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RESUMEN: 

 
Las enfermedades inflamatorias constituyen un problema importante de salud pública, ya que 

afectan a más del 80% de la población mundial, por lo que ha crecido el interés científico de 

descubrir y desarrollar nuevas estrategias terapéuticas de origen vegetal que sean más 

efectivas y que causen menos reacciones adversas. Debido a que las plantas han sido 

utilizadas tradicionalmente por sus propiedades medicinales y son fuentes importantes de 

moléculas que pueden presentar actividad farmacológica antiinflamatoria y tomando en 

cuenta que para iniciar una investigación científica es necesario aplicar ensayos “in vitro”, 

el objetivo del presente estudio fue analizar la literatura científica disponible de las técnicas 

“in vitro” que valoran la actividad antiinflamatoria y su aplicabilidad en productos naturales, 

a través de una revisión sistematizada. La búsqueda de la información fue en documentos y 

artículos originales en las bases de datos de Pubmed, Scielo, Sciencedirect, Medline, Elsevier, 

y Google académico en idioma inglés y español, empleando palabras claves como 

“antiinflamatory activity”, “in vitro”, “extractos vegetales”, “plantas medicinales” además 

se emplearon operadores boleanos como AND, y OR. La ecuación de búsqueda fue: 

(“antiinflamatory activity” OR “anti inflamatory activity”) AND (“in vitro”), la misma fue 

utilizada en cada una de las bases digitales. Se recuperaron un total de 1255 publicaciones en 

la búsqueda inicial y al aplicar criterios de exclusión y descartar los artículos duplicados, 

finalmente se seleccionaron 100 artículos, de los cuales se analizó las ventajas y desventajas 

de la técnica aplicada, la planta medicinal o los extractos utilizados y los metabolitos 

identificados, esta información fue resumida en tablas que están descritas en el presente 

trabajo. De acuerdo a esta revisión las técnicas más encontradas en los artículos fueron la 

inhibición de la producción de NO en macrófagos RAW 264.7 estimulados con 

lipopolisacáridos, seguido de la técnica de estabilización de la membrana eritrocitaria y el 

ensayo de la inhibición de la desnaturalización de proteínas. Por otra parte, todos los extractos 

vegetales analizados presentaron cierto grado de actividad antiinflamatoria 

independientemente de la técnica aplicada. 

Palabras claves: Actividad antiinflamatoria. Inflamación. Técnicas antinflamatorias. 

In vitro. 



Jessica Leticia Cisneros 3 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT: 
 

Inflammatory diseases constitute an important public health problem, since they affect more 

than 80% of the world's population, which is why scientific interest has grown to discover 

and develop new therapeutic strategies of plant origin that are more effective and cause less 

adverse reactions. Because plants have traditionally been used for their medicinal properties 

and are important sources of molecules that may have anti-inflammatory pharmacological 

activity and taking into account that to initiate scientific research it is necessary to apply "in 

vitro" tests, the objective of this study was to analyze the available scientific literature on "in 

vitro" techniques that assess anti-inflammatory activity and its applicability in natural 

products, through a systematic review. The information search was in original documents and 

articles in the databases of Pubmed, Scielo, Sciencedirect, Medline, Elsevier, and academic 

Google in English and Spanish, using keywords such as "anti-inflammatory activity", "in 

vitro", "Plant extracts", "medicinal plants" in addition, Boolean operators such as AND, and 

OR were used. The search equation was: ("anti-inflammatory activity" OR "anti- 

inflammatory activity") AND ("in vitro"), it was used in each of the digital databases. A total 

of 1255 publications were retrieved in the initial search and by applying exclusion criteria 

and discarding duplicate articles, finally 100 articles were selected, of which the advantages 

and disadvantages of the applied technique, the medicinal plant or the extracts used were 

analyzed. and the identified metabolites, this information was summarized in tables that are 

described in the present work. According to this review, the techniques most found in the 

articles were the inhibition of NO production in RAW 264.7 macrophages stimulated with 

lipopolysaccharides, followed by the erythrocyte membrane stabilization technique and the 

protein denaturation inhibition assay. On the other hand, all the analyzed plant extracts 

showed a certain degree of anti-inflammatory activity regardless of the applied technique. 

Keywords: Anti-inflammatory activity. Inflammation. Anti-inflammatory techniques, 

In vitro. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Las enfermedades inflamatorias afectan a más del 80% de la población mundial. Son 

enfermedades crónicas que afectan la calidad de vida del paciente, incapacitándolo o incluso 

causando su muerte. Entre las patologías más importantes que cursan con procesos 

inflamatorios está la artritis reumatoide y el asma; patologías más comunes en adultos 

mayores y en niños respectivamente. La prevalencia de artritis reumatoide a nivel mundial 

oscila entre el 0,3-1,2%, y en la población latinoamericana es cercana al 0,5% (Noa Puig et 

al., 2011). Asimismo, la prevalencia de asma en Latinoamérica se estima que corresponde al 

17 %, y en Ecuador al 10,1% (Ocampo et al., 2017). La Organización Mundial de la Salud 

(OMS) califica a las enfermedades inflamatorias crónicas como la causa más importante de 

muerte en el mundo y, en definitiva, constituyen un problema importante de salud pública. 

Estas enfermedades generalmente se caracterizan por presentar dolor, edema, y 

enrojecimiento, obligando al paciente a ir en busca de atención médica para aliviar dichos 

síntomas. Los medicamentos más prescritos para tratar estas afecciones son los 

antiinflamatorios no esteroides (AINEs), que abarcan un gran número de fármacos que 

presentan propiedades antiinflamatorias, analgésicas y antipiréticas, también se prescribe 

glucocorticoides para tratar procesos inflamatorios graves y generalizados (Gómez Ordóñez 

et al., 2007). Sin embargo, la mayoría de pacientes utilizan plantas medicinales y productos 

naturales para tratar sus procesos inflamatorios agudos, ya que están a su alcance y porque 

no generan reacciones adversas como lo hacen los AINEs. El uso prolongado de los AINEs 

causa efectos adversos graves en el paciente como la irritación de la mucosa gástrica que 

puede dar lugar a la formación de úlceras, hepatotoxicidad, nefropatía, y reacciones 

hematológicas entre otras. 

Por estas razones en los últimos años ha despertado interés científico sobre el estudio de la 

actividad antiinflamatoria en plantas medicinales y productos naturales para el 

descubrimiento de nuevos fármacos que sean más efectivos y causen menos efectos adversos 

en los pacientes. Es importante mencionar que la aplicación de técnicas “in vitro” es uno de 

los primeros pasos para la investigación de moléculas que presenten actividad 

antiinflamatoria. Las investigaciones en Ecuador sobre la actividad antiinflamatoria en 

extractos vegetales se realizan aplicando técnicas “in vitro”, sin embargo, no hayuna revisión 
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sistematizada que describa las ventajas, desventajas y limitaciones de todas las técnicas “in 

vitro”. En Cuba, en marzo del 2020, se realizó una revisión de las técnicas “in vitro” e “in 

vivo” para valorar la actividad antiinflamatoria de las plantas medicinales locales, sin 

embargo, solo describe las técnicas más utilizadas, dejando a un lado otros ensayos que 

también pueden ser empleados para examinar el potencial antiinflamatorio de los distintos 

compuestos. En definitiva, es necesario realizar una revisión sistematizada de las técnicas 

antiinflamatorias “in vitro”, en la cual se describa la planta medicinal utilizada, las ventajas 

y desventajas de la técnica, para disponer de una guía sólida de nuevos posibles compuestos 

antiinflamatorios de origen vegetal y estén al alcance de todo investigador para acortar el 

tiempo de investigación. 

Objetivos 

Objetivo general: 

Analizar la literatura científica disponible de las técnicas “in vitro” que valoran la actividad 

antiinflamatoria y su aplicabilidad en productos naturales, a través de una revisión 

sistematizada. 

Objetivos específicos: 

Disponer de una base de datos de las técnicas de actividad antiinflamatoria en las diferentes 

etapas del proceso con el fin de contribuir al trabajo inicial en la búsqueda de nuevos 

compuestos con potencial antiinflamatorio, analizar las ventajas y desventajas de las 

diferentes técnicas “in vitro” descritas en la literatura y valorar su aplicabilidad en plantas 

medicinales y productos naturales. 
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CAPITULO I 

 

1. INFLAMACIÓN 

La inflamación es un proceso fisiológico de defensa del sistema inmune, que se presenta 

como respuesta ante un daño causado a las células y tejidos, ya sea por una agresión física, 

química, infecciosa o autoinmune, con el fin de aislar la zona afectada, contener la lesión, 

destruir al agente agresor e iniciar la reparación del tejido. Interviene tanto la inmunidad 

innata como la adquirida (Cano et al., 2015; Rivera Guilcapi, 2018; Villalba Herrera, 2014). 

1.1. PROCESO INFLAMATORIO. 

El proceso inflamatorio puede ser local y/o sistémico, en el primero participan células como 

los mastocitos, PMNs y el endotelio vascular y se caracteriza por presentar síntomas como 

edema, calor, rubor y dolor, en cambio, en el proceso inflamatorio sistémico participa el 

sistema de complemento, coagulación y kininas, y se generan metaloproteinasas, metabolitos 

del ácido araquidónico y citoquinas. La activación de todos estos mecanismos da lugar a la 

aparición de fiebre, leucocitosis y producción en el hígado de un grupo de proteínas 

denominada de la fase aguda (Imagen 1.) (Cano et al., 2015). 

Imagen 1. Componentes locales y sistémicos que participan en el proceso inflamatorio. 
 

Fuente: (Cano et al., 2015). 
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El proceso inflamatorio inicia cuando existe una agresión endógena o exógena al organismo. 

Como se mencionó anteriormente, cualquiera que sea el estímulo, se produce una respuesta 

inflamatoria aguda e involucra cambios vasculares y acontecimientos celulares. Entre los 

cambios vasculares se produce la modificación del calibre vascular para aumentar el flujo 

sanguíneo (vasodilatación), y alteraciones en la microvasculatura del endotelio, con el 

objetivo de incrementar la permeabilidad y permitir el paso de las proteínas plasmáticas hacia 

los tejidos. En cuento a los acontecimientos celulares, se produce la migración de los 

leucocitos de la microcirculación hacia el foco de la lesión, con la consecuente acumulación 

de estos (Rodríguez, 2012). 

A continuación, se describe la secuencia de los eventos importantes, así como los 

mecanismos estructurales y moleculares de la respuesta inflamatoria: 

1.2.1. Cambios Vasculares. 

1.1.1.1. Vasodilatación y liberación de mediadores de la inflamación. 

Después de una lesión independientemente de su naturaleza, hay un período transitorio (que 

dura unos segundos), en el cual se produce una vasoconstricción arteriolar y se da el 

reconocimiento de lo extraño mediante moléculas de reconocimiento, como son los 

Receptores tipo Toll (TLRs), lectinas, pentraxinas o Receptores intracelulares (NLRs), que, 

por medio de señales de alarma, permiten la llegada al sitio de la lesión determinadas 

cantidades de histamina y de óxido nítrico (NO), que en conjunto, producirán vasodilatación 

arteriolar. Producto de la vasodilatación arteriolar, la microvasculatura aumenta 

paulatinamente su permeabilidad, permitiendo la extravasación del líquido con abundantes 

proteínas a los tejidos extravasculares, como consecuencia se origina una mayor 

concentración de glóbulos rojos, que aumentan la viscosidad de la sangre en los vasos de 

menor calibre, generando un estado de estasis vascular. A medida que evoluciona la estasis, 

los leucocitos especialmente neutrófilos, empiezan a adherirse y acumularse en la superficie 

del endotelio vascular, proceso denominado marginación, este es el primer paso en el largo 

recorrido que deben realizar los leucocitos (descrito más adelante). 

1.1.1.2. Aumento de la permeabilidad vascular. 

Posterior a la vasodilatación arteriolar y al aumento del flujo sanguíneo se produce el 

aumento de la presión hidrostática intravascular, lo que provoca que el líquido pase de los 

capilares hacia los tejidos, este líquido se denomina trasudado, y es un ultrafiltrado del 
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plasma sanguíneo y se caracteriza porque su contenido proteico es escaso. Sin embargo, la 

trasudación se ve amortiguada por el aumento de la permeabilidad vascular que permite el 

paso de líquido rico en proteínas (exudado) e incluso de células al intersticio. La pérdida de 

proteínas del plasma reduce la presión osmótica intravascular y aumenta la presión osmótica 

del líquido intersticial, lo que provoca salida de agua e iones a los tejidos extravasculares. El 

acúmulo de líquido en los espacios extravasculares se denomina edema. 

En condiciones normales el endotelio hace intercambio de proteínas mediante pinocitosis, y 

no permite la salida de proteínas, por lo tanto, el intercambio de líquido y la permeabilidad 

vascular dependen exclusivamente de la integridad del endotelio (Vinay Kumar et al., 2008; 

León et al., 2015). 

1.1.2. Células que participan en el proceso inflamatorio. 

1.1.2.1.Mastocitos (Mas) 

Origen y localización: se originan en la medula ósea a partir de la célula progenitora 

mieloide, se ubican principalmente alrededor de los vasos sanguíneos y canales linfáticos de 

la piel y de las mucosas, también se encuentran en órganos con abundante tejido conectivo 

como la glándula mamaria, lengua, próstata, pulmones y peritoneo. Tiene la capacidad de 

multiplicarse en los tejidos. 

 

Estructura: presentan en su membrana moléculas de reconocimiento de lo extraño como: 

TLRs que interactúan con los patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs), lectinas 

que reconocen lipopolisacáridos, receptores Fc para reconocer anticuerpos (Acs) de las clases 

de IgM, IgG e IgE que se hayan unido a microorganismos. En su citoplasma presentan miles 

de gránulos que contiene heparina, histamina, y enzimas como histidina descarboxilasa, 

proteasas, fosfatidina A, fosfatasa acida y alcalina, β-glucoronidasa y factor activador de 

plaquetas (PAF). 

 

Función: liberar histamina rápidamente para generar vasodilatación e incremento de la 

permeabilidad vascular, simultáneamente libera heparina que regula el proceso inflamatorio, 

cuando este ha cumplido su función, bloqueando las selectinas L y P y estimulando en el 

hígado la producción de histaminasa. 
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1.1.2.2. Basófilos. 

 
Origen y localización: se originan en la medula ósea a partir de una célula madre. Se 

encuentra en la sangre circulante, pero pueden migrar a los órganos linfoides y contribuir en 

el desarrollo de la respuesta de las citoquinas del grupo Th2. 

 

Estructura: son leucocitos polimorfonucleares (PMN), en su citoplasma presentan 

numerosos gránulos que contienen proteoglucanos y cristales de Charcot-Leyden. Cuando se 

degranulan liberan una proteína llamada vasogranulina y algunas moléculas de adherencia 

como ICAM-1, y citoquinas como IL-3, IL-5. 

 

Función: participan en la respuesta inmune contra infecciones bacterianas y parasitarias, 

también intervienen en la respuesta alérgica mediada por la Inmunoglobulina E y sintetizan 

factores de crecimiento. 

 

1.1.2.3. Eosinófilos. 

 
Origen y localización: se originan en la medula ósea, salen a la circulación por efecto de la 

IL-5, inmediatamente colonizan las mucosas para poder proteger al organismo ante la 

presencia de patógenos y en el caso de alergias, de los alérgenos. 

 

Estructura: su citoplasma está lleno de gránulos, divididos en dos clases, los primarios son 

pequeños y almacenan hidrolasas ácidas como la aminopeptidasa, β-glucoronidasa, 

arilsulfatasa y catpesina ácida, y los otros gránulos contienen la proteína básica mayor 

(MBP), neurotoxina (EDN), peroxidasa de los eosinófilos (EPO) y proteína catiónica de los 

eosinófilos (ECP). 

 

Función: participan en la defensa contra parásitos, remodelación de tejidos, e interactúan 

con diversas células, y promueven una respuesta humoral específica para que los LsB 

produzcan anticuerpos IgM. Así también interactúan con el endotelio y ayuda a la 

conservación y reparación de mucosas. Y actúan como células presentadoras de Ags para 

inducir a una respuesta inmune especifica. 
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1.1.2.4. Plaquetas 

 
Origen y almacenamiento: se origina en la medula ósea a partir de los megacariocitos, y se 

encuentran en la sangre circulante. 

 

Estructura: presentan un citoesqueleto bien definido, y en su citoplasma contienen 

abundantes gránulos denominados α. 

Funciones: su función principal detectar cualquier daño a nivel de epitelio vascular, así como 

interactuar con el factor de Von Willerbrand para iniciar un proceso de coagulación local. 

Participan en el proceso inflamatorio después de ser activadas por el PAF, producido por 

macrófagos, eosinófilos, PMNs, mastocitos y células endoteliales. El PAF presenta actividad 

vasodilatadora, mil veces superior a la histamina. 

 

1.1.2.5. Fibroblastos 

 
Origen y localización: están presentes en todos los tejidos en los que se sintetizan colágeno. 

 
Funciones: intervienen en la fase de resolución de la inflamación y cicatrización deheridas, 

mediante la colaboración en la producción de la IL-6, que induce al hígado a producir 

proteínas de fase aguda (Cano et al., 2015). 

1.1.3. Acontecimientos celulares 

1.1.3.1. Reclutamiento y activación de los leucocitos. 

La respuesta inflamatoria tiene como objetivo aportar leucocitos al sitio de la lesión, éstos 

son los encargados de fagocitar a los agentes patógenos, de destruir a bacterias y 

microorganismos, de degradar el tejido necrótico y sustancias extrañas. Sin embargo, los 

leucocitos también pueden prolongar la lesión tisular al liberar enzimas, mediadores químicos 

y radicales libres. 

El recorrido secuencial que realizan los leucocitos desde la luz vascular hasta alcanzar el 

tejido intersticial (extravasación), es extenso y consta de los siguientes pasos: 

1. Marginación, adhesión al endotelio y rodamiento a lo largo de la pared vascular. 

2. Firme adhesión al endotelio. 

3. Transmigración a través del endotelio (diapédesis). 

4. Migración en los tejidos intersticiales hacia un estímulo quimiotáctico. 
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1.1.3.2. Marginación y rodamiento. 

El proceso de marginación ocurre cuando hay desplazamiento y acumulación leucocitaria en 

la periferia de los vasos, ya que disminuyen las fuerzas de cizallamiento debido al incremento 

de la permeabilidad vascular. En el proceso de rodamiento o rodadura, los leucocitos ruedan 

sobre la superficie endotelial y se adhieren transitoriamente gracias a moléculas denominadas 

selectinas, no obstante, esta adhesión es débil y transitoria. Existen diversos tipos de 

selectinas; la selectina-E denominada también CD62E, expresada en las células endoteliales; 

la selectina-P (CD62P), presente en el endotelio y en las plaquetas y la selectina-L (CD62L) 

expresada en la mayoría de los leucocitos. 

Las selectinas normalmente no se hallan presentes en las células, o se expresan en bajas 

concentraciones; sin embargo, ciertos mediadores específicos estimulan su producción, por 

ejemplo, la selectina P se distribuye a lo largo de la superficie celular para facilitar la unión 

leucocitaria, después de su exposición a mediadores como la histamina o la trombina. Así 

mismo la expresión de la selectina E, es inducida después de la estimulación por mediadores 

inflamatorios como IL-1 y el factor de necrosis tumoral (TNF) (Vinay Kumar et al., 2008; 

León et al., 2015). 

1.1.3.3. Adhesión y transmigración. 

Otro grupo de moléculas que intervienen en la adhesión de los leucocitos al endotelio, son 

las integrinas que logran el revestimiento completo del endotelio. Las integrinas son 

glicoproteínas heterodinámicas de adhesión transmembrana, normalmente se expresan sobre 

la membrana plasmática de los leucocitos, y deben esperar a que los leucocitos sean activados 

por quimiocinas para posteriormente, adherirse a sus respectivos ligandos en las células 

endoteliales. 

Después que las quimiocinas activen los leucocitos, las células endoteliales también se 

activan y sus integrinas modifican su estructura para convertirse en formas con gran afinidad. 

Las células endoteliales también son activadas por el TNF e IL-1 para aumentar su expresión 

de ligandos para integrinas. Los principales receptores de tipo integrinas son: ICAM-1 

(molécula 1 de adhesión intercelular), que se une a las integrinas LFA-1 y la VCAM-1 

(molécula 1 de adhesión a la célula vascular) que se une a integrina VLA-4. Finalmente, en 

el sitio de la lesión, se forma una fuerte unión entre los leucocitos y las células endoteliales. 
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Después de la unión estable, los leucocitos migran a través de la pared vascular, escurriéndose 

entre las células; a este proceso se le conoce como diapédesis; la migración de los leucocitos 

está influenciada por las quimiocinas de los tejidos extravasculares, que estimulan el 

movimiento de los leucocitos hacia su gradiente. Después de atravesar el endotelio, los 

leucocitos segregan colagenasas y degradan focalmente las membranas basales vasculares y 

salen al espacio extravascular (Vinay Kumar et al., 2008; León et al., 2015). 

1.1.3.4. Quimiotaxis. 

Una vez que ocurre la extravasación de los leucocitos de la sangre, éstos alcanzan los sitios 

de infección o lesión a lo largo de un gradiente químico, mediante un proceso denominado 

quimiotaxis. Todos los leucocitos responden a estímulos quimiotácticos, bien sean endógenos 

o exógenos. 

Factores quimiotácticos exógenos: generalmente son productos bacterianos, sobre todo 

péptidos con terminales N-formil-metionina. 

Factores quimiotácticos endógenos: son componentes del sistema del complemento 

especialmente C5a, también productos de la vía metabólica de la lipoxigenasa del ácido 

araquidónico, principalmente el leucotrieno B4 y las citoquinas como la IL-8. 

Las moléculas quimiotácticas se unen a receptores específicos de la superficie celular, como 

son los receptores acoplados a proteína G, gracias a esta unión, se producen señales de 

transducción las cuales llevan al aumento del calcio citosólico, que desencadena el 

ensamblaje de elementos citoesqueléticos contráctiles necesarios para el movimiento. Los 

leucocitos se mueven mediante pseudópodos que se anclan en la matriz extracelular (MEC). 

El tipo de leucocito que migra varía de acuerdo al tipo de la inflamación y del tipo de 

estímulo. Generalmente en las inflamaciones agudas predominan los neutrófilos en el 

infiltrado inflamatorio durante las primeras 6 a 24 horas y después de 24 a 48 horas son 

sustituidos por monocitos. Esta sustitución se debe a las características importantes de los 

cada uno de los leucocitos; si los neutrófilos llegan primero al sitio de la lesión, es porque 

son las células más numerosas en la sangre, por lo tanto, responden rápidamente a las 

quimiocinas. Además, los neutrófilos tienen una corta vida después de introducirse a los 

tejidos, mueren por apoptosis y desaparecen en 24 a 48 horas, mientras que los monocitos 

sobreviven más tiempo. Existenexcepciones en ciertos procesos inflamatorios, por ejemplo, 

en el infiltrado celular de infecciones causadas por Pseudomonas, se observa neutrófilos 
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reclutados durante varios días; en infecciones víricas los linfocitos son las primeras células 

en llegar y en reacciones de hipersensibilidad son los eosinófilos el primer tipo de leucocito 

en reaccionar (Vinay Kumar et al., 2008; León et al., 2015). 

También, depende del tipo de inflamación, así, en reacciones de hipersensibilidad, los 

mastocitos son los primeros leucocitos en secretar sus mediadores químicos. La activación 

del mastocito se origina por diversos mecanismos, el estímulo más frecuente es la agresión 

directa por el agente ofensivo. Otro mecanismo de activación se debe a su estructura, el cual 

presenta receptores para la porción Fc de la IgE; cuando dos IgE contiguas se unen 

específicamente al mastocito éste se activa y libera los mediadores preformados en sus 

gránulos especialmente la histamina, enzimas proteolíticas, el factor quimiotáctico de 

eosinófilos y neutrófilos (Bordés González et al., 2014; Villalba Herrera, 2014). 

1.1.3.5. Activación de los leucocitos. 

Una vez que los leucocitos llegan al sitio de lesión, deben activarse para ejercer sus funciones. 

Los leucocitos expresan en su superficie diferentes tipos de receptores que detectan la 

presencia de microbios. Los TRLs reconocen endotoxinas, productos bacterianos y víricos. 

La activación leucocitaria genera otros mecanismos como: 

 Fagocitosis. 

 Producción de sustancias toxicas que destruyen microbios fagocitados. 

 Eliminan los tejidos muertos. 

 Producción de mediadores que amplifican la reacción inflamatoria, como los 

metabolitos del ácido araquidónico y citocinas. 

1.1.3.6. Fagocitosis. 

La fagocitosis y la liberación de enzimas por los neutrófilos ymacrófagos constituyen efectos 

beneficiosos de la acumulación de los leucocitos en el sitio de inflamación. Este proceso se 

lleva a cabo en tres etapas distintas pero interrelacionadas: 

1. Reconocimiento y fijación del agente inflamatorio. 

2. Interiorización, y formación de una vacuola fagocítica. 

3. Destrucción o degradación del material fagocitado. 

1.1.3.7. Destrucción y degradación de los microbios. 

En esta etapa deben cumplirse dos procesos importantes, la producción de sustancias 

microbicidas dentro de los lisosomas yla fusión de los lisosomas con los fagosomas de modo 
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que puedan ser destruidos por los leucocitos. Las sustancias microbicidas importantes son las 

especies reactivas del oxígeno (ROS) y las enzimas lisosómicas. 

El proceso de fagocitosis estimula el consumo de oxígeno, proceso denominado estallido 

oxidativo. También aumenta el catabolismo del glucógeno (glucogenólisis), aumento de la 

oxidación de la glucosa y producción de los ROS. 

La generación de ROS se realiza de la siguiente manera: 

1. NADPH (Nicotinamida adenina dinucléotido fostato reducido), mediante la oxidasa 

leucocitaria denominada fagocito oxidasa, oxida el NADPH. 

2. Convierte el oxígeno O2 a ion superóxido O2
- , que es una sustancia bactericida, los 

radicales superóxido reaccionan con radicales hidroxilos, que contribuyen a la 

destrucción del microbio invasor. 

3. Posteriormente, el superóxido es convertido a peróxido de hidrogeno; también se 

obtienen iones hidroxilo (OH-). Estas especies químicas pueden combinarse con el 

óxido nítrico NO para formar productos intermedios reactivos del nitrógeno. 

Estas ROS actúan como radicales libres y destruyen los microbios, sin embargo, elperóxido 

de hidrogeno formado es insuficiente para destruir a las bacterias, por lo que necesitan la 

ayuda de los lisosomas de los neutrófilos. En los neutrófilos hay gránulos azurófilos que 

contienen la enzima mieloperoxidasa (MPO), cuando los gránulos se fusionen con un 

fagosoma, se libera la MPO al fagolisosoma y en presencia de un haluro como el cloro; el 

peróxido de hidrógeno se convierte en radical hipocloroso, que es un potente oxidante 

extremadamente tóxico para las bacterias, pues las destruye por halogenación o por 

peroxidación de las proteínas y lípidos. Por lo tanto, el sistema H2O2-MPO-haluro es el 

sistema bactericida de mayor eficacia en los neutrófilos. 

La mieloperoxidasa contiene un pigmento hemo, el cual es el responsable del color verde de 

secreciones como el pus y el esputo que son ricos en neutrófilos. 

Es importante mencionar, que los gránulos leucocitarios contienen otras sustancias capaces 

de destruir los microorganismos, estos comprenden: 

- La proteína bactericida aumentadora de la permeabilidad. 

- La lisozima encargada de degradar los oligosacáridos del recubrimiento de 

membrana. 
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- La proteína básica mayor: constituyente de los gránulos eosinófilos que es citotóxica 

para los parásitos. 

- Defensinas: péptidos que destruyen los microrganismos creando agujeros en sus 

membranas. 

Después del estallido de oxígeno, el peróxido de hidrógeno es degradado a agua y oxígenos 

por acción de las catalasas. Y los microorganismos muertos son degradados por acción de 

enzimas hidrolasas lisosomales (Vinay Kumar et al., 2008; León et al., 2015). 

Otra enzima productora de radicales libres es la enzima xantina oxidasa, que durante periodos 

hipóxicos pasa de su forma deshidrogenasa a su forma oxidasa, dando lugar a la formación 

del radical superóxido y peróxido de hidrógeno. 

Durante estos procesos se puede valorar la actividad antiinflamatoria mediante dos ensayos, 

el primer ensayo que inhiben las proteasas presentes en los neutrófilos que a su vez evitarían 

el daño del tejido endotelial. Y un segundo ensayo es la inhibición de la enzima xantina 

oxidasa, impidiendo la formación de especies reactivas de oxígeno. 

 

1.2. FORMACIÓN DE EICOSANOIDES 

Los procesos bioquímicos que ocurren durante el proceso inflamatorio inician en la 

membrana con la activación de las enzimas: adenilato-ciclasa y de la fosfolipasa A2. Cuando 

se activa la adenilato-ciclasa se produce un aumento de la concentración intracitoplasmática 

de cAMP, mientras que la fosfolipasa ataca a los lípidos de membrana produciendo ácido 

araquidónico (AA). También aumenta la permeabilidad de membrana al Ca2+, con lo que 

incrementa la concentración de este ion. El aumento de la concentración de Ca2+ y de 

cAMP determinan la formación de microtúbulos en el mastocito, así como el movimiento 

de gránulos citoplasmáticos hacia la membrana celular, produciendo la fusión de 

losgránulos y la liberación de los mediadores al espacio extracelular. 

El AA formado puede seguir dos vías metabólicas: 1) la de la enzima ciclooxigenasa que 

determina la formación de prostaglandinas y tromboxanos; y 2) la de la lipooxigenasa que 

conduce a la formación de leucotrienos. Los productos derivados del AA afectan varios 

procesos biológicos, incluidas la inflamación y la hemostasia. 

1.2.1. Vía de la ciclooxigenasa. 

Los metabolitos de esta vía son: la prostaglandina E2, PGE2, PGD2, PGFa2, PGI2 

(prostaciclina) y el tromboxano A2 (TXA2), cada uno de ellos son producto de la acción de 
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enzimas específicas sobre un intermediario en la vía y cada una de ellas tiene una función y 

distribución específicos. Por ejemplo, el TXA2, es un agente agregador de plaquetas y 

vasoconstrictor y se encuentra solo en las plaquetas ya que contienen la enzima tromboxano 

sintasa. En cambio, la PGI2, denominada prostaciclina se encuentra en las células 

endoteliales, y cumplen la función de inhibir la agregación plaquetaria y la vasodilatación. 

La PGD2 es la principal prostaglandina de la vía de la ciclooxigenasa y junto con PGE2 y la 

PGFα2 causan vasodilatación y potencian la formación de edema. Ambas, están implicadas 

en la patogenia del dolor y la fiebre. 

1.2.2. Vía de la lipoxigenasa 

Otra enzima que metaboliza el ácido araquidónico es la 5-lipoxoginenasa. El primer producto 

de esta vía es el 5-hidroperoxi del AA, luego es convertido en ácido 5- 

hidroperoxieicosatetraenoico (5-HPETE) que es muy inestable y rápidamente se reduce a 

ácido 5-hidroxieicosatetraenoico (5-HETE), que es una sustancia quimiotáctica para los 

neutrófilos o a su vez es convertido a compuestos denominados leucotrienos. 

El primer leucotrieno generado es el leucotrieno A4 (LTA4), luego se genera el LTB4 o LTC4. 

cada uno de ellos posee una función quimiotáctica diferente, el LTB4 es producido por los 

neutrófilos y ciertos macrófagos, además es un agente quimiotáctico para los neutrófilos. EL 

LTC4 y sus metabolitos son producidos en las células cebadas y contribuyen a la 

vasoconstricción y aumento de la permeabilidad vascular. 

Para controlar la producción de los metabolitos del AA, los leucocitos deben introducirse en 

los tejidos y sintetizar lipoxinas que inhiban la quimiotaxis de los neutrófilos y su adhesión 

al endotelio. Además, las plaquetas que se adhieren a los leucocitos también son fuentes 

productoras de lipoxinas (Vinay Kumar et al., 2008; León et al., 2015). 

En todo este proceso bioquímico descrito, existe la participación de una serie de enzimas; 

como la fosfolipasa A2, la enzima ciclooxigenasa y la enzima lipooxigenasa; que cumplen 

roles importantes en la formación de prostaglandinas y leucotrienos, moléculas responsables 

de la inflamación. Hoy en día, se realizan ensayos “in vitro” para valorar actividad anti- 

inflamatoria utilizando el principio de inhibición de dichas enzimas (Bordés González et al., 

2014; Villalba Herrera, 2014). 
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1.3. MEDIADORES DE LA INFLAMACIÓN. 

Los mediadores son un grupo de moléculas y células que favorecen el desarrollo de la 

respuesta inmune; se encuentran sustancias vasoactivas, citocinas, quimiocinas, metabolitos 

lipídicos, inmunoglobulinas, moléculas de adhesión celular (MACs), selectinas, integrinas, 

así como los sistemas de las kininas, coagulación, complemento y el fibrinolítico, cada 

mediador químico cumple una función diferente. 

Existen dos tipos de mediadores: los preformados en los gránulos de las diferentes células 

del sistema inmune, y los mediadores de síntesis “de novo”. 

1.3.1. Mediadores preformados. 

El mediador preformado más importante es la histamina, una amina vasoactiva que se 

encuentra almacenada en los mastocitos, basófilos y en las plaquetas. Y como se mencionó 

anteriormente produce vasodilatación arteriolar e incremento de la permeabilidad vascular, 

en la primera etapa de la inflamación además provoca contracción de células endoteliales, 

aumento de permeabilidad y quimiotaxis eosinofílica, y participa como mediador químico 

del dolor. 

La heparina, se encarga de inhibir la coagulación para facilitar la llegada de moléculas y 

células; especialmente de eosinófilos y neutrófilos, que llegan al foco de la inflamación con 

la intervención de sus factores quimiotácticos. 

La enzima proteolítica denominada kininogenasa, preformada en los mastocitos, actúa sobre 

las proteínas procedentes de la sangre, los kininógenos, produciendo su ruptura a péptidos 

más pequeños denominados kininas. Las kininas inducen vasodilatación, aumento de la 

permeabilidad vascular y estimulan las terminaciones nerviosas del dolor. 

1.3.2. Mediadores de síntesis “de novo” 

Son los eicosanoides que incluyen la PGE2 y los leucotrienos. La PGE2 produce 

vasodilatación y dolor; y en coordinación con el factor C5a y el leucotrieno B4 aumenta la 

permeabilidad vascular. Así también, el leucotrieno B4 es un factor quimiotáctico para 

eosinófilos, neutrófilos, mastocitos y macrófagos 

Otro mediador de síntesis de “novo” es el PAF que se encarga de activar las plaquetas para 

liberar mediadores e iniciar procesos de coagulación. Es un factor quimiotáctico y activador 

de neutrófilos. Además, produce vasodilatación y aumento de la permeabilidad vascular 

(Rivera Guilcapi, 2018). 
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A continuación, se presenta una tabla resumen de los mediadores químicos y sus funciones. 

 
Tabla 1. Mediadores químicos y sus funciones 

 

 

Mediador 

 

Origen 

 

Función principal 

 

Derivados de células. 

 

Histamina/ Serotonina 

(Aminas vasoactivas). 

 

Mastocitos, basófilos, 

plaquetas/plaquetas 

 

Vasodilatación, 

permeabilidad 

endotelial. 

 

aumento 

vascular, 

 

de la 

activación 

 

Bradicinina 
  

Incremento de la permeabilidad vascular y 

dolor. 

 

Prostaglandinas 

(metabolitos del ácido 

araquidónico). 

 

Mastocitos y leucocitos 
 

Vasodilatación, dolor, fiebre y activa a 

otros mediadores. 

 

Leucotrienos. 
 

Mastocitos y leucocitos 
 

Aumento de la permeabilidad vascular, 

Quimiotaxis, adhesión y activación 

leucocitarias, broncoconstricción, 

vasoconstricción. 

 

Factor activador de 

plaquetas. 

 

Leucocitos 

endoteliales 

 

y 
 

células 
 

Vasodilatación, aumento de la 

permeabilidad vascular, adhesión 

leucocitaria, quimiotaxis, degranulación, 

estallido oxidativo, cebado de leucocitos. 

 

Metabolitos del 

oxígeno (radicales 

libres). 

 

Leucocitos 
 

Incremento de la permeabilidad, 

destrucción de microbios, daño endotelialy 

tisular. 

 

Óxido nítrico. 
 

Endotelio y macrófagos. 
 

Relajación del músculo liso vascular, 

destrucción de microbios, citotoxicidad e 

incremento de la permeabilidad. 

 

Citocinas 

Interleucina-1 (IL-1) 

 

Macrófagos, linfocitos, 

células endoteliales, 

mastocitos. 

 

Activación endotelial local, expresión de 

moléculas de adhesión, respuesta de fase 
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Factor de necrosis 

tumoral (TNF) 

 aguda sistémica, en infecciones graves, 

shock séptico. 

 

Quimiocinas. 
 

Leucocitos, macrófagos 

activados 

 

Quimiotaxis, activación leucocitaria. 

 

Derivados de las proteínas plasmáticas. 

 

Complemento. 
 

C3a y C5a 

(Anafilotoxinas) 

 

Plasma (producido en el 

hígado). 

 

Quimiotaxis y activación leucocitarias, 

opsonización, vasodilatación, estimulación 

de mastocitos. 

 

kininas. 
 

Plasma (producido en el 

hígado). 

 

Aumento de la permeabilidad vascular, 

concentración del musculo liso, 

vasodilatación y dolor 

Proteasas activadas 

durante la coagulación. 

Plasma (producido en el 

hígado). 

Activación endotelial, reclutamiento de 

leucocitos. 

Fuente: (Vinay Kumar et al., 2008; León et al., 2015). 

 
1.4. RESOLUCIÓN DEL PROCESO INFLAMATORIO 

 
Una vez desarrollada la respuesta inflamatoria, las consecuencias finales dependen de la 

naturaleza e intensidad de la lesión, el sitio y el tejido afectado. No obstante, las distintas 

células y sistemas que participaron son desactivadas por diferentes mecanismos, y las células 

que no son requeridas mueren por apoptosis. Mueren los PMNs, se desactivan los mastocitos 

y los macrófagos participan en la remoción de los restos celulares o microbianos y los activan 

a los fibroblastos para iniciar la reparación de los daños producidos por el agente agresor. 

Los eosinófilos generan fosfolipasa D, enzima que inactiva el factor activador de plaquetas 

y la histaminasa inactiva la histamina. 

 

1.4.1. Cicatrización. 

 
Los fibroblastos conjuntamente con células endoteliales y epiteliales son estimuladas por 

citoquinas como el factor de crecimiento de la epidermis (EGF), y el factor de crecimiento 
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del endotelio (VEGF), para iniciar la cicatrización mediante el deslizamiento de células 

epiteliales para reemplazar a las células dañadas y cubrir el espacio causado por heridas o 

trauma. 

 

1.4.2. Fibrosis. 

 
La fibrosis es un proceso que consiste en la abundante producción de tejido conectivo, que se 

desencadena en ciertos tipos de inflamación, como en quemaduras, trauma, infecciones, 

afecciones autoinmunes, o en la inflamación causada por materiales extraños, como 

implantes de silicona. Los fibroblastos son activados por la IL-1, llegan al sitio de la herida, 

y proliferan y sintetizan colágeno; también incrementan la proliferación de células epiteliales 

(Rivera Guilcapi, 2018). 
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CAPITULO II. 

 

 

2. PRUEBAS “IN VITRO” QUE EVALÚAN LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA. 

 
2.1. ENSAYO DE ESTABILIDAD DE LA MEMBRANA ERITROCITARIA. 

 
La estabilización de las membranas es un mecanismo importante en la actividad 

antiinflamatoria. La membrana eritrocitaria es análoga a la membrana de los lisosomas que 

son estimulados en el proceso inflamatorio. Tomando en cuenta esta analogía se podría 

extrapolar la estabilización de la membrana eritrocitaria a la estabilización de la membrana 

lisosomal. Al evitar la ruptura de las membranas lisosomales se limita la salida de mediadores 

de la inflamación de los macrófagos y neutrófilos activados como la histamina, serotonina, 

prostaglandinas, leucotrienos etc., controlando de esta manera el desenlace del proceso 

inflamatorio. Por lo tanto, aquellas sustancias que inhiben la hemólisis también evitan y/o 

protegen a la membrana lisosomal (Salazar López et al., 2018). 

La vitalidad de las células depende de la integridad de sus membranas, la exposición de los 

glóbulos rojos a una solución hipotónica da como resultado la lisis de su membrana 

acompañada de hemólisis y oxidación de la hemoglobina. Como consecuencia de la ruptura 

de la membrana la célula se vuelve más susceptible a procesos de peroxidación lipídica 

inducida por radicales libres. Se desconoce sobre el mecanismo exacto por el cual los 

extractos vegetales protegen la membrana resistiendo a la lisis osmótica, sin embargo, se cree 

que pudiera ser el aumento de la retención de los solutos intracelulares o la interacción con 

proteínas de membrana (Padmanabhan & Jangle, 2016; Valdés et al., 2018). 

Procedimiento. 

1. Recolectar 5ml de sangre entera de voluntarios humanos sanos y que no hayan 

consumido AINEs u otras drogas por lo menos dos semanas antes del experimento. 

Considerar que la extracción de la sangre debe realizarse en un tubo con 

anticoagulante como la heparina, caso contrario algunos autores recomiendan que la 

muestra de sangre debe mezclarse con un volumen igual de solución de Alsever 

esterilizada (2% de dextrosa, 0,8% de citrato de sodio, ácido cítrico 0,05% y 0,42% 

de cloruro de sodio en agua). 
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2. Luego se centrifuga la sangre a 3000 rpm por 10 minutos y el paquete globular se 

lava tres veces con solución isosalina (0,9% pH 7,2). 

3. Posteriormente se mide el volumen de sangre y se completa con solución isosalina 

hasta formar una solución de hematíes al 10% V/V. También se puede preparar una 

solución de glóbulos rojos al 40% V/V utilizando tampón de fosfato isotónico (PBS) 

que se compone de 154 mM de NaCl en 10 mM de fosfato de sodio tampón a pH7,4 

o el tampón isotónico también se puede preparar de la siguiente manera: en 1 litro de 

agua destilada mezclar 0,26g de NaH2PO4. 2H2O más 1,15g de Na2HPO4, y 9g de 

NaCl y ajustar el pH a 7,4 (Acostupa et al., 2017; Rashid et al., 2011). 

La actividad de estabilización de la membrana del eritrocito puede ser evaluada mediante el 

uso de: una solución hipotónica y/o calor como agentes hemolíticos: 

A) Hemólisis inducida con solución salina hipotónica. 

1. En un tubo mezclar 0,5 ml de la solución a 10% V/V de glóbulos rojos, más 1 ml de 

buffer de fosfato pH 7.4 y 1 ml de solución salina hipotónica (0.3% P/V). 

2. A dicha mezcla se agrega 1 ml de los extractos vegetales o animales obtenidos y 

preparados previamente en las siguientes concentraciones 50, 100, 200, 400 μg/ml 

utilizando solución isosalina como medio de dilución. 

3. Para preparar el control negativo se emplea un tubo con la mezcla de reacción más 1 ml 

de solución salina isotónica en lugar de los extractos. 

4. Para el control farmacológico se emplea la mezcla de reacción más 1 ml de 

indometacina preparada con solución salina isotónica a una concentración de 100 μg/ml. 

5. Incubar todos los tubos a 37°C por 30 minutos para inducir la lisis de los glóbulos rojos, 

posteriormente centrifugar a 3000 rpm por 10 minutos. 

6. Medir las absorbancias de los sobrenadantes en el espectrofotómetro UV-VIS a una 

longitud de onda de 540 nm para calcular el contenido de hemoglobina, el cual fue usado 

como un indicativo del grado de hemólisis (a mayor hemoglobina mayor hemólisis). 

7. Realizar los ensayos por triplicado y utilizar como blanco de lectura PBS. 

8. Finalmente registrar los valores y aplicar la ecuación de la determinación del porcentaje 

de actividad antiinflamatoria Ec1 y Ec2. (Salazar López et al., 2018). 

B) Hemólisis inducida por calor. 
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1. Para este método se emplea la misma mezcla de reacción descrita anteriormente, a la 

cual se le añade 1 ml de cada una de las diferentes concentraciones ensayadas de los 

extractos experimentales. 

2. Como control negativo se emplea la mezcla de reacción con 1 ml de solución salina 

isotónica en lugar de los extractos. 

3.  Para el control positivo se utiliza la indometacina en concentración de 100 μg/ml con 

la mezcla de reacción. 

4. Así mismo los ensayos se realizan por triplicado. 

5. Incubar todos los tubos a 57 °C por un periodo de 30 min, o a 54°C en baño maría 

por 20 min. 

6. Centrifugar las muestras a 2500 rpm durante 5 min y leer las absorbancias en un 

espectrofotómetro UV-VIS a 560 nm (Salazar López et al., 2018). 

Cálculos. 

En ambas pruebas se aplican las mismas ecuaciones. En primer lugar, se determina el 

porcentaje de hemólisis sobre los eritrocitos mediante la Ec.1 y luego se calcula el porcentaje 

de estabilización de la membrana de acuerdo a la Ec.2 detalladas a continuación: 

 
Aborbancia de la muestra 

%dehemólisis=( 
Absorbancia del control 

)∗  100 Ec.1 

 
 

%deestabilidad=100−( 

Conclusiones y observaciones. 

Aborbancia de la muestra 

)∗  100 Ec.2 
Absorbancia del control 

 

Este método evalúa la actividad antiinflamatoria in vitro tomando en cuenta a la membrana 

eritrocitaria como modelo biológico porque imita la membrana de los lisosomas, por lo tanto, 

los extractos vegetales con componentes bioactivos que tengan propiedades antiinflamatorias 

permitirán la estabilización de la membrana eritrocitaria frente al factor temperatura y a la 

lisis osmótica. Esta técnica se puede realizar en cualquier laboratorio de investigación, ya que 

no necesita de tecnología avanzada. Es posible realizar algunas modificaciones, por ejemplo, 

en la concentración de glóbulos rojos, algunos autores recomiendan al 10% V/V, y otros 

recomienda al 40% V/V. En cuanto a la inducción de hemolisis de glóbulos rojos se 
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realiza mediante dos procedimientos, por calor o utilizando una solución hipotónica; sin 

embargo, no es mandatorio realizar los dos procedimientos. 

 

2.2. INHIBICIÓN DE LA DESNATURALIZACIÓN DE LA PROTEÍNA. 

La desnaturalización de proteínas significa la pérdida de sus funciones biológicas y se debe 

a diversos factores; como el estés, cambios bruscos de pH, contacto con disolventes 

orgánicos, calor, detergentes, fuerza iónica etc. Este fenómeno ocurre con frecuencia en el 

proceso inflamatorio de diversas enfermedades como la artritis reumatoide, la diabetes, el 

cáncer etc., por esta razón la determinación de la desnaturalización de las proteínas 

principalmente de la albúmina es una medida del potencial antiinflamatorio de los distintos 

compuestos presentes en extractos vegetales (Sánchez Chino et al., 2019). 

Mediante este ensayo se determina que existe una relación directamente proporcional entre 

la concentración de proteínas y el porcentaje de inhibición de la desnaturalización por lo 

tanto, la turbidez es directamente proporcional a la desnaturalización provocada por calor y 

cambio de pH, y la actividad antiinflamatoria se reporta mediante el % de inhibición de la 

desnaturalización de la proteína (Carrillo Terán & Cárdenas Hidalgo, 2016; Padmanabhan & 

Jangle, 2016). 

Procedimiento. 

1. En un tubo colocar 0,2 ml de albúmina de huevo (de gallina fresco), más 2,8 ml 

solución salina tamponada con fosfato (pH 6,4) y 2 ml de la muestra a analizar 

(extractos vegetales, animales), se utiliza el agua destilada como control. 

2. Todas las muestras son incubadas a 37 ± 2 ° C en una incubadora durante 15 minutos. 

3. Luego se induce la desnaturalización de las muestras sometiéndolas acalentamiento 

en baño maría a 70 ºC durante 5-10 minutos. 

4. Después dejar enfriar, y medir la turbidez en un espectrofotómetro a 660nm. 

5. De la misma manera se determina la absorbancia del control positivo que puede ser 

diclofenaco a una concentración de (1mg/ml) o ácido acetilsalicílico 100ug/ml 

6. Los ensayos se realizan por triplicado y se obtiene un promedio de los valores 

obtenidos. 
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Cálculos. 

% 𝑑𝑑 𝑑𝑑ℎ𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑ó𝑑 𝑑𝑑 𝑑𝑑 𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑ó𝑑 𝑑𝑑 𝑑𝑑 𝑑𝑑𝑑ú𝑑𝑑𝑑𝑑 = 100 − [(𝑑𝑑𝑑 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑑𝑑𝑑−𝑑𝑑𝑑 𝑑𝑑 𝑑𝑑𝑑 𝑑) 

∗   100] 

 

 
Conclusiones y observaciones. 

Ec.3 

𝑑𝑑 𝑑 𝑑𝑑𝑑 𝑑 𝑑 𝑑𝑑 

 

Esta técnica es fácil de realizar en cualquier laboratorio de investigación, por la 

disponibilidad de los reactivos. Evalúa la desnaturalización de proteínas por tratamiento 

térmico. La albúmina es la principal proteína que se analiza y debe ser sometida a 

temperaturas mayores a 37°C para que se produzca la pérdida de su estructura y por ende la 

pérdida de su función, por tal motivo ciertos investigadores realizan la desnaturalización a 

51°C y otros a 57°C, o hasta 70°C, por 10min y hasta 30 minutos. Por lo tanto, aquellos 

extractos vegetales que presenten compuestos bioactivos que protejan a las proteínas de la 

variación de temperatura son considerados antiinflamatorios, ya que la desnaturalización de 

proteínas es una causa bien documentada de inflamación. 

 
2.3. ENSAYO DE INHIBICIÓN DE LIPOOXIGENASA. 

Las lipooxigenasas son un grupo de enzimas citosólicas ampliamente distribuidas en las 

plantas, animales y hongos. Contienen una molécula de hierro no hemo en su estructura y 

catalizan la dioxigenación de ácidos grasos poliinsaturados dando como producto 

hidroperóxidos de ácidos grasos. Esta enzima presenta una sola cadena polipeptídica con un 

dominio terminal del tipo barril-β y un dominio catalítico formado por hélices, donde se 

encuentra la molécula de hierro, cuando esta enzima se activa, el hierro no-hémico pasa de 

su estado de oxidación Fe2+ a Fe3+. 

Inicialmente su actividad fue descrita en plantas de soja (Glycine max), encontrándose 8 

lipoxigenasas diferentes, sin embargo, en los seres humanos existen tres lipoxigenasas yson 

nombradas de acuerdo a la posición especifica en que oxidan al ácido araquidónico, 

encontrándose así, la 5-lipoxigenasa (5-LO), 12-lipoxigenasa (12-LO), y la 15-lipoxigenasa 

(15-LO) formando los correspondientes hidroperóxidos lipídicos. 

Existen diferentes isoformas de lipoxigenasas según el tipo celular en el que fueron 

caracterizadas inicialmente así tenemos: 

5-LO: requiere una proteína específica activadora (FLAP). 
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12-LO: presenta tres isoformas; plaquetaria, leucocitarias y epidérmica. 
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15- LO: dos isoformas: reticulocitaria (15-LO1) y epidérmica (15-LO2). 

La lipoxigenasa puede actuar sobre dos sustratos dependiendo de su origen, sobre el ácido 

linoleico si las LOX son de origen vegetal, y sobre el ácido araquidónico si las LOX son de 

origen animal. 

Las lipoxigenasas juegan un rol importante en la respuesta inflamatoria, ya que sus productos 

dan lugar a la formación de leucotrienos y lipoxinas, se ha observado que las lipoxigenasas 

participan en diversas enfermedades como el asma, aterosclerosis, alzhéimer, artritis y 

algunos tipos de cáncer. Por tal motivo, la búsqueda de inhibidores específicos para estas 

enzimas se ha convertido en un reto para los investigadores. Diversos estudios demuestran 

que los polifenoles, alcaloides y terpenos son inhibidores de las lipoxigenasas, sin embargo, 

no es fácil encontrar un inhibidor específico ya que las isoformas de estas enzimas no solo 

son específicas en la posición que oxigenan, sino también entre las especies, tejidos y células 

en las que se encuentran (Titos Rodríguez, 2004; Toledo Valdés, 2015). 

Para determinar la actividad inhibitoria de la lipoxigenasa se pueden utilizar kits comerciales, 

el kit de Cayman Chemical Item No. 760700 detecta y cuantifica los hidroperóxidos 

producidos en la reacción de lipoxigenación. La reacción es sensible y capaz de detectar a 

todos los hidroperóxidos resultantes presentes en el ácido graso y la reacción es útil en todos 

los ácidos grasos, sin importar el número de carbonos. Por ende, es un método de detección 

general para LOX, y puede usarse para identificar aquellos compuestos que inhiben dichas 

enzimas 

El kit comercial contiene reactivos para reconstruirlos y utilizarlos; incluye una solución 

buffer, reactivo 1, reactivo 2, la enzima (15-lipoxigenasa), dos sustratos (ácidoaraquidónico 

y ácido linoleico), un control positivo (ácido nordihidroguayarético) y una placa sólida de 96 

pocillos. 

Procedimiento. 

1. Preparación de los reactivos. 

1.1. Solución buffer (tampón 1X): diluir 3 ml de buffer concentrado con 27 ml de agua 

de calidad HPLC. Este tampón de ensayo se utiliza para diluir las muestras y la 

enzima 15-LO antes del ensayo. 

1.2. Reactivo 1 y reactivo 2: listos para utilizar. 
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1.3. Cromógeno: mezclar en un tubo volúmenes iguales del reactivo 1 y reactivo 2 y 

agitar en vórtex. El volumen de cromógeno a preparar depende del número de pocillos 

a utilizar tomando en cuenta que se necesita 100 µl de cromógeno para cada pocillo. 

La estabilidad de la mezcla es de 60 minutos después de preparada. 

1.4. Enzima: 10 µl de la enzima se diluyen con 990 µl de tampón de ensayo en un vial, 

antes de usar se guarda en hielo y es estable por 1 hora. 

1.5. Sustrato 1. Acido araquidónico: vial que contiene una solución de ácido 

araquidónico en etanol y debe conservarse a -20 ° C cuando no esté en uso. En otro 

vial mezclar 25 µl del sustrato y agregar 25 µl de hidróxido de potasio, agitar en el 

vórtex y diluir con 950 µl de agua de calidad HPLC para lograr una concentración de 

1 mM. Esta preparación es estable dentro de 30 minutos. Una alícuota de 10 µl 

producirá una concentración de reacción de 91 µM en los pocillos. 

1.6. Sustrato 2. Ácido linoleico: el vial contiene ácido linoleico en etanol, y se debe 

seguir el mismo procedimiento de preparación que para el ácido araquidónico 

NOTA: Puede utilizar ácido araquidónico o linoleico en el ensayo. No es necesario utilizar 

ambos. 

1.7. Hidróxido de potasio: reactivo listo para utilizarse. 

1.8. Ácido nordihidroguaiarético (NDGA): vial que contiene 550 nmol de ácido 

nordihidroguaiarético que es el inhibidor no selectivo de la lipoxigenasa. Resuspender 

el vial en 500 µl de buffer (tampón 1X) para obtener una solución madre de 1,1 mM. 

La adición de 10 µl al ensayo produce una concentración final de inhibidor de 100 

µM en el pocillo. 

Nota: Existen otros disolventes para los inhibidores, se pueden disolver en metanol o 

dimetilsulfóxido (DMSO), sin embargo, se observó una actividad enzimática ligeramente 

disminuida con DMSO. La dimetilformamida (DMF) y el etanol reducen drásticamente la 

actividad enzimática y, por lo tanto, no se recomiendan para disolver inhibidor. 

2. Reacción 

Las reacciones se llevan a cabo en una placa de titulación de 96 pozos provista por el kit. 

No existe un patrón específico para usar los pocillos en la placa. Sin embargo, se sugiere 

pipetear de la siguiente manera: 
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2.1. En los primeros dos pocillos pipetear 100 µl de buffer (tampón 1X) que son 

considerados como blanco. 

2.2. En los pocillos siguientes colocar el control positivo (estándar 15-LO), el cual consta 

de 10 µl de 15-LO y 990 µl de tampón de ensayo. 

2.3. En el siguiente pocillo pipetear el control positivo de la inhibición que consta de100 

μL de NDGA, a la concentración de 100 μM/pozo. 

2.4. En los siguientes pocillos pipetear las muestras que incluyen 10 μL de la solución de 

la enzima 15-LOX, 980 μL del tampón de reacción y 10 μL de los extractos vegetales 

o animales. 

2.5. Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente. 

2.6. Inicia la reacción cuando se agrega 10 µl de sustrato (ya sea ácido araquidónico o 

linoleico) a los pocillos de las muestras y al control positivo. 

2.7. Cubrir la placa y colocar en un agitador a 30rpm a 37°C durante 5 minutos. 

2.8. Posteriormente la catálisis enzimática se detiene agregando 100 µl de cromógeno a 

cada pocillo. 

2.9. Cubrir la placa y colocar en un agitador de placas durante cinco minutos. 

2.10. Los hidroperóxidos producidos en la reacción se miden en un lector de placas a 490- 

500 nm. 

2.11. Se registran los datos y se aplica la Ec.4 para obtener el % de inhibición (Cayman 

Chemical, 2017). 

Cálculos. 
𝑑𝑑𝑑 𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑− 𝑑𝑑𝑑 𝑑𝑑 𝑑𝑑 

% 𝑑𝑑ℎ𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑ó𝑑 =
  𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 )∗   100 Ec.4

 
( 

𝑑𝑑𝑑 𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 

 

 
 

Conclusiones y observaciones. 

Existen kits de diversas casas comerciales para determinar la inhibición de los distintos tipos 

de lipoxigenasa. Este kit determina la inhibición de la 15-LOX de soya. Es una técnica 

enzimática, exacta y directa. Exacta porque los parámetros ya están estandarizados y hay que 

seguir las instrucciones del fabricante, y directa porque inhibe a la enzima generadora de 

mediadores de la inflamación. 
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2.4. ENSAYO DE INHIBICIÓN DE LA CICLOOXIGENASA. 

La ciclooxigenasa o Prostaglandina H sintasa (PGHS) es una enzima que cumple dos 

funciones: como actividad COX y como peroxidasa. La actividad de ciclooxigenasa como se 

mencionó anteriormente, está relacionada con el metabolismo del ácido araquidónico (AA) 

para convertirlo en hidroperoxi endoperóxido (PGG2); mientras que la función peroxidasa 

reduce el endoperóxido al correspondiente alcohol (PGH2), el cual es el precursor de 

prostaglandinas, tromboxanos y prostaciclinas. 

Existen dos isoformas de la enzima ciclooxigenasa, denominadas COX-1 y COX-2, que son 

codificadas por diferentes genes y presentan estructuras químicas similares. La isoforma 

COX-1 es una enzima constitutiva de la mayoría de los tejidos y se encarga de la protección 

de la mucosa gástrica, controlar el flujo sanguíneo renal, participa en respuestas autoinmunes. 

También interviene en el mantenimiento de la homeostasis cardiovascular porque forma parte 

constitutiva de las plaquetas y posteriormente ocasiona la síntesis de tromboxano A2 

provocando la agregación plaquetaria y vasoconstricción. 

Por otro lado, la COX-2 habitualmente no se detecta en los tejidos y aparece de forma 

inducida durante el proceso inflamatorio por varios estímulos como citocinas, endotoxinas y 

factores de crecimiento. También se expresa en las células vasculares endoteliales normales, 

que secretan prostaciclina en respuesta al estrés de cizallamiento. Esta enzima es inhibida por 

todos los AINEs y también por los corticoides, los AINE COX-2 selectivos logran cumplir 

su actividad antiinflamatoria sin efectos secundarios, especialmente gástricos (Batlouni, 

2010; Santos et al., 2012) 

Mediante kits comerciales se logra determinar los inhibidores de las diferentes isoformas de 

la COX. Se pueden identificar inhibidores de la COX en general o inhibidores selectivos de 

la COX-2 y se puede realizar mediante métodos colorimétricos y fluorescentes. 

A continuación, se describe el procedimiento para determinar inhibidores en general de la 

COX mediante un kit comercial, y los demás procedimientos se adjuntan en anexos. 

 

Kit de ensayo de detección colorimétrica de inhibidores de COX (ovino) Item No. 

760111 

 

El ensayo mide el componente peroxidasa de las COX. Se basa en la reacción de oxidación 

de N, N, N’, N'-tetrametil-p-fenilendiamina (TMPD) durante la reducción de la 

prostaglandina G2 a prostaglandina H2 y el cambio de color es medido en un 
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espectrofotómetro. En el kit incluye enzimas COX-1 y COX-2 ovina para detectar 

inhibidores específicos de estas isoenzimas. 

Procedimiento. 

1. Preparación de los reactivos 

1.1. Tampón de ensayo (10X): Diluya 3 ml de tampón de ensayo concentrado con 27 ml 

de agua de calidad HPLC. Esta mezcla debe utilizarse para diluir las enzimas Hemina 

y COX antes del ensayo. 

1.2. Hemin: cada vial contiene 300 µl de Hemin en DMSO. Diluya 88 µl de Hemin con 

1,9 ml de tampón de ensayo anteriormente diluido. Es estable durante 12 horas a 

temperatura ambiente. 

1.3. COX-1 (ovino): El vial contiene COX-1 ovina que debe mantenerse en hielo 

cuando se descongela. Diluir 120 μl de enzima con 360 μl de tampón de ensayo 

diluido y almacenar en hielo. Esta cantidad de enzima es suficiente para analizar 

aproximadamente 48 pocillos. Determine la cantidad de enzima de acuerdo al número 

de pocillos a utilizar; hay suficiente enzima para analizar 96 pocillos. 

1.4. COX-2 (recombinante ovino): Este vial contiene COX-2 ovina recombinante ydebe 

mantenerse en hielo cuando se descongela. Diluir 120 μl de enzima con 360 μl de 

tampón de ensayo diluido y almacenar en hielo. De igual manera determinar la 

cantidad de enzima necesaria para el numero de muestras a analizar. 

1.5. Ácido araquidónico (sustrato): Este vial contiene una solución de ácido 

araquidónico en etanol. Transferir 100 µl del sustrato suministrado a otro vial, agregar 

100 µl de hidróxido de potasio, agite en el vórtex, luego diluir con 1,8 ml de agua de 

calidad HPLC para lograr una concentración final de 1,1 mM. Use la solución de ácido 

araquidónico preparada dentro de los 30 minutos. 

1.6. Hidróxido de potasio y Sustrato colorimétrico (TMPD): Reactivos listos para 

utilizarse. 

2. Reacción 

2.1. Pozos de fondo: a los tres primeros pocillos agregar 160 µl de tampón de ensayo y 

10 µl de hemina. 

2.2. Pozos de actividad inicial del 100%: en los siguientes tres pocillos pipetear 150 µl 

de tampón de ensayo, 10 µl de hemina y 10 µl de enzima (ya sea COX-1 o COX-2). 
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2.3. Pozos inhibidores: agregar 150 µl de tampón de ensayo, 10 µl de hemina y 10 µlde 

enzima (ya sea COX-1 o COX-2). Además, añadir 10 µl de inhibidor y 10 µl de 

disolvente. 

2.4. En los siguientes pocillos pipetear las muestras que incluyen 10 μL de la soluciónde 

la enzima COX-1 o COX-2, más 160 μL del tampón de reacción y 10 μL de los 

extractos vegetales o animales. 

2.5. Agite con cuidado la placa durante unos segundos e incube durante 5 min a 25 °C. 

2.6. Agregue 20 µl de la solución de sustrato colorimétrico a todos los pocillos que esté 

utilizando. 

2.7. Agregue rápidamente 20 µl de ácido araquidónico a todos los pocillos que esté 

utilizando. 

2.8. Agite con cuidado la placa durante unos segundos e incube durante exactamente 2 

min a 25°C. 

2.9. Lea la absorbancia a 590 nm. 

2.10. Todas las reacciones se realizan por triplicado 

Nota: Los inhibidores pueden disolverse en metanol, dimetilsulfóxido o etanol y deben 

agregarse al ensayo en un volumen final de 10 µl. 

Cálculos. 

1. Determine la absorbancia promedio de todas las muestras. 

2. Reste la absorbancia de los pocillos de fondo de las absorbancias de la actividad 

inicial del 100% y los pocillos del inhibidor. 

3. Reste cada muestra de inhibidor de la muestra de actividad inicial al 100%, luego 

divida por la muestra de actividad inicial al 100% y multiplique por 100 para obtener 

el porcentaje de inhibición. 

4. Grafique el porcentaje de inhibición o el porcentaje de actividad inicial por la 

concentración de inhibidor para determinar el valor de CI50 (concentración a la que 

hubo 50% de inhibición) (Cayman Chemical, 2017). 

Conclusiones y observaciones. 

Existen diferentes kits comerciales determinar la inhibición de los distintos tipos de 

ciclooxigenasa (ovina o humana), y para las diferentes isoformas (COX-1 y/o COX-2). Con 

este kit se determina la inhibición de la COX (ovina), aplicando un método colorimétrico. 
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Hay que seguir cuidadosamente las instrucciones del fabricante, sobre todo en el control de 

los tiempos, tanto de incubación como de agitación, ya que la mayoría de los inhibidores 

presenta una inhibición de la actividad COX dependiente del tiempo. La alteración de los 

tiempos de incubación con el inhibidor puede cambiar significativamente el valor de CI50 

aparente del compuesto. 

2.5. ENSAYO DE INHIBICIÓN DE ENZIMAS PRO- INFLAMATORIAS. 

Inhibición de la fosfolipasa A2. 

Las fosfolipasas A2 (PLA2) constituyen una familia de enzimas que juegan un rol importante 

en una variedad de procesos celulares, incluyendo la digestión y metabolismo de los 

fosfolípidos, así como la producción de sustancias precursoras del proceso inflamatorio 

(García & García, 2009). 

Estas enzimas hidrolizan el enlace éster sn-2 presentes en los glicerofosfolípidos de las 

membranas, liberando ácidos grasos, como el ácido araquidónico (AA). El AA liberado de 

la membrana, se oxida por las enzimas COX y LOX para producir eicosanoides. Este es un 

paso limitante de la biosíntesis de mediadores de inflamación, por lo tanto, inhibir la 

fosfolipasa A2, constituiría un proceso antiinflamatorio (Torres Carro et al., 2017). 

La actividad inhibitoria de la fosfolipasa A2, también se determina mediante kits comerciales, 

que se describe a continuación: 

Kit de ensayo de detección de inhibidores de sPLA2 (tipo V) Item No. 

10004883 de Cayman Chemical. 

El ensayo utiliza el análogo 1,2-di tio diheptanoil fosfatidilcolina como sustrato. Trasla 

hidrólisis del enlace tioéster en la posición sn-2 por sPLA2, los tioles libres se detectan 

utilizando DTNB (Ácido 5,5'-ditiobis- (2-nitrobenzoico)). 

Procedimiento. 

1. Preparación de reactivos 

1.1. Tampón de ensayo (10X): Diluya 3 ml de tampón de ensayo concentrado con 27 ml de 

agua de calidad HPLC, debe utilizarse para la reconstitución del sustrato y la dilución de 

inhibidores solubles en agua. 

1.2. DTNB: Reconstituya el contenido de un vial con 1,0 ml de agua de grado HPLC para 

producir DTNB 10 mM. Almacene el reactivo reconstituido en hielo en la oscuridad y 

utilícelo dentro de las ocho horas. 
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1.3. Diheptanol Thio-PC (sustrato): Evaporar la solución etanólica de diheptanoil tio-PC 

a sequedad bajo una suave corriente de gas inerte (por ejemplo, nitrógeno, argón). 

Reconstituya el contenido de cada vial con 12 ml de tampón de ensayo diluido para 

lograr una concentración de 1,66 mM. Asegúrese de agitar hasta que la solución de 

sustrato se vuelva transparente. 

1.4. sPLA2 humana (tipo V): El vial contiene una solución de sPLA2 recombinante 

humana (Tipo V). La enzima descongelada debe almacenarse en hielo. Diluya 20 μl de 

enzima con 980 μl de tampón de ensayo diluido. La enzima diluida es estable durante 

cuatro horas en hielo. 

1.5. Inhibidor de control positivo sPLA2: El vial contiene una solución 2,3 mM de 

tioeteramida-PC disuelta en etanol. 

2. Reacción 

2.1. Pozos de actividad inicial del 100%: agregue 10 μl de sPLA2 y 10 μl de disolvente 

(el mismo disolvente que se utilizó para disolver el inhibidor) en tres pocillos. Los 

pocillos de 100% de actividad inicial deben exhibir una absorbancia de ~ 0,8-0,9. 

2.2. Pozo del inhibidor de control positivo: agregue 10 µl de sPLA2 y 10 µl de 

tioeteramida-PC a tres pocillos. La concentración final de tioeteramida-PC en los 

pocillos de control positivo es 100 µM. 

2.3. Pozos de inhibidor: agregue 10 μl de sPLA2 y 10 μl de inhibidor a tres pocillos. 

2.4. Pozos de fondo: agregue 10 μl de tampón de ensayo y 10 μl de disolvente en tres 

pocillos. 

2.5. En los siguientes pocillos pipetear las muestras que incluyen 10 μl de sPLA2, más 10μL 

del tampón de reacción y 10 μL de los extractos vegetales o animales. 

2.6. Agregue 200 µl de solución de sustrato a todos los pocillos que se estén utilizando. 

2.7. Agregue 10 µl de DTNB a todos los pocillos para iniciar la reacción. 

2.8. Agite con cuidado el plato durante 10 segundos para mezclar y luego cúbralo con la 

tapa del plato. Incubar durante 15 minutos a 25 ° C. 

2.9. Leer a una absorbancia entre 405-420 nm usando un lector de placas. 

Cálculos. 

1. Determine la absorbancia promedio de cada muestra. 
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2. Reste la absorbancia de los pocillos de fondo de la absorbancia del 100% de actividad 

inicial y los pocillos inhibidores. 

3. Determine el porcentaje de inhibición para cada muestra. Para hacer esto, reste cada valor 

de muestra de inhibidor del valor de muestra de actividad inicial del 100%. Divida el 

resultado por el 100% del valor de actividad inicial y luego multiplíquelo por 100 para 

obtener el porcentaje de inhibición. 

4. Grafique el porcentaje de inhibición o el porcentaje de actividad inicial en función de la 

concentración de inhibidor para determinar el valor de CI50 (concentración a la que hubo 

50% de inhibición) (Cayman Chemical, 2017). 

Conclusiones y observaciones. 

Este kit comercial determina la inhibición de la fosfolipasa A2 (tipo V). Esta enzima es clave 

para el desenlace del proceso inflamatorio. Esta técnica también es exacta ya que todos los 

parámetros de control están estandarizados por el fabricante. 

 
2.6.ENSAYO DE INHIBICIÓN DE LA HIALURONIDASA 

La hialuronidasa es una enzima cuya función es hidrolizar el ácido hialurónico (AH) 

rompiendo la unión glucosaminidica entre el carbono 1 de la fracción glucosamina y el 

carbono 4. EL ácido hialurónico es un glicosaminoglicano constituido por ácido glucorónico 

y N-acetil-glucosamina, se encuentra en la matriz extracelular de todos los tejidos, 

especialmente en el tejido conectivo como la piel. Al presentar una estructura de 

glucosaminoglicano, provee gran hidratación a la matriz extracelular, porque posee gran 

número de grupos OH y cargas negativas que lo hacen altamente hidrosoluble, y tener un 

comportamiento como gel, permitiendo que los tejidos resistan fuertes presiones mecánicas. 

El AH se adhiere a los receptores de superficie, como el CD44 que regulan la proliferación y 

migración celular. El objetivo de este receptor es conservar la estructura orgánica y tisular 

mediante la adhesión célula - célula y célula – matriz. Isoformas del receptor CD44 están 

involucradas en la unión inicial de los leucocitos a las células endoteliales activadas en 

procesos inflamatorios. El AH cumple distintas funciones en la génesis, mantenimiento y 

resolución de la inflamación subyacente, ya que en los procesos inflamatorios se produce una 

despolarización que altera la arquitectura del tejido, y como consecuencia dificulta el 

intercambio metabólico (Corte Sánchez et al., 2017). 
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Otras funciones importantes del AH es la migración de fibroblastos y la fibrogénesis, la 

regulación del nivel de proliferación y grosor de la epidermis, así como la proliferación de 

queratinocitos. El AH también está relacionado con el sistema locomotor, ya que las 

articulaciones están cubiertas por una membrana sinovial que es responsable de la 

homeostasis y la lubricación de la articulación mediante la síntesis de ácido hialurónico, que 

protege el cartílago articular y responde ante agresiones agudas (Fernández, 2019). 

Varios investigadores han analizado que cuando una articulación cursa por un proceso 

inflamatorio (artritis), hay un descenso tanto del peso molecular como de la concentración 

del ácido hialurónico; en base a este análisis actualmente se considera que la inyección 

intraarticular de ácido hialurónico, es una terapia alternativa para la artritis, especialmente 

para la rodilla. Estudios experimentales en España han demostrado que una aplicación 

intrarticular de AH al 2% y manitol al 0,5% durante un periodo de seis meses, disminuye 

significativamente el dolor articular, rigidez e incapacidad funcional (Borrás-Verdera et al., 

2012). 

Existen dos métodos utilizados para valorar la actividad de la hialuronidasa, el método 

turbidimétrico y el método espectrofotométrico. 

 Método espectrofotométrico. 

La inhibición de la hialuronidasa se determina por espectrofotometría de absorción, midiendo 

la cantidad de N-acetilglucosamina producida por hialuronato de potasio. 

1. Procedimiento. 

Para El hialuronato de potasio (0.6 mg) y concentraciones respectivas de las fracciones 

fueron adicionadas a la hialuronidasa activada, y se incubaron a 37° C por 20 min. El control 

se preparó agregando buffer acetato en lugar de la fracción. Se empleó 0.1 ml de NaOH 0.4 

N y 0.1 ml de borato de potasio 0.4 M para detener la reacción de la enzima, seguido de 

calentamiento en baño de agua hirviendo por 3 min. Se agregó 3 ml de 

pdimetilaminobenzaldehido 67 mM a la mezcla anterior, y se incubó a 37 ºC por 20 min. El 

control y las muestras tratadas con las fracciones se midieron a una densidad óptica (OD) 

de 585 nm. y se compararon con el ácido acetil salicílico (aspirina). La DO585 del control 

fue 0.053 ± 0.013. El efecto inhibitorio de las fracciones sobre la actividad de la hialuronidasa 

se calculó como sigue: % de inhibición = [( DO585 control –DO585 muestra ) 

/ OD585 control ] x100. Los resultados fueron el promedio de cinco determinaciones mas o 

menos la desviación estándar y se analizaron por el test de Student. 
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1.1. Activar la hialuronidasa: La enzima hialuronidasa (0.4 unidades) se activada por 

incubación añadiéndole CaCl2 2.5 mLen buffer de acetato 0.1M a pH 3.5 a 37° C por 

20 min. 

1.2. Adicionar a la enzima activada, 0.6mg de hialuronato de potasio y las diferentes 

concentraciones de los extractos, luego incubar a 37° C por 20 min. 

1.3. El control se prepara agregando buffer acetato en lugar del extracto. 

1.4. Para detener la reacción de la enzima, adicionar 0.1 ml de NaOH 0.4 N y 0.1 ml de 

borato de potasio 0.4 M, seguido de calentamiento en baño de agua hirviendo por 3 

min. 

1.5. Luego agregar 3 ml de p-dimetil-amino-benzaldehido 67 mM a la mezcla anterior, e 

incubar a 37 ºC por 20 min. 

1.6. Medir la densidad óptica (OD)a 585 nm del control y las muestras tratadas con los 

extractos y comparar con el ácido acetil salicílico (aspirina). 

Cálculos. 

% 𝑑𝑑ℎ𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑑ó𝑑 = 
𝑑𝑑𝑑 𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑−𝑑𝑑𝑑 𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 ∗  100 Ec.5

 
𝑑𝑑𝑑 𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 

Promediar los resultados de cinco determinaciones más o menos la desviación 

estándar(Pernía et al., 2004). 

Conclusiones y observaciones. 

Esta técnica permite valorar la actividad antinflamatoria de compuestos bioactivos presentes 

en extractos vegetales o animales, mediante espectrofotometría de absorción, esta técnica 

requiere muchos tiempos de incubación, por lo tanto, es tardada. Diversos estudios sugieren 

que los flavonoides actúan de manera selectiva sobre las proteínas produciendo posiblemente 

su hidrólisis o su aglutinamiento de cualquier forma se traduciría en la inactivación de la 

misma. Existen otras técnicas, mediante turbidimetría, o precipitación de la hialuronidasa. El 

investigador tiene la última palabra para elegir la técnica que se ajuste a su presupuesto y 

disponibilidad de reactivos. 

Método turbidimétrico. 

Existe otra técnica aplicada actualmente para determinar la actividad antiinflamatoria, 

mediante el cambio de turbidez. 

Procedimiento. 

Reconstituir los reactivos 
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A. Solución buffer fosfato de sodio 300nM: para ello diluir el fosfato de sodio 

monobásico anhidro en 100ml de agua desionizada, y ajustar el pH a 5,35 a 37°C con 

NaOH 1M 

B. Solución de ácido hialurónico al 0,30% P/V: calentar 5-10ml de agua justo hasta 

antes de hervir y disolver 3 mg/ml de ácido hialurónico durante aproximadamente 20 

minutos para que se disuelva completamente 

C. Solución de ácido hialurónico a 0,03% P/V (SUSTRATO): preparar 10ml en el 

reactivo A, utilizando el reactivo B, precalentar a 37°C inmediatamente antes de 

usar. 

D. Enzima diluida: preparar en 150ml de agua desionizada una solución mezclando 

fosfato de sodio 20mM, con cloruro de sodio 77mM y con 0,01% de albuminasérica 

bovina, ajustar el pH a 7 usando NaOH 1M. 

E. Solución de albumina acida: en 100ml de agua desionizada mezclar acetato de sodio 

24mM con ácido acético 79mM y albúmina de suero ovino al 0,1% (P/V) que 

contiene H. Ajustar a pH 3.75 a 37°C utilizando HCl 5N. 

F. Solución de hialuronidasa: inmediatamente antes de usar preparar una solución que 

contenga 3-5 unidades/ml en el reactivo D, en frio. 

G. Solución de hialuronidasa estándar. Inmediatamente antes de usar, preparar una 

solución que contenga 10 unidades de Hialuronidasa estándar por ml en reactivo D, 

en frío. 

H. Seguir el siguiente esquema de pipeteo. 



Jessica Leticia Cisneros 51 

 

 

 

 

 

 
 

 Prueba 
1 

Prueba 
2 

Prueba 
3 

blanco Estándar 
1 

Estándar 
2 

Estándar 
3 

Estándar 
4 

Estándar 
5 

Estándar 
6 

Reactivo 

F 
Enzima 

1.00 0.75 0.50        

Reactivo 

G 
Estándar 

    0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 

Reactivo 

D 

Enzima 

diluida 

 0.25 0.50 1.00 0.90 0.80 0.70 0.60 0.50 0.40 

 

Incubar a 37°C por 10 minutos. 

Reactivo 

C 
Sustrato 

1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 

I. Mezclar por inversión e incubar a 37 ° C durante exactamente 45 minutos. 

J. Pipetear 0,50 ml de la reacción anterior, mezcla en una cubeta que contiene 2,5 ml de 

reactivo E (solución de albúmina ácida). Mezclar inmediatamente por inversión y 

dejar reposar las cubetas a temperatura ambiente durante exactamente 10 minutos. 

K. Leer la absorbancia a 600nm en el espectrofotómetro versus el blanco. 

L. Leer la absorbancia de las pruebas frente al mismo blanco. 

Cálculos. 

𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑑𝑑 𝑑𝑑 𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 = 𝑑𝑑𝑑 𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 − 𝑑𝑑𝑑 𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 Ec. 6 

𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑑𝑑𝑑 𝑑𝑑𝑑á𝑑𝑑𝑑𝑑 = 𝑑𝑑𝑑 𝑑𝑑𝑑á𝑑𝑑𝑑𝑑 − 𝑑𝑑𝑑 𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 Ec. 7 

 
𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 (𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑑𝑑 ℎ𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑑𝑑 𝑑𝑑 𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 )∗  (𝑑𝑑) 

= 
𝑑𝑑 𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑑𝑑í𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑑𝑑 𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 

 
 

DF: factor de dilución 

Alícuota de enzima: volumen en mililitros de enzima usados en el ensayo 

Ec.8 

 

 
𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 

 =  
𝑑𝑑 𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 

𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑⁄𝑑𝑑 𝑑𝑑 𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 

𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 Ec.9
 

𝑑𝑑 𝑑𝑑 𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 
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2.7. INHIBICIÓN  DE LA   ACTIVIDAD DE LA ENZIMA XANTINA 

OXIDASA. 

En los mamíferos existen dos formas de enzima xantina que son funcionalmente distintas 

entre sí; la xantina dehidrogenasa (XDH) y la xantina oxidasa (XO), son codificadas por el 

mimo gen. La xantina oxidasa se localiza en el citosol y en la superficie de la membrana 

celular, es detectable en plasma, leucocitos, macrófagos, en las células parenquimatosas de 

varios tejidos como el intestino delgado, hígado, pulmón y en el endotelio vascular de 

arterias, venas y endocardio. Esta enzima cataliza varios procesos y oxida a varios sustratos 

endógenos y exógenos, participa en el metabolismo de las purinas mediante la degradación 

de los ácidos nucleicos, cataliza la oxidación de la hipoxantina a xantina y luego a ácido 

úrico, con la consecuente producción del anión superóxido (Camps, 2010). 

El ácido úrico es el producto final del catabolismo de las purinas, y debe ser excretado por 

los riñones, sin embargo, si existe alguna alteración a nivel renal se produce la acumulación 

de ácido úrico en la sangre (hiperuricemia), síntoma principal en la enfermedad de la gota, 

considera un tipo de artritis que se caracteriza por la formación y acumulación de cristales de 

urato de sodio en el tejido, especialmente en las articulaciones, estos depósitos son visibles y 

palpables denominados tofos y presentan dolor agudo, enrojecimiento, y sensibilidad. 

Por lo tanto, la xantina oxidasa es la enzima clave en la patogénesis de la gota, y los 

tratamientos farmacológicos presentan como mecanismo principal la inhibición de esta 

enzima. 

A la xantina oxidasa, también se la involucra en otras patologías como la insuficiencia 

cardiaca, por ser una fuente importante de radicales libres. En varios estudios se ha observado 

un aumento de la actividad de la XO y su inhibición disminuye la producción de radicales 

libres, el consumo de oxígeno y mejora la función ventricular. Por ende, la XO además de 

disminuir los niveles de ácido úrico, tiene un efecto antiinflamatorio sobre el sistema 

cardiovascular (Latorre et al., 2008). 

El ensayo de la inhibición de la xantina oxidasa se realiza por medio de un espectrofotómetro. 

Reactivos: Xantina (Sigma), xantina oxidasa (Sigma), Alopurinol (Sigma) 

Se utilizan extractos etanólicos o metanólicos de las especies vegetales o animales a analizar. 
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Procedimiento: 

1. Preparar una solución de prueba, para llegar a una concentración final de 100ug/mL 

de extracto de cada especie a analizar, utilizando un agente tensoactivo 

(dimetilsulfoxido), para lograr la disolución total. 

2. Luego preparar una solución de buffer fosfato, utilizando NaHPO4 y K2HPO4 para 

obtener buffer fosfato 70mM, a pH 7,5. 

3. Después preparar la solución de la enzima (Xantina Oxidasa) a una concentración de 

0,2 UI/uL 

4.  Preparar la solución del sustrato (Xantina) hasta llegar a una concentración de 

150Um. 

5. Colocar en un tubo de ensayo 330ul de la solución del extracto de cada especie, más 

970 ul de buffer fosfato, más 30 ul de la solución de la enzima. Este tubo será de la 

MUESTRA. 

6. En otro tubo preparar el BLANCO DE LA MUESTRA, colocar 330ul de la solución 

del extracto y 1000ul de buffer fosfato. 

7. En otro tubo realizar el CONTROL, agregar 330ul de agua ultrapura, 970 ul de buffer 

fosfato y 30ul d la solución de la enzima. 

8. En otro tubo se coloca, 330ul de agua ultrapura y 1000ul de buffer fosfato, formando 

así el BLANCO DEL CONTROL. 

9. En total son cuatro tubos por cada extracto a analizar; éstos tubos se incuban por 15 

minutos a 30°C. 

10. Para iniciar la reacción se agrega 670ul de sustrato (xantina), e incubar nuevamente 

por 30 minutos más. 

11. Trascurrido este tiempo, se detiene la reacción agregando 330ul de HCl 1N. 

12. Inmediatamente se lee en un espectrofotómetro a 290nm (Gutiérrez & Mamani, 

2011). 

Conclusiones y observaciones. 

 
Mediante esta técnica se validan compuestos de extractos vegetales que presenten actividad 

antiinflamatoria ytambién actividad antigotosos. Esta técnica es relativamente sencilla y fácil 

de realizar por la disponibilidad de los reactivos. 
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2.8. INHIBICIÓN DE LA PRODUCCIÓN DE NO EN MACRÓFAGOS RAW 

264.7 ESTIMULADA CON LIPOSACÁRIDOS (LPS). 

El óxido nítrico (NO) es un radical libre, bio-sintetizado en el organismo en pequeñas 

cantidades a partir de la oxidación del aminoácido L-arginina que es convertido en L-citrulina 

mediante la intervención de la enzima óxido nítrico sintasa (NOS). El NO cumple la función 

de vasodilatador, agente antiaterogénico y antiagregante plaquetario. La NOS tiene alta 

afinidad por su sustrato: la arginina, ésta se encuentra en altas concentraciones en el 

endotelio, la funcionalidad de esta enzima está determinada por la concentración de arginina, 

productos de sus ingresos nutricionales (Duarte et al., 2008; Silva et al., 2011). 

Existe una variedad de isoformas de NOS, agrupadas en dos categorías, la NOS constitutiva 

(cNOS) y la NOS inducible (iNOS). La cNOS es dependiente de iones calcio y calmodulina, 

comprende la NOS neural (nNOS, tipo I), presente en las neuronas y la NOS endotelial 

(eNOS tipo III), presente en las células endoteliales vasculares y en las plaquetas, mientras 

que la iNOS es producida por macrófagos y otras células como linfocitos T, células 

endoteliales, miocitos, hepatocitos, condrocitos, neutrófilos y plaquetas, activadas por 

citocinas como IL-1, TNF-a, IFN-α y LPS, esta isoforma requiere de algunas horas para ser 

expresada, por lo tanto una vez sintetizada, libera cantidades mayores de NO que la cNOS. 

El NO resultante de la eNOS, cumple funciones importantes en la protección del vaso 

sanguíneo para mantener el tono vascular, regulación de la presión sanguínea, prevención de 

la agregación plaquetaria, inhibición de la adhesión de monocitos y neutrófilos al endotelio 

vascular. Por otro lado, el NO resultante de la activación de la iNOS presenta actividad 

citotóxica y citostática promoviendo la destrucción de microrganismos, parásitos y células 

tumorales. 

El NO participa en todos los procesos biológicos del organismo, sin embargo, en grandes 

cantidades puede actuar de forma perjudicial para los tejidos. Actualmente varios estudios 

han citado al NO como factor etiológico de la enfermedad periodontal, el cual es de 

naturaleza inflamatoria y multifactorial, en base a esto muchos investigadores consideran que 

inhibir la producción de NO como una estrategia terapéutica en los procesos inflamatorios 

(Silva et al., 2011). 
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Test de viabilidad celular. 

Procedimiento. 

La producción de NO por macrófagos murinos RAW 264.7 estimulados con LPS se evalúa 

midiendo la concentración de nitritos presentes en el medio de cultivo, mediante una reacción 

colorimétrica empleando el reactivo de Griess. 

Cultivo de las células. 

 
1. Incubar las células de macrófagos RAW 264.7 en cultivo de tejidos, en frascos que 

contienen medio de Eagle de Dulbecco (DMEM), 10% de suero bovino fetal (FBS), 

estreptomicina y penicilina (100 U/l), en atmósfera humidificada que contiene 5% de 

CO2 a 37° C. 

2. Decantar el medio y añadir 1 ml de tripsina al 0,25% y mantener en la incubadora 

durante 5 min. 

3. A continuación, golpear o agitar suavemente el matraz para separar las células, luego 

enjuagar completamente el matraz agregando 3 ml del medio DMEM-FBS y 

centrifugar el contenido a 1000 rpm durante 10 min. 

4. Descartar el sobrenadante, y disolver las células del sedimento en medio DMEM- 

FBS. 

5. Para evaluar la viabilidad del tripsinizado de las células RAW 264.7 se realiza una 

tinción con una solución de tinción de azul tripán al 0,4% (1: 4) diluido en solución 

salina tamponada con fosfato (PBS) y se cuentan las células utilizando una cámara de 

Neubauer. 

6. Posteriorment, en una placa de 96 pocillos incubar la línea celular RAW264.7, 

colocar 5x104 células por pocillo, durante 24 horas en medio de cultivo, Dulbecco´s 

Modified Eagle Mediun (DMEM). 

7. Adicionar los extractos a analizar en diferentes concentraciones (10, 25, 50ug/ml) e 

incubar durante 24 horas. 

8. Después del tratamiento descartar el medio de cultivo y añadir 10 ug/ml de LPS e 

incubar por 18 horas a 37°C. 

Producción de NO. 
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1. Para determinar la concentración de NO en el medio de cultivo se determina 

mezclando 100ul del sobrenadante del cultivo con 100ul de reactivo de Griess durante 

5 minutos. 

2. Luego, determinar la absorbancia a 550nm. 

3. Como blanco se utiliza medio de cultivo fresco. 

4. La cantidad de nitrito en cada muestra se calcula usando una curva estándar preparada 

con nitrito se sodio. 

Cálculos. El porcentaje de inhibición en la producción de NO se expresa como: 

 
[1 − (𝑑𝑑 𝑑𝑑 𝑑𝑑 𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑/𝑑𝑑 𝑑𝑑 𝑑𝑑 𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 − 𝑑𝑑 𝑑𝑑 𝑑𝑑 𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑) ] 𝑑 100 Ec.6 

(Saravanan et al., 2015; Velásquez & Posada, 2013). 
 

Conclusiones y observaciones. 

La aplicación de esta técnica presenta una alta prevalencia para valorar la actividad anti 

inflamatoria in vitro de extractos vegetales, ya que los macrófagos son las células que forman 

parte del sistema inmunitario innato y al ser estimulados con LPS pueden generar una 

variedad de mediadores inflamatorios, como óxido nítrico (NO), prostaglandina E2 (PGE2), 

interleucina 1β (IL-1β) y factor de necrosis tumoral α (TNF-α). Por lo tanto, al aplicar esta 

técnica se pueden determinar todos los mediadores antes mencionados. 

2.9. INHIBICIÓN DE LA ELASTASA. 

Los neutrófilos PMN son células fagocíticas involucradas en mecanismos de defensa contra 

infecciones y desempeñan papeles de defensa en los procesos inflamatorios, cuando existe 

un factor quimiotáctico se activan estas células y como consecuencia se liberan especies 

reactivas de oxigeno (ERO) y enzimas proteolíticas como la elastasa que es una 

metaloproteína capar de degradar el colágeno, los proteoglicanos del cartílago, la elastina y 

la membrana basal. Además, puede convertir el fibrinógeno en fibrina y actuar sobre el 

complemento a distintos niveles (Cárdenas et al., 2012; Durán Lengua et al., 2014). 

Los leucocitos presentan el receptor formil péptido (FPR), el cual participa en varias 

funciones importantes, como la activación de la fagocitosis, adhesión, migración, 

Quimiotaxis yactividades bactericidas por medio de la desgranulacion de PMN y el estallido 
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respiratorio con la consecuente liberación de ERO. Estas acciones son benéficas, sin 

embargo, cantidades excesivas de estas especies oxidantes causa daño al tejido durante el 

proceso inflamatorio. Por ende, desarrollar o descubrir moléculas que inhiban la función del 

FPR, podría considerarse como mecanismo de acción de nuevos agentes antiinflamatorios 

(Durán Lengua et al., 2014). 

Técnica 1. Inhibición de la elastasa. 

En esta técnica se cuantifica la elastasa liberada de los PMN sometidos a exocitosis, activados 

por citocalasina B y estimulados con fMLP. 

Separación de neutrófilos humanos. 

1. Extraer sangre venosa en tubos con heparina de voluntarios sanos, para obtener los 

neutrófilos. 

2. Después, mediante sedimentación espontánea por 30 min, recolectar el plasma y 

adicionar cuidadosamente sobre ficoll- histopaque, el cual actúa por gradiente de 

densidad a una proporción 1:2 v/v someter a centrifugación por 20 min. 

3. Descartar el sobrenadante y resuspender los PMN del sedimento en 0,5ml de PBS. 

4. Añadir cloruro de amonio 0,83% pH 7,2 para lisar los eritrocitos contaminantes. 

5. Lavar los PMN tres veces con solución amortiguadora (PBS) pH 7,3 y adicionar 

0,50mM de glucosa. 

6. Resuspender para obtener una concentración final de 2x106 células/ml 

 
Determinación de la inhibición de la elastasa. 

 
7. Colocar en la microplaca, 200ul de PBS, y los PMN (2x106 células/ml). 

8. Inducir a los PMN a exocitosis, activados por citocalasina B yestimulados con fMLP. 

9. La elastasa liberada fue expuesta a las diferentes concentraciones de los extractos por 

10 min. 

10. Posteriormente adicionar 10 µM SAAVNA y se incubar por 30 min a 37 ºC. 

11. Realizar la lectura de las absorbancias en un lector de microplaca a una longitud de 

onda de 405 nm. 

12. El control del 100 % de actividad consiste en 2,5×106 PMN con el mismo tratamiento, 

pero sin adición de los extractos. 
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13. El ensayo se controla con 0,5 µM de fenilbutazona en agua destilada estéril, el cual 

muestra una inhibición de la enzima de 95 %. 

14. Los ensayos se realizan por triplicado y tres repeticiones para cada ensayo (Durán 

Lengua et al., 2014). 

Técnica 2. Técnica espectrofotométrica de la elastasa pancreática 

 
Se utiliza N-succ-(ala)-3-p-nitroanilina como sustrato y se monitorea la liberación de p- 

nitroanilina por 20 min a 25 °C. La cantidad de p-nitroanilina se determina midiendo la 

absorbancia a 410 nm. 

1. Las muestras de extractos metanólicos deben tener una concentración final de 

0,125g/mL. 

2. El sustrato se prepara con N-succinil- (Ala) 3-p-nitroanilina, una concentración de 

1,015 mM, disuelta en 0,1 M de Tris-HCl a pH 8 

3. La elastasa pancreática porcina, se disuelve con buffer Tris-HCl 0,2 M (pH 8) para 

llegar a tener una concentración final de la enzima de 0,046 U/mL. 

4. Las reacciones se llevan a cabo adicionando en placas de 96 pozos 10 µL del extracto 

de cada una de las muestras, 10 µL de elastasa y 130 µL del sustrato, para tener un 

volumen final de reacción de 150 µL. 

5. Todos los ensayos se realizaron por triplicado. 

 
Cálculos. 

 
La capacidad antiinflamatoria se expresa de acuerdo a la siguiente fórmula: 

 
%𝑑𝑑ℎ𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 == (1− B) x100 Ec.7 

A 

 
En dónde: 

 
A: son los µg/mL de p-nitroanilina liberados sin inhibidor (10 µL de metanol, 10 µL de 

elastasa, y 130 µL del sustrato) 

B: µg/mL de p-nitroanilina liberados en presencia del inhibidor (sistema de reacción con 

extracto en lugar del metanol) (Dávalos et al., 2013). 
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2.10. INHIBICIÓN DEL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL α 

INDUCIDO POR EL FACTOR NUCLEAR KAPPA B 

 
El NF-κB es un complejo proteico que regula la transcripción del ADN y participa en la 

respuesta inmune e inflamatoria, en el desarrollo, formación, progresión y apoptosis de 

tumores. Se encuentra en el citoplasma en forma inactiva unido a proteínas inhibidoras, las 

cuales son fosforiladas y degradadas para permitir la liberación del NF-κB que se transloca 

al núcleo donde regula la transcripción de genes diana. Los genes diana del NF-κB son las 

citocinas, factores de crecimiento, receptores solubles de citocinas, proteínas de estrés, 

moléculas de adhesión y moléculas inmunoreguladoras. 

Generalmente el NF-κB es activado por ciertos estímulos como lipopolisacáridos 

bacterianos, ésteres de forbol, virus, estrés oxidativo, luz ultravioleta, radiación ionizante y 

drogas genotóxicas (Echeverría & Mockus, 2008; Escárcega, 2010). 

Existen diversas técnicas que evalúan la actividad antiinflamatoria in vitro en la que participa 

el NF-κB. Por ejemplo, mediante la inhibición del NF-κB se determina el porcentaje de 

inhibición del Factor de Necrosis tumoral α en células 293T humanas y también se puede 

determinar el porcentaje de liberación del factor de Necrosis tumoral α, a partir de células de 

leucemia monocítica estimuladas con LPS, a continuación, se describe el procedimiento de 

cada una de las técnicas. 

Procedimiento. 

 

Se utilizan células 293T humanas para medir la inhibición de NF-kB. 

1. Cultivar las células en DMEM complementado con 10% de suero bovino fetal, L- 

glutamina y penicilina-estreptomicina a 37°C bajo una atmósfera de CO2. 

2. Para medir la supervivencia celular, se siembra en placas de 96 pocillos y se cultivan 

durante la noche. 

3. Incubar las células en nuevos medios que contengan diversas concentraciones de 

extractos vegetales durante 24 h más. 

4. La viabilidad celular se probó mediante la cuantificación de ATP celular utilizando 

el ensayo de luciferasa/luciferina de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 

5. Para medir la inhibición de NF-kB, sembrar las células (1105/ ml) en una placa de 24 

pocillos y cultivar durante la noche. 

6. Remplazar el medio por medio sin suero durante 4 h. 
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7. Añadir TNF-a (100 ng/ml) y extractos vegetales (2 mg/ml) en cada pocillo ycultivar 

durante 1 h. 

8. Extraer proteínas de células completas, y la actividad de unión de NF-kB a su sitio de 

unión se realiza usando un kit ELISA. 

9. Calcular la actividad de unión de cada muestra utilizando una curva estándar. 

2.10.1. Liberación de TNF-α a partir de células de leucemia monocítica 

estimuladas con LPS. 

 

1. Cultivar las células de leucemia monocítica humana (THP-1) en medio RPMI 

(Roswell Park Memorial Institute) que contiene 4,5 g/l de D-Glucosa y suplementado 

con 2 mM GlutaMax, 100 U/ml de penicilina, 100 μg/ml de estreptomicina, y 10% 

de suero fetal bovino a 37 °C, 5% de CO2 en 95% aire. 

2. Las células son sembradas a una densidad de 1×105 células/pocillo e incubadas 

durante 48 h en forbol-12-miristato-13-acetato (PMA 100 nM). 

3. Eliminar las células no adheridas a los pocillos con medio fresco. 

4. Pre incubar las células restantes con diferentes concentraciones de extractos durante 

1 hora. 

5. Estimular las células con lipopolisacárido (50ng/ml) e interferón gamma (50 

unidades) durante 24 h. 

6. Determinar la concentración de TNF-α en el sobrenadante del cultivo de THP-1 

mediante un ELISA tipo sándwich comercial siguiendo las instrucciones del 

fabricante. 

Conclusiones y observaciones. 

Estas técnicas son más complejas que las descritas anteriormente, ya que se requiere de kits 

comerciales adicionales para determinar la inhibición de la actividad antiinflamatoria y por 

ende son más costoso. Sin embargo, estas técnicas simulan de manera semejante los procesos 

que suceden en nuestro organismo cuando se produce el proceso inflamatorio. 

 
2.11. DETERMINACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE ICAM-1. 

 
 

La molécula de adhesión intercelular 1 (ICAM-1 o CD54) es una glicoproteína que está 

presente en bajas concentraciones en la mayoría de las células endoteliales, linfocitos T y B, 
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y monocitos. Es un receptor funcional que tiene la capacidad de transducir señales al interior 

de las células al interactuar con sus ligandos, desencadenando diferentes eventos funcionales 

celulares como la expresión génica, cambios fenotípicos de inducción y/o sobreexpresiónde 

determinadas moléculas en la membrana celular. 

La expresión de ICAM-1 es inducida mediante estimulación por citocinas como Interleucina- 

1 (IL-1) y Factor de Necrosis Tumoral (FNT). Sin embargo, en los casos de inflamación 

aguda y crónica, es expresada en células dendríticas, fibroblastos, células endoteliales, 

condrocitos y células epiteliales; lo cual incrementa la interacción entre célula-célula y la 

extravasación de los leucocitos hasta el sitio de la inflamación. La adhesión de los leucocitos 

circulantes al endotelio vascular es el paso fundamental para su extravasación durante la 

inflamación. Este proceso está mediado por la molécula de adhesión E-selectina. La unión 

firme y la migración transendotelial dependen de la interacción entre la molécula de adhesión 

intercelular-1 (ICAM-1) (Macías Abraham, 2006; Macías et al., 2003; Villarroel Dorrego, 

2015) 

Procedimiento. 

1. Las HUVEC (células endoteliales de vena de cordón umbilical) se cultivan enplacas 

de 96 pocillos medio DMEM bajo en glucosa que contiene suero bovino fetal al 10% 

y penicilina-estreptomicina al 1%. Mantener los cultivos 37°C y a 5% CO2. 

2. Después de alcanzar una etapa subconfluente, las células son tratadas con varias 

concentraciones de los extractos (50-200 mg/mL disueltos en medio de cultivo sin 

suero) y 10 mM de ácido acetilsalicílico y mantener en cultivo durante 2 h. 

3. Después de esto, los extractos son descartados. 

4. Al grupo experimental añadir 50 ng/mL de TNF-α disuelto en medio con suero al 

10% y otro grupo añadir sólo el medio con suero al 10%. 

5. Las células cultivadas en el medio de cultivo no tratadas con extracto, pero 

estimuladas con TNF-a y las células no tratadas y no estimuladas se usaron como 

controles. 

6. Después de 20 h de incubación, tomar los sobrenadantes para medir la expresión de 

moléculas de adhesión mediante un kit ELISA. Todas las muestras se analizan por 

triplicado (Grigore et al., 2013). 

7. 
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Conclusiones y observaciones. 

Esta técnica también es compleja y costosa porque se necesita de otros kits comerciales para 

complementar la técnica. Por lo tanto, no es muy utilizada para investigaciones de extractos 

vegetales con principios activos antiinflamatorios. 
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CAPÍTULO III 
 

3. METODOLOGÍA 

 
3.1. Diseño y tipo de estudio. 

 

El presente trabajo es una revisión sistematizada de la literatura que tiene como objetivo 

investigar sobre las técnicas de evaluación de la actividad antiinflamatoria “in vitro” y su 

aplicabilidad a plantas medicinales”. 

3.2. Estrategia de búsqueda. 

 
La búsqueda de información bibliográfica para la elaboración de este trabajo se realizó en 

documentos y artículos de libre acceso indexados a bases de datos como Pubmed, SciELO, 

Sciencedirect, SpringerLink, Medline, y Google académico, empleando palabras claves como 

“antiinflamatory activity”, “in vitro”, “extractos vegetales”, “plantas naturales” además se 

emplearon operadores boleanos como AND, y OR. La ecuación de búsqueda fue: (“anti 

inflmatory activity” OR “antiinflmatory activity”) AND (“in vitro”), la misma fue utilizada 

en cada una de las bases digitales. Se recuperaron un total de 1255 publicaciones en la 

búsqueda inicial, divididas de la siguiente manera: 

3.3. Evaluación. 

Para evaluar cada una de las publicaciones encontradas se aplicaron los siguientes criterios 

de inclusión y exclusión: 

Criterios de inclusión: 

● Publicaciones que mencionen técnicas anti-inflamatorias “in vitro” 

● Bibliografía escrita en español o en inglés publicada entre el 2010 y el 2020. 

● Artículos originales, capítulos de libros, artículos de revisión, y trabajos de titulación. 
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Criterios de exclusión: 

● Publicaciones que mencionen técnicas anti-inflamatorias realizadas de manera in 

vivo. 

● Bibliografía publicada en años anteriores al 2010. 

● Artículos que no permitan el acceso a información completa. 

Al aplicar los criterios de inclusión y exclusión y eliminar las publicaciones repetidas se 

obtuvieron un total 100 publicaciones finales, que serán objeto de revisión. 

3.4. Análisis de la información: 

 

Las 100 publicaciones encontradas forman parte de la revisión y posteriormente fueron 

analizadas de manera minuciosa, para extraer información relevante sobre la metodología, 

ventajas, desventajas y su aplicabilidad en plantas medicinales. 

Las técnicas encontradas con sus ventajas y desventajas se resumieron en tablas, así como 

también su aplicabilidad en plantas medicinales. 



 

 

 

 

RESULTADOS 

 

En esta revisión sistematizada se encontraron cien artículos originales que describen diferentes técnicas antiinflamatorias “in vitro”. 

Entre ellas, la técnica más utilizada fue la inhibición de la producción de óxido nítrico por los macrófagos RAW 264.7 estimulados con 

lipopolisacáridos, seguido de la técnica de estabilización de la membrana eritrocitaria, la inhibición de la desnaturalización de proteínas, 

y las técnicas menos utilizadas son la inhibición de enzimas como la lipoxigenasa, la ciclooxigenasa, la fosfolipasa A2, la elastasa, la 

hialuronidasa y la xantina oxidasa. Todas éstas técnicas se pueden aplicar en laboratorios de investigación y docencia ya que no requieren 

de equipos ni condiciones especiales. Sin embargo, se necesita de un espectrofotómetro ya que en todas las técnicas se mide la absorbancia 

a distintas longitudes de onda, de la muestra previamente analizada. Por otro lado, el escogimiento de una u otra técnica dependerá de 

los recursos del investigador, y de los materiales y reactivos disponibles. El uso de kits comerciales resulta costoso, sin embargo, solo se 

aplican las instrucciones del fabricante y no hay que ajustar ningún parámetro porque ya están estandarizados. Por lo que el investigador 

debe conocer las ventajas y desventajas de cada una de las técnicas, para seleccionar la técnica más adecuada para aplicar en su 

investigación. 

Tabla 2. Ventajas y desventajas de las técnicas de evaluación antiinflamatoria “in vitro”. 
 

TÉCNICA VENTAJAS DESVENTAJAS 

ENSAYO DE ESTABILIDAD DE 

LA MEMBRANA. 

 

Fundamento: la membrana 

eritrocitaria es análoga a la membrana 

lisosomal, al  proteger la integridad de 

la  membrana  de  los lisosomas de  los 

-Sencillo y fácil de realizar por la alta 

disponibilidad de glóbulos rojos humanos. 

-Los reactivos son fáciles de conseguir o preparar, 

por lo tanto, se considera un método económico. 

-Su actividad antiinflamatoria se debe a su acción 

estabilizadora de la membrana. 

- Es un ensayo indirecto, pues no 

interviene en sí en el proceso de la 

inflamación. 

- No es una técnica precisa. 

-Se deben monitorizar varios parámetros 

como: tiempo y temperatura, 
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mastocitos y neutrófilos, se impide la 

liberación de mediadores de la 

inflamación. 

-Método utilizado para valorar primera etapa de la 

inflamación. 

-Método fácilmente reproducible. 

-Este método es bastante utilizado para 

determinar la actividad antiinflamatoria en 

extractos vegetales, animales y en compuestos 

sintéticos. 

concentración (V/V) de eritrocitos, pH 

de los búferes, etc. 

INHIBICIÓN DE LA 

DESNATURALIZACIÓN DE LA 

PROTEÍNA/ desnaturalización 

térmica de la albúmina. 

 

Fundamento: la desnaturalización de 

proteínas es un proceso que ocurre con 

frecuencia en el proceso inflamatorio; 

por diversas causas, por estrés, cambios 

bruscos de pH, contacto con disolventes 

orgánicos, calor etc. 

Por lo tanto, la determinación de la 

desnaturalización de la albúmina es una 

medida del potencial antiinflamatorio 

-Método sencillo y rápido de realizar, por la 

disponibilidad de la albúmina. 

-Materiales y reactivos elementales en cualquier 

laboratorio de docencia e investigación. 

-Cálculos simples, con aplicación de una fórmula. 

-Método fácilmente reproducible. 

-También, este método es bastante utilizado para 

determinar la actividad antiinflamatoria en 

extractos de plantas, animales y en compuestos 

sintéticos, 

-Ensayo que valora el proceso 

inflamatorio de manera indirecta, pues 

se considera que la desnaturalización de 

proteínas tisulares conduce a 

enfermedades inflamatorias. 

-Generalmente se realiza junto al ensayo 

de estabilidad de la membrana. 

-No es un método específico. 
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de extractos vegetales y compuestos 

sintéticos. 

  

ENSAYO DE INHIBICIÓN DE 

LIPOOXIGENASA (LOX). 

 

Fundamento: mediante esta técnica se 

detecta y mide los hidroperóxidos 

producidos en la reacción de 

oxigenación mediante una enzima 

lipooxigenasa purificada. La reacción 

de detección es igualmente sensible a 

los hidróxidos en cualquier posición 

dentro del ácido graso y funcionará en 

cualquier ácido graso sin importar su 

longitud. 

-Método relacionado directamente con la 

inhibición de la enzima que metaboliza el ácido 

araquidónico para generar mediadores de la 

inflamación. 

-El ensayo se realiza utilizando kits comerciales 

que determinan inhibidores de la enzima 15- 

lipooxigenasa (15-LOX). 

-Se puede utilizar el linoleato o araquidonato 

como sustratos de esta enzima para determinar 

inhibidores de la 15-LOX. 

-El ensayo se realiza por la técnica de ELISA que 

presenta la característica de una alta especificidad 

y sensibilidad, que puede procesar gran número 

de muestras simultáneamente y proporciona 

resultados rápidos. 

-También, la actividad inhibidora de la 

lipoxigenasa se puede determinar utilizando el 

método espectrofotométrico. 

- Los kits comerciales son costosos. 

- Al seguir las instrucciones del 

fabricante, no es posible realizar 

modificaciones en el ensayo, caso 

contrario se tendría que validar el nuevo 

protocolo. 
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 - Con este ensayo quedan de lado los resultados 

subjetivos, pues su cuantificación se realiza 

mediante un espectrofotómetro que evalúa el 

cambio de coloración que resulta de la reacción 

enzima-sustrato. 

-Al utilizar kits comerciales, existen pocos errores 

puesto que las variables fueron estandarizadas, de 

modo que los parámetros medidos no sean 

alterados. 

 

ENSAYO DE INHIBICIÓN DE 

ENZIMAS PRO- 

INFLAMATORIAS (INHIBICIÓN 

DE LA FOSFOLIPASA A2) 

 

Fundamento: se considera que la 

fosfolipasa A2 es una enzima pro- 

inflamatoria, al inhibir enzima, denota 

que la respuesta antiinflamatoria no 

está afectada a nivel del ácido 

araquidónico. 

-Ensayo que permite inhibir la enzima que origina 

el proceso inflamatorio. 

- También se utilizan kits comerciales. 

- El ensayo es aplicado en extractos vegetales, 

animales o en compuestos sintéticos. 

- No es un método bastante aplicado 

para valorar actividad antiinflamatoria. 

-Los kits comerciales son costosos. 
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ENSAYO DE INHIBICIÓN DE LA 

CICLOOXIGENASA (COX). 

 

Fundamento: el ensayo es 

cromatogénico y se basa en la 

oxidación de N′-tetrametil-p- 

fenilendiamina más conocido como 

TMPD durante la reducción de 

Prostaglandina-G2 (PG-G2) a 

Prostalglandina-H2 (PG-H2). Y el 

cambio de color se mide mediante 

espectrofotometría. La reacción inicia 

mediante la adición de ácido 

araquidónico y TMPD. 

-Se considera un método directo, porque inhibe la 

enzima inductora de prostaglandinas causantes de 

la inflamación. 

-La actividad inhibitoria se evalúa mediante 

inmunoensayo enzimático usando un estuche 

comercial. 

-En el ensayo se puede utilizar COX humana y/o 

COX ovina. 

-Existen diferentes métodos para detectar un 

inhibidor de la COX, puede ser mediante 

detección colorimétrica o fluorescente, aunque no 

son muy utilizados. 

-En el ensayo colorimétrico de detección de 

inhibidores de la COX incluye enzimas COX-1 y 

COX-2 ovinos para manifestar inhibidores 

específicos de las isoenzimas. 

-Cualquier antioxidante podría interferir 

en el ensayo y considerarse un inhibidor 

de la COX, por ende, dar un resultado 

falso positivo. 

- Costo elevado del kit comercial. 

- Depende de la COX que se quiera 

inhibir se aplicará el kit, puede ser de 

manera general para COX, o para 

determinar inhibidores selectivos de la 

COX-2. 

ENSAYO DE INHIBICIÓN DE LA 

ELASTASA 

Fundamento: en esta técnica se 

cuantifica la elastasa liberada de los 

PMN sometidos a exocitosis, activados 

-Sencillo y fácil de realizar en cualquier 

laboratorio, por la alta disponibilidad de 

neutrófilos. 

- Fácilmente reproducible. 

- Método indirecto para evaluar la 

actividad antinflamatoria. 

- No es un método muy utilizado. 

- No es un método representativo que 

valore la actividad antiinflamatoria. 
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por citocalasina B y estimulados con 

fMLP. 

  

ENSAYO DE INHIBICIÓN DE LA 

HIALURONIDASA. 

 

Método espectrofotométrico. 

Fundamento: la inhibición de  la 

hialuronidasa se  determina  por 

espectrometría utilizandohialoronidato 

de potasio como  sustrato,   y 

hialuronidasa como enzima, mediante 

la detección del grupo final de N-acetil 

glucosamina   liberado, utilizado un 

compuesto colorimétrico como es el p- 

dimetil-amino-benzaldeído. 

Método turbidimétrico. 

Fundamento. 

En este método se utiliza al ácido 

hialurónico como sustrato, y la 

hialuronidasa como enzima, y se valora 

el    ácido    hialurónico    no   digerido 

mediante  precipitación  con albumina 

-La determinación de la actividad de la 

hialuronidasa se puede realizar mediante 

espectrofotometría de absorción, turbidimetría y 

mediante el método colorimétrico basado en la 

reacción de Morgan-Elson. 

-La inhibición de la enzima hialuronidasa 

constituye un método confiable y preciso. 

-Al realizar este método se evita el sacrificio de 

animales su experimentación. 

 

 

 

 

 

 
 

- Método fácilmente reproducible. 

- Se utiliza kits comerciales. 

- Método confiable. 

- Método establecido en la USP XXII-NF XVII. 

-No es un método muy utilizado. 

-Este método valora la actividad 

antiinflamatoria de manera indirecta, ya 

que no inhibe las enzimas queparticipan 

en el proceso inflamatorio. 

- No es el método de primera elección 

para valorar actividad antiinflamatoria 

en extractos vegetales o animales. 

 

 

 

 

 

 

 

 
-No es un método bastante aplicado. 

-Método muy antiguo (1990). 



Jessica Leticia Cisneros 70 

 

 

 

 
bovina acida, midiendo su absorbancia 

a 600nm. 

  

INHIBICIÓN DE LA 

PRODUCCIÓN DE NO EN 

MACRÓFAGOS RAW 264.7 

ESTIMULADOS CON 

LIPOPOLISACÁRIDOS (LPS). 

 
Fundamento: los macrófagos son 

cultivados y estimulados con LPS y se 

determina la liberación de mediadores 

mediante kits comerciales ELISA 

-Mediante este ensayo de pueden determinar 

varios mediadores de la inflamación como iNOS, 

PGE y el FNTα. 

-Técnica bastante aplicada por los investigadores 

en la búsqueda de principios activos con actividad 

antiinflamatoria. 

- Se puede aplicar en extractos vegetales, 

animales y compuestos naturales o sintéticos. 

-Técnica altamente costosa, por el 

cultivo de las células y porque requiere 

de kits adicionales para finalizar el 

estudio. 

-Este ensayo es demorado, ya que se 

necesita un tiempo extra para el cultivo 

celular. 

ENSAYO DE LA XANTINA 

OXIDASA (XO) 

 

Fundamento: es un método enzimático 

que mediante 

espectrofotometría se analiza la 

inhibición de la xantina oxidasa, y 

utilizando la xantina como sustrato 

- El ensayo permite determinar principios activos 

con actividad antiinflamatoria y que también sean 

útiles para el tratamiento de la gota. 

- Ensayo de fácil reproducibilidad en cualquier 

laboratorio de investigación. 

-El ensayo se realiza en poco tiempo, es decir en 

el mismo día se obtienen los resultados, en 

comparación con otros métodos que necesitan 

tiempo para los cultivos celulares 

- El ensayo no es exclusivo para valorar 

actividad antiinflamatoria. 

-El costo de reactivos es alto. 
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 -Se puede aplicar en extractos vegetales, animales 

y en compuestos sintéticos. 

 

INHIBICIÓN DEL FACTOR DE 

NECROSIS TUMORAL α 

INDUCIDO POR EL 

FACTOR NUCLEAR KAPPA B. 

 
Fundamento: mediante inhibición del 

NF-Kb, se determina la expresión del 

TNF α mediante el uso de kits 

comerciales 

- El ensayo permite evaluar la actividad 

antiinflamatoria de extractos vegetales y 

animales, mediante la inhibición del NF-Kb 

que permite la inhibición de mediadores de la 

inflamación. 

- Con este método se valora la expresión de los 

mediadores de la inflamación. 

- No es un método muy utilizado por 

el costo y el tiempo. 

- Además, se necesita de otros kits 

comerciales para determinar la 

expresión de NF-Kb. 

- Método poco reproducible. 

DETERMINACIÓN DE LA 

EXPRESIÓN DE ICAM-1. 

 
Fundamento: en este ensayo se 

estimula con TNF las células 

endoteliales de vena de cordón 

umbilical y se determina mediante un 

kit ELISA la expresión de las 

moléculas de Adhesión 1. 

- Aplicado para extractos vegetales, animales y 

compuestos naturales y sintéticos. 

- Esta técnica valora la etapa de adhesión de los 

leucocitos al endotelio, ya que mediante la 

ICAM-1 los leucocitos se adhieren al 

endotelio vascular para permitir la 

extravasación. 

- Método poco aplicado para evaluar 

la actividad antiinflamatoria. 

- Técnica muy demorada, los 

resultados se obtienen pasadas las 24 

horas. 

- Costo elevado de los reactivos. 

Elaborado por la autora. 
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APLICACIÓN DE LAS TÉCNICAS PARA VALORAR ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA. 

Esta revisión sistematizada dio como resultado el hallazgo de cien estudios que mencionan técnicas antiinflamatorias “in vitro”. Cada 

estudio emplea dos, tres y hasta cuatro técnicas “in vitro”, sin embargo, algunos estudios también incluyen técnicas antiinflamatorias 

“in vivo” para descubrir el potencial antiinflamatorio de la muestra a analizar. Al aplicar más de una técnica antiinflamatoria el 

investigador compara, valida y confirma que dicha muestra presenta características antiinflamatorias y quede como base para futuras 

investigaciones de su potencial. La mayoría de técnicas aplicadas utilizan extractos vegetales, preparaciones herbales, extractos de 

hongos, compuestos sintéticos o compuestos naturales. Asimismo, la mayoría de los ensayos realizan estudios fitoquímicos para 

identificar el o los compuestos responsables de la actividad antiinflamatoria. A continuación, se presentan tablas que resumen las plantas 

medicinales con actividad antiinflamatoria, metabolitos secundarios, resultados y la o las técnicas utilizadas en la evaluación de la 

actividad. 

 
Tabla 3. Aplicaciones del ensayo de estabilización de membrana eritrocitaria (HRBC). 

 

TÉCNICA 
APLICADA 

PLANTAS 
MEDICINALES 

METABOLITOS 
IDENTIFICADOS 

RESULTADOS REFERENCIAS 

 Extracto de hoja de: 
Boswellia serrata 

- Alcaloides 

- Terpenos y 

esteroides 

- Saponinas 

- Taninos 

- Flavonoides 

- Carbohidratos 

Los extractos de B. serrata a diferentes 

concentraciones (50, 100, 250, 500, 1000, 2000 

µg/ml) mostraron estabilización significativa 

de la membrana de los eritrocitos. El efecto 

antiinflamatorio de este extracto puede deberse 

a la presencia de flavonoides y 

(Afsar et al., 

2012) 
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Ensayo de 

estabilización 

de membrana 

eritrocitaria 

(HRBC). 

 - Glucósidos. saponinas. El mayor porcentaje de protección 

del extracto metanólico fue a 2000 µg/ml. 

 

Extractos etanólicos 

de: 

- Croton 

lechler 

- Chenopodium 

ambrosioides 

- Peperomia 

congona 

- Perezia 

coerulescens 

 El extracto de P. congona tiene el mayor porcentaje 

de hemólisis, y el extracto de C. lechleri tiene el 

menor porcentaje de hemólisis en las 

concentraciones de 200 ug/mL; 100 ug/mL, y 50 

ug/mL. Mientras que, con respecto al porcentaje de 

protección de los diferentes extractos, se observa 

que el extracto de C. lechleri tiene mayor 

porcentaje de protección en un 43,2±0,9%; seguido 

de Chenopodium ambrosioides, en un 41,8±2,2% a 

la concentración de 200 ug/mL, mientras que el 

grupo control dexametasona, la actividad 

antiinflamatoria representa el 42,8±1,4% a la 

concentración de 200 ug/mL. 

(Acostupa et al., 

2017) 

Extracto de hojas 

de: 

- Pelargonium 

hispidum 

- P. grandiflorum 

- P. radens 

- P. zonale 

- Catequinas 
- Flavonas 
- Ácidos 

polifenólicos 

- Antocianidinas. 

Se analizaron los extractos de las hojas de las 

distintas plantas a concentraciones diferentes 

(39.06;   78.12;   156.25;   312.48; 625;  1250; 

2500; 5000 µg/ml). Los cuales mostraron 

estabilización significativa de la membrana 

eritrocitaria. Así, el extracto de Pelargonium 

hispidum a  una  concentración  de  625 µg/ml 

(Iancu et al., 

2017) 
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   mostró el 99.99±0.22% de protección, en 

comparación con el diclofenaco a la misma 

concentración que presentó el 98.71± 0.31% 

de protección. 

El extracto de P. grandiflorum a la misma 

concentración anterior presenta el 99.56 

±0.14% de protección. 

El extracto de P. radens presenta su mayor 

porcentaje de protección a la membrana 

eritrocitaria (99.73±0.47%) a una 

concentración de 2500 µg/ml, en comparación 

del diclofenaco a la misma concentración que 

presenta el 98.78±0.34 % de protección. 

Finalmente, el extracto de P. zonale mostró su 

mayor porcentaje de protección (99.59±0.25%) 

a una concentración de 1250µg/ml comparado 

con el diclofenaco a la misma concentración 

que presenta 

98.65±0.34%. 

 

Extracto de hongos 
del género Lentinula 
edodes 

- Flavonoides 

- Ácido ascórbico 
- β-caroteno 

El extracto etanólico del hongo Lentinula 

edodes mostró actividad antiinflamatoria del 

(Khaund et al., 

2016) 
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  - Licopeno. 50 ± 4,40% a una concentración de 10mg/mL. 

El fármaco estándar utilizado fue la Aspirina 

que mostró una mayor actividad 

antiinflamatoria de 81,66 ± 0,57% a la misma 

concentración. Por la presencia de flavonoides 

podría considerarse que presenta actividad 

antiinflamatoria leve, sin embargo, se 

requieren de estudios in vivo para confirmar su 

actividad farmacológica. 

 

Extracto de 

Tradescantia 

zembrina 

Compuestos fenólicos Los dos extractos (extracto 1, que contiene 

compuestos fenólicos obtenidos mediante agua 

a ebullición; y extracto 2 obtenido de la 

maceración con agua a 22°C y procesamiento 

con etanol al 80%) fueron capaces de proteger 

la membrana eritrocitaria, en 32.40 y 29.42% 

respectivamente. 

(Sánchez Chino 

et al., 2019) 

Extracto de 

Ambrosia 

arborescens 

- Alcaloides 
- Azúcares 

reductores 

- Aminoácidos libres 

- Flavonoides 

- Taninos. 

El extracto etanólico de Marco (Ambrosia 

arborescens) tuvo mayor actividad 

antiinflamatoria 88,57% con respecto al 

antiinflamatorio testigo aspirina 87,66%. Sin 

embargo,  el  extracto  acuoso  de las hojas de 

(Pérez Betancourt 

& Moya Castillo, 

2017) 
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 Extracto de 

Buddleja incana 
- Taninos 
- Flavonoides 

Quishuar (Buddleja incana) tuvo 81,22% de 

actividad antiinflamatoria. 

 

Extracto de hojas, 

tallos y flores de 

Nyctanthes arbor- 

Tristis . 

- Flavonoides 
- Saponinas 

Los   extractos   vegetales   se   obtuvieron en 

diferentes solventes; en hexano, metanol, y 

acetato   de   etilo.   Se   prepararon diferentes 

(Vajravijayan 

et al., 2013) 

concentraciones (2, 4, 6, 8, 10 mg/ml). La 

concentración y porcentaje de actividad 

antiinflamatoria son directamente 

proporcionales. El porcentaje de estabilización 

de la membrana eritrocitaria es alto en 

extractos con concentración de 10mg/ml, Así 

tenemos el extracto en hexano presenta un 

porcentaje de protección de 52.06±1.40%, el 

extracto en acetato de etilo presenta el 

62.08±1.86% y el extracto metanólico mostró 

56.20±1.75% de protección en comparación 

con el diclofenaco de sodio que presentó el 

66.10±0.39% de protección. 

El hexano y los extractos de metanol 

mostraron una protección menor en 

comparación con extracto de acetato de etilo. 
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 Extractos etanólicos 

obtenidos a partir de 

las raíces, hojas y 

- Cumarinas 

- Saponinas 
- Terpenos 
- Esteroides. 

Los extractos etanólicos de las diferentes 

partes  de  la  J.  aethiopica  muestran  que los 

extractos  de  hojas  y  raíces  produjeron  una 

(Valdés-Izaguirre 

et al., 2018) 

corteza de estabilización de la membrana eritrocitaria de 

Jatrophaa ethiopica un 62 y 65,3% respectivamente, sin diferencias 

 estadísticamente significativas entre ellos, 

 ambos también significativamente superiores a 

 la actividad del diclofenaco sódico. Los 

 extractos de corteza, por su parte, no mostraron 

 una actividad antinflamatoria significativa (12 

 % de estabilización). 

Preparación herbal 

(HP-4): 

combinación de 4 

plantas medicinales 

Aloe vera 28.62%, 

Bacopa monniera 

16.18% 

Moringa oleífera 

14.90% 

Zingiber officinale 

12.69%. 

 En el estudio de la actividad estabilizadora de 

membrana de HP-4 en un rango de 

concentración de 100-500 μg/ml protegieron 

significativamente la membrana de eritrocitos 

contra la lisis inducida por solución 

hipotónica, esta protección es dependiente de 

la concentración. El ácido acetilsalicílico en la 

concentración   de   100-200   μg/ml utilizado 

(Padmanabhan & 

Jangle, 2016) 

como estándar también ofreció una protección 

significativa (p <0,001) de la membrana de los 
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   eritrocitos contra el efecto dañino inducido por  

la solución hipotónica. 

Extractos de las 

hojas y flores de 

Echeveria 

peruviana Meyen. 

- Flavonoides 
- Terpenos 
- Antocianidinas 
- Compuestos 

fenólicos 

- Esteroles 

El porcentaje de protección de la membrana 

del eritrocito, efecto antiinflamatorio, por parte 

de  los  extractos de  las hojas y flores de 

(Vera Abanto & 

Zavaleta 

Minchola, 2019) 

Echeveria peruviana Meyen., además de los 

controles (dexametasona 200ug/ml y 

diclofenaco 200ug/ml), se evidencia resultados 

favorables en todos los menstruos obtenidos 

con diferentes solventes de polaridad creciente 

(etéreos, diclorometanos, clorofórmicos, 

etanólicos y acuosos) y a todas las 

concentraciones (400, 200, 100 y 50ug/ml). 

Estos valores van desde una media de 

61.43±0.06 para el extracto etanólico 96° de 

hojas a 50ug/ml hasta una media máxima de 

97.33±0.03 para el extracto diclorometano de 

flores a 400ug/ml, de ello también se aprecia 

que la actividad antiinflamatoria es dosis- 

dependiente, ya que a medida que la 

concentración de cada uno de los extractos 
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   probados aumenta es mayor el porcentaje de  

protección de la membrana del eritrocito. 

Extracto de hojas, 

flores y tallos de 

Anredera vesicaria 

- Fenoles 
- Flavonoides 
- Cumarinas 
- Alcaloides 

- Triterpenos 

- Mucílagos 

- Saponinas 

Se encontró que todos los extractos en 

diferentes concentraciones tienen la capacidad 

de estabilizar la membrana de los glóbulos 

rojos en solución hipotónica y para inhibir la 

hemólisis. Extractos acuosos de hojas y tallos 

(Morales et al., 

2018) 

mostró el mayor porcentaje de inhibición en 

500μg/mL con 75.52% y 77.34%, 

respectivamente, sin diferencia significativa 

entre ellos. La actividad del extracto acuoso 

preparado de rizomas a 500 μg/mL fue 

significativamente menor. Sin embargo, todos 

los extractos acuosos exhibieron una actividad 

más alta que el diclofenaco estándar. Esta 

diferencia fue más pronunciada para el 

extracto de tallo en 

125μg/mL. Se observó un efecto similar para 

los extractos etanólicos; todos ellos 

mostraron mayor actividad que el diclofenaco 

sódico estándar a 250 y 500μg/ml. A 
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   125μg/mL, solo el extracto de tallo exhibió una  

notable inhibición de la hemólisis de la 

membrana eritrocitaria. El máximo porcentaje 

de estabilización entre todos los extractos se 

observó en el extracto etéreo de tallo (82.03%) 

a 500μg/mL. 

Extracto de 
Elaeocarpus 
munronii 

 El extracto etanólico de hojas   de E.munronii 

produjo alrededor del 63,1% de estabilización 

(Devir et al., 

2019) 

de membrana a una concentración de 800 

μg/ml comparado con el estándar que exhibió 

una estabilización del 72,3% a la misma 

concentración. 

Extracto de 

Phyllanthus acidus 
L. 

- Flavonoides 
- Compuestos 

fenólicos 

Los extractos exhibieron actividades 

antiinflamatorias y analgésicas significativas 

(Chakraborty 

et al., 2012) 

en forma dependiente de la dosis. El extracto 

de metanol a una dosis de 500 mg/kg mostró 

una actividad superior que era comparable con 

los fármacos estándar. El extracto de acetato de 

etilo mostró una actividad moderada, mientras 

que el extracto de éter de petróleo mostró la 

menor actividad. 
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 Extracto de Centella 

asiatica 

- Flavonoides 

- Triterpenoides 
- Polifenoles 

El porcentaje de estabilización de la membrana 

para extractos metanólicos y diclofenaco 

sódico se realizó a 50, 100, 250, 500, 1000, 

2000 μg / ml. Los extractos metanólicos de C. 

asiatica son eficaces para inhibir la hemólisis 

inducida por calor de HRBC a diferentes 

concentraciones (50-2000 μg/ml). La 

inhibición máxima del 94,97% fue a 2000 

μg/ml. Con el aumento de la concentración, la 

hemólisis de la membrana disminuye y la 

estabilización/protección de la membrana 

aumenta. Por tanto, la actividad 

antiinflamatoria de los extractos depende de la 

concentración. 

(Chippada et al., 

2011) 

Extracto metanólico 

y acuoso de Basella 

alba 

Extracto metanólico: 

- Alcaloides 
- Flavonoides 
- Saponinas. 

 
 

Extracto acuoso: 

- Alcaloides 

- Taninos 
- Flavonoides 

El extracto acuoso mostró una actividad 

antiinflamatoria in vitro significativa en 

comparación con el estándar. El extracto 

acuoso mostró una importante actividad 

antiinflamatoria (71,89%) a la dosis de 400 

μg/ml. Sobre la base de los resultados 

(Vijender Kumar 

et al., 2011) 
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  - Mucilagos 

- Saponinas 
anteriores se puede concluir que Basella alba 

L. tiene una actividad antiinflamatoria 

 

Extracto de las 

hojas, tallo y flores 

de Wedelia trilobata 

- Taninos 

- Flavonoides 
- Terpenoides 
- Saponinas 

Todos los extractos inhibieron eficazmente la 

hemólisis inducida por calor. Estos resultados 

proporcionan evidencia de la estabilización de 

(Govindappa 

et al., 2011) 

la membrana como un mecanismo adicional de 

su efecto antiinflamatorio. Este efecto puede 

posiblemente inhibir la liberación de contenido 

lisosómico de neutrófilos en el sitio de 

inflamación. Los extractos inhibieron la 

hemólisis inducida por calor de los glóbulos 

rojos en diversos grados. Las inhibiciones 

máximas son del 78,11% del extracto de hoja 

seguido del tallo (74,17%) y la flor (58,74%). 

El fármaco estándar de fármaco estándar de 

aspirina mostró una inhibición máxima del 

85,92%. 

Extracto de 
Severinia buxifolia 

- Compuestos 
fenólicos 

- Flavonoides 
- Alcaloides 
- Terpenoides 

El   extracto   metanólico  mostró  la mayor 

inhibición  contra  la  hemólisis  inducida por 

(Truong et al., 
2019) 

calor con IC50 de 319 μg/mL. Además, el 

extracto etanólico protegió eficazmente la 
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   membrana contra la hemólisis inducida por el  

calor. Sin embargo, se observó una baja 

actividad protectora en otros extractos. En 

comparación con los extractos de S. buxifolia, 

la aspirina mostró una protección del 29,26% 

a una concentración de 100 μg/mL. 

Extracto de 

Enicostemma 

axillare 

- Alcaloides 
- Flavonoides 
- Taninos 
- Esteroides 

- Fenoles 

El extracto Enicostemma axillare (EAME) 

fue eficaz para inhibir la hemólisis inducida 

por calor a diferentes concentraciones. Los 

resultados mostraron que el EAME a 

(Leelaprakash & 

Mohan Dass, 

2011) 

concentraciones de 400 y 500 μg/ml protegen 

significativamente (p<0.05) la membrana de 

eritrocitos contra la lisis inducida por calor. 

La aspirina 100 μg/ml ofreció una protección 

significativa (p<0,01) contra el efecto dañino 

de la solución de calor. 

Extracto de Oryza 

sativa Var. Arroz 
Joha 

- Terpenoides 
- Compuestos 

fenólicos 

- Flavonoides 

- Aceites 

volátwiles. 

La   actividad   antiinflamatoria   in   vitro  del 

extracto  de  Oryza  sativa  Var.  Arroz  Joha a 

(Rahman et al., 

2015) 

concentraciones de 100, 250 y 500 mcg/ml 

mostró una protección del 51,12; 58,75 y 

63,77% de HRBC en solución hipotónica 



Jessica Leticia Cisneros 84 

 

 

 

 
   respectivamente, mientras que el diclofenaco 

estándar a 50, 100 y 250 mcg/ml mostró 68.11; 

73.83 y 76.17% de protección de HRBC en 

solución hipotónica respectivamente. 

 

Extracto de Thunnus 

alalunga 

- Esteroides Los extractos glandulares de Thunnus 

alalunga a diferentes concentraciones (100, 

200, 300, 400 mg/mL) mostró una 

estabilización significativa hacia HRBC 

membranas. El porcentaje de protección a la 

concentración 300 mg/mL es más en 

comparación con las otras concentraciones. 

Sin embargo, a concentraciones más altas, el 

porcentaje de protección se encontró que 

estaba disminuido. 

(Azeem et al., 

2010) 

Extracto de 
Cresecentia cujete 

- Compuestos 

fenólicos 

- Flavonoides 

El extracto etanólico crudo (CEE) de hojas y 

corteza de Cresecentia cujete (concentración 

de 1.0 mg/ml) demostró fuerte actividad 

estabilizadora de la membrana (53,86 y 

61,85% de protección, respectivamente), 

mientras que sus fracciones de cloroformo 

(CHF) revelaron actividad moderada (48,74 ± 

(Parvin et al., 

2015) 
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   0,56% y 43,55 ± 6,20%, respectivamente) en 

comparación con la aspirina estándar 

(concentración 0,10 mg/ml) que mostró una 

protección del 75,81% en esta prueba. Todas 

las muestras mostraron una actividad 

antiinflamatoria dependiente de la dosis en la 

prueba de estabilización de la membrana de 

HRBC. 

 

Extractos de: 

Mesua nagassarium 

Kigelia Pinnata. 

 Los extractos de M. nagassarium y K. pinnata, 

a una concentración de 2.0 mg/mL, 

protegieron significativamente la lisis de la 

membrana de eritrocitos inducida por solución 

hipotónica y calor en comparación con el 

estándar, ácido acetilsalicílico (0.10 mg/mL). 

La fracción soluble en éter de petróleo (PESF) 

de M. nagassarium y ácido acetilsalicílico 

(0,10 mg/ml) produjeron 49,19% y 73,19% de 

inhibición de la hemólisis de RBC causada por 

solución hipotónica, respectivamente. Los 

extractos   solubles   en   cloroformo   (CSF) y 

tetracloruro   de   carbono   (CTCSF) también 

(Rashid et al., 

2011) 
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   revelaron una inhibición significativa de la 

hemólisis de RBC. 

 

Extracto de fruta 
Terminalia chebula 

 El extracto de fruta de T. chebula demostró 

fuerte efecto estabilizador sobre la membrana 

de los glóbulos rojos. El efecto estabilizador 

fue dependiente de la concentración y varió 

desde 95,35% a 98,17%. 

(Bag et al., 2013) 

Extracto del 

medicamento 

ayurvédico Tankan 

churna 

 Tankan churna mostró una actividad 

estabilizadora de membrana significativa del 

72,22% a una concentración de 200 µg/ml. 

(Kumar Ashok 

et al., 2011) 

Extracto de flores 

de Couroupita 

guianensis 

 Para el ensayo se utilizaron dos extractos, un 

metanólico y un etanólico de la flor de 

Couroupita guianensis. A la concentración de 

500 mg/ml el extracto metanólico muestra una 

actividad antiinflamatoria significativa (70,58 

± 7,1) que es comparable al extracto de 

fármaco estándar (66,88±4,3%) y al extracto 

etanólico (67,90±5,8%). La  actividad 

antiinflamatoria de los extractos dependía de la 

concentración, con el aumento de la 

concentración también aumenta la actividad. 

(Sumathi & 

Anuradha, 2016) 
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 Extracto de flores de 

Gliricidia sepium 
- Flavonoides 

- Saponinas 

- Triterpenoides, 

Glucósidos 

- Cumarina 

- Ácido cumárico 

- Ácido melilótico. 

El extracto acuoso mostró actividad 

antiinflamatoria dependiente de  la dosis en el 

( kola Kumar 

et al., 2014) 

método de estabilización de la membrana de 

glóbulos rojos humanos a diferentes 

concentraciones (100, 200, 300, 400 y 

500μg/ml) con un porcentaje de protección de 

7.15, 11.25, 22.71, 24.83 y 26.95%, 

respectivamente, en comparación con el 

diclofenaco estándar 32.09% a 100 μg/ml. 

Extracto de 
Kalanchoe pinnata 

 El extracto metanólico de  Kalanchoe pinnata 

presentan inhibición dependiente  de  la dosis. 

(Agarwal & 
Shanmugam, 
2019) 

El porcentaje de inhibición fue similar al 

fármaco estándar utilizado, es decir, 

diclofenaco sódico. El valor CI50 del extracto 

crudo era de 280 μg/mL mientras que el 

medicamento representaba más potencia con 

un valor de CI50 de 250 μg/mL. 
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 Aceites esenciales 

extraídos de: 

Bunium incrassatum 

 

Bunium alpinum 

- Ácido palmítico 
- Óxido de 

cariofileno 

- n-Pentacosano 

 
 

- Óxido de 

cariofileno 

- Epóxido de 

humuleno 

- n-Pentacosano. 

Los dos extractos de los aceites esenciales 

presentan actividad antiinflamatoria, y se 

observa que, entre todas las muestras, a la 

concentración de 800 μg/ml, mostraron una 

actividad antiinflamatoria significativa, de más 

del 70% de protección de HRBC. Los 

resultados se compararon con estándar 

(diclofenaco sódico) que mostró una 

protección de ≈ 88%. 

(Hayet et al., 

2017) 

Extractos de hojas 

de Alternanthera 

sessilis 

Alternanthera 

philoxeroides 

- Saponinas 
- Terpenoides, 

Flavonoides 

- Taninos 

- Esteroides 

- Alcaloides. 

Los extractos etanólicos de hojas de A. sessilis 

y A. philoxeroides fueron eficaces en la 

inhibición de la hemólisis inducida por calor de 

HRBC a diferentes concentraciones (100- 500 

μg/ml). El aumento de la concentración, la 

hemólisis de la membrana disminuye y la 

estabilización/protección de la membrana 

aumenta. Por tanto, la actividad 

antiinflamatoria de los extractos depende de la 

concentración. 

(Sunmathi et al., 

2016). 
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 Extracto de hojas y 

corteza de Syzygium 

cumini 

Taninos Un componente bioactivo del extracto de hoja 

de Syzygium cumini a una concentración de 

200-1000μg/ml protege la membrana de los 

glóbulos rojos humanos contra la lisis inducida 

por la solución hipotónica. A una 

concentración de 1000 μg/ml, los taninos el 

componente activo muestra una protección 

máxima del 82,94% en comparación con el 

diclofenaco sódico estándar que muestra 

70,41% de protección a la misma 

concentración 

(Patil et al., 2018) 

Elaborado por la autora. 

 

 

 

 
 

Tabla 4. Aplicaciones de la técnica de la inhibición de la desnaturalización de proteínas. 

 
TÉCNICA 

APLICADA 
PLANTAS 

MEDICINALES 
METABOLITOS 

IDENTIFICADOS 
RESULTADOS REFERENCIAS 

 Extracto de hojas 

y corteza de 

Syzygium cumini 

- Alcaloides 

- Taninos 
- Flavonoides 
- Fenoles. 

Entre los cuatro compuestos 

bioactivos, los taninos mostraron una 

inhibición máxima del 99,50% a la 

(Patil et al., 2018) 
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   concentración de 100 μg/ml en  

Inhibición de la comparación con el fármaco 

desnaturalización 
antiinflamatorio estándar aspirina 

térmica de 89,26% 

proteínas 
 

Extracto de 
Tradescantia 
zembrina 

- Compuestos 

fenólicos 

La  infusión  fue  la  que  mejor efecto 

tuvo sobre la protección a la 

(Sánchez Chino 

et al., 2019) 

 desnaturalización de proteínas que fue 

 del 85%, mientras que las otras dos 

 extracciones tuvieron 43-44% de 

 actividad, en los tres casos fue mayor 

 el porcentaje de inhibición de la 

 desnaturalización de la albúmina. 

 Aislados proteicos 
de chía (Salvia 

hispánica L.) 

 Se determinó la actividad 

antiinflamatoria in vitro de los 

(Cárdenas 

Hidalgo, 2016) 

 concentrados proteicos de chía 

 obtenidos a diferentes pH, teniendo 

 como resultado que a pH 6,0 a una 

 concentración de 100µg/ml el 

 porcentaje de inhibición fue mayor 

 que los demás pH ensayados con un 

 335,41 %. 
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Bacillo cereus S1 

marino 

- Cicloheptasiloxano 
- Octadecametil-, 

heptasiloxano 

- Ácido 1,2 

bencenodicarboxílico, 

La desnaturalización de las proteínas 

es una causa de inflamación bien 

documentada. Como parte de la 

investigación sobre el mecanismo de 

la capacidad de inflamación in vitro de 

los metabolitos producidos por B. 

cereus S1, se estudió la 

desnaturalización de proteínas. Mostró 

una actividad antiinflamatoria 

relativamente buena (86%) en 

comparación con el control sin 

adición del sobrenadante. 

 

(Mostafa Hassan, 
2016) 

Extractos de hojas 

y semillas de 

Elaeocarpus 

serratus 

 El porcentaje máximo de 

desnaturalización proteica se observó 

en el extracto de hoja (68,32%) 

seguido por el extracto de semilla 

(62,13%) a 400μg/ml. Los resultados 

fueron casi cercanos a la indometacina 

estándar que mostró un porcentaje de 

inhibición de 75,45% a 100μ/ml. 

Mientras   que  las   dosis  bajas  (200 

(Geetha et al., 

2015) 
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   μg/ml) de ambos extractos dieron un 

valor moderado (56,74% y 52,17% en 

hojas y semillas respectivamente). A 

partir de los resultados del presente 

estudio, se sabe que los extractos son 

capaces de controlar eficazmente la 

desnaturalización de proteínas en 

enfermedades inflamatorias. 

 

Extracto de 

Elaeocarpus 

munronii 

 En el presente estudio, el extracto  de 

E. munronii en el rango de 

concentración de 50 a 800μg/ml 

proporcionó considerable protección 

contra la desnaturalización de la 

albúmina de huevo. Entre las diversas 

concentraciones probadas, el extracto 

de hoja etanólica evidenció 41,1% de 

actividad de desnaturalización de 

proteína a 800 μg/ml, mientras que el 

diclofenaco sódico provocó una 

supresión         del         52,1%        de 

(Devir et al., 

2019) 
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   desnaturalización de proteínas a la  

misma concentración ensayada. 

Preparación 

herbal: 

combinación de 4 

plantas 

medicinales 

Aloe vera 28.62%, 

Bacopa monniera 

16.18% 

Moringa oleífera 

14.90% y Zingiber 
officinale 12.69% 

 HP-4 a concentraciones de (100-500 

μg/ml) y ácido acetilsalicílico (100- 

200 μg/ml) mostraron una inhibición 

significativa de la desnaturalización 

del huevo albúmina de manera 

dependiente de la concentración. 

(Padmanabhan & 

Jangle, 2016) 

Extracto de la raíz 

de Curcuma 

zedoaria 

- Taninos 

- Saponinas 
- Gomas 
- Carbohidratos 

- Azúcar reductor 

- Alcaloides 

- Esteroides 

- Terpenoides. 

El extracto etanólico de C. zedoaria 

mostró una inhibición media de la 

desnaturalización de proteínas de 

77.15; 64.43; 53.04; 36.78 y 23.70% 

para dosis de 500, 400, 300, 200 y 100 

μg/mL respectivamente, mientrasque, 

(Ullah et al., 

2014) 

para ASA se encontró que era 88.06; 

80.25; 77.18; 69.58 y 50.56% para las 

mismas dosis respectivamente. Los 

extractos etanólicos de C. zedoaria 

mostraron una buena actividad 
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   antiinflamatoria con una respuesta  

lineal. La inhibición máxima de 77,15 

± 2,93% se observó a 500 μg/mL y el 

fármaco antiinflamatorio estándar 

(Aspirina) mostró la inhibición 

máxima, 88.06 ± 2.07% a la misma 

concentración 

Extractos de 

hojas, tallos y 

flores de Wedelia 

trilobata 

- Taninos 
- Flavonoides 

- Terpenoides 
- Saponinas 

Se observó una inhibición máxima del 

87,14% en el extracto de hoja seguido 

del tallo (86,76%) y la flor  (61,63%). 

(Govindappa 

et al., 2011) 

La aspirina, un fármaco 

antiinflamatorio estándar, mostró una 

inhibición máxima del 76,69% a la 

concentración de 200 μg/ml. 

Extracto de flores 

de Moringa 

oleifera 

- Taninos 
- Esteroides 
- Flavonoides 
- Alcaloides 

- Terpenoides 

El extracto de flor de M. oleifera (100- 

500 µg/mL) mostró inhibición 

significativa  sobre  la 

desnaturalización  de  la  albúmina de 

(Alhakmani et al., 

2013) 

huevo en una forma dependiente de la 

dosis. La actividad antiinflamatoria in 

vitro del extracto fue comparable a la 
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   del diclofenaco sodio, un fármaco de  

referencia (100 y 200 µg/mL). Una 

diferencia significativa en la 

inhibición de la desnaturalización la 

proteína inducida térmicamente se 

observó en el caso del extracto en 

comparación con fármaco estándar a 

una concentración de 100 µg/mL. 

Aunque en concentración de 200 

µg/mL, actividad inhibidora del 

extracto y el diclofenaco sódico 

fueron similares. 

Extractos de 

semillas y frutos 

de Zizyphus 

spinachrist 

- Taninos 
- Alcaloides 
- Flavonoides 
- Glucósidos 

cardíacos 

Ambos extractos (100-500 µg/mL) 

mostraron inhibición significativa 

sobre    la    desnaturalización    de  la 

albúmina   de   huevo   en   una forma 

(Alhakmani et al., 

2014) 

dependiente de la dosis. La actividad 

antiinflamatoria in vitro de los 

extractos fue comparada a la del 

diclofenaco de sodio, un fármaco de 

referencia a un nivel de dosis de 100 y 



Jessica Leticia Cisneros 96 

 

 

 

 
   200µg/mL. Una diferencia  

significativa en la inhibición de la 

desnaturalización de proteínas 

inducida térmicamente se observó en 

el caso del extracto de semillas en 

comparación con el extracto de fruta 

en concentraciones de 100 y 500 

µg/mL. 

Extracto de 
Malvastrum 
Coromandelianum 

Flavonoides El  extracto  de  M. coromandelianum 

(50-100 µg/ml) mostró una inhibición 

(Yadav & 

Mohite, 2020) 

significativa de la desnaturalización 

de la albúmina de huevo. El extracto 

de M. coromandelianum a una 

concentración de 100 µg/ml y 

diclofenaco a la misma concentración 

mostraron una inhibición significativa 

del 74,17% y 76,50% 

respectivamente. 

Extracto de 

Severinia 

buxifolia 

- Compuestos 

fenólicos 

- Flavonoides 

- Alcaloides 

Se observó actividad inhibidora contra 

la desnaturalización de la albúmina. 

en el extracto metanólico CI50 

(Truong et al., 

2019) 
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  - Terpenoides 28,86μg/mL, seguido de extracto 

etanólico y extracto de acetona con 

valores de CI50 de 35 μg/mL y 91,6 

μg/mL, respectivamente. Estos 

extractos mostraron una protección 

proteica significativamente mayorque 

la aspirina, un medicamento 

antiinflamatorio estándar, ya que la 

aspirina solo inhibe 33,61% de 

desnaturalización de albúmina a una 

concentración de 100 μg/mL. Sin 

embargo, los extractos de 

diclorometano, cloroformo y agua 

mostraron una baja capacidad para 

inhibir la desnaturalización de la 

albúmina. con valores de CI50 de 

592,00μg/mL, 623,08 μg/mL y 769,67 

μg/mL, respectivamente 

 

Extractos acuosos 

de té verde y hojas 

de té negro 

Flavonoides Al analizar la actividad 

antiinflamatoria de los extractos 

acuosos  de  té  verde   y  hojas  de  té 

(Chatterjee et al., 

2012) 
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 (Camellia 

sinensis) 

 negro, en todo el rango de 

concentración de 31,25 a 1000 µg/ml, 

se concluye que la inhibición de la 

desnaturalización depende de la 

concentración de la proteína 

(albúmina). El diclofenaco sódico, en 

el rango de concentración de 78,125 a 

2500 μg/ml, se utilizó como fármaco 

de referencia, también mostró que la 

inhibición de la desnaturalización de 

proteínas dependiente de la 

concentración. Se encontró que el 

extracto acuoso de té verde era más 

eficaz que extracto acuoso de té negro; 

sin embargo, se encontró que elefecto 

del diclofenaco sódico era bastante 

bajo en comparación con los dos 

extractos de té de prueba. 

 

Extracto de 

Kalanchoe 

pinnata 

 El extracto representó una inhibición 

de desnaturalización dependiente de la 

dosis de la albúmina de suero bovino. 

(Agarwal & 

Shanmugam, 

2019) 
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   Se determinó que el valor de CI50 era  

490 μg/mL. El valor de CI50 obtenido 

para el fármaco estándar fue 

250μg/mL 

Extracto de 
Enicostemma 
axillare 

- Alcaloides 

- Flavonoides 

El  extracto fue  eficaz para inhibir  la 

desnaturalización de la albúmina 

(Leelaprakash & 
Mohan Dass, 
2011) 

- Taninos inducida por el calor. Se observó una 

- Esteroides inhibición máxima del 71% a 500 

- Fenoles μg/ml. La aspirina, un fármaco 

 antiinflamatorio estándar, mostró una 

 inhibición máxima del 68% a la 

 concentración de 100 μg/ml 

Extracto de Oryza 

sativa Var. Arroz 

Joha 

- Terpenoides 

- Flavonoides 
- Aceites volátiles. 

Se analizó el extracto de Oryza sativa 

Var.  Arroz  Joha por  el método de 

(Rahman et al., 

2015) 

desnaturalización de la albúmina de 

huevo a concentraciones de 100, 250 

y 500 mcg/ml, las cuales mostraron 

una inhibición del 75, 80.31 y 84.15% 

de la desnaturalización de la albúmina 

de huevo, mientras que el diclofenaco 

estándar a las mismas concentraciones 
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   mostró 27.78; 45.84 y 69.77% de  

inhibición de la desnaturalización de 

albúmina de huevo. 

Extractos de hojas 

de Alternanthera 

sessilis 

Alternanthera 

philoxeroides 

- Saponinas 

- Terpenoide 
- Flavonoides 
- Taninos 

- Esteroides 
- Alcaloides 

La actividad antiartrítica 

/antiitnflmatoria   por   el   método de 

desnaturalización de albúmina de 

huevo  a  una  concentración  de   500 

(Sunmathi et al., 

2016) 

μg/ml, el extracto de A.sessilis mostró 

84,34%  y A. philoxeroides fue de 

64,73%, mientras que el diclofenaco 

estándar fue de 97,51%. 

Ácido glicirrícico 

extraído del 

regaliz de 

Glycyrrhiza 

glabra 

- Flavonoides 

- Saponinas 

- Triterpinoides 

El porcentaje de inhibición se calculó 

utilizando la absorbancia y se encontró 

que el extracto y el estándar 

(ácido salicílico) mostraban 27,11% y 

(Chauhan et al., 

2018) 

49,15% de inhibición 

respectivamente. 

Aceites esenciales 

extraídos de: 

Bunium 

incrassatum 

- Ácido palmítico 
- Óxido de cariofileno 

- n-pentacosano 

Los extractos de los aceites esenciales 

presentan inhibición significativa de 

la desnaturalización de  proteínas, los 

(Hayet et al., 

2017) 

- Óxido de cariofileno 
- Epóxido de humuleno 

valores de inhibición fueron 49,74 ± 
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 Bunium alpinum - n-pentacosano. 0,90% para B. incrassatum y para B. 

alpinum 49,98 ± 0,45% 

 

Elaborado por la autora 
 

 

 

Tabla 5. Aplicaciones de la técnica de la inhibición de la COX. 
 

TÉCNICA 
APLICADA 

PLANTAS 
MEDICINALES 

METABOLITOS 
IDENTIFICADOS 

RESULTADOS REFERENCIAS 

Inhibición de la 

COX-2 

Extractos de 

rizomas de: 

Curcuma 

xanthorrhiza 

Curcuma 

domestica 

Curcumoides Se evaluó la actividad antiinflamatoria de C. 

xanthorrhiza y C. domestica a través de los 

porcentajes de inhibición de la 

ciclooxigenasa 2 (COX2). Valores de 

porcentaje de inhibición de la actividad 

inhibidora de COX2 de C. dowmestica y C. 

xanthorrhiza fueron 74.84 y 67.96%. El 

extracto de C. domestica presentó el valor 

más alto de inhibición. Los compuestos de 

curcuminoides son los principales 

compuestos de C. xanthorrhiza y C. 

domestica con propiedades 

antiinflamatorias. 

(Nurcholis et al., 

2012) 
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kit de ensayo de 

detección de 

inhibidores 

colorimétricos de 

COX (ovino 

humano) 

Extractos de: 

Cissus 

quadrangularis, 

Plumbago 

zeylanica, 

Terminalia 

bellarica 

Terminalia 

chebula 

- Compuestos 

fenólicos 

- Flavonoides 

Los resultados obtenidos revelan que se 

encontró que la mayoría de las plantas 

inhiben la actividad de COX-2 en 

comparación con COX-1. Se observaron que 

los extractos de T. bellarica (73,34%) y T. 

chebula    (74,81%)    mostraron  inhibición 

(Shaikh et al., 

2016) 

significativa selectiva para COX-2 en 

comparación con otras muestras. 

 Extracto de frutas 

de Calophyllum 

Inophyllum 

Cumarinas 

isopreniladas 
Los ensayos in vitro demostraron que el 

extracto crudo en concentración de 50 µg/ml 

inhibieron el 77% de la actividad de la 

ciclooxigenasa lo que indica su potencial 

como agente antiinflamatorio. 

(Zakaria et al., 

2014) 

Inhibición de la 

COX-1 

Extractos de: 

Veronica 

jacquinii 
 

Veronica 

urticifolia 

- Cumarinas 

- Baicalina 
- Apigenina 
- Rutina 

- Lignina. 

El potencial antiinflamatorio de los extractos 

probados se determinó utilizando ionóforo 

de calcio para estimular plaquetas humanas 

como  fuente  de  enzimas ciclooxigenasa-1 

(Beara et al., 

2015) 

(COX-1) y 12-lipoxigenasa (12-LOX). El 

extracto de V. urticifolia ejerció la inhibición 

más fuerte de COX-1 (CI50 <0.4 mg / mL), 

mientras que el extracto de V. jacquinii 



Jessica Leticia Cisneros 103 

 

 

 

 
   exhibió la mayor capacidad para inhibir la 

actividad de 12-LOX (CI50 = 1,072 mg / ml). 

 

Inhibición de la 

COX-1 y COX-2 

Extracto de 

Bursera 

copallifera 

Triterpenos La evaluación de la inhibición de las 

enzimas COX-1,y COX-2 mostraron que 

ninguno de los triterpenos naturales inhibió 

la COX-1 cuando se evaluó a 70 μM, y solo 

los compuestos 2 y 3 inhibieron la actividad 

de COX-2 a 70 µM en 62,85% y 73,28 % 

respectivamente. 

(Romero-Estrada 

et al., 2016) 

Inhibición de la 

COX-1 y COX-2 

Diez compuestos 

de antra-, nueve 

nafto- y cinco 

benzoquinonas de 

origen natural y 

cinco 

naftoquinonas 
sintéticas. 

 Las naftoquinonas probadas y 

benzoquinonas eran en general potentes 

inhibidores de COX en contraste con las 

antraquinonas que no mostraron 

prácticamente actividad inhibidora. 

(Landa et al., 

2012) 

Inhibición de la 

COX-1 y COX-2 

Extracto de 

Curcuma longa y 

sus análogos. 

Curcumina La actividad inhibidora de los compuestos 1, 

2 y 3 para COX-1 y COX-2. Las actividades 

oscilan entre 68,4% y 77,8% para COX-1 y 

59,3% -81,9% para COX-2. El compuesto 2 

muestra la mayor actividad inhibidora para 

ambas proteínas. Los compuestos 2 y 3  son 

(Yuniarti et al., 

2012) 
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   más selectivos hacia la COX-2, mientras que 

el compuesto 1 es más selectivo hacia la 

COX-1. 

 

Elaborado por la autora 
 

 

 

Tabla 6. Aplicaciones de la técnica de la inhibición de la lipoxigenasa. 
 

 
TÉCNICA 

APLICADA 

PLANTAS 

MEDICINALES 

METABOLITOS 

IDENTIFICADOS 

RESULTADOS REFERENCIAS 

Inhibición de la 

5-lipoxigenasa. 

Extracto de las 

partes aéreas de 

Verbascum 

eskisehirensis 

- Luteolina 
- Otros tipos de 

flavonoides y sus 

derivados 

El extracto a una concentración de 100 

μg/ml mostró una débil actividad 

antiinflamatoria (17,9 ± 1,3% de inhibición 

de la 5-lipoxigenasa (5-LOX) mientras que 

el control positivo, el ácido 

nordihidroguaiarético (NDGA) mostró una 

fuerte actividad antiinflamatoria. El valor 

CI50 de NDGA se calculó como 5,9 ± 0,3 

µg/ml. Desafortunadamente, el valor de 

CI50 del extracto no se calculó debido a la 

baja actividad. 

(Ozturk et al., 

2019) 



Jessica Leticia Cisneros 105 

 

 

 

 
Inhibición de la 

lipoxigenasa 

Extracto acuoso 

de Enicostemma 

axillare 

- Alcaloides 

- Flavonoides 

- Taninos 

- Esteroides 

- Fenoles 

El extracto acuoso de Enicostemma axillare 

(EAME) a diferentes concentraciones a 100, 

200, 300, 400, 500 μg/ml, mostró 09, 

17, 26, 48, 62% de inhibición de anti- 

lipoxigenasa respectivamente. A partir de 

estos resultados, se obtuvo la inhibición más 

fuerte a una concentración de 500 μg/ml. La 

indometacina estándar mostró una 

inhibición del 86% a una concentración de 

100 μg/ml. A la concentración de 100 y 

200 μg/ml, EAME no mostró diferencia 

significativa (p> 0,05) en comparación con 

el control. 

(Leelaprakash & 

Mohan Dass, 

2011) 

Inhibición de la 

lipoxigenasa 

Extracto de frutas 

de Calophyllum 

Inophyllum 

Cumarinas 

isopreniladas 
Los ensayos in vitro demostraron que el 

extracto crudo a una concentración de 50 

ug/ml inhibió el 88% de la actividad 

lipooxigenasa, lo que indica su potencial 

como agente antiinflamatorio. 

(Zakaria et al., 

2014) 

Inhibición de la 

12-LOX 

Extractos de: 

Veronica 

jacquinii Baumg. 

 

- Cumarinas 

- Baicalina 
- Apigenina 

El extracto de V. jacquinii exhibió lamayor 

capacidad para inhibir la actividad de 12- 

LOX (CI50 = 1,072 mg/ ml). Los resultados 

(Beara et al., 2015) 
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 Veronica 

teucrium L. 

Veronica 

urticifolia 

- Rutina 
- Lignina. 

obtenidos en este estudio pueden utilizarse 

para promover un mejor uso del género 

Veronica como agentes antiinflamatorios. 

 

Inhibición de la 

lipoxigenasa 

Extractos de vino 

tinto y blanco 

Compuestos fenólicos Las fracciones de contenido total fenólico y 

orto-fenólico, parecen no presentar 

actividad antirradical ni antiinflamatoria. La 

estructura molecular de cada fenólico, 

independientemente de la clase fenólica a la 

que pertenece, parece contribuir a la 

actividad de estos compuestos. 

(Xanthopoulou 

et al., 2010) 

Inhibición de la 

lipoxigenasa 

Extractos de: 

Xanthium 

strumarium, 

Achyranthes 

aspera 

Duchesnea indica 

 Entre los extractos crudos analizados, 

Duchesnea indica mostró la mayor 

inhibición  (73%),  en  comparación  con el 

estándar baicaleína  (83%).  Con respecto a 

(Khuda et al., 

2014) 

las diferentes fracciones, la fracción de 

acetato de etilo de todas las plantas 

analizadas mostró la mayor inhibición de la 

lipoxigenasa (63, 70 y 75% para Xanthium 

strumarium, Achyranthes aspera y 

Duchesnea indica, respectivamente) en 

comparación con el estándar. La fracción de 
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   n-butanol de Xanthium strumariumal 

también mostró una actividad significativa 

(61%). 

 

Inhibición de la 

lipoxigenasa 

Extractos de 

lactonas 

triterpénicas 

obtenidas de 

Lactuca sativa 

Lactonas triterpénicas Se asilaron dos lactonas triterpénicas 

obtenidas de Lactuca sativa. Ambas 

mostraron una actividad inhibidora 

prometedora     contra     la    lipoxigenasa. 

(Araruna & Caros, 

2010) 

Valores de CI50 de 3,14. 

La primera lactona es 3,14-dihidroxi-11,13- 

dihidrocostunolida y la segunda es 8-tigloil- 

15-desoxilactucina, sus porcentajes de 

inhibición fueron 59 ± 0.21% y 14 ± 0,19% 

respectivamente. El valor de CI50 del 

compuesto estándar baicaleina fue 22,1 ± 

0,03μM. 

Elaborado por la autora 

 

 

 
 

Tabla 8. Aplicaciones de la técnica de la inhibición de la producción de NO en macrófagos RAW 264.7 estimulados con 

lipopolisacáridos 
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TÉCNICA 

APLICADA 
PLANTAS 

MEDICINALES 
METABOLITOS 

IDENTIFICADOS 
RESULTADOS REFERENCIAS 

 

 

Inhibición de la 
producción de 

NO en 
macrófagos 

RAW 264.7 

estimulados con 

lipopolisacáridos 

Extractos de: 

Angelica sylvestris 

(AS) 

Anacyclus pyrethru 

(AP) 

Artemisia vulgaris 

(AV), 

Picrorrhiza kurroa 

(PK) 

Terminalia chebula 

(TC) 

 Todos los extractos etanólicos mostraron 

inhibición de la producción de NO a una 

concentración de 100 μg/ml (AP, AS, AV, 

PK y TC son 49.55; 90.01; 88.71; 73.75 y 

90.73 μg/ml respectivamente), solo dos 

extractos como AV y TG no presentaron 

citotoxicidad frente a Células RAW 256,7 y 

puede inhibir la producción de óxido de NO 

(Kittisrisopit 

et al., 2010) 

más del 50%. Fueron diluidos y evaluados 

por inhibición de la producción de óxido 

nítrico y encontraron que las CI50 (n = 3) de 

AV y TG fueron 28.09 ± 7.02 y 41.94 ± 9.43 

μg/ml respectivamente. Se concluye que AV 

mostró el mejor efecto inhibidor sobre la 

producción de NO. 

Extracto de frijoles 

rojos y blancos 

(Phaseolus 

vulgaris) 

Compuestos fenólicos. El tratamiento con LPS indujo una alta 

producción de NO dependiente de la dosis. 

El pretratamiento con extractos de 

 

(García-Lafuente 

et al., 2014) 

leguminosas redujo la producción de NO 
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   inducida por todas las concentraciones de  

LPS, y esta reducción fue más evidente 

cuando las células se estimularon con el 

menor nivel de LPS (10 ng/ml). Además, el 

extracto de frijoles morados redondos 

siempre exhibió un mayor efecto que el 

extracto de frijoles blancos 

Extractos de: 
Artemisia stolonifera 

(AST), 

Artemisia 

selengensis (ASE), 

Artemisia Capillaris 

(ACA), 

Artemisia sylvatica 

(ASY), Artemisia 

keiskeana (AKE) 

Artemisia Scoparia 

(ASC). 

 Los extractos de Artemisia se investigaron en 

base a la producción de NO por los 

macrófagos RAW 264,7 estimulados con 

lipopolisacáridos. El LPS estimuló la 

producción de NO por 32,8 veces en 

comparación con el nivel basal. Aunque se 

probaron varias concentraciones de extracto 

(6.25, 12.5, 25, 50, 100 y 200   mg/mL), casi 

 

(Choi et al., 2013) 

ninguno de los extractos mostró un efecto 

inhibidor sobre la producción de NO en 

concentraciones más bajas (<100 mg / mL). 

En particular, AKE bajó la actividad de NO 

en 14% y 33% a 100 y 200 mg/mL, 
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   respectivamente, en comparación con el  

control. 

Extracto N- 

butanolico de 

Ipomoea 

stolonifera 

 El extracto de Ipomoea stolonifera redujo la 

producción de NO, PGE2, TNF-a, IL-1b e 

IL-6 en células RAW264.7 activadas con 

(Cai et al., 2014) 

LPS in vitro. Estos resultados sugieren que I. 

stolonifera posee una considerable actividad 

antiinflamatoria, y puede convertirse en una 

fuente potencial de agentes antiinflamatorios 

naturales 

Ginseng (Panax 

ginseng) 

Triterpenos Los  resultados  muestran  que  los epímeros 

20S (compuestos 2 y 3)  y los epímeros 20R 

(Zhang et al., 

2019) 

(compuestos 9 y 10) inhibieron 

significativamente la sobreproducción del 

mediador inflamatorio NO. Sin embargo, los 

epímeros 20S (compuestos 2 y 3) y los 

epímeros 20R (compuestos 9 y 10) no 

mostraron una inhibición obvia sobre la 

sobreproducción de otro importante 

mediador inflamatorio PGE2, excepto que 

solo 20 (S) -PPD inhibió débilmente la 
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   sobreproducción de PGE2. Estos resultados  

indicaron que el mecanismo antiinflamatorio 

de tales triterpenos no es a través de la ruta 

de prostaglandinas (PG) mediada por 

ciclooxigenasa. 

17-O- 
acetilacuminolida 

(AA)(diterpenoide 
aislado de la 
especie vegetal 
Neouvaria foetida) 

17-O-acetilacuminolida La liberación de NO fue inhibida 

eficazmente por AA con una CI50 de 

0,62ug/ml.    Después    de    20    horas   de 

tratamiento  y  estimulación,  AA  causó una 

(Achoui et al., 

2010) 

inhibición del 78,9% de NO a 1,25 ug/ml, sin 

afectar la viabilidad celular 

Extracto de raíz de 

jengibre (Zingiber 
officinale) 

Triterpenoides Cuatro compuestos pudieron inhibir la 

producción de NO en macrófagos 

(Li et al., 2011) 

estimulados con LPS de una manera 

dependiente de la dosis. El [6] - Shogaol y 

[6] -dehydroshogaol exhibieron niveles 

extremadamente altos de efecto inhibitorio 

de NO con CI50 de 5,80 ± 1,27 μM y 7,50 ± 

0,44 μM, respectivamente, mientras que 1- 

deshidro- [6] -gingerdiona mostró un alto 

efecto inhibitorio con un valor de IC50 de 
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   25,06 ± 4,86 μM. La actividad  

antiinflamatoria más baja se observó en 

extractos de hexahidrocurcumina (CI50 = 

304,76 ± 54,80 µM), 

Extractos 

metanólicos de 

diferentes especies 

de hongos 

comestibles: 

Garicus bisporu, 

Boletus edulis 

Cantherellus 

cibarius 

Cratarellus 

cornucopioides 

Lactarius 

deliciosus y 

Pleurotus 

ostreatus. 

- Compuestos 

fenólicos 

- Ergosterol 

- Terpenoides. 

Los extractos metanólicos de A. bisporus, C. 

cibarius, C. cornucopioides y L. deliciosus 

mostraron una inhibición de la producción de 

NO mientras que los extractos de B. edulis y 

P. ostreatus no mostraron ningún efecto. 

(Moro et al., 

2012) 

Extracto de hojas 
de Hibiscus 

sabdariffa 

- Quercetina 

- Kaempferol 

- Ácido clorogénico 

Hubo una amplia variación entre las 

accesiones de H. sabdariffa, con un rango 

(Zhen et al., 

2016) 

desde una inhibición mínima del 9,1% de 

inhibición hasta el 57,9% inhibición a 80 

ug/ml. La respuesta promedio fue 26,4% ± 
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   11,4% inhibición a una concentración de 80  

ug/ml. 

Extracto del hongo 
ostra (Pleurotus 

ostreatus) 

 El  tratamiento  con  concentrado  de hongo 

ostra (OMC) suprimió significativamente la 

(Jedinak et al., 

2011) 

producción de TNF-a, IL-6 e IL-12 

dependiente de LPS, respectivamente, de una 

manera dosis-respuesta. 

se observó la única inhibición leve de la 

proliferación celular (viabilidad) después de 

48 y 72 horas a la concentración más alta 

(100 μg/ml) de tratamiento con OMC. Por lo 

tanto, el OMC inhibió la expresión de TNF- 

a, IL-6 e IL-12 en 62%, 93% y 64%, 

respectivamente, a 100 μg/ml 

Extracto de alga 

parda comestible 

Saccharina 

japonica 

- Porfirina 

- Feofitina 
- Feoforbida 
- Fucoxantina. 

La fracción de acetato de etilo demostró la 

mayor inhibición de la producción de NO 

inducida por LPS (IC50 = 25,32 ug/mL), 

(Islam et al., 

2013) 

seguida de la fracción CH2Cl2 (CI50 = 

75,86 µg/ml). 
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 Extractos de 

hongos comestibles 

Agaricus bisporus 

Boletus edulis 

Cantharellus 

cibarius 

Caripia montagnei 

Cratarellus 

cornucopoides 

Flammulina 

velutipes 

Inonotus obliquus 

Lactarius 

deliciosus 

Lentinus edodes 

Pleurotus ostreatus 

Pleurotus tuber- 

regium 

Tricholoma 

matsutake 

 

 

- Ácidos p- 

hidroxibenzoico. 

- p-cumárico 

- cinámico 

Los extractos de Pleurotus ostreatus, 

Macrolepiota procera, Boletus impolitus y 

Agaricus bisporus revelaron el potencial 

antiinflamatorio más fuerte (valores de CE50 

96 ± 1 a 190 ± 6 μg/mL), y también la 

concentración más alta de ácido cinámico 

(656 a 156 μg/g), que también fue el 

compuesto individual con la mayor 

actividad. Antiinflamatorio. Los derivados 

del ácido p-cumárico revelaron las 

propiedades más fuertes, especialmente el 

derivado metilado en el grupo carboxílico 

(CoA-M1) que exhibió una actividad similar 

a la mostrada por la dexametasona utilizada 

como estándar antiinflamatorio; Por el 

contrario, los derivados de p- 

hidroxibenzoico revelaron la inhibición más 

baja 

 

(Taofiq et al., 

2015) 

Extracto de alga 
Eisenia bicyclis 

- Florotaninos 
- Diterpenos 
- Polisacáridos 
- Fitoesteroles 

El extracto de MeOH y sus fracciones 

CH2Cl2 y EtOAc, así como sus 

constituyentes  fucosterol  y florotaninos, 

(Jung et al., 2013) 
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  - Fitopigmentos. contenidos en E. bicyclis poseen una  

actividad antiinflamatoria suficiente para 

inhibir la producción de NO inducida por 

LPS, los niveles de proteína de iNOS y 

generación de ROS inducida por COX-2. Por 

lo tanto, estos componentes, ya sea por 

separado o en combinación, puede funcionar 

como potentes agentes antiinflamatorios. 

Aislados de 

proteína de frijol 

negro (Phaseolus 

vulgaris) 

 Dependiendo de los días de germinación, los 

efectos inhibidores sobre la síntesis de NO en 

macrófagos   estimulados   con   LPS fueron 

(López-Barrios 

et al., 2016) 

mejorado como indicador de su potencial 

antiinflamatorio. Los aislados de proteína de 

los cotiledones de frijol negro germinados un 

día mostraron un potencial inhibitorio 

similar al de las muestras crudas. Sin 

embargo, cuando fueron digeridos durante 

120 o 180 min, la actividad inhibidora 

aumentó al 55% o 73%, valores superiores a 

los observado en muestras crudas (23% o 

34%). Informes anteriores sobre frijol negro 
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   crudo demostraron que se requirió más de 80 

min de digestión enzimática para observar 

una inhibición significativa de la síntesis NO. 

Cuando los frijoles negros eran germinados 

durante 2 días, la actividad inhibitoria fue 

incluso menor que el observado para las 

muestras crudas, situándose en 19% y 56%, 

respectivamente. Esta baja actividad 

inhibidora aumentó después de 60 min de 

digestión. A pesar de esto, después de 120 

min de digestión con pepsina-pancreatina, 

todas las muestras germinadas tuvieron una 

mayor actividad inhibidora de la síntesis de 

NO que muestras crudas. La inhibición 

máxima de la síntesis de NO observada en 

este experimento (90%) correspondió al 

hidrolizado de 60 min de aislado de proteína 

de frijol negro germinado durante 3 días. 

Curiosamente este hidrolizado tenía una 

mayor concentración 

de aminoácidos libres en comparación con 
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   las otras muestras en el mismo tiempo de  

digestión. 

Glucósidos de 

luteolina aislados 

de limoncillo 

Cymbopogon 

citratus (DC) 

Luteolina y sus 

glucósidos 
En condiciones de reposo, los macrófagos 

RAW 264.7 produjeron bajos niveles de 

nitritos (0.11 ± 0.06), que aumentó después 

de la activación celular con   LPS durante 24 

(Francisco et al., 

2014) 

h. La aglicona de luteolina suprimió 

fuertemente la producción de nitrito con 

niveles similares al control. En contraste, 

isoorientina, casiaoccidentalina B y 

orientina, todos glucósidos C de luteolina, no 

mostraron efecto significativo en la 

producción de nitrito. Por otro lado, en la 

concentración más alta, 100 M, la luteolina 

7-O-β-glucopiranósido (L7OG) inhibió 

significativamente la producción de NO 

inducida por LPS en un 44 ± 8% (en relación 

con LPS), lo que indica que L7OG tiene 

propiedades antiinflamatorias. 

Extracto de 

Dilodendron 
bipinnatum 

Taninos La concentración basal de nitrito en células 

RAW 264,7 no estimuladas fue 0,1±0,23 

(de Oliveira et al., 

2014) 
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   µM.  El  grupo que fue estimulado  con LPS 

0.5 µg/mL o coestimulado con LPS 0.5 

µg/mL e IFN-γ 0,5 ng/mL presentaron 

incrementos del 95,7% y 94,9% (p<0,001) 

respectivamente, en la concentración de 

nitrito, en comparación con el grupo falso. El 

pretratamiento con el extracto de 

Dilodendron bipinnatum (1, 5 y 20 µg/mL) 

no alteró (p<0.05) niveles de nitrito en el 

sobrenadante celular estimulado por LPS o 

LPS con IFN-γ 

 

Extracto etanólico 

del cáliz de Panax 

ginseng 

 El extracto etanólico del cáliz de Panax 

ginseng (Pg-C-EE) suprime la producción de 

NO en células RAW264.7 estimuladas con 

LPS, esta inhibición es dependiente de la 

dosis. Los niveles supresores de Pg-C-EE en 

la producción de NO mostraron 11% (100 

µg/mL), 28% (100 µg/mL) y 64% (400 

µg/mL). 

Pg-C-EE también inhibió la producción de 

NO en macrófagos peritoneales tratados con 

(Han et al., 2018) 
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   LPS. El nivel supresor de Pg-C-EE en la 

producción de NO fue del 59,1% a 400 µg/ 

ml, mientras que el del fármaco estándar (1,5 

mM) fue del 86,7% 

 

Extracto de la fruta 

Punica granatum 

Linne 

- Fenoles 
- Flavonoles 

EL N-nitro-L-arginina metil éster (L- 

NAME) actuó como un control positivo y 

mostró una inhibición significativa de la 

actividad de iNOS a 400 µM. Sin embargo, 

estos cuatro taninos hidrolizables no tenían 

actividad iNOS. Incluso exhibió 

citotoxicidad a 100 µM. Por lo tanto, estos 

cuatro taninos hidrolizables inhibieron la 

producción de NO. 

(C.-J. Lee et al., 

2010) 

Extracto de Ocimum 

labiatum 
- Diterpenoide 
- Flavonoides 

Las células de control no estimuladas, 

después de 24 h de incubación, produjeron 

una cantidad insignificante de NO (<10 μM). 

La producción de NO en células estimuladas 

con fitohemaglutinina (PHA) fue evidente 

(43 μM), mientras que no se detectaron 

niveles significativos  de  NO en las células 

tratadas       con       extracto.       Las       tres 

(Kapewangolo 

et al., 2015) 



Jessica Leticia Cisneros 120 

 

 

 

 
   concentraciones probadas para el compuesto 

diterpenoide (p <0.05) disminuyó 

significativamente el nivel de NO en las 

células con 25 μM del compuesto siendo más 

significativo al reducir la producción de NO 

a un nivel indetectable. 

 

Flavonoides totales 

de semillas de 

Camellia oleifera 

Flavonoides El tratamiento con lipopolisacáridos (LPS) 

(100 ng/ml) aumentó la cantidad de NO en 

células RAW264,7. Los flavonoides totales 

inhibieron significativamente la producción 

de NO de una manera dependiente de la 

concentración (P<0,05). La producción de 

NO con el tratamiento de la muestra (50-200 

mg/ml) osciló entre 65,85% y 8,54% en 

comparación con el control grupo. El valor 

CI50 de la muestra analizada para la 

producción de NO se estimó en 87 µg/ml 

(Liu et al., 2014) 

Extracto de hojas 

de Dendropanax 

morbifera 

- Quercetina 
- Catequina 
- Miricetina 
- Ácido p-cumárico, 

Naringenina 

- Vainillina 

Los extractos metanólicos de dos etapas 

diferentes de hojas de D. morbifera (hojas 

verdes   y   senescentes)   exhibió   un fuerte 

efecto   supresor   sobre   la   producción  de 

(Hyun et al., 
2015) 
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  - Ácido gálico 

- Resveratrol 
mediadores proinflamatorios inducidos por 

LPS y citocinas mediante la supresión de la 

expresión de la proteína iNOS y COX-2. 

 

Extracto del alga 

P. tenera (PTP), 
S. cristaefolium 

(SCP), and M. 

nitidum (MNP) 

 Tanto SCP como MNP tenían un potente 

efecto inhibidor de óxido en células 

RAW264.7 inducidas por LPS, por ejemplo, 

los niveles de secreción de óxido en las 

células RAW264.7 fueron de 0,78 µM en un 

control negativo y 9,53 µM en células 

inducidas por LPS. Los niveles de secreción 

de NO fueron 3,11 µM (67,4% de inhibición) 

y 2,47 µM (74,1% de inhibición) en células 

RAW264.7 inducidas por LPS tratadas con 

400 µg/ml de MNP o SCP, respectivamente. 

Por lo tanto, SCP tenía una actividad 

inhibidora de NO más alta que la de MNP. 

(Wu et al., 2016) 

17 compuestos 

químicos puros 

- Hidrato de 

catequina, 

calicosina 

- Ácido cafeico 

Curcumina 

- Eugenol 

- Ácido ferúlico 

Se evaluó los efectos de 17 compuestos sobre 

la secreción de NO en células RAW 264.7 

estimuladas con LPS. Las células se 

pretrataron      con      17      compuestos     a 

concentraciones de 1, 5 y 10 µg/ml antes de 

(K. J. Lee et al., 

2015) 
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  - Hidrato de ácido 

gálico, Hiperósido, 

Kaempferol, 

- Magnolol, 

- Quercetina 

- Quercetina 

glucósido 

- Quercitrina hidrato 

- Hidrato de rutina 

- Ácido sinapico 

Vainillilacetona 
- Ácido ascórbico. 

la estimulación con LPS y también se midió 

la producción de NO. Se empleó 

dexametasona 10 μM como control positivo. 

La vanililacetona, el hidrato de ácido gálico, 

el kaempferol, la quercetina, el magnolol y la 

curcumina exhiben un fuerte efecto inhibidor 

sobre la secreción de NO tras la estimulación 

con LPS. 

 

Extracto de hojas 

de Moringa 

oleifera 

Isotiocianatos Los compuestos 5 y 8, probados a 1 y 5 µM, 

mostraron una reducción significativa de la 

expresión de iNOS e IL-1β. Estas 

concentraciones fueron mucho más bajas que 

concentraciones efectivas reportadas para 

polifenoles, como quercetina (100 µM), 

requeridas para inhibir la expresión del gen 

iNOS en un diseño experimental similar. 

Además, el concentrado de moringa a 100 

µg/mL y el compuesto 5 a 5 µM pudieron 

disminuir la expresión del gen de IL-6 de 

forma significativa. 

(Waterman et al., 

2014) 
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 Extracto  de 

arándano coreano 

(Vaccinium 

corymbosum) 

- Fenoles 
- Flavonoides 

Para investigar la viabilidad celular de los 

extractos de arándanos, se incubaron células 

RAW 264.7 con 5 y 50 µl/ml durante 24 h. 

Los extractos de arándanos protegieron las 

células RAW 264.7 de la apoptosis inducida 

por LPS. El 99% de las células fueron viables 

después de la estimulación con LPS durante 

24 h. Sin embargo, después del tratamiento 

con arándanos la viabilidad de las células 

RAW aumentó aproximadamente un 100% 

con el tratamiento de 50 µg/ml de ambos 

extractos de arándano. 

(Samad et al., 

2014) 

Derivados del 

ginseng rojo 

coreano 

 El preparado de una fracción enriquecida en 

ginsenósido (AP-SF) condujo a una 

supresión significativa de la producción de 

NO en comparación con una fracción de 

saponina de ginseng coreano convencional, 

inducida por lipopolisacárido y zimosán A. 

Curiosamente, AP-SF redujo fuertemente los 

niveles de ARNm de genes para la NO 

sintasa inducible, factor de necrosistumoral- 

(Baek et al., 

2016) 
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   a, y ciclooxigenasa sin afectar la viabilidad 

celular. 

 

Extracto de 
Bursera copallifera 

Triterpenos La α-amirina y el 3-epilupeol fueron los 

mejores inhibidores de la producción de NO 

en células RAW 264,7 activado por LPS con 

valores de IC50 de 15,5 y 8,98µM 

respectivamente, y no afectó su viabilidad. 

(Romero-Estrada 

et al., 2016) 

Extracto etanólico 

de Euphorbia hirta 

 La actividad antiinflamatoria fue mayor en 

presencia de 200 µg/mL de extracto de E. 

hirta, y la producción de óxido nítrico 

disminuyó significativamente (p <0.05). 

(Sharma et al., 

2014) 

Extracto de 
Tanacetum vulgare 

 El extracto de Tanacetum vulgare presenta 

actividad inhibitoria significativa en la 

producción de NO por macrófagos, 

estimulados con LPS. La actividad 

antiinflamatoria del aceite esencial parece 

impulsada principalmente por el α-humuleno 

(Coté et al., 2017) 

Fermentado de la 

raíz de Atractylodis 

Macrocephalae 

 Dos preparaciones fermentadas de raíz de 

Atractylodis Macrocephalae, denominadas 

FRAM-1    (preparadas    en    caldo   Luria- 

Bertani) y FRAM-2 (preparadas en glucosa)- 

(Bose & Kim, 

2013) 
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   Ambas formulaciones fermentadas  

exhibieron actividades antiinflamatorias 

apreciables en términos de su capacidad para 

inhibir las reacciones inducidas por LPS, 

expresión génica y producción inducida de 

varios mediadores inflamatorios clave y 

citocinas en macrófagos RAW 264.7. Sin 

embargo, en la mayoría de los casos, FRAM- 

2 exhibió efectos antiinflamatorios más 

fuertes que FRAM-1. Los hallazgos sugieren 

que la supresión de la actividad del factor 

nuclear-𝑑𝑑 (NF-𝑑𝑑) podría ser uno de los 

posibles mecanismos por los cuales la RAM 

fermentada ejerce sus efectos 

antiinflamatorios. 

Fracción 

flavonoide de las 

hojas de Abutilon 

theophrasti 

Flavonoides Se analizó el extracto de flavonoides totales 

(TFE), según  los  resultados,  las 

concentraciones de COX-2 y NO 

(Tian et al., 2018) 

aumentaron muy significativamente (p ≤ 0 

01) en el grupo LPS en comparación con el 

grupo de control. Los niveles de expresión de 
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   los genes COX-2 e iNOS disminuyeron 

significativamente (p ≤ 0.01) de una manera 

dependiente de la concentración en el grupo 

tratado con 50, 100 y 200 μg/ml de TFE en 

comparación con el grupo tratado con LPS. 

Estos estudios indicaron que TFE tiene un 

efecto inhibidor directo sobre la producción 

de COX-2 y NO y bloquea su expresión 

génica en RAW inducido por LPS 264,7. 

 

Polisacáridos de 
Zizyphus jujube 

 La liberación de NO se midió en las células 

RAW264.7 expuestas al extracto de Zizyphus 

jujube cv. Muzao (ZMP) o LPS. Ninguna 

producción fue notablemente mayor en las 

células RAW264.7 tratadas con LPS que en 

las células de control. El pretratamiento con 

ZMP disminuyó significativamente la 

producción de NO de forma dosis- 

dependiente. ZMP podría inhibir la 

expresión de ARNm de enzimas 

involucrados en la producción de NO 

(Ji et al., 2017) 
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 Extracto de 

Sorbaria kirilowii 

 El  extracto  etanolico  de  Sorbariakirilowii 

(Sk-EE) redujo significativamente la 

(Jang et al., 2020) 

producción de NO en macrófagos inducidos 

e inhibió la expresión de citocinas 

relacionadas con la inflamación y activación 

de factores de transcripción. Además, el 

tratamiento con Sk-EE también disminuyó la 

activación de proteínas implicadas en la 

cascada de señalización del factor nuclear 

(NF) –κB. 

Extracto de flores 

de Chuju 

(Chrysanthemum 

morifolim) 

Flavonoides Un estudio químico de un extracto de las 

flores condujo al aislamiento de 16 

flavonoides,   los   cuales   se caracterizaron 

(Hu et al., 2017) 

como quercetina (1), isoramnetina 3-O-b-D- 

glucosido (2), eriodictiol (3), piracantosido 

(4), apigenina (5), apigetrina (6), acacetina 

(7), acacipetalina (8), luteolina (9), 

diosmetina (10), espinacetina (11), axilarina 

(12), bonanzina (13), cirsiliol (14), 

crisosplenol D (15) and artemetina (16). 
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   La mayoría de los flavonoides aislados de 

Chuju poseían una considerable actividad 

inhibidora de la producción de NO. En 

comparación con el ibuprofeno de control 

positivo (IC50 = 30,57 μM), nueve 

compuestos (1, 5, 7, 9-11, 13, 14 y 16) 

mostraron actividades más fuertes, 15 

mostraró una actividad moderada y 3, 4 y 12 

estaban inactivos. 

Más de la mitad de los flavonoides obtenidos 

de Chuju mostraron una mayor inhibición de 

la producción de NO que el control positivo 

(ibuprofeno, IC50 = 30,57 µM). La 

comparación de los valores de CI50 entre 

luteolina (15.59 μM) con quercetina (30.01 

μM) reveló que las flavonas tenían una 

actividad más fuerte que los flavonoles 

correspondientes. 

 

Extractos de hojas 

de: 

Citonia 

aromatisans 

 Los extractos de C. aromatisans y M. 

grandiflora disminuyeron la producción de 

NO inducida por lipopolisacárido (LPS) de 

(Villa-De La 

Torre et al., 2017) 
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 Montanoa 

grandiflora 

 manera dependiente de la concentración sin 

afectar la viabilidad celular. 

 

Extracto de 

Cryptostegia 

grandiflora 

 Las fracciones de éter y diclorometano de 

Cryptostegia grandiflora disminuyeron la 

producción de NO de manera dependientede 

la concentración, reduciendo 

significativamente la concentración de nitrito 

en el medio de cultivo en comparación 

con el grupo solo tratado con LPS 

(Castro et al., 

2014) 

Elaborado por la autora 

 

 

 

 

 

Tabla 8. Aplicaciones de otras técnicas “in vitro” para valorar actividad antiinflamatoria. 

 

TÉCNICA 

APLICADA 

PLANTAS 

MEDICINALES 

METABOLITOS 

IDENTIFICADOS 

RESULTADOS REFERENCIAS 

Inhibición de la 

Xantina Oxidasa 

Polifenoles de 
orujos de uva 

Tannat 
uruguayos y 
extractos de 
propóleos. 

 

Cianidin-3-O- (6- (E) -p- 
cumaroil 

Los compuestos extraídos presentan 

actividad inhibidora de XO y, a su vez, 

podría    causar    la    disminución    de la 

cantidad de radicales libres y los depósitos 

 

(Alvareda et al., 
2019) 
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   de ácido úrico. De hecho, los eventos 

mediaron por polifenoles puede provocar 

una disminución en la evolución de la 

enfermedad de la gota, así como la 

reducción del daño tisular que suele 

observarse en otras patologías asociadas 

con un aumento en la generación de ROS. 

 

Técnica 

espectrofotométrica 

de la elastasa 

pancreática 

porcina 

Extracto de 

Thitonia 

tubaeformis 

- Fenoles o taninos 

hidrosolubles 

- Taninos tipo 

catecoles 

- Alcaloides 

- Esteroides 

- Cumarinas 

Todas las muestras presentaron actividad 

antiinflamatoria. Hasta el momento no 

existen    reportes    sobre    la    actividad 

antiinflamatoria  en Tithoniatubaeformis, 

 

(Dávalos et al., 

2013) 

sin embargo, sobre especies de la familia a 

la que pertenece, que es la Asteraceae, se 

ha reportado que es fuente de lactonas 

sequiterpénicas con bioactividad 

enzimática inhibitoria a la elastasa, en las 

especies de Sigesbekia orientaleis y 

Mikania cordata. Por otra parte, Sylbum 

marinum,   también   perteneciente a la 

misma familia, contiene una mezcla de 

flavonoides bioactivos que son los 
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   responsables de la inhibición de esta 

enzima. 

 

Inhibición de 

respuestas celulares 

innatas en 

monocitos 

humanos. 

Extractos acuoso 

y metanólico de 

Berberis darwinii 

Alcaloides berberinico Los resultados indican que estos extractos 

inhiben la producción de anión 

superóxido,   la   expresión   del factor  de 

necrosis    tumoral-alfa    (TNF-α)    y  de 

(Alarcón et al., 

2014) 

interleucina-1beta, (IL-1β) en monocitos 

activados con lipopolisacárido. Estos 

resultados sugieren la existencia de 

compuestos con potencial acción 

antiinflamatoria en esta planta. 

Actividad 

antiinflamatorio en 

neutrófilos aislados 

Extracto 

hidroalcohólico 

de flores y hojas 

de Oreocallis 

grandiflora 

 

- Compuestos 
fenólicos 

- Taninos 

- Terpenos 

- Flavonoides. 

El extracto hidroalcohólico de hojas de 

Oreocallis grandiflora presentó un valor 

de porcentaje de inhibición inflamatoria de 

97,18% ± 1,85, en tanto que el extracto 

 

(Yanza Moreno, 
2017) 

obtenido a partir de flores de Oreocallis 

grandiflora un valor de 68,27% ± 2,88 y la 

referencia (ácido acetilsalicílico) 74,11% 

± 0,11 resultados obtenidos a partir detres 

réplicas del experimento a la 
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   concentración de 200 ppm de extracto 

hidroalcohólico o referencia. 

 

Inhibición de NF- 

κB inducida por 

TNF-α 

Siete variedades 

comerciales de 

avena sin cascara 

Avenantramida La variedad de avena Dancer inhibió la 

activación del factor de necrosis tumoral α 

inducida por el factor nuclear kappa B en 

un 27,5% en 2 mg/ml, mientras que la 

variedad Deiter mostró una inhibición del 

13,7% a una dosis comparable 

(Chu et al., 2013) 

Inhibición de NF- 

κB inducida por 

TNF-α 

Producto natural 

plumericina 

(extracto de 

Himatanthus 

sucuuba) 

Plumericina La plumericina abolió efectivamente la 

activación de NF-κB en un modelo de 

célula informadora de luciferasa, inhibió la 

expresión inducida por TNF-α de las 

moléculas de adhesión proinflamatorias 

VCAM-1, ICAM-1 y E-selectina en 

células endoteliales 

(Fakhrudin et al., 

2014) 

Expresión de 

ICAM-1 en células 

endoteliales 

estimuladas con 

TNF-α 

Extracto de 

Verbascum 

phlomoides. 

Polifenoles 

Ácidos 

polifenolcarboxílicos 

como el ferúlico, cafeico 

y rosmarínico 

Dependiendo de la concentración, el 

extracto ejerció actividad depuradora del 

radical DPPH (EC50 7.09 mg / mL), 

inhibió    significativamente     el   TNF-α 

inductor de la expresión de ICAM-1 enun 

(Grigore et al., 

2013) 
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   55-58,8% en células endoteliales de vena 

umbilical humana a 100 y 200 mg/ml. 

 

Inhibición de la 

hialuronidasa 

Extracto de 

Pleurotus 

tuberregium 

- Alcaloides 
- Taninos 

La actividad de inhibición de hialuronidasa 

del extracto acuoso (3,94% y 22,19% de 

inhibición a concentraciones de 50 μg/ml 

y 100 μg/ml respectivamente) es 

significativa (p <0,001) superior al 

extracto metanólico de P. tuber-regium. 

(Dandapat & 

Sinha, 2015) 

Inhibición de la 

fosfolipasa A2 

Extracto de 

Bursera 

copallifera 

 

Triterpenos 
La evaluación de la inhibición de PLA2 

mostró que todos los compuestos inhibían 

moderadamente esta enzima. El 

compuesto 2 (17.27%), 3 (12,6%), 4 

(7,12%), 5 (16,6%) y 6 (9,31%) a 70 µM 

(Romero-Estrada 

et al., 2016) 

Ensayo en 

macrófagos 

diferenciados de 

monocitos THP-1 y 

estimulados con 

lipopolisacárido 

Extractos de 

chaya 

(Cnidoscolus 

aconitifolius) 

- Flavonoides 

- Flavanonas 
- Dihidroflavonoles 

El extracto etanólico tuvo la mayor 

actividad antiinflamatoria al reducir la 

expresión génica de TNF-a en un 39,78 % 

y la de IL-6 en un 97,81 %, y su 

producción en un 46 % y un 48,38 %, 

respectivamente. 

(Us-Medina et al., 

2020) 

Elaborado por la autora 



 

 

Prevalencia de la aplicación de las 
técnicas 

33,62 
27,43 

8,85 
17,69 
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HRBC INH. PROTEINAS  INH. COX INH. LOX OTRAS INH. 

PREVALENCIA DE LAS TÉCNICAS UTILIZADAS. 
 

Figura 1. Prevalencia de la aplicación de las técnicas antiinflamatorias in vitro. Se presentan las 

técnicas de mayor a menor prevalencia. INH. NO: Inhibición del Óxido nítrico, HRBC: 

Estabilización de la membrana de los glóbulos rojos humanos, INH PROTEINAS: Inhibición de la 

desnaturalización de proteínas, OTRAS, INH. COX: inhibición de la ciclooxigenasa, y INH. LOX: 

inhibición de la lipoxigenasa 



 

 

CONCLUSIONES 

 

Los estudios que evalúan la actividad antinflamatoria en extractos vegetales, animales y en 

compuestos naturales o sintéticos pueden desarrollarse en modelos farmacológicos in vitro. 

De estos modelos, los que más se han repetido en los artículos encontrados con mayor 

frecuencia son: Inhibición de la producción de NO en macrófagos RAW264.7 estimulados 

con lipopolisacáridos (LPS), estabilidad de la membrana eritrocitaria e inhibición de la 

desnaturalización de proteínas (albúmina). La alta prevalencia de la aplicación de estas 

técnicas se debe a que son fácilmente reproducibles, los reactivos están disponibles y no son 

costosos en relación a las técnicas “in vivo” además los procedimientos llevan un tiempo 

relativamente corto. Sin embargo, el ensayo de estabilidad de la membrana eritrocitaria y el 

de inhibición de la desnaturalización de las proteínas, son métodos que evalúan la actividad 

antiinflamatoria de manera indirecta, pues no inhiben las enzimas que participan en el proceso 

inflamatorio. El ensayo de estabilidad de la membrana eritrocitaria permite evaluar la 

hemolisis inducida por calor o solución hipotónica y el porcentaje de protección hacia la 

membrana, en los estudios realizados el cien por ciento de estabilidad de la membrana 

dependió de la concentración de los extractos vegetales, a mayor concentración mayor 

protección y por ende menor porcentaje de hemólisis. De igual manera en el ensayo de 

inhibición de la desnaturalización de las proteínas, la concentración de los extractos vegetales 

o animales juega un rol importante; a mayor concentración las proteínas están más protegidas 

de sufrir desnaturalización por calor. Además, la técnica de la inhibición de la producción de 

NO en macrófagos RAW264.7 estimulados con lipopolisacáridos (LPS), es específica y 

sensible, y permite no solo cuantificar el NO producido sino también otros mediadores 

químicos como el TNF-α y la PGE. 

Por otra parte, la variedad de artículos revisados demuestra que existe una amplia gama de 

plantas medicinales que han sido utilizadas por sus propiedades antiinflamatoria sobre todo 

la cultura hindú y la cultura oriental, por lo que se consideran puntos de partida para la 

búsqueda de nuevas moléculas como blancos para constituirse como fármacos siguiendo los 

pasos posteriores de investigación. Es así que, de la totalidad de estudios revisados, solo un 

extracto de vino tinto y blanco no presentaron actividad antiinflamatoria, así mismo 

existieron extractos vegetales que presentaron similar porcentaje de actividad 
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antiinflamatoria que el fármaco estándar utilizado, por ejemplo se evaluó la actividad 

antiinflamatoria del extracto de Croton lechleri que se conoce comúnmente como sangre de 

drago, mediante el ensayo de estabilización de membrana eritrocitaria (HRBC), cuyos 

resultados fueron, el porcentaje de protección de 43,2±0,9%; a la concentración de 200 

ug/mL, en comparación con la dexametasona, que presentó una actividad antiinflamatoria 

del 42,8±1,4% a la concentración misma concentración. 

Asimismo, existieron extractos vegetales cuya actividad antiinflamatoria evaluada mediante 

la misma técnica mencionada anteriormente, superó la actividad antiinflamatoria del fármaco 

estándar, por ejemplo, el extracto de Pelargonium hispidum a una concentración de 625 

µg/ml mostró el 99.99±0.22% de protección, en comparación con el diclofenaco a la misma 

concentración que presentó el 98.71± 0.31% de protección. Por lo tanto, es importante 

conocer el porcentaje de actividad antiinflamatoria que presenta el extracto vegetal o animal, 

para realizar futuras investigaciones in vivo, y comprobar dicha actividad. 

Finalmente, esta revisión queda a disposición de todo investigador como una guía para el 

descubrimiento de nuevos fármacos de origen natural con potencial antinflamatorio y que 

presente reacciones adversas mínimas y el investigador es libre de elegir cualquier técnica de 

acuerdo a sus necesidades. 

 

RECOMENDACIONES 

 

 Utilizar otra ecuación de búsqueda para encontrar otras técnicas que valoren la 

actividad antinflamatoria in vitro. 

 Investigar si los extractos analizados in vitro también tienen estudios in vivo para 

establecer su potencial farmacológico. 

 Investigar o analizar a los extractos vegetales o animales, en los cuales no hubo un 

análisis fitoquímico para determinar su composición y determina el o los compuestos 

responsables de la actividad antiinflamatoria. 
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Anexo 1. COX Fluorescent Inhibitor Screening Assay Kit ítem No.700100 
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