010; Woolf 

et al., 2004) (Fig. 2). 

Figura 1. Dolor Nociceptivo. Modificado de Costigan et al., 2009. 
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1.1.3.2.  Dolor maladaptativo 

En contraste con el dolor adaptativo, el dolor maladaptativo es una expresión 

patológica de la operación del sistema nervioso ya que no está acoplado a un 

estímulo nocivo, tampoco se deriva como una respuesta a un tejido dañado. Es un 

dolor patológico, el cual no es síntoma de ninguna enfermedad (Woolf et al., 2004). 

El dolor maladaptativo se subdivide en dolor neuropático y dolor disfuncional. 

 

1.1.3.2.1. Dolor neuropático 

El dolor neuropático ocurre en respuesta a daños o enfermedades que afectan 

al sistema somatosensorial, tanto el sistema nervioso periférico, como el sistema 

nervioso central (SNC). El procesamiento de las señales está alterado, así un 

estímulo inocuo puede procesarse como un estímulo doloroso y la respuesta a 

estímulos nocivos es potenciada (Costigan et al., 2009; Fein, 2012) (Fig. 3). 

  

Figura 2. Dolor inflamatorio. Modificado de Costigan et al., 2009. 
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1.1.3.2.2. Dolor disfuncional 

El dolor disfuncional se debe a sensibilidad o función anormal del sistema 

nervioso, de esta manera la sensibilidad del aparato sensorial se ve aumentada, 

con lo cual se amplifican los síntomas. En esta forma de dolor, déficits no neuronales 

o anormalidades periféricas pueden ser detectadas (Fig. 4). 

 

  

Figura 3. Dolor neuropático. Modificado de Costigan et al., 2009. 

Figura 4. Dolor disfuncional. Modificado de Costigan et al., 2009. 
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1.1.4. Fisiología del dolor 

El dolor representa una compleja modalidad sensorial acompañada de aspectos 

afectivos, motivacionales y cognitivos (Almeida et al., 2004). Fisiológicamente, es 

iniciado con la generación de potenciales de acción en fibras sensoriales aferentes 

especializadas que inervan los tejidos en la periferia (nociceptores). Estos 

potenciales de acción son conducidos hasta alcanzar la corteza cerebral en el SNC 

a través de una vía especializada (nocicepción) formada por una cadena de tres 

neuronas: a) neuronas de primer orden, que inician en la periferia (piel, huesos, 

ligamentos, músculos, vísceras) y viajan hasta alcanzar el asta dorsal de la médula 

espinal, el cuerpo de estas neuronas se encuentra localizado en el ganglio de la raíz 

dorsal; b) neuronas de segundo orden, estas inician en el asta dorsal y cruzan al 

lado contralateral, después ascienden en la médula espinal hacia el tálamo y otras 

áreas cerebrales; y c) neuronas de tercer orden (Fig. 5), estas inician en el tálamo 

y terminan en la corteza cerebral (Riedel and Neeck, 2001; Anwar, 2016). 

 

  

Figura 5. Fisiología del dolor.  
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1.1.4.1.  Nociceptores. Neuronas de primer orden 

Los nociceptores son terminales nerviosas libres de neuronas sensoriales 

primarias altamente especializadas que responden a estímulos intensos; estos se 

pueden clasificar en tres tipos (Fig. 6) (Fein, 2012; Bridgestock and Rae, 2013; 

Hudspith, 2016; Marchand, 2008; Julius and Basbaum, 2001):  

 

• Fibras Aα y Aβ: Son de diámetro grande (> 10 µm), están mielinizadas y su 

velocidad de conducción es rápida (30-100 m/s). Estas fibras responden a 

estímulos mecánicos y térmicos inocuos. 

 

• Fibras Aδ: Son de diámetro intermedio (2-6 µm), están ligeramente 

mielinizadas. Su velocidad de conducción es menor que las fibras A pero 

mayor que la de las fibras C (12-30 m/s). Estas fibras responden a estímulos 

mecánicos, térmicos y químicos. Hay dos tipos y se distinguen entre ellas de 

acuerdo con su umbral térmico. 

 

• Fibras C: Son de diámetro pequeño (0.4-1.2 µm), no están mielinizadas y su 

velocidad de conducción es de 0.5-2.0 m/s. Son polimodales, es decir, 

responden a estímulos térmicos, mecánicos y químicos.  

 

La estimulación de las fibras Aδ y C producen el dolor primario y secundario 

respectivamente, principalmente el dolor de tipo rápido y agudo. Cabe señalar que 

esta diferencia no aplica a todos los órganos, sino que es más evidente en la piel. 
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Figura 6. Tipos de nociceptores. Modificado de Julius and Basbaum, 2001. 
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1.1.4.2. Nocicepción  

De acuerdo con la IASP, la nocicepción se define como “el proceso neural de 

codificación y procesamiento de estímulos nocivos”(Barrot, 2012) que comprende 

los procesos de transducción, conducción, transmisión, percepción y modulación 

(Fig. 5) (Bridgestock and Rae, 2013; Woolf et al., 2004)  

En la periferia, las neuronas de primer orden dan paso al proceso de 

transducción: En este proceso, los estímulos nocivos de naturaleza mecánica, 

térmica y química provenientes del medio externo o interno son detectados por 

neuronas aferentes sensoriales llamadas nociceptores. La estimulación nociceptiva 

inicia una cascada de eventos donde moléculas inflamatorias pronociceptivas 

[bradicinina, prostaglandinas, histamina, serotonina, adenosín trifosfato (ATP), 

interleucinas, interferón, factor de necrosis tumoral (TNF; por sus siglas en inglés), 

proteína relacionada con el gen de la calcitonina (CGRP; por sus siglas en inglés), 

sustancia P, etc.] son liberadas en la periferia induciendo hiperalgesia periférica. El 

estímulo nocivo sufre una conversión hacia actividad eléctrica. Este proceso es 

mediado por receptores tipo canal iónico que solo se expresan en los nociceptores 

(TRPV, TRPA, TRPM, ASIC, etc.) (Yoneda et al., 2011; Julius and Basbaum, 2001; 

Woolf et al., 2004; Marchand, 2008; Marchand et al., 2005). 

Cuando el estímulo es suficiente como para generar un potencial de activación, 

la actividad eléctrica generada en el proceso de transducción es conducida hacia la 

terminal central de los nociceptores en el SNC. El proceso de conducción requiere 

la generación de un potencial de acción, este se da por la apertura (por 

despolarización) de canales de sodio dependientes de voltaje y a su vez por el cierre 

(por hiperpolarización) de canales de potasio (Babos et al., 2013).  

Una vez que el potencial de acción alcanza el extremo terminal de la neurona 

aferente primaria, canales de sodio dependientes de voltaje se abren, la entrada de 

calcio promueve la exocitosis de neurotransmisores (glutamato, sustancia P, 

CGRP) que transmiten la información a neuronas secundarias en la médula espinal. 

En este proceso la transmisión de la información nociceptiva es de tipo excitatoria y 

se proyecta hacia centros superiores en el SNC mediante dos vías principales: 1) 

tracto espinotalámico, que envía las proyecciones aferente al núcleo lateral del 
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tálamo y corteza somatosensorial, esta vía es la encargada de identificar la 

localización del dolor; 2) tracto espinoreticular, que envía las proyecciones aferentes 

a la región media del tálamo, y al núcleo del tronco encefálico, incluyendo el núcleo 

rafe magno (NRM; por sus siglas en inglés) y sustancia gris periacueductal (PAG; 

por sus siglas en inglés) dos de los núcleos involucrados en la modulación del dolor 

(vías descendentes), la vía espinoreticular juega un rol muy importante en los 

componentes afectivos y de memoria del dolor (Babos et al., 2013; Marchand, 2008; 

Chen et al., 2013).  

Es decir, la percepción del dolor es un proceso complejo que implica la 

codificación del mensaje nociceptivo desde la periferia hasta el SNC, en cuanto a 

iniciación, duración, intensidad y localización. En gran medida, la percepción del 

dolor está influenciada por el proceso conocido como modulación (Woolf et al., 

2004). 

La modulación consiste básicamente en controlar la intensidad con que un 

estímulo nocivo será percibido (vías excitatorias e inhibitorias) (Ossipov, 2012). Este 

proceso comienza en la periferia e involucra numerosas estructuras del SNC 

[corteza cingulada anterior (ACC; por sus siglas en inglés), PAG, NRM, corteza 

prefrontal (PFC; por sus siglas en inglés), ínsula, amígdala, médula rostral 

ventromedial (RVM; por sus siglas en inglés)] (Schweinhardt and Bushnell, 2010). 

La modulación implica la liberación de serotonina, norepinefrina y dopamina 

predominantemente en la médula espinal (lamina I y II) y NRM; la liberación de 

opioides y canabinoides endógenos ejerce su efecto modulatorio a nivel de cerebro 

principalmente, aunque también se sabe que pueden actuar en las vías 

descendentes del dolor (Fig. 7) (Bourne et al., 2014) 
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Figura 7. A) Transducción y conducción. B) Transmisión. C) Percepción y modulación. Modificado de Marchand et al., 2005; Schweinhardt 

& Bushnell, 2010 y Chen et al., 2013; 

A) B) C) 
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1.2.  Terapéutica del dolor 

La depresión de la sensación dolorosa se conoce como analgesia. Para que esta 

se presente, se deben activar ciertos sistemas endógenos que ayudan a que esos 

procesos dolorosos no interfieran con las funciones corporales normales (Carrillo 

Munguía, 2007). El tratamiento del dolor se basa en el uso de analgésicos y 

coadyuvantes según la escala analgésica de la O.M.S. (Puebla, 2005)(Fig. 7). Es la 

intensidad del dolor la que va a determinar el tratamiento analgésico. A medida que 

aumenta la intensidad del dolor, o bien no se controla de forma adecuada, se iniciará 

un tratamiento según en el escalón que nos encontremos o pasaremos al siguiente. 

 

 

 

  

Escala analgésica de la O.M.S.

Escalón IV

Escalón III

Escalón II

Escalón I

Opiáceos fuertes

Opiáceos débiles  Métodos no 

farmacológicos

AINES  AINES  

 AINES  Coadyuvantes

Coadyuvantes  Coadyuvantes

Coadyuvantes 

Paracetamol, Metamizol

Anticonvulsivantes,

antidepresivos, esteroides

Tramadol, codeína

Paracetamol, Metamizol

Anticonvulsivantes,

antidepresivos, esteroides

Morfina, oxicodona, fentanilo, 

metadona, bupremorfina

Paracetamol, Metamizol

Anticonvulsivantes,

antidepresivos, esteroides

Ionoforesis, radiofrecuencia, 

bloqueos epidurales, bloqueos 

periféricos, etc.

Figura 8. Escala analgésica de la O.M.S. Tomado de Puebla, 2005. 

Paracetamol, metamizol, 

anticonvulsivantes, 

antidepresivos, esteroides 

Tramadol, codeína, 

paracetamol, metamizol, 

anticonvulsivantes, 

antidepresivos, esteroides 

Morfina, oxicodona, fentanilo, 

metadona, buprenorfina, 

paracetamol, metamizol, 

anticonvulsivantes, 

antidepresivos, esteroides 

Ionoforesis, radiofrecuencia, 

bloqueos epidurales, bloqueos 

periféricos, etc. 
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1.2.1. Antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) 

Los AINEs comprenden un grupo químicamente heterogéneo de sustancias que 

son utilizados como analgésicos, antipiréticos y antiinflamatorios. Cuando se utilizan 

como analgésicos, los fármacos de este grupo suelen ser eficaces contra el dolor 

leve o moderado. A pesar de que su eficacia máxima es mucho menor que la de los 

opioides, los AINEs no generan los efectos adversos de estos últimos en el SNC, 

como son depresión respiratoria y aparición de dependencia física. Los AINEs no 

cambian la percepción de las modalidades sensoriales, salvo las del dolor (Brunton 

et al., 2010; Ulrich et al., 2006).  

 

1.2.1.1.  Mecanismo de acción 

El  principal mecanismo de acción de los AINEs es la inhibición de las enzimas 

ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2) y por ende la inhibición de la síntesis de 

prostaglandinas (Angiolillo and Weisman, 2017). La primera enzima en la vía de la 

síntesis de prostaglandinas es la sintasa de prostaglandina G/H, llamada también 

ciclooxigenasa o COX. Esta enzima transforma el ácido araquidónico (AA) en el 

precursor prostanoide PGH2, el cual es posteriormente metabolizado a las distintas 

isoformas de prostaglandinas PGE2, PGD2, PGF2, PGI2 o tromboxano A2 (TXA2) 

(Fig.9) (Brunton et al., 2010; Dwivedi et al., 2015; Ulrich et al., 2006). 

Existen dos isoformas de la COX, COX-1 y COX-2. Estructuralmente las 

isoformas de COX contienen tres dominios distintos: un dominio estructural tipo 

factor de crecimiento epidérmico (EGF; por sus siglas en inglés), un dominio de 

unión a membrana y un dominio catalítico. El dominio catalítico de las isoformas de 

COX se divide en los sitios activos, uno con actividad peroxidasa y otro con actividad 

ciclooxigenasa, separados espacialmente, pero mecanisticamente acoplados. El 

sitio activo ciclooxigenasa consiste en un largo canal hidrofóbico dentro del cual los 

aminoácidos Arg120, Tyr355 y Glu524 son de suma importancia, de igual manera, 

el aminoácido Tyr385 en la parte superior del canal, ya que este actúa como un 

donador de radicales para la reacción ciclooxigenasa (Fig. 9). 
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Figura 9. Síntesis de prostaglandinas e inhibición de COX por AINEs. Modificado de 

Ulrich et al., 2006. 
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El posicionamiento correcto del AA en este sitio catalítico es de suma 

importancia para la síntesis de prostaglandinas, de tal forma que el bloqueo de dicho 

sitio catalítico por unión covalente (ácido acetil salicílico) o reversible de los AINEs 

(Fig. 10) inhibe la unión del AA, anulando la capacidad de la enzima para sintetizar 

prostaglandinas, evidenciándose de esta forma los efectos terapéuticos de los 

AINEs (anti-inflamatorios, analgésicos y anti-piréticos) (Abramson and Weaver, 

2005; Bingham et al., 2006; Brunton et al., 2010; Hamza and Dionne, 2009; Vane et 

al., 1998; Dwivedi et al., 2015). Paradójicamente, los eventos adversos asociados 

al uso de AINEs (complicaciones gastrointestinales, daño renal y hepático, eventos 

cardiovasculares, entre otros) derivan de igual manera de la inhibición de la síntesis 

de prostaglandinas (Brunton et al., 2010; Patrignani and Patrono, 2015) 

 

 

  

Figura 10. Unión de AINEs a COX-1 y COX-2. A) Flurbipropeno unido a COX-1. B) Indometacina 

unida a COX-2. Los AINEs se muestran en color magenta, las enzimas COX en color gris, los 

puentes de hidrógeno son representados con líneas punteadas. Tomado de Dwivedi et al., 

2015. 

B) 

A) 
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1.2.1.2.  Clasificación 

Los AINEs pueden ser clasificados en función de su mecanismo de acción, 

fundamentalmente teniendo en cuenta la especificidad de inhibición de las 

isoformas de la COX (Tabla 1)(Batlouni, 2010). 

 

Tabla 1 

 Clasificación de los AINEs según su mecanismo de acción (inhibición selectiva y no selectiva 

de la COX). 

 

AINEs no selectivos (COX-1 y COX-2) 

(tradicionales, convencionales) 

AINEs selectivos (COX-2) 

(COXIBs) 

Ácido acetilsalicílico Rofecoxib 

Acetaminofén Valdecoxib 

 Indometacina Parecoxib 

Ibuprofeno Celecoxib 

Naproxeno Etoricoxib 

Diclofenaco Lumiracoxib 

Piroxicam  

Meloxicam  

Ketoprofeno  

 

 

1.2.1.3. Naproxeno 

El (+) ácido-2-(6-metoxi-2-naftil) propiónico (naproxeno) es un AINE inhibidor 

enzimático no selectivo de la COX derivado del ácido propiónico (Fig. 11) con 

propiedades analgésicas, antipiréticas y anti-inflamatorias (Drugs.com, 2016; 

Duggan et al., 2010). Se introdujo en la clínica en 1976, exhibe efecto antiagregante 

plaquetario, en nuestro país se encuentra en el grupo 21 (reumatología y 

traumatología) del cuadro básico de medicamentos donde se recomienda su uso 

para el tratamiento de dolor e inflamación, además, se usa en el tratamiento de 

enfermedades como la bursitis, tendinitis, dismenorrea, artritis reumatoide, artrosis, 

espondilitis anquilosante y artritis gotosa aguda entre otras. Para el tratamiento del 

dolor e inflamación aguda se recomienda su administración a razón de 250 mg 4 

veces al día o 500 mg 2 veces al día o una dosis máxima por día de 1500 mg 
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(Lorenzo Fernández et al., 2008; Comisión Interinstitucional del Cuadro Básico y 

Catálogo de Insumos del Sector Salud., 2016). 

Cuando es administrado por vía oral, se absorbe en el tracto gastrointestinal por 

lo cual tiene una biodisponibilidad de 95-100%, aunque hay que mencionar que los 

alimentos retrasan su absorción. Su concentración plasmática máxima (Cmax) surge 

1 a 2 h después de la administración. Atraviesa la membrana placentaria y se 

excreta en leche materna, en una concentración aproximadamente de 1% de la que 

priva en el plasma materno. Se metaboliza por 6-desmetilación (30%) (CYP2C9 y 

CYP1A2), hidroxilación y conjugación con ácido glucorónico. La semivida (t1/2) en 

plasma varía entre las 12 y 17 h. Los metabolitos del naproxeno y el propio 

naproxeno se excretan casi por completo por orina como conjugados de glucurónido 

u otros conjugados (Brunton et al., 2010; Duggan et al., 2010; Lorenzo Fernández 

et al., 2008; Palma-Aguirre et al., 2009; Thorn, 2017) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aunque se sabe que el naproxeno induce efectos adversos gastrointestinales 

significativos, es importante resaltar que aun administrado a dosis suficientemente 

elevadas (p. ej. ≥ 500 mg dos veces al día) como para mantener la inhibición 

plaquetaria a través de la inhibición de la COX-1 no se han presentado efectos 

adversos cardiovasculares. Esto es importante ya que existen datos que sugieren 

que la toxicidad cardiovascular exhibida inicialmente por rofecoxib y celecoxib se 

extiende a otros AINEs inhibidores no selectivos, incluidos el diclofenaco, la 

indometacina y el ibuprofeno (Angiolillo and Weisman, 2017; Duggan et al., 2010). 

Figura 11. Estructura química del naproxeno. (+) ácido-2-(6-metoxi-2-naftil) propiónico. 
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1.3. Ácido docosahexaenoico (DHA) 

Los ácidos grasos (FA: por sus siglas en inglés) son parte substancial de los 

lípidos e importantes sustratos para la obtención de energía pues comprenden 

alrededor del 30% de la ingesta total del humano. Los FA en forma de fosfolípidos, 

constituyen la medula ósea de las membranas celulares, y son esenciales para su 

correcto funcionamiento y funcionalidad. Los FA saturados constan de enlaces 

carbono-carbono sin dobles enlaces. En contraste, los ácidos grasos 

poliinsaturados (PUFA; por sus siglas en inglés) se caracterizan por tener una 

estructura pentadienica con dobles enlaces. (Tvrzicka et al., 2011). 

El DHA es un PUFA omega-3 (n-3) (Nakamoto et al., 2010) de veintidós átomos 

de carbono y 6 dobles enlaces (Holub, 2002). El termino n-3 indica que tiene un 

doble enlace carbono-carbono en la tercera posición respecto al grupo metil en la 

cadena del ácido graso (Fig. 12) (Chan and Cho, 2009). 

 

 

 

  

Figura 12. Estructura química del DHA, ácido docosahexaenoico, 22:6ω3 (22:6n-3) (contiene 22 

átomos de carbono y 6 dobles enlaces o sitios de insaturación) (Holub, 2002). 
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El DHA no puede ser sintetizado de novo en humanos, de tal forma que es 

obtenido mediante la dieta (ingesta de pescado o aceite de pescado) o sintetizado 

a partir de ácidos grasos n-3 precursores como el ácido linolénico (18:3) (LNA: por 

sus siglas en inglés) y el ácido eicosapentaenoico (20:5) (EPA: por sus siglas en 

inglés) (Moore et al., 1995). El DHA ingerido o sintetizado a partir de los precursores 

LNA y EPA, se integra particularmente en la fosfatidiletanolamina (PE; por sus siglas 

en inglés), y en la fosfatidilserina (PS; por sus siglas en inglés) de las membranas 

neuronales principalmente. Además, puede ser integrado en la PE, PS y 

fosfatidilcolina (PC; por sus siglas en inglés) de los segmentos externos de la 

membrana celular de la retina. En algunas especies, incluidos los primates, el DHA 

es también acumulado en las membranas de los espermatozoides (Applegate and 

Glomset, 1986). El consumo de DHA es necesario durante el desarrollo pre y 

postnatal para la construcción de circuitos cerebrales funcionalmente críticos. La 

sinaptogénesis, formación de dendritas, biogénesis de las membranas de los 

fotorreceptores y la biogénesis de otras membranas neuronales tienen lugar durante 

el desarrollo temprano post-natal (Bazan et al., 2011; Belayev et al., 2011). Además 

de su importancia en el desarrollo del tejido cerebral y de la retina del ojo, se han 

documentado numerosos efectos benéficos del DHA, por ejemplo, la perdida de 

DHA en el tejido cerebral de pacientes con Alzheimer se asocia con la progresión 

de la enfermedad, en tanto que el mantenimiento de dicho PUFA mediante la 

ingesta previene el proceso oxidativo y de neurodegeneración de las células 

cerebrales, además el DHA y la neuroprotectina D1 (NPD1) disminuyen la formación 

de péptidos beta amiloides (Ab; por sus siglas en inglés) disminuyendo de esta 

forma los procesos proinflamatorio y proapoptótico (Bazan et al., 2011; Gleissman 

et al., 2010). Algunos estudios epidemiológicos respaldan la importancia del DHA 

en la prevención de diversos tipos de cáncer, esto mediante la inhibición de la 

proliferación y migración de células tumorales, inducción de la apoptosis e inhibición 

del microambiente tumoral (inhibición de la inflamación y angiogénesis) (El-mesery 

et al., 2009; Gleissman et al., 2010). Así mismo se ha reportado la influencia del 

DHA en la disminución de riesgo de enfermedad cardiovascular. A pesar de este 

importante efecto, los mecanismos mediante los cuales se ejerce esta propiedad 
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específica no están completamente dilucidados. Se sabe que ejercen efecto anti-

aterogénico y antitrombótico a través de la modulación de los lípidos sanguíneos y 

las lipoproteínas. Se han observado concentraciones bajas de triglicéridos (TG) en 

plasma, principalmente por la disminución de la secreción hepática de VLDL y de la 

biosíntesis de ácidos grasos libres (Brossard et al., 1997). 

Adicionalmente, nuestro grupo de trabajo ha reportado el efecto gastro y 

enteroprotector del DHA en un modelo de daño inducido por AINEs, se propone que 

el efecto gastroprotector puede ser mediado a través de la modulación de MPO, 

LTB4, ICAM-1 y TNF-α, así como la inhibición de la activación de NF-kB, lo que en 

conjunto participa en la disminución de la infiltración de leucocitos en el modelo de 

daño por indometacina, además de que el pretratamiento con DHA promueve la 

producción de RvD1 (Pineda-Peña et al., 2017). 

Por otra parte, se ha demostrado el efecto antinociceptivo de la administración 

oral del DHA en diferentes modelos murinos (Nakamoto et al., 2010). Así mismo, 

nuestro equipo de trabajo ha demostrado el efecto antinociceptivo de la 

administración local del DHA en la prueba de la formalina (Landa-Juárez et al., 

2016),sinergismo al combinar AINEs como la indometacina, el diclofenaco y el 

ketorolaco con el DHA (Arroyo-Lira et al., 2014; García Barrera, 2016; Miranda Lara, 

2016). 
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1.4. Interacciones farmacológicas 

Tradicionalmente, las interacciones farmacológicas se clasifican en 

farmacodinámicas, farmacocinéticas y farmacéuticas (Pleuvry, 2005). Clásicamente 

podemos definir una interacción farmacológica como aquella situación en la que los 

efectos de un fármaco están influenciados por la administración conjunta de otro, 

es decir, cualquier modificación del efecto de un fármaco por la administración 

conjunta de cualquier sustancia química, ya sea alimento, plantas medicinales, 

fármaco o sustancias de abuso.  

 

1.4.1. Interacciones farmacodinámicas 

La farmacodinamia es el conjunto de episodios derivados de la interacción del 

fármaco con su receptor o con otro sito de acción primaria (p.ej. enzimas). De 

manera simple, la farmacodinamia puede definirse como “lo que el fármaco hace al 

cuerpo”. 

Este tipo de interacciones ocurren cuando un fármaco (A), altera el mecanismo 

de acción farmacológico de otro fármaco (B) sin alterar su concentración en el sitio 

de acción (Hinder, 2011).  

Cuando dos o más fármacos producen efectos terapéuticos similares o iguales, 

a menudo se administran conjuntamente para reducir las dosis individuales y/o para 

reducir los efectos adversos de cada uno. Las combinaciones de fármacos también 

se emplean en experimentos para descubrir y explorar su mecanismo de acción 

(Tallarida et al., 1997). El efecto combinado de dos agentes con el mismo efecto 

terapéutico puede ser aditivo, super-aditivo o sub-aditivo (Tallarida, 2000). 

 

1.4.1.1. Combinación de agentes con un mismo efecto terapéutico 

(analgésico o antinociceptivo). 

El alivio del dolor puede ser alcanzado por una amplia variedad de métodos, 

siendo el uso de medicamentos la piedra angular del tratamiento analgésico (Ortiz 

et al., 2010). El uso de combinaciones de dos medicamentos con efectos similares 

es común en la práctica médica. El objetivo de usar combinaciones es disminuir la 
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dosis de cada medicamento, disminuyendo así los efectos adversos que 

generalmente están asociados con el uso de altas dosis cuando se usa el 

medicamento de manera individual. De manera común, la combinación de 

medicamentos es descrita como interacción “aditiva o de sumación”, donde el efecto 

de la combinación es una simple adición de los efectos individuales de cada 

medicamento. También puede ser descrita como una interacción “super-aditiva o 

sinergista”, es decir la manifestación exagerada del efecto, mientras que una 

disminución en el efecto es descrita como una interacción “sub-aditiva o 

antagonista” (Curatolo and Sveticic, 2002; Morlion et al., 2010; Tallarida et al., 2003). 

El uso de AINEs para el tratamiento del dolor es el método de elección.  Sin 

embargo, debido a los efectos adversos producidos por los AINEs se ha 

desarrollado un gran interés por los productos de origen natural (suplementos 

alimenticios, remedios herbales, etc.) que se han usado por siglos para reducir el 

dolor y la inflamación (Maroon et al., 2010). Existen estudios que evalúan las 

posibles interacciones entre compuestos de origen natural y medicamentos (Ortiz 

et al., 2010); siendo por su efecto anti-inflamatorio los ácidos grasos poli-insaturados 

n-3 los compuestos mejor documentados en la literatura (Arnold et al., 2010; Maroon 

and Bost, 2006; Russo, 2008). 

 

1.4.1.2. Análisis isobolográfico. 

Un isobolograma (Fig. 13) es una gráfica en coordenadas rectangulares de las 

dosis o concentraciones (a, b), de los fármacos que producen un nivel de efecto 

terapéutico específico (p.ej. DE30, DE50, DE70, etc.) cuando se coadministran. El 

isobolograma proporciona una representación visual de las dosis teóricas aditivas y 

de los pares experimentales. En el isobolograma se muestra la línea de aditividad o 

isobola, la cual representa todas las posibles combinaciones equivalentes para 

producir el efecto deseado. La isobola está definida por los puntos (Z1*,0) y (0, Z2*), 

donde Z1* corresponde a la dosis del fármaco menos activo y Z2* a la del fármaco 

más activo, hablando de los efectos terapeuticos que individualmente producen. En 

este método el valor de Z1* y Z2*, se calculan de la región curva dosis-respuesta 

en donde existe una relación lineal entre la dosis empleada y la respuesta 
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observada. Se calcula Z* para cada fármaco de la regresión lineal del efecto en 

función del logaritmo de la dosis, de donde se obtienen el logZ* y el error estándar 

del estimado SE (logZ*) para cada fármaco, que posteriormente se utilizará para 

realizar el análisis estadístico (Raffa et al., 2010; Tallarida, 2000, 2002, 2007, 2011, 

Tallarida et al., 1997, 1989). 

Los pares de dosis equiefectivas son denominadas isobolas, de tal forma que 

(A, 0), (0, B) y los pares (a, b) son isobolas. Cuando la combinación de las dosis a 

del fármaco A y la dosis b del fármaco B cumplen con la relación a/A + b/ B = 1 se 

dice que los fármacos A y B presentan una relación aditiva. La relación a/A + b/ B < 

1 indica la relación super aditiva entre los fármacos A y B, en tanto que la relación 

a/A + b/ B > 1 indican la relación sub-aditiva entre los fármacos A y B (Tallarida, 

2000). 

Considerando la Z* del fármaco A como A y la Z* del fármaco B, como B. Las 

cantidades en la combinación aditiva son fracciones de las dosis de cada compuesto 

tal que la suma de las fracciones sea igual a la unidad; así entonces a = fA del 

fármaco A y b = (1-f) B del fármaco B. Es decir, para que sea una combinación 

aditiva se debe cumplir con la relación a/A + b/ B = 1. Cuando estas cantidades son 

expresadas en unidades de masa comunes (mg) o dosis (mg/Kg) la cantidad total 

en la mezcla es la suma denominada Zad: 

 

𝑍𝑎𝑑  = f𝐴 + (1 − f)𝐵     𝑬𝒄𝒖𝒂𝒄𝒊ó𝒏 𝟏 

 

Esta relación representa la cantidad teórica de la combinación que dará una 

interacción aditiva. La cantidad de cada fármaco en la mezcla estará dada por (Raffa 

et al., 2010; Tallarida, 2000, 2007, 2011):  

 

𝜌𝐴 =
f𝐴

𝑍𝑎𝑑
     𝑬𝒄𝒖𝒂𝒄𝒊ó𝒏 𝟐 

 

𝜌𝐴 = (1 − f)
𝐵

𝑍𝑎𝑑
     𝑬𝒄𝒖𝒂𝒄𝒊ó𝒏 𝟑 
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La combinación que resulte con estas proporciones se administra 

experimentalmente al sistema biológico, en diferentes dosis conservando la misma 

proporción (ρ). Se determina la dosis que proporciona el mismo nivel de efecto que 

los fármacos individuales (p.ej. DE30, DE50, DE70, etc.) y a este valor se le denomina 

Zexp (cantidad experimental que provoca el mismo nivel de efecto). Se calcula 

también el intervalo al 95%, que posteriormente se transformará en el error estándar 

de la media (SEM; por sus siglas en inglés). 

Figura 13. Isobolograma. La línea continua representa la isobola; Z1* y Z2* son las dosis 

equiefectivas individuales. Los puntos A y B representan las concentraciones teóricas 

aditivas (Zad). P y R son puntos que representan las cantidades experimentales (Zexp) con 

un efecto super-aditivo, en tanto que Q y S son puntos que representan las cantidades 

experimentales (Zexp) con un efecto sub-aditivo. Tomado de Castro, 2011. 
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Se realiza el análisis estadístico a la diferencia M = log Zad – log Zexp. Si la 

diferencia es significativa indicará una relación no aditiva entre los dos fármacos, 

estableciendo una relación de sup-eraditividad o sinergista si Zexp<Zad (M>0) y una 

relación de sub-aditividad si la Zexp>Zad (M<0). Se aplica un análisis estadístico 

basado en la prueba t de Student con algunas modificaciones para aplicarse al 

análisis isobolográfico (Tallarida et al., 1997). 

 

1.4.2. Interacciones farmacocinéticas 

La farmacocinética se define como el análisis cuantitativo de los niveles de un 

fármaco y sus metabolitos dentro del cuerpo en función del tiempo. Se puede 

describir mediante una serie de procesos: la absorción, distribución y la eliminación 

(que comprende el metabolismo y la excreción) (ADME). De manera simple, la 

farmacocinética puede ser considerada como “lo que el cuerpo le hace al 

fármaco”(Chikhani and Hardman, 2016). 

Los procesos anteriormente mencionados (ADME), pueden influenciar la 

concentración del fármaco en el sitio blanco, y finalmente determinan el efecto 

farmacológico, así como la respuesta fisiológica al fármaco. Las variaciones de 

estos procesos pueden causar niveles del fármaco que se encuentren fuera de su 

índice terapéutico, lo cual podría ocasionar el riesgo de obtener un efecto sub-

terapéutico o efectos adversos. Es decir, los efectos deseables o indeseables de un 

fármaco, generalmente están asociados a su concentración en el sitio de acción, lo 

que a su vez está asociado con la cantidad de fármaco administrada (dosis) y con 

la absorción, distribución y eliminación del fármaco. Estos procesos (ADME) se 

pueden ver afectados por numerosos factores, entre los cuales se incluyen los de 

origen fisiológico, patológico y farmacológico (Chikhani and Hardman, 2016; Sousa 

et al., 2008; Zhang et al., 2010a). 

Evaluar los cambios observados que surgen de las interacciones 

farmacocinéticas fármaco-fármaco resulta muy importante debido a que las 

variaciones derivadas de estas interacciones pueden alterar el perfil de seguridad y 

eficacia de un fármaco. La información respecto a las variaciones farmacocinéticas 

es usualmente obtenida después de la administración del fármaco y la 
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determinación de su concentración en sangre en una serie de muestras tomadas en 

intervalos determinados. De esta manera, los perfiles de concentración-tiempo, y la 

variabilidad en puntos específicos puede ser examinada (Glen, 2005; Zhang et al., 

2010a). 

 

1.4.3. Interacciones farmacéuticas (incompatibilidades) 

Las interacciones de carácter farmacéutico se refieren a las incompatibilidades 

de tipo fisicoquímico que impide mezclar dos o más fármacos en la misma solución 

(antagonismo químico). Ejemplos del antagonismo químico son los quelantes (p.ej. 

dimercaprol), que se unen a metales pesados y reducen su toxicidad, o los 

antihistamínicos como la cimetidina y los antiácidos cambian el pH y esto afecta la 

ionización de otros fármacos. Puede ocurrir adsorción como sucede con el carbón 

activado que absorbe muchos fármacos (cloruro de mercurio, Imipramina, 

fenobarbital, clorpromazina, aspirina) y esto puede usarse desde el punto de vista 

terapéutico en el tratamiento de envenenamientos (Linares Borges et al., 2002)  
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2. Antecedentes 

El efecto antinociceptivo del naproxeno es producto de la inhibición de COX-1 y 

COX-2, y aunque se presenta daño gastrointestinal, hasta el momento no se ha 

reportado ningún efecto adverso cardiovascular incluso al emplear dosis elevadas 

(≥500 mg/Kg 2 veces al día) en contraste con rofecoxib, celecoxib y otros AINEs 

inhibidores no selectivos (Duggan et al., 2010). Por otra parte, el DHA exhibe efecto 

antinociceptivo en diferentes modelos animales de dolor (Nakamoto et al., 2010). El 

mecanismo de acción mediante el cual el DHA ejerce su efecto antinociceptivo está 

mediado al menos por el receptor GPR40, al cual el DHA se une y se activan las 

vías de señalización necesarias para la activación del sistema opioide endógeno y 

la subsecuente liberación de β-endorfina (Nakamoto et al., 2012, 2011; Nishinaka 

et al., 2014).  

En analgesia se utilizan las combinaciones de compuestos para mantener el 

efecto terapéutico y disminuir los eventos adversos generados por este tipo de 

tratamientos, en particular en el caso de AINEs, para disminuir el daño gástrico 

generado. Por ejemplo, se ha reportado que la coadministración de naproxeno con 

citral demostró tener un efecto antinociceptivo aditivo a nivel sistémico en la prueba 

de la formalina, además de producir un daño gástrico menor en comparación con la 

administración de naproxeno. Esto confiere a la combinación naproxeno-citral un 

potencial terapéutico en el manejo del dolor inflamatorio (Ortiz et al., 2010). También 

se ha identificado, mediante análisis isobolográfico, el efecto antihiperalgésico de la 

administración del extracto etanólico de Heliopis longipes (HLEE) en combinación 

con el diclofenaco, en la cual se demostró un efecto antihiperalgésico de tipo 

sinérgico en el modelo de hiperalgesia térmica inducida por carragenina (Acosta-

Madrid et al., 2009). 

Recientemente se demostró que la combinación de DHA con indometacina 

ejerce un efecto antinociceptivo sinérgico (Arroyo-Lira et al., 2014) y que dicha 

combinación posee seguridad gástrica. En otros estudios de combinaciones se ha 

reportado que la coadministración del opioide codeína con los AINEs indometacina 

y diclofenaco, exhibe un efecto antinociceptivo aditivo pero no sinérgico en la prueba 

de la formalina en rata tras la administración oral de indometacina (Arredondo-Garza 
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et al., 2007); en contraste la administración periférica, sistémica y espinal de 

codeína con diclofenaco ejercen un efecto antinociceptivo sinérgico (Jiménez-

Andrade et al., 2003).  

Por otra parte, se han descrito que en la prueba de dolor abdominal en ratón la 

interacción en el efecto antinociceptivo de la combinación de glucosamina con 

diferentes AINEs resultó ser sinérgica (ibuprofeno y ketoprofeno), aditiva 

(diclofenaco, indometacina, naproxeno y piroxicam) o sub-aditiva (aspirina y 

acetaminofén). Además, en el caso particular de la combinación glucosamina e 

ibuprofeno la interacción sinérgica no se debió a modificaciones en los perfiles 

farmacocinéticos del ibuprofeno (Tallarida et al., 2003). 

En el caso del DHA, existen reportes de que este aumenta la biodisponibilidad 

de la ciclosporina mediante la inhibición selectiva y reversible del CYP3A4 en el 

lumen intestinal sin evidencia de efectos tóxicos notables, por lo cual se ha 

propuesto utilizar el DHA como un potenciador de la biodisponibilidad cuando se 

combine con substratos del CYP3A4 (Hirunpanich et al., 2006). 
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3. Justificación 

 

El dolor es un proceso complejo, el cual implica numerosas vías de transmisión 

y control. Tanto en México como en el resto del mundo, el dolor se ha convertido en 

un problema de salud pública, que impacta no solo en la calidad de vida de quien lo 

padece, sino que, representa la primera causa de consulta médica y ausencia 

laboral, lo cual no solo representa perdidas económicas, sino inversión en el 

tratamiento de este padecimiento, que pasó de ser considerado un simple síntoma 

(acompañante de otras patologías) a una enfermedad. 

El tratamiento y manejo de todos los tipos de dolor (nociceptivo, inflamatorio, 

neuropático y disfuncional) se basa en el uso de AINEs y opioides, administrados 

individualmente o en combinación. En México, el naproxeno forma parte del cuadro 

básico de medicamentos para el tratamiento del dolor y otras enfermedades crónico-

degenerativas como la artritis, sin embargo, su principal limitante son las lesiones 

gastrointestinales que este induce cuando es consumido de manera crónica. 

La persistencia del dolor y los efectos adversos derivados del uso de estos 

fármacos resaltan la necesidad de encontrar nuevas alternativas que permitan 

controlar el dolor y mejorar la calidad de vida de los pacientes. Una de estas 

alternativas es la combinación de AINEs con compuestos de origen natural con 

efecto analgésico. Se ha demostrado el efecto analgésico del ácido 

docosahexaenoico (DHA) [un ácido graso poliinsaturado omega-3 (n-3 PUFA)], así 

como su efecto gastroprotector. 

Hasta el momento, no se ha realizado la combinación de los analgésicos DHA y 

naproxeno, por esto consideramos necesario realizar la evaluación experimental de 

esta combinación ya que esto nos permitirá tener las herramientas necesarias para 

poder establecer y determinar los mecanismos de acción implicados en las 

interacciones farmacodinámicas y farmacocinéticas en el efecto analgésico de la 

combinación DHA-naproxeno y ofrecer una terapia analgésica con seguridad 

gástrica. 
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4. Hipótesis 

 

La administración sistémica y local de la combinación DHA-naproxeno 1:1, 1:3 y 

3:1 producirá una interacción super-aditiva en el efecto antinociceptivo y poseerá 

seguridad gástrica. Además, se espera que el DHA sea capaz de modificar los 

parámetros farmacocinéticos de la administración oral de naproxeno y que este 

fenómeno correlacione con la potenciación del efecto antinociceptivo. 
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5. Objetivos 

 

 

5.1. Objetivo general. 

Identificar el posible mecanismo de acción en la interacción del efecto 

antinociceptivo de la combinación DHA-naproxeno. 

 

 

5.2. Objetivos específicos. 

 

1. Evaluar la interacción farmacodinámica en el efecto antinociceptivo de la 

administración sistémica y local de la combinación DHA-naproxeno. 

 

2. Determinar la seguridad gástrica de la administración sistémica y local de la 

combinación DHA-naproxeno. 

 

3. Estudiar el efecto del DHA en la farmacocinética del naproxeno y determinar 

su influencia en el efecto antinociceptivo de la combinación DHA-naproxeno. 
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6. Estrategia experimental 

 

Figura 14. Estrategia experimental. 
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7. Materiales y métodos 

 

7.1. Animales de experimentación 

Se utilizaron ratas hembras Wistar de 180-240 g de peso obtenidas de la unidad 

de producción y experimentación de animales de laboratorio (UPEAL) del 

CINVESTAV. Se mantuvieron en cajas con alimento y agua ad libitum a una 

temperatura de 23-24 °C con ciclos de luz oscuridad de 12 h. Se retiró el alimento 

14 h previas al experimento. Todos los experimentos se realizaron siguiendo los 

lineamientos éticos para la investigación del dolor en animales de experimentación 

(Zimmermann, 1983) y en cumplimiento de la Norma Oficial Mexicana 

“Especificaciones técnicas para el cuidado y uso de animales de laboratorio” NOM-

062-ZOO-1999” y atendiendo el “Programa interno para el cuidado y uso de los 

animales de laboratorio del CINVESTAV” y habiendo sido aprobado el protocolo 

experimental (número de aprobación ENMH-CB-136-2015) por el comité de bioética 

de la Escuela Nacional de Medicina y Homeopatía del Instituto Politécnico Nacional. 

 

7.2. Fármacos 

El naproxeno, diclofenaco y el ácido docosahexaenoico (DHA) fueron 

comprados a Sigma-Aldrich (Toluca, México). 

 

7.3. Reactivos 

Se utilizaron aceite de olivo y solución salina 0.9% como vehículos del DHA y 

naproxeno respectivamente. Para la prueba de la formalina, se preparó formalina al 

1% a partir de formaldehído al 37%. 

 

7.4. Modelo experimental de la prueba de la formalina para la 

evaluación del efecto antinociceptivo 

En este estudio se utiliza la prueba de la formalina (Arredondo-Garza et al., 

2007). Esta prueba fue introducida por Dubisson y Dennis en 1977 (Abbott et al., 

1995). Dicha prueba consiste en la administración subcutánea de formalina al 1% 

en la pata trasera derecha de la rata y la subsecuente observación del 
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comportamiento inducido por dicho estímulo (Shibata et al., 1989). Para llevar a 

cabo el procedimiento experimental se utilizan cilindros transparentes de acrílico de 

20 cm de diámetro por 40 cm de altura, estos se colocan sobre placas de vidrio de 

25 por 25 cm, y se colocan detrás de cada uno de los cilindros dos espejos de 40 

por 40 cm posicionados a 90°C uno respecto al otro, esto permite observar el 

comportamiento de la rata sin perder detalle (Jiménez-Andrade et al., 2003). Las 

ratas se colocan en el interior de los cilindros durante 30 min, tiempo necesario para 

que las ratas se acostumbren al entorno en el cuál se realiza el experimento 

(Arredondo-Garza et al., 2007). Transcurrido este tiempo, las ratas son removidas 

de los cilindros para la administración de la formalina al 1%, se administran 50 µl en 

la región plantar de la pata trasera derecha de la rata (De Paz-Campos et al., 2014). 

Una vez administrado el estímulo nocivo, se regresan las ratas al cilindro para 

observar su comportamiento. El comportamiento nociceptivo es cuantificado como 

el número de sacudidas de la pata inyectada durante 1 min, cada 5 min, durante 60 

min (Jiménez-Andrade et al., 2003). Las sacudidas de la pata de la rata se 

caracterizan como un movimiento rápido de flexión o retirada de la pata inyectada. 

Las ratas son eutanizadas concluido el experimento utilizando una cámara de 

bióxido de carbono (CO2). 

 

7.5. Modelo experimental para la evaluación del daño gástrico 

Las lesiones producidas por el naproxeno son determinadas siguiendo el método 

descrito por Wallace et al (Wallace et al., 2000). Las ratas reciben agua ad libitum y 

son sometidas a ayuno durante 14 h, transcurrido este tiempo se realiza la 

administración de naproxeno por vía oral (p.o.) utilizando una cánula orogástrica; 3 

h después, las ratas son eutanizadas en una cámara de CO2, este es el tiempo 

donde se genera el máximo de lesiones gástricas (Souza et al., 2008; Wallace et 

al., 2000). El estómago es removido y se abre por la curvatura mayor para una 

completa extensión. Se toman fotografías de los estómagos y se realiza el análisis 

de las imágenes para obtener el área de lesiones hemorrágicas utilizando el 

programa ImageJ. En el caso de la administración intraplantar no es necesario el 

tiempo recomendado de ayuno, y el tiempo transcurrido desde la administración del 
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AINE hasta la evaluación del daño gástrico es 3 h al igual que en la administración 

oral. 

 

7.6. Diseño experimental 

 

7.6.1. Administración oral de los fármacos y evaluación del efecto 

antinociceptivo y seguridad gástrica de manera individual y de las 

combinaciones 

Para evaluar el efecto antinociceptivo y seguridad gástrica del DHA, naproxeno 

y la combinación en sus diferentes proporciones (1:1, 1:3 y 3:1) se prepararon y 

administraron inmediatamente como se indica a continuación: 

 

7.6.1.1. Curva dosis respuesta del efecto antinociceptivo y evaluación del 

daño gástrico del naproxeno, DHA y la combinación. 

Utilizando una  cánula orogástrica se realizó la administración oral de diferentes 

dosis de naproxeno (10, 30, 100 y 300 mg/kg), DHA (56.23, 100, 177.83 y 316.23 

mg/kg) o la combinación (81.23, 40.62, 20.31 y 10.16 mg/Kg de peso, proporción 

1:1; 54.43, 27.21, 13.61 y 6.80 mg/Kg de peso, proporción 1:3; 108.04, 54.01, 27.01 

y 13.50 mg/Kg de peso, proporción 3:1), cada una de estas dosis representa un 

grupo (Cuadro 1), el grupo control únicamente recibe solución salina 0.9% 

(naproxeno), aceite de olivo (DHA) o ambas en el caso de la combinación. Las ratas 

tuvieron un ayuno previo de 14 h y la administración se realizó 1 h (naproxeno) o 14 

h (DHA) antes de la prueba de la formalina. 1 h después de finalizada la prueba de 

la formalina las ratas fueron eutanizadas en cámara de CO2 y se evaluó el daño 

gástrico. Los grupos son de una n=5-9. Se graficaron los resultados y se obtuvo la 

curva dosis-respuesta del naproxeno y a partir de esta, utilizando regresión lineal 

se determinó el valor de la DE30. 
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7.6.1.2. Curva dosis respuesta del efecto antinociceptivo del naproxeno 

en presencia de una dosis única de DHA. 

Debido a que se obtuvieron resultados que indicaron antagonismo en las 

proporciones 1:1 y 3:1 de la combinación administrada de forma oral se decidió 

realizar una curva dosis respuesta de naproxeno en presencia de una dosis única 

de DHA y comparar los resultados con los obtenidos en la curva dosis respuesta del 

naproxeno administrado por vía oral de manera individual. Utilizando una cánula 

orogástrica se realizó la administración oral de DHA (8.43 ó 33.71 mg/kg de peso) 

Cuadro 1. 

Dosis empleadas para la evaluación de la interacción en el efecto antinociceptivo de 

la administración oral del DHA y el naproxeno. 

 

Combinación 1:1 DHA-naproxeno (mg/Kg, p.o.) 

DHA Naproxeno  Total  

8.43 1.73 10.16 

16.85 3.45 20.31 

33.71 6.91 40.62 

67.42 13.81 81.23 

Combinación 1:3 DHA-naproxeno (mg/Kg, p.o.) 

DHA Naproxeno  Total  

4.21 2.59 6.80 

8.43 5.18 13.61 

16.85 10.31 27.21 

33.71 20.72 54.43 

Combinación 3:1 DHA-Naproxeno (mg/Kg, p.o.) 

DHA Naproxeno  Total  

12.64 0.86 13.50 

25.28 1.73 27.01 

50.56 3.45 54.01 

101.13 6.91 108.04 
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y diferentes dosis de naproxeno (10, 30, 100 y 300 mg/Kg), cada una de estas dosis 

representa un grupo. Las ratas tuvieron un ayuno previo de 14 h. El DHA se 

administró 14 h antes de la administración de formalina al 1% y el naproxeno 1 h 

antes. El grupo control recibió aceite de olivo 14 h y solución salina 0.9% 1h antes 

de la administración de la formalina al 1%. Finalizada la prueba de la formalina las 

ratas fueron eutanizadas en cámara de CO2. Los grupos son de una n≥5-9. Se 

graficaron los resultados y se obtuvo la curva dosis-respuesta del naproxeno y a 

partir de esta, utilizando regresión lineal se determinó el valor de la DE30. 

 

7.6.1.2.1. Ensayo de inhibición de la enzima ciclooxigenasa 2 (COX-2) mediante 

un kit de ELISA. 

Se realizó in vitro la valoración de la inhibición de la COX-2 en presencia de 

naproxeno (10-300 pM) y DHA (1-30 pM). Se utilizó el kit comercial No. 560131 de 

Cayman Chemical. Se graficaron los resultados y se obtuvo la curva concentración-

efecto del naproxeno y del DHA. A partir de estas, utilizando regresión lineal se 

determinó el valor de la CI50. 

 

7.6.2. Administración local de los fármacos y evaluación del efecto 

antinociceptivo y seguridad gástrica de manera individual y de las 

combinaciones 

 

7.6.2.1. Curva dosis respuesta del efecto antinociceptivo y daño gástrico 

del naproxeno, DHA y la combinación. 

Se realizó la administración intraplantar (i.pl.) de diferentes dosis de naproxeno 

316.23, 562.23, 1000 y 1778 µg/pata ipsilateral (en la misma pata donde se 

administra el estímulo nocivo, es decir en la pata trasera derecha al igual que la 

formalina), y 1778 µg/pata contralateral (en la pata donde no se administra estimulo 

nocivo, es decir en la pata trasera izquierda); DHA 178, 316.23, 562.23 y 1000 

µg/pata ipsilateral y 1000 µg/pata contralateral o la combinación  512.10, 

256.05,128.02 y 64.01 µg/pata (proporción 1:1); 648.92 , 324.46, 162.24 y 81.11 

µg/pata (proporción 1:3); 1501.11, 750.56, 375.28, 187.64 µg/pata (proporción 3:1)  
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cada una de estas dosis representa un grupo (Cuadro 2), el grupo control 

únicamente recibió solución salina 0.9% (naproxeno), aceite de olivo (DHA) o ambos 

en el caso de la combinación 60 min antes de la prueba de la formalina. 1 h después 

de finalizada la prueba de la formalina las ratas fueron eutanizadas en cámara de 

CO2 y se evaluó el daño gástrico. Se formaron grupos de una n≥5-9. Se graficaron 

los resultados y se obtuvo la curva dosis-respuesta del naproxeno y a partir de esta, 

utilizando regresión lineal se determinó el valor de la DE30.  

 

 

 

 

 

Cuadro 2.  

Dosis empleadas para la evaluación de la interacción en el efecto antinociceptivo de la 

administración local del DHA y el naproxeno. 

 

Combinación 1:1 DHA-naproxeno (µg/pata) 

DHA Naproxeno  Total  

14.90 49.11 64.01 

29.81 98.22 128.03 

59.62 196.43 256.05 

119.23 392.87 512.10 

Combinación 1:3 DHA-naproxeno (µg/pata) 

DHA Naproxeno  Total  

7.45 73.66 81.11 

14.91 147.33 162.24 

29.81 294.65 324.46 

59.62 589.30 648.92 

Combinación 3:1 DHA-Naproxeno (µg/pata) 

DHA Naproxeno  Total  

89.42 98.22 187.64 

178.85 196.43 375.28 

357.69 392.87 750.56 

715.38 785.73 1501.11 
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7.6.3. Evaluación de la farmacocinética del naproxeno y la combinación 

 

7.6.3.1. Método analítico para la cuantificación de naproxeno 

 

7.6.3.1.1. Equipo y condiciones cromatográficas 

El equipo de cromatografía de líquidos de alta resolución (HPLC; por sus siglas 

en inglés) que se empleó es Hitachi Primaide de la serie 1000, compuesto por los 

siguientes módulos: bomba isocrática 1110 Hitachi con inyector manual con asa de 

25 µL, horno de columna 1310 Hitachi y detector ultravioleta de absorbancia variable 

1410 Hitachi. La separación de los fármacos se llevó a cabo con una columna 

Agilent Eclipse XDB C18 de fase reversa, de 4.6 mm de diámetro (diámetro interno) 

x 150 mm de longitud y 5 µm de tamaño de partícula. La detección se realizó a una 

longitud de onda de 254 nm. La fase móvil consistió en una mezcla de metanol:agua 

a pH 3 en una proporción 68:32 v/v. El pH se ajustó con ácido acético glacial. La 

velocidad del flujo se mantuvo en 2 mL/min con un tiempo de corrida de 6.5 min. Se 

usó diclofenaco como estándar interno (EI). Los tiempos de retención determinados 

fueron de 2.3 y 5 min para naproxeno y diclofenaco respectivamente. (De Paz-

Campos et al., 2014; León-Reyes et al., 2009; Patiño-Camacho et al., 2013; Shah 

et al., 2011). 

 

7.6.3.1.2. Validación del método cromatográfico 

Para validar el método cromatográfico se consideraron los procedimientos y 

requerimientos indicados en la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-2013. Los 

puntos que se evaluaron fueron los siguientes: 

 

7.6.3.1.2.1. Selectividad 

Se define como selectividad a la capacidad de un método analítico para 

diferenciar y cuantificar el compuesto a analizar, en presencia de otros compuestos 

en la muestra. Se estableció la selectividad del método inyectando al equipo: 1) fase 

móvil, 2) metanol y 3) muestras de plasma (matriz biológica) normal, lipémico y 

hemolizado de rata Wistar no tratadas con el fármaco. Las dos primeras se 
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inyectaron directamente al equipo, en tanto que las muestras de plasma se 

prepararon añadiendo 100 µL de plasma a un tubo eppendorf y adicionando 900 µL 

de metanol (para precipitar las proteínas), se mezclaron en vórtex por un periodo de 

3 minutos, posteriormente se centrifugaron a 12, 000 r.p.m durante 15 min, 

finalmente se recuperaron 50 µL del sobrenadante y se inyectaron en el HPLC. Con 

esto se buscó determinar que no se presentara en la fase móvil, el agente 

precipitante, ni la matriz biológica ninguna señal que pudiera interferir con los 

tiempos de retención en los cuales aparecen los picos de los analitos de interés 

(naproxeno y diclofenaco). 

 

7.6.3.1.2.2. Linealidad 

Se define como linealidad a la capacidad de un método analítico, en un intervalo 

de trabajo, para obtener una respuesta proporcional a la concentración del 

compuesto en la muestra.  Para determinar la linealidad, se realizaron 6 curvas de 

calibración para el naproxeno con un intervalo de concentraciones de 0.3 a 15 

µg/mL, incluyendo las concentraciones 1, 3, 5 y 10 µg/mL, cada curva de calibración 

incluyó además una muestra de blanco de matriz (muestra procesada sin la adición 

del analito y del EI) y muestra cero (muestra procesada con la adición del EI). Se 

graficó en el eje de las abscisas la concentración del analito y en las ordenadas la 

relación de área bajo la curva (ABC) (ABC del analito entre ABC del EI). Se calculó 

el promedio de las 6 curvas, se realizó un ajuste de la curva de calibración con una 

regresión lineal y se determinaron los siguientes parámetros: coeficiente de 

determinación (r2), intercepto (b) y pendiente (m). Se consideró como criterio de 

aceptación un coeficiente de determinación igual o mayor a 0.98. Además, se 

calculó el coeficiente de variación (CV) para cada uno de los puntos de la curva. Se 

consideró como criterio de aceptación un CV ≤ al 20% para el límite inferior de 

cuantificación de la curva de calibración (concentración más baja del analito que 

puede medirse cumpliendo con la precisión y exactitud) y un CV≤ 15% para el resto 

de los puntos de la curva. 
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7.6.3.1.2.3. Precisión 

Se define precisión al grado de concordancia entre resultados analíticos 

individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes 

proporciones de una muestra homogénea; se evalúa como repetibilidad y 

reproducibilidad. 

 

7.6.3.1.2.3.1. Precisión intradía (Repetibilidad) 

Se define repetibilidad a la precisión bajo las mismas condiciones de operación 

en un intervalo corto de tiempo. Se realizaron tres curvas estándar el mismo día y 

se calculó el promedio. Además se analizaron  por quintuplicado las siguientes 

muestras control: muestra control baja (MCB, muestra de la matriz biológica 

adicionada de analito en concentración equivalente hasta 3 veces el límite inferior 

de cuantificación), muestra control media (MCM, muestra de la matriz biológica 

adicionada de analito en concentración intermedia entre muestra control baja y 

muestra control alta) y muestra control alta (MCA, muestra de la matriz biológica 

adicionada de analito en concentración entre el 75-85% de la concentración del 

límite superior de cuantificación). Se calculó la concentración obtenida para cada 

muestra control interpolando su respuesta analítica en la curva de calibración, así 

como el promedio, el error estándar y el coeficiente de variación. Se consideró como 

criterio de aceptación un CV ≤ al 20% para el límite inferior de cuantificación y un 

CV≤ 15% para el resto de los puntos de la curva. 

 

7.6.3.1.2.3.2. Precisión interdía (Reproducibilidad) 

Se define reproducibilidad a la precisión bajo las variaciones que comúnmente 

pueden ocurrir dentro del laboratorio: diferentes días, diferentes analistas, diferentes 

equipos. Se realizaron seis curvas estándar en diferentes días y se calculó el 

promedio. Además, se analizaron mínimo por quintuplicado las siguientes muestras 

control: MCB, MCM y MCA. Se calculó la concentración obtenida para cada muestra 

control interpolando su respuesta analítica en la curva de calibración, así como el 

promedio, el error estándar y el coeficiente de variación. Se consideró como criterio 
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de aceptación un CV ≤ al 20% para el límite inferior de cuantificación y un CV≤ 15% 

para el resto de los puntos de la curva. 

 

7.6.3.1.2.4. Exactitud 

Se define exactitud como la concordancia entre el valor obtenido 

experimentalmente y el valor de referencia. Como concepto de exactitud se 

consideró el porcentaje de recuperación. El criterio de aceptación fue que el recobro 

contra el valor nominal estuviera entre un intervalo de 85-115%, excepto para el 

límite inferior de cuantificación donde el intervalo aceptado fue de 80-120%. Se 

obtuvo mediante el promedio de las concentraciones obtenidas en la curva de 

calibración de las determinaciones de los datos de repetibilidad y reproducibilidad. 

 

7.6.3.2. Análisis farmacocinético 

7.6.3.2.1. Toma de muestra 

Para llevar a cabo este procedimiento se emplearon ratas hembra Wistar con un 

peso de entre 180-200 g. Los animales de cada uno de los grupos experimentales 

se mantuvieron en ayuno durante 14 h con libre acceso a agua. Las ratas fueron 

anestesiadas con vapores de éter para insertarles en la arteria caudal una cánula 

epidural con reducción similar a una cánula P10, después de su recuperación se 

tomó una muestra sanguínea como control (tiempo 0) y se administró oralmente 

naproxeno (30 mg/kg, p.o.) o la DE30 de la combinación en proporción 1:1 y 1:3, 

respecto de los grupos de la combinación, el DHA (48.81 mg/kg, p.o. ó 146.46 

mg/Kg, p.o.) fue administrado 13 h antes de la administración del naproxeno. Se 

tomaron muestras de 200 µL de sangre total a los 5, 10, 15, 30 y 45 min y a las 1, 

2, 4, 6, 8 y 10 h. Las muestras se colectaron en tubos que contenían 20 µL de 

heparina al 0.2% como anticoagulante. Las muestras se centrifugaron a 12, 000 

r.p.m durante 10 minutos, se separaron 100 µL de plasma y se colocaron en otro 

tubo, se almacenaron a -80 °C hasta ser procesadas. 
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7.7. Análisis de datos 

 

7.7.1. Curvas dosis-respuesta y cálculo de la dosis efectiva 30 (DE30) 

Se graficó el promedio del número de sacudidas/min en función del tiempo de 

cada grupo después de la administración de formalina con solución salina, aceite de 

olivo, DHA, naproxeno o la combinación en sus diferentes proporciones (1:1, 1:3 y 

3:1) o dosis única (8.43 ó 33.71 mg/kg de peso). Debido a que el naproxeno solo 

genera efecto antinociceptivo en la fase 2 de la prueba de la formalina, solo se 

consideraron el número de sacudidas totales registradas en esta fase. A partir de 

estos gráficos se calculó el ABC y se transformó al porcentaje de efecto 

antinociceptivo utilizando la siguiente ecuación: 

 

% 𝒅𝒆 𝑨𝒏𝒕𝒊𝒏𝒐𝒄𝒊𝒄𝒆𝒑𝒄𝒊ó𝒏 =
 𝑨𝑩𝑪𝒗𝒆𝒉í𝒄𝒖𝒍𝒐 −  𝑨𝑩𝑪𝑷𝒐𝒔𝒕𝒄𝒐𝒎𝒑𝒖𝒆𝒔𝒕𝒐

𝑨𝑩𝑪𝒗𝒆𝒉í𝒄𝒖𝒍𝒐
 𝑿 𝟏𝟎𝟎          𝑬𝒄𝒖𝒂𝒄𝒊ó𝒏 𝟒 

 

Posteriormente se construyeron las curvas dosis-respuesta del efecto 

antinociceptivo y mediante regresión lineal se obtuvieron los valores de las DE30 del 

DHA y naproxeno administrados de manera individual o en combinación.  

 

7.7.2. Análisis isobolográfico 

Cuando dos fármacos son administrados conjuntamente existe la necesidad de 

caracterizar el efecto de la combinación en relación con el efecto de cada fármaco 

de manera individual. Un método que permite evaluar este tipo de interacción entre 

dos fármacos es el análisis isobolográfico. Este método está basado en comparar 

las dosis determinadas que son equiefectivas. 

A partir de las curvas dosis-respuesta de los agentes individuales (DHA y 

naproxeno), se obtuvieron sus respectivas DE30. Posteriormente se obtuvo una 

curva dosis-respuesta después de la coadministración de DHA y naproxeno en una 
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proporción de dosis constante basada en los valores de la DE30 de los agentes 

individuales. A partir de la curva dosis-respuesta de la combinación de los agentes 

(proporción 1:1, 1:3 y 3:1), se calculó el valor de la DE30, a este valor se le conoce 

como la DE30 experimental. Además, se calculó la DE30 teórica de la combinación 

para cada una de las proporciones ensayadas (1:1, 1:3 y 3:1) de acuerdo con el 

método reportado por Tallarida (2002) (Ecuaciones 5-7).  

 

𝑫𝑬𝟑𝟎 𝒕𝒆ó𝒓𝒊𝒄𝒂 𝟏:𝟏 =  𝟎. 𝟓(𝑫𝑬𝟑𝟎 𝑫𝑯𝑨) + (𝟏 − 𝟎. 𝟓)(𝑫𝑬𝟑𝟎 𝒏𝒂𝒑𝒓𝒐𝒙𝒆𝒏𝒐)              𝑬𝒄𝒖𝒂𝒄𝒊ó𝒏 𝟓 

 

𝑫𝑬𝟑𝟎 𝒕𝒆ó𝒓𝒊𝒄𝒂 𝟏:𝟑 =  𝟎. 𝟐𝟓(𝑫𝑬𝟑𝟎 𝑫𝑯𝑨) + (𝟏 − 𝟎. 𝟐𝟓)(𝑫𝑬𝟑𝟎 𝒏𝒂𝒑𝒓𝒐𝒙𝒆𝒏𝒐)          𝑬𝒄𝒖𝒂𝒄𝒊ó𝒏 𝟔 

 

𝑫𝑬𝟑𝟎 𝒕𝒆ó𝒓𝒊𝒄𝒂 𝟑:𝟏 =  𝟎. 𝟕𝟓(𝑫𝑬𝟑𝟎 𝑫𝑯𝑨) + (𝟏 − 𝟎. 𝟕𝟓)(𝑫𝑬𝟑𝟎 𝒏𝒂𝒑𝒓𝒐𝒙𝒆𝒏𝒐)          𝑬𝒄𝒖𝒂𝒄𝒊ó𝒏 𝟕 

 

Una vez obtenidos los valores teórico y experimental de la DE30 se realizó una 

comparación estadística entre estos. Dicho análisis se basa en la prueba t de 

Student, este análisis esta modificado para aplicarse al análisis isobolográfico 

(Tallarida, 2000). Los valores de DE30 experimental menores que DE30 teórica fueron 

interpretados como una interacción super-aditiva o de potenciación cuando la 

diferencia fue estadísticamente significativa (p <0.05). Para un valor de DE30 

experimental mayor que DE30 teórica la combinación se interpretó como sub-aditiva o 

antagonista, y cuando no existió diferencia estadísticamente significativa entre los 

valores de DE30 experimental y DE30 teórica se interpretó como la ausencia de interacción, 

declarándose una combinación con relación aditiva o de sumación (Tallarida, 2006). 

Una forma visual de representar el tipo de interacción entre dos fármacos 

mediante este análisis es el uso de los isobologramas. Estos se construyeron 

graficando el valor de DE30 del agente más potente en el eje de las ordenas y del 

agente menos potente en el eje de las abscisas para obtener el área de aditividad. 
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La línea que conecta estos dos puntos se llama isobola o línea de aditividad y en 

esta línea están contenidas todas las posibles combinaciones de los dos fármacos 

que producen solamente un efecto de aditividad o sumación. Ahora bien, si la DE30 

experimental cae por arriba de esta línea de aditividad, se habla de que se producirá un 

efecto de sub-aditividad o antagonismo al coadministrar los dos agentes. Pero si la 

DE30 experimental cae por debajo de esta línea, se dice que la combinación de los dos 

agentes se traducirá a un efecto de super-aditividad o potenciación. 

Se realizó un análisis fraccional para obtener un valor que describa la magnitud 

de la interacción (γ=índice de interacción) para cada combinación utilizando los 

valores de las DE30 de los agentes individuales y de la combinación de acuerdo a la 

relación a/A + b/B, donde A y B son los valores de las DE30  cuando cada agente 

actúa individualmente y a y b son las cantidades con las que contribuye cada agente 

en la combinación, este valor mide cuanto difiere el valor de la DE30 experimental de 

DE30 teórica  de cada combinación (Tallarida, 2000). Cuando a/A + b/B fue 

estadísticamente significativo > 1 se interpretó como una interacción de la 

combinación sub-aditiva y cuando a/A + b/B sea < 1 se consideró como una relación 

super-aditiva. Finalmente, cuando a/A + b/B no fue estadísticamente diferente de 1 

se interpretó el efecto como ausencia de interacción y la relación se definió como 

aditiva (Ecuaciones 8 y 9) (Tallarida, 2000). 

 

𝜸 =   
𝒂

𝑨
+

𝒃

𝑩
        𝑬𝒄𝒖𝒂𝒄𝒊ó𝒏 𝟖 

 

𝜸 =   
𝑫𝒐𝒔𝒊𝒔 𝒅𝒆𝒍 𝑫𝑯𝑨 𝒆𝒏 𝒍𝒂 𝒄𝒐𝒎𝒃𝒊𝒏𝒂𝒄𝒊ó𝒏 

𝑫𝑬𝟑𝟎𝑫𝑯𝑨

+  
𝑫𝒐𝒔𝒊𝒔 𝒅𝒆 𝒍𝒂 𝒊𝒏𝒅𝒐𝒎𝒆𝒕𝒂𝒄𝒊𝒏𝒂𝒆𝒏 𝒍𝒂 𝒄𝒐𝒎𝒃𝒊𝒏𝒂𝒄𝒊ó𝒏

𝑫𝑬𝟑𝟎𝑵𝒂𝒑𝒓𝒐𝒙𝒆𝒏𝒐
    𝑬𝒄𝒖𝒂𝒄𝒊ó𝒏 𝟗 
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7.7.3. Perfil y parámetros farmacocinético 

Con las concentraciones de naproxeno determinadas por HPLC se construyeron 

cursos temporales de la administración oral del naproxeno y la combinación DHA-

naproxeno. Utilizando la extensión desarrollada para Excel PKSolver (Zhang et al., 

2010b) se realizó un análisis no compartamental y se calcularon los siguientes 

parámetros farmacocinéticos de interés: área bajo la curva (ABC), concentración 

plasmática máxima (Cmax), el tiempo necesario para alcanzar Cmax (Tmax) y vida 

media de eliminación (t1/2). 

 

7.7.4. Análisis estadístico 

Los datos se analizan por un análisis de varianza (ANOVA), seguido de una 

prueba de comparación múltiple Newman-Keuls; en cuanto a los parámetros 

farmacocinéticos obtenidos de la administración de naproxeno y la combinación se 

realizó el análisis utilizando la prueba t con el programa GraphPad Prisma 5. Se 

consideran valores estadísticamente significativos aquellos que presenten una p ≤ 

0.05. 
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8. Resultados 

 

8.1. Efecto antinociceptivo del naproxeno y DHA 

La administración de formalina al 1% en la pata trasera derecha de la rata indujo 

un comportamiento bifásico en la conducta de sacudidas de la pata estimulada. La 

primera fase inició inmediatamente después de la administración del estímulo 

nocivo y disminuyó gradualmente a los 10 min aproximadamente. Después, la 

segunda fase comenzó a los 15 min post-inyección y duró aproximadamente 45 min. 

La administración oral de naproxeno (10, 30, 100 y 300 mg/Kg) y DHA (56.23, 100, 

177.83 y 316.23 mg/Kg) redujeron esta conducta en comparación con el grupo 

control (vehículo). Este mismo se observó tras la administración local de naproxeno 

(316.23, 562.23, 1000 y 1778.28 µg/pata ipsilateral, así como con 1778.28 µg/pata 

contralateral) y DHA (178, 316.23, 562.23 y 1000 µg/pata ipsilateral, así como 1000 

µg/pata contralateral). 

A partir del número de sacudidas de la pata de la rata y utilizando la ecuación 4 

descrita en la sección de materiales y métodos, se realizó el cálculo del porcentaje 

de antinocicepción que produjeron el naproxeno y el DHA en comparación con su 

grupo control (vehículo). En ambos agentes se observó un incremento en la 

respuesta antinociceptiva conforme se aumentó la dosis, y el mayor porcentaje de 

antinocicepción observado fue de 49.05±6.04 y 38.28±7.48 para naproxeno y DHA 

respectivamente cuando estos fueron administrados por vía oral (Fig. 15). En cuanto 

a la administración local, el mayor porcentaje de antinocicepción alcanzado fue de 

39.53±12.04 para naproxeno y 52.40±6.32 para DHA (Fig. 16). Dados estos 

resultados experimentales, se calcularon las respectivas DE30 para cada uno de 

estos agentes. Por lo tanto, el nivel de efecto a evaluar en las combinaciones por 

ambas vías de administración fue del 30 % de efecto antinociceptivo. 

 

 



IDENTIFICACIÓN DEL POSIBLE MECANISMO DE ACCIÓN EN LA INTERACCIÓN DEL EFECTO 
ANTINOCICEPTIVO DE LA COMBINACIÓN DHA-NAPROXENO. 

 

48 
 

 

Figura 15. Curva dosis-respuesta del efecto antinociceptivo en la administración oral del 

naproxeno y del DHA en la segunda fase de la prueba de la formalina. En verde la curva dosis-

respuesta del efecto antinociceptivo del naproxeno (log de 10, 30, 100 y 300 mg/Kg, p.o.); en azul la 

curva dosis-respuesta del efecto antinociceptivo de DHA (log de 56.23, 100, 177.83 y 316.23 mg/Kg, 

p.o.) en la prueba de la formalina. Los datos se presentan como el promedio del porcentaje de 

antinocicepción de cada dosis. Cada punto representa la media ± el error estándar (n= 5-9). *P ≤ 

0.05 vs vehículo (NaCl 0.9% para naproxeno y aceite de olivo para el DHA). 
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Figura 16. Curva dosis-respuesta del efecto antinociceptivo de la administración local de 

naproxeno y DHA en la segunda fase de la prueba de la formalina. En negro la curva dosis-

respuesta del efecto antinociceptivo del naproxeno (NPX, log de 316, 562, 1000 y 1778 µg/pata 

ipsilateral; y NPX-CL 1778 µg/pata contralateral); en azul la curva dosis-respuesta del efecto 

antinociceptivo de DHA (DHA, 178, 316.23, 562.23 y 1000 µg/pata ipsilateral; y DHA-CL, 

1000µg/pata contralateral) en la prueba de la formalina. Los datos se presentan como el promedio 

del porcentaje de antinocicepción de cada dosis. Cada punto representa la media ± el error estándar 

(n= 5-9). *P ≤ 0.05 vs vehículo (NaCl 0.9% para naproxeno y aceite de olivo para el DHA). 
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8.2. Efecto antinociceptivo de la combinación DHA-naproxeno 

Una vez obtenidas las curvas dosis respuesta de la administración individual del 

naproxeno y del DHA se calcularon los valores de las DE30 para cada uno de ellos 

con sus respectivas medidas de variabilidad (SE). En la administración oral se 

obtuvo que el valor de la DE30 del DHA fue de 134.83 ± 27.72 mg/Kg, p.o. y la DE30 

del naproxeno fue de 27.67 ± 3.80 mg/Kg, p.o.; mientras que en la administración 

local las DE30 fueron de 785.73 ± 97.26 µg/pata y 238.46±2.92 µg/pata para 

naproxeno y DHA respectivamente (Tabla 2). Con estos datos y utilizando las 

ecuaciones 5-7 descritas en la sección de materiales y métodos se realizó el cálculo 

de las dosis equiefectivas necesarias para realizar las curvas dosis respuesta de la 

combinación DHA-naproxeno para las diferentes proporciones ensayadas para 

ambas vías de administración (Cuadro 1 y 2).  

La administración oral disminuyó significativamente el número de sacudidas de 

la pata estimulada únicamente en la proporción 1:3, mientras que en la 

administración local se ha observado este mismo comportamiento en las 

proporciones 1:1 y 1:3. Por otra parte en la proporción 1:1 de la administración oral 

de la combinación no se observó una disminución estadísticamente significativa 

respecto al vehículo y en la proporción 3:1 no se observó disminución en la sacudida 

de la pata estimulada lo cual pone de manifiesto una baja o incluso nula respuesta 

antinociceptiva. Dado que los agentes administrados de manera individual 

demostraron tener eficacia, se realizó la curva dosis respuesta del naproxeno en 

presencia de una dosis única de DHA (8.43 ó 33.71 mg/Kg de peso), con el fin de 

explorar si de alguna manera el DHA podría estar interfiriendo con el efecto del 

naproxeno; se observó una disminución en el número de sacudidas de la pata 

estimulada (antinocicepción), sin embargo esta disminución no fue comparable con 

la inducida con la administración individual del naproxeno, por lo tanto la 

administración de DHA disminuyó el efecto antinociceptivo del naproxeno. 

  



IDENTIFICACIÓN DEL POSIBLE MECANISMO DE ACCIÓN EN LA INTERACCIÓN DEL EFECTO 
ANTINOCICEPTIVO DE LA COMBINACIÓN DHA-NAPROXENO. 

 

51 
 

Tabla 2.  

DE30 del naproxeno y DHA expresada en mg/kg de peso para la administración oral y en 

µg/pata para la administración local. 
 

 

 

 

 

 

 

Las curvas dosis-respuesta de la administración oral en proporción 1:3 (Fig. 

17 B) y administración local 1:1 y 1:3 (Fig. 18 A y B), mostraron efecto 

antinociceptivo con un incremento en el porcentaje de antinocicepción conforme 

aumentó la dosis; por otra parte en la proporción 1:1  (Fig. 17 A) de la administración 

oral aunque se observó efecto antinociceptivo, este no fue siquiera del 30% y no se 

estableció una diferencia estadísticamente significativa respecto a su grupo control 

(vehículo) mientras que en la proporción 3:1 (oral y local) no se observó efecto 

antinociceptivo (Fig. 17 C y Fig. 18 C). Finalmente en la curva dosis respuesta del 

naproxeno en presencia de una única dosis de DHA, se estableció que la 

coadministración de estos compuestos fue capaz de producir efecto antinociceptivo 

con diferencia estadística respecto a su grupo control, sin embargo en la dosis más 

alta empleada (300 mg/Kg, p.o.) el porcentaje de antinocicepción observado fue de 

23.73±6.02, siendo menor respecto al porcentaje de antinocicepción inducido por la 

administración de esta misma dosis de naproxeno de manera individual  

(49.04±6.04)(Fig. 19.) 

 

  

 DE30 

(mg/Kg, p.o.) 

DE30 

(µg/pata) 

Agente   

Naproxeno 27.67 ± 3.80 785.73 ± 97.26 

DHA 134.83 ± 27.72 238.46 ± 2.92 
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A) 
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Figura 17. Curva dosis-respuesta del efecto antinociceptivo de la administración oral de la 

combinación DHA- naproxeno en la segunda fase de la prueba de la formalina. A) DHA-naproxeno 

proporción 1:1 (log de 10.15, 20.31, 40.61 y 81.23 mg/Kg, p.o.); B) DHA-naproxeno proporción 1:3 

(log de 6.80, 13.611, 27.21 y 54.42 mg/Kg, p.o.); C) DHA-naproxeno proporción 3:1 (log de 13.50, 

27.01, 54.01, 108.03 mg/Kg, p.o.). Los datos se presentan como el promedio del porcentaje de 

antinocicepción de cada dosis. Cada punto representa la media ± el error estándar (n= 5-12). *P ≤ 

0.05 vs vehículo (NaCl 0.9% para naproxeno y aceite de olivo para el DHA). 

 

 

 

  

C) 



IDENTIFICACIÓN DEL POSIBLE MECANISMO DE ACCIÓN EN LA INTERACCIÓN DEL EFECTO 
ANTINOCICEPTIVO DE LA COMBINACIÓN DHA-NAPROXENO. 

 

54 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B) 

A) 



IDENTIFICACIÓN DEL POSIBLE MECANISMO DE ACCIÓN EN LA INTERACCIÓN DEL EFECTO 
ANTINOCICEPTIVO DE LA COMBINACIÓN DHA-NAPROXENO. 

 

55 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Curva dosis-respuesta del efecto antinociceptivo de la administración local de la 

combinación DHA-naproxeno en la segunda fase de prueba de la formalina. A) DHA-naproxeno 1:1 

(64.01, 128.05, 256.05, 512.10 µg/pata ipsilateral y 512.10 µg/pata contralateral); B) DHA-

naproxeno 1:3 (81.12, 162.23, 324.46 y 648.92 µg/pata ipsilateral y 648.92 µg/pata contralateral); 

C) DHA-naproxeno 3:1 (187.64, 375.28, 750.56 y 1501.11 µg/pata). Los datos se presentan como el 

promedio del porcentaje de antinocicepción de cada dosis. Cada punto representa la media ± el 

error estándar (n= 5-8). *P ≤ 0.05 vs vehículo (NaCl 0.9% para naproxeno y aceite de olivo para el 

DHA). 

C) 
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Figura 19. Curva dosis-respuesta del efecto antinociceptivo de la administración oral de la combinación de diferentes dosis de naproxeno y una 

única dosis de DHA en la segunda fase de prueba de la formalina. A) DHA (8.43 mg/Kg, p.o. ó 33.71 mg/Kg) y Naproxeno (10, 30, 100 y 300 mg/Kg, 

p.o.). B) Naproxeno (10, 30, 100 y 300 mg/Kg, p.o.).  Los datos se presentan como el promedio del porcentaje de antinocicepción de cada dosis. 

Cada punto representa la media ± el error estándar (n= 9-12). *P ≤ 0.05 vs naproxeno (300 mg/Kg, p.o.).

A) B) 

* 
* 

* 
* 
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A partir de las curvas dosis-respuesta de las diferentes combinaciones de 

DHA-naproxeno administradas por vía oral y local se calculó el valor de la DE30 

Experimental, los valores obtenidos en el caso de la administración oral fueron los 

siguientes: 201.18±383.02 mg/Kg, 33.44±1.90 mg/Kg y 6724.99±23758.48 mg/Kg 

para la proporción 1:1, 1:3 y 3:1 respectivamente; mientras que en la administración 

local de la combinación el valor de la DE30 Experimental fue de 465.41±163.54 µg/pata 

292.56±20.10 µg/pata y 10775.46±44171.71 µg/pata para las proporciones 1:1, 1:3 

y 3:1 respectivamente. Al realizar la comparación de estas DE30 Experimentales con las 

DE30 Teóricas calculadas con las ecuaciones 5-7 descritas en la sección de materiales 

y métodos, el índice de interacción indicó que en ambas vías de administración 

únicamente en la proporción 1:3 ocurre una interacción de tipo super-aditiva, 

mientras que en la administración oral de la proporción 1:1 y administración oral y 

local de la proporción 3:1 ocurre una interacción de tipo antagónica; por otra parte, 

en la proporción 1:1 de la administración local ocurre una interacción de tipo 

sumatoria o aditiva (Cuadros 3 y 4). Visualmente podemos identificar los diferentes 

tipos de interacción en el isobolograma: en el caso de la proporción 1:1 administrada 

por vía local se caracterizó una interacción de tipo aditiva y encontramos nuestro 

punto experimental muy cerca de la línea de aditividad o isobola (Fig. 21); en cuanto 

a la proporción 1:3 (Fig. 20 y Fig. 21) en ambas vías de administración 

caracterizamos sinergismo o super-aditividad al ubicar nuestro punto experimental 

por debajo de la isobola. 
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Cuadro 3. 

DE30 Teórica, DE30 Experimental e índice de interacción (γ) de la administración oral de la 

combinación DHA-naproxeno proporción 1:1, 1:3 y 3:1. 

DHA-naproxeno (mg/Kg, p.o.) 

 
DE 30 Teórica DE 30 Experimental Magnitud de la 

interacción 

1:1 81.23 ± 13.99 201.18 ± 383.02 2.56 

Agente 
   

DHA 67.42 166.97 
 

Naproxeno 13.81 34.21 
 

 

1:3 54.42 ± 7.49 33.44± 1.90 0.61* 

Agente 
   

DHA 33.71 20.71 
 

Naproxeno 20.72 12.73 
 

 

3:1 108.03 ± 20.81 6724.99 ± 23758.48 62.25 

Agentes 
   

DHA 101.13 6295.13 
 

Naproxeno 6.91 429.86 
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Cuadro 4.  

DE30 Teórica, DE30 Experimental e índice de interacción (γ) de la administración local de 

la combinación DHA-naproxeno proporción 1:1, 1:3 y 3:1. 

DHA-naproxeno (µg/pata) 

 
DE 30 Teórica DE 30 Experimental Magnitud de la 

interacción 

1:1 512.09 ± 48.65 465.41 ± 163.54 0.91 

Agente 
   

DHA 119.23 108.36 
 

Naproxeno 392.87 357.05 
 

 

1:3 648.91 ± 72.95 292.56± 20.08 0.45* 

Agente 
   

DHA 59.61 26.88 
 

Naproxeno 589.30 265.68 
 

 

3:1 375.28 ± 24.41 10775.46 ± 44171.81 28.71 

Agentes 
   

DHA 178.84 5135.20 
 

Naproxeno 196.43 5640.26 
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Figura 20. Isobolograma de la interacción de la administración oral de DHA-naproxeno en el efecto 

antinociceptivo en la prueba de la formalina. Los valores de DE30 para DHA y naproxeno con sus 

respectivos errores estándares después de la administración individual son graficados en los ejes X-

Y, respectivamente. La línea recta que conecta las DE30 de los fármacos, contiene todas las posibles 

combinaciones entre estos dos agentes que solamente producen un efecto de sumación (isobola). 

La DE30 Experimental de la combinación, se ubica por debajo de la isobola, indicando sinergismo.  
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Figura 21. Isobolograma de la interacción de la administración local de DHA-naproxeno en el 

efecto antinociceptivo en la prueba de la formalina. Los valores de DE30 para DHA y naproxeno con 

sus respectivos errores estándares después de la administración individual son graficados en los ejes 

X-Y, respectivamente. La línea recta que conecta las DE30 de los fármacos, contiene todas las posibles 

combinaciones entre estos dos agentes que solamente producen un efecto de sumación (isobola). 

La DE30 Experimental de la combinación proporción 1:1, por debajo y muy cerca de la isobola indica 

sumación; la proporción 1:3, por debajo de la isobola indica sinergismo entre el DHA y el naproxeno. 
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8.3. Evaluación del daño gástrico inducido por la administración oral 

y local de diferentes dosis de naproxeno 

Una hora después de finalizad a la prueba de la formalina se evaluó el daño 

gástrico inducido por el naproxeno. La administración por vía oral provocó áreas de 

daño gástrico que incrementaron en número y extensión en el cuerpo del estómago 

conforme aumentó la dosis administrada, esto en comparación con su vehículo. 

Sorprendentemente la administración local también indujo daño gástrico en las 

dosis de 1000 y 1778 µg por pata, esto en comparación con su grupo control (NaCl 

0.9%) (Fig. 22, Fig. 23 y tabla 3). 

 

8.4. Evaluación de la seguridad gástrica de la administración oral y 

local del DHA 

Una hora después de finalizada la prueba de la formalina, se realizó la 

evaluación del posible daño gástrico por parte de la administración del DHA por 

ambas vías de administración. En ambos casos se demostró la usencia de daño en 

comparación con el grupo control (Fig. 24 y tabla 3). 

 

8.5. Evaluación de la seguridad gástrica de la administración oral y 

local de la combinación DHA-naproxeno 

Finalizada la prueba de la formalina y 3 h después de la administración del 

naproxeno se realizó la evaluación del posible daño gástrico inducido por la 

administración de la combinación de los agentes. En el caso de la administración 

oral, en las tres proporciones analizadas, se identificaron lesiones gástricas, pero 

estas fueron mínimas y no tuvieron relevancia estadística respecto a su grupo 

control (Fig. 25 A y tabla 3). Por otra parte, en la administración local no se 

identificaron lesiones en la mucosa gástrica, lo que sugiere que en la administración 

local la combinación DHA- naproxeno exhibe seguridad gástrica (Fig. 25 B). 
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Figura 22. Imágenes representativas del daño gástrico inducido por naproxeno. A) 

Administración oral; B) administración local. 

 

 

A) 

B) 
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Figura 23. Cuantificación del daño gástrico inducido por la administración de diferentes dosis 

de naproxeno. A) Administración oral (10, 30, 100 y 300mg/Kg, p.o.); B) Administración local (316, 

562, 1000 y 1778 µg/pata). Los datos son expresados como la media ± el error estándar (n= 5-11). 

*P ≤ 0.05 vs vehículo (NaCl 0.9%).  

A) 

B) 
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Figura 24. Imágenes representativas de los grupos tratados con DHA. A) Administración oral; 

B) administración local. En todos los grupos se aprecia ausencia de lesiones gástricas. 

A

B) 
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Figura 25. Imágenes representativas de los grupos tratados con la combinación DHA-

naproxeno. A) Administración oral, se observan lesiones gástricas mínimas en todos los grupos 

tratados con la combinación; B) Administración local, en todos se aprecia ausencia de lesiones 

gástricas. 
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Tabla 3. 
Lesiones gástricas (mm2) en la rata 

Agente Dosis (mg/Kg, p.o.) Área de daño 
gástrico (mm2) 

 
 

Naproxeno  
10 1.4 ± 0.78 
30 8.73 ± 2.43 

100 24.97 ± 5.24* 
300 30.91 ± 5.73* 

 
 

DHA  
56.23 0 
100 0 

177.83 0 
316.23 0 

 
 
 
 
 
 
 

Combinación DHA-naproxeno  

 
1:1 

10.16 0.08 ± 0.08 

20.31 0.24 ± 0.24 

40.62 0.48 ± 0.27 

81.23 0.30 ± 0.16 

 

 
1:3 

6.80 0 

13.61 0.61 ± 0.54 

27.21 0.52 ± 0.44 

54.43 0.51 ± 0.38 

 

 
3:1 

13.50 0 

27.01 0.22 ± 0.12 

54.01 0.20 ± 0.09 

108.04 0.20 ± 0.12 

Agente Dosis (µg/pata. i.pl.) Área de daño 
gástrico (mm2) 

 
 

Naproxeno  
316.23 0 
562.23 0 
1000 0 

1778.28 1.81 ± 0.52* 
 1778.28 contralateral 0 

 
 

DHA  
178 0 

316.23 0 
562.23 0 
1000 0 

 1000 contralateral 0 
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Combinación  
DHA-naproxeno  

 
1:1 

64.01 0 
128.03 0 
256.05 0 
512.10 0 

 512.10 contralateral 0 
 

 
1:3 

81.11 0 
162.24 0 
324.46 0 
648.92 0 

 648.92 contralateral  
 

 
3:1 

187.64 0 
375.28 0 
750.56 0 

1501.11 0 
  375.28 contralateral 0 
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8.6. Validación del método cromatográfico 

8.6.1. Selectividad. 

En la figura 26 se muestran los cromatogramas obtenidos al inyectar muestras 

de plasma de rata después de ser procesadas de acuerdo con lo descrito en 

materiales y métodos. Se puede observar que ningún componente de la matriz 

biológica emite señal alguna que pueda interferir con los picos de los fármacos de 

interés (Fig. 26 A). El tiempo de retención para el naproxeno fue de 2.3 minutos, 

mientras que para el EI (diclofenaco) fue de aproximadamente 5 minutos. 

 

 

 

A) 

B) 
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Figura 26. Cromatogramas representativos de muestras inyectadas después del 

procesamiento de extracción: A) Plasma de rata (muestra blanco de matriz), B) Plasma de 

rata adicionado con diclofenaco como estándar interno (muestra cero), C) Plasma de rata 

adicionado con naproxeno (muestra control). 

 

 

8.6.2. Linealidad 

En la figura 27 se muestra la curva de calibración promedio del naproxeno, 

donde podemos identificar que el método fue lineal en un intervalo de concentración 

de 0.3 a 15 µg/mL. Se obtuvo un coeficiente de determinación de 0.99 y la ecuación 

que mejor describe la recta es: y = 0.5337x – 0.3033. Además, se determinó como 

límite inferior de cuantificación la concentración de 0.3 µg/mL y, como límite inferior 

de detección la concentración de 0.1 µg/mL (Tabla 4). 

 

 

C) 
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Figura 27. Curva de calibración del método cromatográfico para la determinación de naproxeno 

en plasma de rata.  Los datos son expresados como la media ± el error estándar (n= 6). 

 

 

 

Tabla 4.  

Linealidad del método cromatográfico. 

Intervalo de concentración 0.3 a 15 µg/mL 

(1,3,5 y 10 µg/mL) 

Límite de detección 0.1 µg/mL 

Límite inferior de cuantificación 0.3 µg/mL 

 Linealidad (ecuación de la recta) y = 0.5337x – 0.3033 

r2 0.993 
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8.6.3. Exactitud y precisión 

En la tabla 5 se muestra la exactitud y precisión intradía e interdía. Se aprecia 

que los CV se encuentran dentro del 15% permitido por la norma para las 

concentraciones de las MCM y MCA, mientras que para la MCB se encuentra dentro 

del 20%. Así mismo los porcentajes de recuperación de las MCM y MCA fueron 

entre el 85-115% y de 80-120% para la MCB. 

 

Tabla 5.  

Exactitud y precisión. Los datos se muestran como la media ± S.M.E 

 

Concentración 

teórica 

Concentración 

real 

Exactitud 
(% de 

recuperación) 

Repetibilidad 

(%CV) 

Reproducibilidad 

(%CV) 

     

0.9 µg/mL 0.96±0.06 100.6±6.68 15.42 3.58 

6.5 µg/mL 5.63±0.19 86.54±2.96 12.14 10.27 

12.5 µg/mL 11.66±0.36 93.32±2.87 11.65 9.23 

 

 

8.7. Perfiles farmacocinéticos 

En la figura 28 se presentan los perfiles farmacocinéticos de la administración 

oral de naproxeno y la combinación DHA-naproxeno (1:1 y 1:3). En esta imagen 

podemos apreciar que el DHA aumenta el ABC del naproxeno, siendo más evidente 

el aumento en el punto correspondiente al parámetro farmacocinético Cmax. Sin 

embargo, al realizar el análisis estadístico de los parámetros farmacocinéticos 

calculados con PKSolver (Tabla 6) pudimos establecer que, aunque existe una 

tendencia al aumento en cada uno de estos parámetros, la diferencia no es 

estadísticamente significativa con respecto al naproxeno, a excepción de ABC0-t. 
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Figura 28. Perfiles farmacocinéticos. Curso temporal de las concentraciones plasmáticas de 

naproxeno en rata después de su administración individual (30 mg/Kg, p.o.) o en combinación con 

DHA [1:3 (48.81 mg/Kg, p.o.) ó 1:1 (146.46 mg/Kg, p.o.)]. Los datos son expresados como la media 

± el error estándar (n= 5-9). *P ≤ 0.05 vs naproxeno. 
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Tabla 6. 

Parámetros farmacocinéticos de la administración oral de naproxeno y la combinación DHA-

naproxeno. 

Notas: Los datos son expresados como la media ± el error estándar (n= 5-9). *P ≤ 0.05 vs naproxeno 

 

8.8. Inhibición de la actividad de la COX-2 

En la figura 29, se ilustran las curvas concentración efecto del naproxeno (Fig. 

29 A) y del DHA (Fig. 29 B). Donde podemos identificar un comportamiento 

concentración dependiente para el naproxeno, en tanto que para el DHA el 

comportamiento fue constante a pesar del incremento en las concentraciones. De 

esta forma, por regresión lineal fue posible calcular la concentración inhibitoria 50 

(CI50) exclusivamente del naproxeno (64.59 ±4.79 pmol), en tanto que, para el DHA, 

el comportamiento que hubo limitó las posibilidades de realizar el cálculo. De igual 

manera, esto limitó el poder realizar un estudio que replicara el modelo in vivo, es 

decir, realizar la curva concentración-efecto de cada uno de los fármacos de manera 

individual y posteriormente en combinación, con lo cual podríamos tener un 

panorama más amplio en cuanto al mecanismo de acción en la interacción sub-

aditiva del efecto antinociceptivo de la combinación. 
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Figura 29. Curvas concentración efecto. Inhibición de COX-2 en presencia de (A) naproxeno y 

(B)DHA. Los datos son expresados como la media ± el error estándar (4 repeticiones por cada 

concentración evaluada). En el caso de DHA solo se hizo una repetición de cada concentración de 

cada repetición evaluada. 
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9. Discusión 

 

9.1.  Antinocicepción de naproxeno, DHA y la combinación DHA-

naproxeno 

9.1.1. Efecto antinociceptivo de naproxeno 

. En el pasado el dolor era considerado únicamente un síntoma, sin embargo, 

considerando los complejos mecanismo que implica y el impacto social de este, 

ahora es claro que  representa  un fenómeno complejo (Straube et al., 2011). El 

dolor, es un importante problema de salud pública, estadísticas nacionales reportan 

que el dolor es la primer causa de consulta médica a nivel institucional (IMSS) 

(Covarrubias-Gómez et al., 2010). De acuerdo con la escalera analgésica de la 

OMS, la primera herramienta empleada para el manejo del dolor son los AINEs, sin 

embargo, estos generan importantes efectos adversos (Puebla Diaz, 2005). 

En el presente estudio, la administración sistémica y local de naproxeno (10, 30, 

100 y 300 mg/kg, p.o. y 316.23, 562.23, 1000 y 1778 µg/pata), un AINE no selectivo, 

fue capaz de disminuir el efecto nociceptivo en la segunda fase de la prueba de la 

formalina, observándose un porcentaje de antinocicepción de 49.05 ± 6.04  y 39.53 

± 12.04 % respectivamente al administrar las dosis más altas empleadas, es 

importante resaltar que este es el primer reporte del efecto antinociceptivo del 

naproxeno administrado intraplantarmente.  

Las propiedades anti-inflamatorias y antinociceptivas del naproxeno son 

producto de la inhibición de la enzima COX, la primera involucrada en la síntesis de 

prostaglandinas, catalizando la formación de la prostaglandina H2 (PGH2) a partir 

del ácido araquidónico (Angiolillo and Weisman, 2017). La enzima COX tiene dos 

isoformas, COX-1 y COX-2. Los AINEs no selectivos como el naproxeno, bloquean 

ambas isoformas, produciendo analgesia así como potenciales efectos adversos 

entre los cuales se incluyen lesiones de la mucosa gástrica, siendo estos la principal 

limitante de su uso (Duggan et al., 2010; Angiolillo and Weisman, 2017). 
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9.1.2. Efecto antinociceptivo del DHA 

En 2010, Nakamoto et. al. reportaron el efecto antinociceptivo de la 

administración oral del DHA, empleando dosis de 5-25 mmol/Kg de peso en 

modelos murinos de nocicepción inducida por estímulos químicos y térmicos. En la 

prueba de la formalina el efecto antinociceptivo fue reportado en la segunda fase, 

con un comportamiento dosis dependiente. Por otra parte, nuestro grupo de 

investigación ha reportado recientemente el efecto antinociceptivo dosis 

dependiente de la administración oral (100-300 mg/Kg, p.o.) y local (100-1778 

µg/pata) del DHA en la prueba de la formalina, obteniendo el mayor porcentaje de 

antinocicepción de 41.3 ± 8.8 con la dosis de 300 mg/kg p.o. y 70.05 ± 3.76 % 

cuando se administró la dosis de 1000 µg/pata respectivamente (Landa-Juárez et 

al., 2016; Arroyo-Lira et al., 2014). Además, se ha reportado el efecto antinociceptivo 

del DHA administrado por vía intracerebroventricular (Nakamoto et al., 2013) e intra-

articular (Torres-Guzman et al., 2014). 

Melzack y Wall plantean en su teoría una modulación doble de las neuronas del 

asta dorsal de la medula espinal que involucran los sistemas descendentes 

supraespinales, entre ellos el sistema opioide endógeno (Goicoechea García and 

Martín Fontelles, 2009). La unión de opioides endógenos (endorfinas, encefalinas y 

dinorfinas) a sus respectivos receptores provoca una hiperpolarización de las 

neuronas, lo que implica una menor frecuencia de disparo, una menor conducción 

nerviosa y, por lo tanto, una menor activación de las neuronas que transmiten la 

información nociceptiva (Goicoechea García and Martín Fontelles, 2009; Pasternak, 

2014; Law et al., 2013; Melzack, 1996). 

El mecanismo de acción mediante el cual el DHA induce antinocicepción no está 

completamente dilucidado; sin embargo, Nakamoto et. al., han reportado una serie 

de evidencias que indican la participación del sistema opioide endógeno en dicho 

efecto (Nakamoto et al., 2012, 2011). Dicha información permite realizar el 

planteamiento de que el mecanismo de acción mediante el cual el DHA induce 

antinocicepción involucra la unión directa del PUFA con receptores GPR40, que al 

igual que receptores GPR120 han sido identificados como dianas del DHA, EPA y 

AA. El GPR40 está acoplado a una proteína G intracelular (Gq) que activa las vías 
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de señalización dependientes de fosfolipasa C y fostatidilinositol (Nakamoto et al., 

2012). Esta unión promueve la movilización de calcio intracelular, lo que facilita la 

liberación de β-endorfinas y la unión de estas a sus receptores (Nakamoto et al., 

2011, 2012, 2014, 2013). Además, el DHA podría ejercer su efecto antinociceptivo 

a través de la estimulación de receptores TRPV1, que representan un importante 

blanco para los PUFAs. Estos receptores juegan un papel importante en la 

señalización de la inflamación y el dolor de tipo inflamatorio. Por otra parte, Landa 

Juárez et. al demostraron la reversión del efecto antinociceptivo inducido por la 

administración local de DHA al administrar inhibidores específicos de canales de 

potasio dependientes de ATP (KATP), de calcio de conductancia larga (KCa-cl) y 

conductancia corta (KCa-cc). En base a estos resultados, propone una asociación 

de la liberación de β-endorfina como consecuencia de la apertura de canales K+ 

posterior a la unión del DHA con el GPR40. Además plantea que dada la distribución 

de los canales de K+ en las neuronas sensoriales, el DHA actuaría modulando la 

fase de repolarización, hiperpolarización y la fase de reposo del potencial de acción 

del estímulo nociceptivo a través de la apertura de los canales de KATP, KCa-cl y 

KCa-cc, esto considerando que se ha descrito que los canales de K+ en estado 

conformacional abierto permiten la salida de K+ del espacio intracelular al espacio 

extracelular, por lo cual se negativiza el medio intracelular y, esto establece un 

potencial de acción que tiende a la hiperpolarización, lo que significa un estado más 

negativo que el estado de reposo. Posteriormente alcanza su estado de reposo, lo 

que implica que para generar de nueva cuenta un potencial de acción es necesario 

un estímulo más intenso que el que provocó el primer ciclo. Sin embargo, se hace 

hincapié en que es necesario realizar estudios electrofisiológicos para demostrar 

este supuesto. 
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9.1.3. Aditividad, super-aditividad y sub-aditividad en la combinación 

sistémica y local de la combinación DHA-naproxeno 

El uso de combinaciones de analgésicos en el manejo del dolor es un enfoque 

ampliamente aceptado en la clínica ya que permite mejorar la eficacia sin aumentar 

los efectos adversos o, disminuye los efectos adversos sin perder la eficacia, lo que 

simplifica el tratamiento y prescripción además de mejorar la calidad de vida del 

paciente (Tomić et al., 2010). La administración de dos o más fármacos puede 

resultar en interacciones farmacológicas: farmacocinéticas, farmacodinámicas o 

incompatibilidades. Las interacciones farmacodinámicas se describen usualmente 

como “aditivas” cuando el efecto de la combinación es consistente con la potencia 

de los fármacos administrados individualmente, “super-aditivas” cuando el efecto 

observado es superior que la simple aditividad, mientras que en las interacciones 

“sub-aditivas” el efecto observado es menor que la simple aditividad (Raffa et al., 

2010; Tallarida, 2011). Es importante considerar que, aunque idealmente se espera 

potenciar los efectos terapéuticos y disminuir los efectos adversos cuando se realiza 

una combinación de fármacos es posible que suceda lo contrario, por este motivo 

es de suma importancia determinar y caracterizar que tipo de interacción sucede 

con cada combinación. Una herramienta que nos permite caracterizar las 

interacciones farmacodinámicas es el análisis isobolográfico (Yan et al., 2010). 

Dicho análisis comprende la evaluación dosis-respuesta de los fármacos 

administrados de manera individual (DE30) (Tallarida, 2011). La potencia y eficacia 

derivada de estas curvas permite la determinación de las dosis de la combinación 

necesarias para producir un nivel específico de efecto de manera experimental 

(DE30Exp). Finalmente se realiza la comparación de la DE30Exp y la DE30Teorica de la 

combinación, lo que permite establecer el tipo de interacción que sucede (Hurley et 

al., 2002; Zhang et al., 2010a). 

En este estudio se evaluó la combinación del DHA con el naproxeno, 

administrados por vía oral y local en proporción 1:1, 1:3 y 3:1. Se demostró una 

interacción de tipo super-aditiva cuando la combinación fue administrada en 

proporción 1:3 por ambas vías de administración, mientras que la aditividad fue 

observada únicamente por vía local en proporción 1:1. 
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En estudios previos de nuestro grupo de trabajo se reportó interacción de tipo 

super-aditiva cuando se combinó el DHA con el AINE indometacina, la 

administración fue por vía oral en las proporciones antes mencionadas (1:1, 1:3 y 

3:1) (Arroyo-Lira et al., 2014), además en la administración oral de la combinación 

del DHA con diclofenaco y ketorolaco en proporción 1:3 la interacción caracterizada 

también fue de tipo super-aditiva (García Barrera, 2016; Miranda Lara, 2016).  

Se propone que el mecanismo de acción en la interacción del efecto 

antinociceptivo aditivo y super-aditivo se debe a mecanismos de acción diferentes 

y complementarios, es decir, por una parte, los AINEs inhiben la síntesis de 

prostaglandinas por inhibición de la isoformas de la COX (Angiolillo and Weisman, 

2017; Duggan et al., 2010); mientras que el DHA, por una parte estimula la liberación 

de opioides endógenos (β-endorfina) al unirse al receptor GPR40, esto a su vez 

estimula neuronas noradrenérgicas y serotoninérgicas, influenciado de esta manera 

las rutas descendentes de la modulación del dolor; el DHA al integrarse en los 

fosfolípidos de membrana permite la formación de canabinoides endógenos 

(Calder, 2012; Nakamoto et al., 2012, 2015); dicha integración en los fosfolípidos de 

membrana desplaza al AA. En las membranas celulares existen microdominios 

lipídicos (rafts y caveolas) que funcionan como plataformas que modulan diversas 

funciones celulares como la transducción de señales, tráfico de proteínas, cinética 

de canales iónicos entre otros, estos procesos, al igual que la fluidez de la 

membrana, se ven modificados por la integración del DHA (Calder, 2012; Meijerink 

et al., 2013; Mozaffarian and Wu, 2011; Raza Shaikh, 2010; Shaikh et al., 2012; 

Wassall and Stillwell, 2009); por otra parte, se propone la disminución de la síntesis 

de citocinas y eicosanoides derivados del AA (Calder, 2015), promoviéndose la 

síntesis de eicosanoides derivados del DHA (biológicamente menos activos), lo 

cual, en conjunto con la inhibición de síntesis de prostaglandinas por parte del 

naproxeno, se traduce en la potenciación del efecto antinociceptivo cuando el DHA 

y los AINEs se administran en combinación.  

Otro aspecto que es importante considerar son las interacciones de tipo 

farmacocinética. La farmacocinética estudia el curso temporal de los fármacos en el 

organismo y permite conocer su concentración en la biofase (medio en el cual el 
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fármaco está en condiciones de interactuar con sus receptores para ejercer su 

efecto biológico), en función de la dosis y del tiempo transcurrido desde su 

administración. Estas concentraciones dependen de los niveles plasmáticos, suele 

utilizarse el curso temporal de las concentraciones plasmáticas de los fármacos para 

predecir su efecto. Se obtiene así una curva que describe las variaciones sufridas 

por la concentración del fármaco en el organismo desde su administración hasta su 

desaparición del organismo. En esta curva se aprecian varios parámetros 

farmacocinéticos importantes ABC, Cmax, Tmax, t1/2 (Hamidi et al., 2013). 

En este estudio se demostró que el DHA es capaz de modificar la 

farmacocinética de la administración oral individual del naproxeno. Esto se reflejó 

en el aumento del ABC0-t del naproxeno cuando es coadministrado con DHA 

(639.70±29.96 µg h/mL) respecto a la administración individual del naproxeno 

(483.33±43.03 µg h/mL). Es decir, se observa un aumento en la biodisponibilidad 

(cantidad de fármaco presente en circulación sistémica) del naproxeno cuando se 

coadministra con DHA. 

Considerando entonces que la biodisponibilidad de un fármaco es la fracción de 

la dosis administrada que alcanza la circulación sistémica, es importante considerar 

que tanto la vía de administración como el proceso de absorción son importantes al 

definir la biodisponibilidad de un fármaco (Kwan, 1997). La administración oral es 

una de las vías más usadas; por esta vía la absorción de los fármacos acontece en 

la mucosa del estómago y del intestino (difusión pasiva, transporte activo, difusión 

facilitada, transporte paracelular), usualmente por difusión pasiva, proceso 

condicionado por la naturaleza de los fármacos y por las diferencias de pH (Lorenzo 

Fernández et al., 2008). En principio los fármacos pueden ser clasificados como 

ácidos o bases débiles. Al entrar en contacto con el jugo gástrico (pH ácido), un 

medio adecuado para la absorción de ácidos débiles, el naproxeno (pKa=4.15; 

liposoluble) es absorbido (Davies and Anderson, 1997). La rápida aparición de este 

en determinaciones plasmáticas sugieren que efectivamente, ocurre absorción 

gástrica (Runkel et al., 1973). Sin embargo, dado que el pH no es el determinante 

principal de la absorción de los fármacos en el aparato gastrointestinal el naproxeno 

es absorbido también en intestino, donde la enorme superficie de las vellosidades y 
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microvellosidades de este, así como la gran vascularización del epitelio de la 

mucosa del intestino delgado son decisivas en la absorción de muchos fármacos 

incluido entre ellos el naproxeno (Lorenzo Fernández et al., 2008). Se ha 

demostrado que moléculas lipofílicas y con pesos moleculares entre 200 y 400 

(como el naproxeno; P.M. 230.26 g/mol) son absorbidas uniformemente y sin 

cambio en intestino delgado (yeyuno e íleon) y colón. Así mismo se ha propuesto 

que la capacidad del colon para absorber compuestos lipofílicos se debe en gran 

medida a la composición lipídica de la membrana del colonocito (Fagerholm et al., 

1997). Recordando que el DHA puede integrarse a las membranas plasmáticas y 

modificar características importantes en el proceso de absorción de fármacos como 

son la fluidez y permeabilidad, existe la posibilidad de que dicha incorporación del 

DHA a las membranas promueva la absorción del naproxeno. 

Por otra parte, simultáneamente al proceso de absorción en el lumen intestinal 

ocurre el metabolismo de fármacos coordinado principalmente por citocromos 

(CYP450) intestinales (Patel and Brocks, 2009), enzimas pertenecientes a la familia 

de las hemoproteínas que podemos encontrar principalmente en las membranas 

plasmáticas del retículo endoplásmico y mitocondria (Bezirtzoglou, 2012). En 

intestino se han identificado principalmente CYP3A4, CYP3A5, CYP1A1, CYP2C9, 

CYP2D6 y CYP2J2 (Galetin, 2006). Algunos estudios han demostrado que la 

biodisponibilidad de algunos fármacos se puede aumentar con la coadministración 

de ácidos grasos o con una dieta rica en grasas. Por ejemplo, la administración de 

amiodarona (AM) un compuesto lipofílico altamente metabolizado en intestino 

delgado de ratas por CYP1A1 y CYP3A1 con una dieta rica en grasas se tradujo en 

un aumento de los niveles de AM en comparación con su metabolito activo, 

probablemente por inhibición de CYP3A y CYP1A1 debido a los ácidos grasos 

libres. (Patel and Brocks, 2009). Además de la coadministración de fármacos con 

dietas ricas en grasas, se han administrado fármacos con PUFAs n-3, ejemplo de 

esto es la coadministración de saquinovir, ciclosporina y midazolam con DHA, 

donde se observó un aumento de la biodisponibilidad de la administración oral de 

estos fármacos, sugiriéndose que dicho aumento se debe al efecto inhibitorio del 

DHA sobre el CYP3A intestinal (Hirunpanich and Sato, 2006; Hirunpanich et al., 
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2006, 2008). Los lípidos juegan un papel muy importante en el correcto 

funcionamiento de las enzimas CYP, pues participan en el correcto anclaje de estas 

a la membrana con lo que facilitan la unión de los sustratos y la transferencia de 

electrones, es decir, la actividad de los CYP depende del contenido lipídico 

(composición de los fosfolípidos de membrana), el contenido de colesterol y otros 

componentes. Además del impacto de la modificación del microambiente lipídico, 

los ácidos grasos liberados de la hidrolisis de los fosfolípidos pueden competir por 

los sitios de unión, no solo de las enzimas CYP, sino de otras enzimas involucradas 

en el metabolismo de los fármacos (Patel and Brocks, 2009). 

En este estudio, también se caracterizó la interacción sub-aditiva en el efecto 

antinociceptivo de la combinación DHA-naproxeno cuando se administró la 

combinación por ambas vías en proporción 3:1 y por vía oral en proporción 1:1.  

Uno de los principales objetivos de uso de combinación de analgésicos es 

incrementar la eficacia sin incrementar los efectos adversos (Raffa et al., 2010), sin 

embargo, la mayoría de las combinaciones resulta en la simple adición del efecto. 

Por ejemplo, fármacos que tienen mecanismos de acción similares (Tallarida, 2006), 

como los agonistas de opioides morfina y metadona (Tallarida et al., 2003), morfina 

y sildenafil (Yoon et al., 2008), generalmente inducen interacciones aditivas. Sin 

embargo, en ciertos casos, la combinación resulta en una inesperada interacción 

super-aditiva (Bolan et al., 2002). La demostración de super-aditividad entre 

fármacos, sitios de administración y su análisis estadístico ha sido el objeto de 

trabajo de Tallarida et. al., los resultados que han emergido de su investigación 

indican que la super-aditividad no es una propiedad intrínseca de los fármacos que 

constituyen la combinación sino que depende también de la proporción de cada uno 

en la combinación (Tallarida, 2006).  

Dado que la interacción puede variar en función de la proporción administrada 

es importante mencionar que, aunque la proporción comúnmente empleada es la 

proporción 1:1 (ya que esta permite determinar aditividad o partida de esta) se 

recomienda evaluar otras proporciones (1:3 y 3:1) con el fin de estudiar un sector 

radial definido de las intercepciones axiales y detectar otros posibles puntos de 

aditividad o partida de esta. Estas proporciones podrían no resultar en super-
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aditividad, pero entre aquellas que lo sean, es posible evaluar el índice de 

interacción, este nos provee de una medida cuantitativa del grado de interacción de 

los fármacos a cierto nivel de efecto (Hurley et al., 2002; Tallarida, 2001, 2012; 

Zhang et al., 2010a) y considerando que la simple visualización del isobolograma 

no nos permite una integración estadística el índice de interacción se convierte en 

una poderosa herramienta para realizar dicho análisis entre las DE30Exp y DE30Teorica 

(Tallarida, 2001, 2002). 

Por otra parte, es de suma importancia mencionar que Tallarida y colaboradores 

demostraron diferentes tipos de interacciones farmacodinámicas al combinar la 

glucosamina con diferentes AINEs en diferentes proporciones, entre ellos el 

naproxeno (aditividad), diclofenaco (aditividad), indometacina (aditividad), 

ibuprofeno (super-aditividad), ketoprofeno (super-aditividad), ácido acetil salicílico 

(sub-aditividad), piroxicam (sub-aditividad), acetaminofén (sub-aditividad), 

enfatizando que aunque el mecanismo de acción que comparten los AINEs es la 

inhibición de la síntesis de prostaglandinas, existen otros mecanismos asociados a 

cada uno de estos fármacos y que además cada uno posee sus propias 

características farmacocinéticas y farmacodinámicas (Tallarida et al., 2003). 

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, el antagonismo caracterizado en las 

proporciones 1:1 (oral) y 3:1 (local y oral), pueden deberse en primera instancia a la 

cantidad de cada uno de los fármacos presentes en la combinación. Sin embargo, 

los resultados presentados en las figuras 19 y 29 nos permiten plantear la hipótesis 

de que el DHA podría inhibir el efecto del naproxeno al unirse al sitio catalítico o en 

algún sitio alostérico de la COX. Las enzimas COX-1 y COX-2 son homodímeros 

que exhiben actividad catalítica solo en uno de los monómeros, es decir, una vez 

que el AA se ha unido al sitio catalítico la reacción puede ser orquestada por un 

monómero a la vez (Sharma et al., 2010). Se ha demostrado que ácidos grasos 

libres pueden unirse a los sitios COX de uno de los monómeros en tanto que el otro 

monómero (catalítico) es ocupado por el AA, esto resulta en una alteración de la 

actividad de COX que se traduce en la disminución de la eficiencia catalítica, es 

decir, la unión de los ácidos grasos al sitio activo del monómero no catalítico se 

traduce en un efecto de inhibición alostérica (Yuan et al., 2009), dicho de otras 
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palabras, estructuralmente las COX son homodímeros, funcionalmente se 

comportan como heterodímeros conformacionales (Dong et al., 2011). Los 

resultados presentados en la figura 29 muestran la inhibición de la COX-2 in vitro 

cuando fueron utilizados como inhibidores el naproxeno y el DHA en experimentos 

individuales, debido a que únicamente se pudo calcular la CI50 del naproxeno no 

podemos determinar o establecer la preponderancia de unión entre COX-2 con 

naproxeno y DHA, sin embargo, esto nos permite establecer que ambos 

compuestos son capaces de unirse a la COX-2 e inhibir su actividad. Por otra parte, 

se ha reportado en la literatura que en el caso del EPA hay preponderancia de unión 

sobre el AA cuando la unión es con la COX-2, mientras que en el caso de la unión 

a COX-1 no se ha reportado selectividad aparente (Sharma et al., 2010; Yuan et al., 

2009). Esta información se complementa con la curva dosis respuesta presentada 

en la figura 19, donde podemos ver un comportamiento en la curva que indicaría un 

antagonismo de tipo no competitivo (alostérico) aunque en este caso el sitio 

alostérico es el mismo sitio catalítico en un homodímero alostérico (Brunton et al., 

2010). 

Finalmente, en la interacción sub-aditiva del efecto antinociceptivo de la 

combinación DHA-naproxeno (1:1 vía oral) se rechaza que el mecanismo de acción 

implique aspectos farmacocinéticos pues, aunque el perfil (Fig. 28) y los parámetros 

farmacocinéticos (Tabla 6) de la combinación tienen una tendencia a incrementar 

respecto al naproxeno individual, estos resultados no tienen diferencia 

estadísticamente significativa. 
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9.1.4. Daño gástrico inducido por naproxeno, DHA y la combinación DHA-

naproxeno 

Los AINEs son uno de los grupos de fármacos más ampliamente prescritos en 

el mundo debido a su eficacia en la reducción del dolor y de la inflamación. Se 

estima que a nivel mundial se emiten 70 millones de prescripciones anualmente y 

se gastan $6.8 billones de dólares en la compra de estos fármacos (Wyatt et al., 

2012). Sin embargo, la toxicidad gastrointestinal asociada al uso de AINEs es un 

importante problema que limita su uso (Seo et al., 2012). Los mecanismos a través 

de los cuales los AINEs producen daño gástrico pueden ser clasificados en acciones 

locales y acciones sistémicas (Atay et al., 2000; Wallace, 2008). Localmente los 

AINEs pueden inducir la muerte de las células epiteliales por contacto directo, 

particularmente aquellos AINEs cuya naturaleza es ácida. También pueden 

disrumpir la capa superficial de los fosfolípidos activos de la superficie mucosal, 

efecto que es independiente de la síntesis de prostaglandinas. Como efecto de esto, 

la mucosa reduce su capacidad de resistir el daño inducido por el ácido luminal. 

Además, la proliferación epitelial disminuye como consecuencia del uso de AINEs, 

lo que impide la reparación de las ulceras previamente generadas (Katsuyama et 

al., 2013; Wallace, 2001; Wallace et al., 2000). Sin embargo, el mayor elemento 

patogénico asociado al desarrollo de las lesiones gástricas inducidas por AINEs es 

la inhibición de ambas isoformas de la enzima COX y la consecuente inhibición de 

síntesis de prostaglandinas (Seo et al., 2012). 

En este estudio se identificó el daño gástrico generado por la administración oral 

(10, 30, 100 y 300 mg/kg, p.o.) y local (316.23, 562.23, 1000 y 1778 µg/pata), este 

fue caracterizado como lesiones hemorrágicas, las cuales fueron medidas a lo largo 

y ancho, el resultado se reportó como área de daño gástrico en milímetros 

cuadrados. El comportamiento observado en los diferentes grupos tratados de la 

administración oral de naproxeno fue dosis dependiente, identificándose la mayor 

área de daño gástrico (30.91 ± 5.73 mm2) con la dosis de 300 mg/kg de peso. Se 

sabe que los principales efectos adversos inducidos por la administración oral de 

naproxeno en el humano produce erosiones y ulceraciones antrales así como 

sangrado de la mucosa gástrica y que, en este proceso, la formación de especies 
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reactivas del oxígeno y los peróxidos de lípidos juegan un papel crucial en el 

desarrollo de las ulceras antrales, además se ha reportado que la toxicidad 

gastrointestinal de lo AINEs está relacionada directamente con la dosis de fármaco 

empleada (Kim et al., 2016). Sorprendentemente, cuando el naproxeno se 

administró por vía local también se observó daño gástrico, aunque el área fue menor 

(1.81 ± 0.52 mm2) en comparación con la administración oral. Debido a los efectos 

adversos provocados por la administración oral de los AINEs, Suh et. al. evaluaron 

la disposición farmacocinética del naproxeno (gel al 1%) tras ser administrado por 

vía tópica (aunque el objetivo de esta investigación fue encontrar el vehículo 

adecuado que permitiera la mayor disposición local en la piel y estratos de esta) del 

AINE, reportaron evidencia de que el naproxeno tras acumularse en piel y músculo 

es removido por la circulación sistémica e identificado mediante HPLC en muestras 

sanguíneas (Suh et al., 1997), lo que explicaría el daño gástrico que hemos 

observado en este estudio. Por su parte, Lerche et. al. demostraron que la 

administración tópica repetida (≤ 151 días) de diclofenaco (gel al 3%) es capaz de 

inducir ulceras pépticas y esofágicas, sangrado gastrointestinal y finalmente la 

muerte. En un estudio similar realizado por el mismo equipo de investigación, se 

reporta una alta incidencia de sangrado gastrointestinal y mortalidad de los animales 

de experimentación tras la administración tópica de indometacina (Lerche et al., 

2011). 

Por otra parte, en este estudio también se evaluó el daño gástrico inducido por 

la administración oral (56.23, 100, 177.83 y 316.23 mg/kg, p.o.) y local (178.83, 

316.23, 562.23 y 1000 µg/pata) de DHA. Contrario a lo observado en los grupos 

tratados con naproxeno, el DHA no produjo lesiones gástricas. Hasta el momento 

no se ha reportado toxicidad del DHA, en contraste, nuestro grupo de investigación 

ha reportado el efecto gastroprotector del DHA en un modelo de daño gástrico 

inducido por el AINE indometacina. Mientras que en el daño gástrico inducido por 

AINEs se encuentran involucrados el incremento de la adhesión de neutrófilos y los 

niveles de leucotrieno B4 (LTB4), se ha propuesto que el mecanismo de acción por 

el cual el DHA ejerce su efecto gastroprotector es la disminución de los niveles de 
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LTB4, así como la  síntesis de mediadores del DHA como son las resolvinas (Pineda-

Peña et al., 2012, 2017). 

En este estudio también se evaluó el daño gástrico inducido por la administración 

oral y local de la combinación DHA-naproxeno (1:1, 1:3 y 3:1). Al realizar la 

comparación del daño gástrico observado en las combinaciones respecto a la 

administración individual de naproxeno cabe señalar que únicamente en los grupos 

tratados por vía oral se identificaron algunas lesiones en el cuerpo del estómago, 

principalmente en el grupo tratado con la combinación 1:3 (DHA-naproxeno), sin 

embargo, al realizar el análisis estadístico estos valores no fueron estadísticamente 

significativos respecto a su grupo control. En el caso de la administración local de 

la combinación no se observaron lesiones gastrointestinales. 

La seguridad gástrica observada en las combinaciones en sus diferentes 

proporciones y vías de administración puede ser atribuida a la disminución de la 

dosis de naproxeno en la combinación respecto a la dosis empleada de manera 

individual. Algunos estudios han reportado que dosis bajas de los AINEs 

indometacina y aspirina inhiben la actividad de la COX en la mucosa gástrica hasta 

en un 90% sin causar lesiones hemorrágicas (Yoshikawa et al., 1993). Por otra 

parte, el DHA mediante su efecto gastroprotector contribuye a la seguridad gástrica 

observada en la combinación. 
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10. Conclusiones 

 

Los resultados obtenidos en esta investigación nos llevan a las siguientes 

conclusiones: 

 

• La administración oral y local del naproxeno y del DHA inducen efecto 

antinociceptivo. 

 

• La administración oral y local de la combinación DHA-naproxeno en 

proporción 1:3 induce efecto antinociceptivo super-aditivo, de igual 

manera lo hace la administración local de la combinación en proporción 

1:1. Se propone que el mecanismo de acción implicado en la potenciación 

de este efecto se en una interacción farmacodinámica de mecanismos de 

acción complementarios, donde por una parte el naproxeno inhibe la 

síntesis de prostaglandinas y por su parte el DHA promueve la liberación 

de opioides endógenos que a su vez modulan la activación de las vías 

descendentes del dolor. Además, el mecanismo de acción implica un 

componente farmacocinético, donde el DHA es capaz de aumentar la 

biodisponibilidad del naproxeno, lo que finalmente se refleja en el efecto 

biológico (aumento del efecto antinociceptivo), considerándose la 

interacción farmacocinética primordialmente a nivel de absorción del 

naproxeno. 

 

• La administración oral y local de la combinación en proporción 3:1 resultó 

en una interacción de tipo sub-aditiva en el efecto antinociceptivo, de igual 

manera sucedió al administrar por vía oral la combinación en proporción 

1:1. Se propone que el mecanismo de acción implicado comprenda en 

primer lugar considerar la proporción en la cual se encuentran los 

fármacos y por otro lado que el DHA orqueste una inhibición de tipo 

alostérica en el efecto de la COX. 
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• La administración oral y local de la combinación DHA-naproxeno posee 

seguridad gástrica en comparación con la administración individual de 

naproxeno. 
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11. Perspectivas 

 

1. Realizar la valoración de la inhibición de la COX en presencia de DHA con el 

fin de poder establecer la CI50. 

2. Realizar la valoración de la inhibición de la COX en presencia de la 

combinación DHA-naproxeno para poder explorar con mayor detalle el tipo 

de inhibición que sucede. 

3. Realizar ensayos de dinámica molecular de la inhibición de la COX en 

presencia de DHA y naproxeno. 

4. En cuanto al aspecto farmacocinético sería importante determinar si el DHA 

es capaz de inhibir al CYP2C9 y CYP1A1 y correlacionar esta información 

con el aumento en la biodisponibilidad del naproxeno. 

5. Realizar un estudio de la composición de los lípidos presentes en la 

membrana de células intestinales y correlacionar esta información con el 

aumento en la biodisponibilidad del naproxeno. 
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