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SÍNTESIS 

Los resultados obtenidos en el presente estudio demostraron que el extracto acuoso de la 

corteza de M. indica (VIMANG®) tiene un efecto anti-inflamatorio en modelos in vivo de 

inflamación. En un modelo de edema plantar inducido por LPS y carragenano en ratas, el 

extracto administrado por vía oral durante tres meses, inhibió tanto la inflamación como 

los niveles del factor de necrosis tumoral alfa (FNTα) en los exudados plantares. También 

el extracto inhibió la producción de esta citocina proinflamatoria en un modelo de choque 

endotóxico inducido por LPS en ratones. Esta inhibición se produjo al nivel de ARNm.  

En experimentos in vitro en macrófagos activados, la producción de prostaglandina E2,  

leucotrieno B4, FNTα y del radical libre óxido nítrico fue inhibida por el extracto. Este 

efecto también se observó sobre la fosfolipasa A2 de secreción sinovial humana, la 

proliferación de linfocitos T humanos y la activación por FNTα del factor de transcripción 

nuclear NF-κB en células 5.1, HeLa-Tet-Luc y Jurkat.  

Los resultados obtenidos contribuyen a explicar el mecanismo de acción anti-inflamatoria 

del extracto de M. indica, demostrado por primera vez en este estudio. Parte de estos 

efectos pudieran atribuirse a la presencia en el extracto de polifenoles y en particular de la 

mangiferina. 
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INTRODUCCIÓN 

Los procesos inflamatorios se desarrollan como parte de los mecanismos de defensa que 

tienen lugar en el organismo en respuesta a estímulos de diversa naturaleza. Estos 

estímulos pueden abarcar desde lesiones provocadas por traumatismos mecánicos, 

procesos isquémicos, efecto de agentes patógenos (virus, parásitos, bacterias), 

interacciones antígeno-anticuerpo (que se desarrollan por la actividad de los diferentes 

componentes del sistema inmunológico), hasta la acción de diversos productos químicos. 

Solo en los casos en que estos factores puedan ser eliminados por la activación de los 

sistemas de defensa del organismo, no se presentan visiblemente las consecuencias de un 

proceso inflamatorio (1). 

Existen diversos compuestos endógenos que participan en la reacción inflamatoria, y son 

conocidos como mediadores de este proceso. Dentro de estas sustancias se encuentran: 

histamina, serotonina, cininas (2), eicosanoides (3), componentes del complemento, radicales 

libres (4), citocinas (5), entre otros. 

El factor de necrosis tumoral alfa (FNTα) se encuentra dentro del grupo de las citocinas 

que poseen propiedades proinflamatorias (6), y se ha identificado que puede ser inducido en 

los procesos inflamatorios, atribuyéndose a esta citocina, un papel protagónico y 

determinante en el desarrollo de la reacción inflamatoria (7). A pesar del importante papel 

que le ha sido atribuido al FNTα en la fisiopatología de la reacción inflamatoria, se ha 

comprobado que no constituye el mediador más importante de este proceso, aunque si está 

dentro de los principales, y no basta su simple inhibición para lograr revertir el desarrollo 

de un proceso inflamatorio (8). También, en la última década, ha sido considerado con un 

papel importante en la etiología de la reacción inflamatoria, el radical libre óxido nítrico 

(ON). Esta molécula ha sido estudiada por muchos investigadores dentro de los 

mediadores a modular en el desarrollo de un nuevo producto anti-inflamatorio (9); pero, al 
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igual que con el FNTα y otras citocinas proinflamatorias, esta simplificación del proceso 

también resulta errónea (10).  

Otros estudios de gran interés dan especial valor al papel de los eicosanoides y, de manera 

más directa, a las principales vías metabólicas involucradas en la formación de estos 

metabolitos, por lo que en los últimos años ha recibido gran atención la posible inhibición 

selectiva de la enzima ciclooxigenasa-2 (COX-2), como blanco para el desarrollo de 

nuevos anti-inflamatorios (11). También esta consideración simplifica un evento dentro de 

un conjunto de reacciones e interacciones celulares y moleculares de este complejo y 

multifactorial proceso, que se encuentra asociado al desarrollo de patologías de etiología 

diversa en las que su control farmacológico resulta decisivo. En este sentido, resulta de 

gran relevancia el papel que desempeñan las moléculas de adhesión (12), la quimiotaxis (13), 

los linfocitos T (14) y los factores de transcripción nuclear que son los encargados de 

ordenar la síntesis de más de 50 genes involucrados en el proceso inflamatorio (15). 

Dentro de los fármacos más utilizados en el tratamiento de los procesos inflamatorios se 

encuentran algunos de naturaleza esteroidal. Los anti-inflamatorios esteroidales 

disminuyen la inflamación en un tiempo relativamente breve, por estimular la síntesis de 

lipocortina y esta a su vez inhibir la actividad de la fosfolipasa A2 y la inducción de 

diversas citocinas proinflamatorias. Estos fármacos, impiden la liberación del ácido 

araquidónico de los fosfolípidos de las membranas celulares que sirve de sustrato para los 

diferentes sistemas enzimáticos que dan lugar a los mediadores proinflamatorios lipídicos, 

conocidos como eicosanoides. No obstante, su mecanismo de acción fundamental lo 

ejercen a través de la inhibición del factor de transcripción nuclear NF-κB. Uno de los 

mecanismos principales consiste en la inducción de la expresión del inhibidor 

citoplasmático del NF-κB, IκB, para aumentar la retención citosólica del primero (16). A 

pesar de la potente acción anti-inflamatoria que le es atribuida, estos fármacos presentan 
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numerosos efectos adversos (17), por lo que ha sido necesario continuar los estudios 

orientados a la búsqueda de nuevos anti-inflamatorios o disminuir los efectos adversos de 

los ya existentes.  

Los anti-inflamatorios no esteroidales constituyen otro grupo de fármacos, los cuales 

inhiben la actividad de la ciclooxigenasa, enzima que participa en el metabolismo del ácido 

araquidónico hasta prostaglandinas y tromboxanos (18). Estos compuestos, también 

presentan alta incidencia de efectos adversos y algunos, incluso, no logran modular la 

inducción de ciertas citocinas proinflamatorias (19).  

Como los leucotrienos desempeñan un papel tan importante en la inflamación, ha tenido un 

gran impulso el estudio de nuevas drogas que actúen como antagonistas de los receptores 

de los leucotrienos o inhibidores enzimáticos de la 5-lipoxigenasa directamente, o de la 

actividad de la proteína activadora de la lipoxigenasa. Con estos fármacos se han obtenido 

algunos resultados prometedores en el tratamiento del asma (20, 21, 22). 

Por otra parte, se conoce que las sustancias antioxidantes son capaces de suprimir o 

prevenir los procesos inflamatorios mediante inducción o prolongación de la vida media de 

enzimas antioxidantes, como la superóxido dismutasa, la catalasa o la glutatión peroxidasa, 

o el secuestro de las especies reactivas de oxígeno involucradas en el proceso, o por 

quelación de metales que puedan estar implicados en reacciones redox, hechos que en su 

conjunto limitan la producción de radicales libres de oxígeno (23).  

En general, se puede observar un panorama complejo a la hora de considerar el desarrollo 

de un fármaco anti-inflamatorio y no puede primar un criterio único, determinante y 

excluyente, siempre debe situarse como premisa, analizar el complejo y multifactorial 

proceso que se enfrenta y la gran cantidad de mediadores de todo tipo que en él se 

presentan (24). 

Una fuente importante de productos con interés farmacológico lo constituyen los productos 
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naturales y en tal sentido, la búsqueda de principios activos con posible acción anti-

inflamatoria, también ha estado dentro de las prioridades de quienes investigan en este 

campo (25). 

Desde el propio surgimiento de la humanidad, el hombre ha utilizado las plantas con fines 

terapéuticos, muchas veces sin conocer los metabolitos responsables de las acciones 

farmacológicas a ellas atribuidas. En nuestro país, en los últimos años, se ha rescatado el 

uso de la medicina natural, tanto por la población como por las instituciones sanitarias, con 

el objetivo de complementar los tratamientos convencionales de numerosas patologías. 

Enmarcado en este contexto, y teniendo como premisa la importancia de las fuentes 

alternativas de medicamentos en el desarrollo de los sistemas de salud de un país, 

considerando además, que en muchos extractos naturales, dada la diversidad de 

componentes activos presentes, se pueden lograr acciones farmacológicas diversas, es que 

se decidió estudiar un extracto acuoso obtenido de la corteza del árbol de Mangifera indica 

L. (mango) abundante en nuestro país, el cual ha sido utilizado de manera empírica por 

practicantes de la medicina popular para el tratamiento de diferentes afecciones (26).  

De las diferentes partes de la especie M. indica y en particular de los diferentes extractos 

realizados, se encuentran en la literatura científica numerosos usos en el ámbito 

farmacológico, como son: su poder antioxidante y mejorador de la calidad de vida en 

pacientes con neoplasias, en afecciones del tracto gastrointestinal, enfermedades 

respiratorias agudas, infertilidad, Diabetes mellitus, hiperplasia prostática, afecciones 

dermatológicas, infecciones microbianas en diversas localizaciones y en lupus eritematoso. 

También se reflejan las actividades inmunomoduladora, vascular, cardiaca e intestinal (27, 

28).  

El Centro de Química Farmacéutica ha desarrollado un nuevo producto obtenido a partir de 

la experiencia en el uso etnomédico en Cuba del extracto acuoso de la corteza de 
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Mangifera indica L. y que se comercializa bajo la Marca Registrada VIMANG® como 

suplemento nutricional o cosmecéutico antioxidante. En el análisis fitoquímico realizado a 

este extracto se comprobó la presencia de nueve compuestos fenólicos cuyo componente 

mayoritario fue la glucosilxantona mangiferina. También se determinaron terpenos, 

azúcares libres, ácidos grasos, polioles (29) y microelementos (30). En investigaciones 

recientes se demostró que dicho extracto posee una potente acción antioxidante (31, 32, 33, 34, 

35), así como efectos inmunomodulador (36) y anti-genotóxico importantes (37). 

Los antecedentes relacionados anteriormente permiten considerar que este extracto acuoso 

podría presentar efecto anti-inflamatorio, aspecto que constituye la esencia del presente 

trabajo. Estudios que avalen la presencia de propiedades anti-inflamatorias en el extracto 

acuoso de la corteza de M. indica resultan novedosos desde el punto de vista científico, ya 

que en la literatura científica se encontraron escasos artículos que abordaran este tema. Por 

otra parte, estos resultarían de gran actualidad si se tiene en cuenta que en los últimos años 

un número considerable de investigaciones científicas se ha encaminado hacia la búsqueda 

de nuevas sustancias naturales con propiedades anti-inflamatorias (25). 

La demostración de la actividad anti-inflamatoria del extracto de M. indica avalaría su uso 

en la prevención y el tratamiento de patologías asociadas con la inflamación con el aporte 

de un valor agregado incalculable a dicho suplemento nutricional y una utilidad práctica y 

social al presente estudio. 

Sobre la base de las premisas antes señaladas se trazó la siguiente hipótesis de trabajo: "El 

extracto acuoso de la corteza de M. indica modula la respuesta inflamatoria inducida 

en diferentes modelos biológicos a través de la regulación de mediadores 

proinflamatorios y elementos de señalización como el NF-κB”. 
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Para dar cumplimiento a la hipótesis anterior se trazaron los objetivos siguientes: 

 

OBJETIVOS GENERALES 

1. Evaluar la actividad anti-inflamatoria del extracto de M. indica en modelos in vivo de 

inflamación. 

2. Elucidar aspectos relacionados con el mecanismo de acción anti-inflamatoria del 

extracto de M. indica en modelos in vitro de inflamación. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Evaluar el efecto del extracto acuoso de la corteza de M. indica en modelos 

experimentales de inflamación como: 

♦ Edema plantar inducido por carragenano y LPS en rata. 

♦ Modelo de choque endotóxico inducido por endotoxina en ratón. 

2. Caracterizar el posible efecto modulador del extracto acuoso de M. indica sobre la 

producción de prostaglandina E2, leucotrieno B4, factor de necrosis tumoral alfa y 

óxido nítrico en macrófagos y microglia activados. 

3. Investigar la posible acción del extracto acuoso de M. indica sobre la actividad de la 

enzima fosfolipasa A2, la proliferación de linfocitos T y la expresión del factor de 

transcripción nuclear NF-κB. 



 

 

 

 

 

 

 

 

1. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
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1. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

1.1. Inflamación. Consideraciones generales 

La inflamación se puede definir como un proceso que sucede en todo el tejido 

mesenquimático vascularizado, ante la acción de un daño físico, químico o biológico, que 

desencadena sucesivamente fenómenos vasculares, humorales, exudativos, celulares, 

reparativos y proliferativos, que tienden a limitar la acción del daño. El cuerpo humano 

está constantemente expuesto a numerosos estímulos, como por ejemplo: agentes 

infecciosos, isquemias, interacciones antígeno-anticuerpo, lesiones inducidas por agentes 

químicos y físicos, entre otros. En la mayoría de las circunstancias, la activación de los 

sistemas de defensa del organismo conduce a la eliminación de estos agentes sin 

manifestaciones visibles de inflamación. Pero si ellos se encuentran en grandes cantidades, 

presentes en sitios inusuales, o son capaces de modificar algunas de las funciones del 

sistema inmunológico, pueden ocurrir daños tisulares como consecuencia de las reacciones 

inmunes y esto a su vez facilitar el desarrollo de diferentes enfermedades inflamatorias (1, 

38). 

Los signos macroscópicos que suelen acompañar la inflamación: calor (incremento de la 

temperatura), rubor (eritema), tumor (edema) y dolor (algesia), así como la pérdida de la 

función tisular, son consecuencia de efectos inducidos por los mediadores proinflamatorios 

en el flujo sanguíneo local, la permeabilidad vascular, la infiltración de leucocitos y la 

liberación de agentes inductores de dolor (39). 

Las respuestas inflamatorias, por lo general, se producen en seis fases características, cada 

una de las cuales está mediada por mecanismos diferentes de gran complejidad y con la 

implicación de numerosos factores: El inductor de un proceso inflamatorio es el insulto 

patogénico (fase I) que causa activación de células endoteliales (fase II); hay entonces un 

incremento de la permeabilidad vascular seguido de un edema tisular (fase III). La fase IV 
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está caracterizada por infiltración de células polimorfonucleares y se observa un proceso 

regulador autolimitante conocido como apoptosis (fase V) (40). Si el proceso inflamatorio 

persiste tiene lugar una inflamación crónica (fase VI). En algunas condiciones patológicas, 

tales como enfermedades autoinmunes órgano específicas, la inflamación crónica está 

presente desde el inicio de la enfermedad (38). 

Es importante señalar que cada tipo de estímulo provoca un patrón característico de 

respuesta que depende de los tipos de mediadores y células inflamatorias que participan en 

el proceso y el tiempo tomado por ellos para alcanzar el efecto máximo (38). 

A escala celular se produce también una serie de eventos que trae consigo la defensa contra 

los agentes dañinos y la protección de los tejidos. Estos eventos han sido divididos para su 

estudio en diferentes etapas. Estas etapas involucran al reconocimiento del agente que será 

destruido, lo cual pone en marcha un sistema de amplificación que conlleva a la 

producción de mediadores proinflamatorios que “activan” a los linfocitos y leucocitos 

fagocíticos implicados en la ingestión del agente iniciador de la reacción y en la generación 

de productos tóxicos, tales como enzimas proteolíticas, especies reactivas de oxígeno, etc. 

que son responsables de la destrucción de la causa de la inflamación (1). En dependencia de 

los agentes que participan en estas etapas se producen diferentes tipos de inflamación. 

1.1.1. Inflamación aguda 

La inflamación aguda se inicia en el momento que el agente patogénico (microorganismos, 

sustancias químicas alérgenas, etc.) evade o destruye las barreras defensivas primarias 

(piel, mucosas, etc.). El daño en el tejido desencadena la activación de determinadas rutas 

de señalización que llevan a la producción de mediadores proinflamatorios. Dichos 

mediadores causan los cambios fisiológicos característicos del proceso inflamatorio. Estos 

cambios se manifiestan como un incremento del riego sanguíneo al tejido dañado y la 

extravasación de células y proteínas hacia el foco inflamatorio. A medida que el daño se 
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elimina, la liberación de mediadores anti-inflamatorios aumenta y de este modo se reduce 

considerablemente la inflamación y el tejido se regenera (1, 38). 

Desde el punto de vista clínico, la forma más habitual de confirmar si existe un incremento 

de actividad inflamatoria ha sido siempre a través de los reactantes de fase aguda. Estos 

incluyen desde la simple determinación de la velocidad de sedimentación a la medición de 

proteínas (fibrinógeno, haptoglobina, orosomucoide, entre otros), en especial la proteína C-

reactiva, sin que proporcionen, estas metodologías, una información detallada del tipo de 

inflamación o de las células implicadas (41). Además, este tipo de reactantes no se suele 

alterar en ciertos procesos inflamatorios, como ocurre principalmente en las enfermedades 

alérgicas. Por ello, se han desarrollado ensayos o pruebas específicas para determinar 

proteínas segregadas por las diferentes células implicadas en los procesos alérgicos 

(eosinófilos, neutrófilos, mastocitos o basófilos, linfocitos T y monocitos/macrófagos), de 

tal forma que proporcionen información no sólo del tipo de célula implicada en cada 

momento, sino también del grado de actividad inflamatoria, lo que permite seguir mejor su 

curso clínico con o sin tratamiento. Últimamente a estas proteínas se ha añadido la 

determinación del tipaje fenotípico o expresión de los marcadores de membrana de los 

linfocitos T u otras células como basófilos, lo que equivale a su actividad en ese momento, 

así como la determinación de las citocinas que pudieran intervenir en el proceso 

inflamatorio (42). 

El modo en que se inicia el proceso inflamatorio depende en parte de la naturaleza y vía de 

entrada de la sustancia extraña. Aunque fundamentalmente en toda reacción inflamatoria 

aguda se puede distinguir la actuación de mediadores moleculares (Tabla 1) y celulares 

(Tabla 2) comunes (1). 



 

Tabla 1. Otros mediadores moleculares de la respuesta inflamatoria 

Mediador Funciones 
Derivados del 
complemento 

C3a es quimiotáctico para los leucocitos polimorfonucleares y tiene actividad de 
anafilotoxina, éste da como resultado la producción de ON, aminas vasoactivas y citocinas. 
C3b se une por un sitio hidrófobo, que aparece luego de ser escindido, a las regiones vecinas 
de la membrana citoplasmática, que posee receptores específicos para péptidos, lo que 
permite la adherencia inmune del complejo antígeno-anticuerpo-C3b a estas células y facilita 
así su fagocitosis. C5a es responsable de la degranulación de los mastocitos y el principal 
agente quimiotáctico de los neutrófilos en este sistema, también induce la liberación al medio 
de enzimas lisosomales y mediadores inflamatorios de los leucocitos (43). 

Enzimas 
lisosomales 

Los lisosomas abundan en los leucocitos y son vesículas, delimitadas por una membrana, que 
contienen enzimas digestivas para degradar moléculas complejas, que destruyen invasores 
nocivos y restos celulares. Contienen cerca de 40 tipos de enzimas hidrolasas que incluyen 
proteasas, nucleasas, glicosidasas, lipasas, fosfolipasas, fosfatasas y sulfatasas. Se sintetizan 
en el retículo endoplasmático rugoso y se procesan en el aparato de Golgi. Se distribuyen 
englobadas en sacos llamados vesículas de transporte que se funden con tres tipos de 
estructuras envueltas por membranas: endosomas, fagosomas y autofagosomas. Ellas son 
responsables de la degradación de colágeno, laminina, elastina y otras proteínas estructurales 
y están implicadas en la inflamación asociada con respuestas inmunológicas y en metástasis 
(44). 

Péptidos 
quimioatrayentes 
n-formilados 

En los tejidos dañados del hospedero puedan atraer leucocitos a través de la liberación de 
péptidos formilados (1). 

Moléculas de 
adhesión celular 

La adhesión de los leucocitos al endotelio vascular constituye uno de los eventos más 
tempranos en la respuesta inflamatoria. Después de la estimulación del endotelio vascular con 
citocinas proinflamatorias este expresa a nivel de membrana moléculas de adhesión para los 
leucocitos circulantes. Algunas de estas moléculas, aparecen solo después de diversas horas y 
permanecen por tiempos relativamente largos (24 a 72 h); otras se transportan del interior al 
exterior celular y están presentes sobre la superficie endotelial después de pocos minutos (10 
a 12 min) de estimulación para desaparecer rápidamente. Todo esto esta relacionado con la 
necesidad de un reclutamiento inicial rápido, que más tarde se estabiliza por moléculas 
diversas y que en cierto modo garantizan la migración de los leucocitos al estrato 
extravascular (45).  

Histamina Papel central en la hipersensibilidad inmediata y en las respuestas alérgicas. Contrae la fibra 
muscular lisa bronquial y provoca vasodilatación capilar y aumento de su permeabilidad así 
como la estimulación de terminaciones nerviosas (46, 47). 

Cininas Acción asociada con la producción secundaria de otros mediadores que incluyen 
prostanoides, taquininas, citocinas, productos derivados de células mastoides  y ON, los 
cuales refuerzan la idea de la importancia de las cininas en el desarrollo y mantenimiento de 
los procesos inflamatorio y nociceptivo (48). 

Hidroxitriptamina En presencia de bajas concentraciones de otros agonistas, puede producir la activación 
máxima de las plaquetas, amplificar la agregación plaquetaria y acelerar la formación del 
coágulo. Los receptores 5HT1 en las células del endotelio median la liberación de ON, 
mientras que los 5HT2 producen contracción del músculo liso y potencian las acciones de la 
histamina. Por otra parte los receptores 5HT3 median una respuesta despolarizadora, que es 
responsable de provocar prurito y dolor (49). 

Quimiocinas Activan un gran número de tipos celulares como monocitos, linfocitos, basófilos, y 
eosinófilos. Además de su efecto quimiotáctico sobre leucocitos, las quimiocinas también 
causan la liberación de mediadores inflamatorios y estimulan la adherencia celular mediante 
la amplificación de la expresión de las integrinas de los linfocitos (50, 51). 

Factor Activador 
Plaquetario 

Aumenta la permeabilidad vascular, la hiperalgesia y promueve el edema con un efecto 1000 
veces más potente que la histamina, es un estimulante poderoso de la agregación plaquetaria, 
estimula también la agregación de los leucocitos polimorfonucleares, la liberación de 
leucotrienos y enzimas lisosomales y la generación de aniones superóxido. De forma 
semejante, promueve la agregación de los monocitos y la degranulación de los eosinófilos, la 
adherencia de los neutrófilos a las células endoteliales y su diapédesis. El FAP y el LTB4 son 
los más potentes quimoatrayentes conocidos (1). 

 



 

Tabla 2. Otros mediadores celulares de la reacción inflamatoria 

Mediador Funciones 
Neutrófilos o 
fagocitos 
polimorfonucleares 

Cantidades elevadas de sustancias proinflamatorias en sangre actúan sobre 
determinados receptores de membrana que a su vez están acoplados a proteínas G que 
catalizan la hidrólisis de GTP a GDP e inician una serie de eventos bioquímicos 
intracelulares como la activación de la fosfolipasa C, la movilización de calcio 
intracelular y la despolarización de la membrana. Esto provoca la activación y la 
migración del neutrófilo al foco de inflamación por interacción de moléculas de 
superficie del propio neutrófilo con moléculas expresadas por las células del endotelio 
vascular. Tras un proceso de extravasación, el neutrófilo, ya activo, pasa al lugar de 
inflamación donde lleva a cabo sus funciones de fagocitosis y degranulación (52, 53). 

Eosinófilos Son granulocitos que migran al lugar de inflamación aguda. Son característicos de 
inflamaciones alérgicas (respiratorias, gastrointestinales y de origen dermatológico). El 
daño tisular también es una consecuencia de una acumulación de ellos y la subsecuente 
liberación de productos asociados a los gránulos tales como citocinas y quimiocinas a 
los sitios de inflamación (54). 

Plaquetas Liberan gran cantidad de mediadores inflamatorios como fibrinógeno, plasminógeno, 
proteasas, lípidos y serotonina. Algunos de ellos liberados por las plaquetas son 
activadores directos de los neutrófilos. Después de lesión de las células endoteliales, 
ellas se adhieren a la superficie endotelial del tejido vascular lesionado y se agregan a 
ella. A continuación liberan sustancias que aumentan la permeabilidad y factores que 
activan el complemento, por lo que atraen a los leucocitos (55). 

Células Endoteliales Desempeñan función muy importante en la adherencia y activación de neutrófilos 
debido a la expresión de moléculas de superficie (selectinas e integrinas) que son 
reconocidas de forma específica por los neutrófilos. También es importante destacar su 
capacidad para sintetizar y liberar una amplia variedad de sustancias proinflamatorias 
(56). 
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1.1.1.1. Principales mediadores moleculares de la inflamación 

1.1.1.1.1. Citocinas 

Las citocinas son autacoides de carácter polipeptídico, considerados mediadores solubles 

de mucho interés en el campo de la inflamación, la hematopoyesis y la respuesta inmune 

(57, 58). Dentro de ellas se encuentran las interleucinas (IL-1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, etc.), 

los interferones gamma y alfa (IFNγ e IFNα), el FNTα y diversas glicoproteínas 

clasificadas como factores estimuladores de colonias que regulan la proliferación y 

diferenciación de los principales componentes hematopoyéticos medulares (59, 60, 61).  

Las citocinas desarrollan su acción a partir de uniones a receptores específicos en la 

superficie de las células por los cuales poseen un alto grado de afinidad (62). Estas pueden 

regular el crecimiento y la actividad de muchas células in vivo como factores de 

amplificación en la cascada de eventos inflamatorios (63).  

Por otra parte, se plantea que las IL-2, IL-3, IL-4 e IL-5 desempeñan un papel importante 

en la inducción del sistema endotelial en procesos inflamatorios y enfermedades 

cardiovasculares ( 64). 

Por el contrario, se ha encontrado que la IL-10 tiene capacidad para inhibir la hiperalgesia 

inflamatoria provocada por la IL-1, IL-6 y la bradicinina (65). La IL-10 forma parte de un 

grupo de citocinas llamadas citocinas anti-inflamatorias, que están constituidas por una 

serie de moléculas inmunorreguladoras que controlan la respuesta de las citocinas 

proinflamatorias.  

Las citocinas desarrollan su acción a partir de uniones a receptores específicos en la 

superficie de las células por los cuales poseen un alto grado de afinidad (62, 66) y la 

producción de ellas puede ser regulada por diversos estímulos inductores a nivel 

transcripcional. La producción constitutiva de ellas usualmente es baja o ausente (67).  
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1.1.1.1.1.1. Factor de necrosis tumoral alfa (FNTα) 

El FNTα es una citocina de gran importancia en los procesos inflamatorios y en la 

respuesta inmune (68). Ha sido considerado como el mediador principal en la mortalidad 

inducida por LPS. Los monocitos y macrófagos son las principales fuentes de esta citocina, 

aunque también se ha reportado su síntesis por linfocitos, neutrófilos, microglia, 

queratinocitos, células Kupffer, mastocitos, sinoviocitos y condrocitos (69, 70). El FNTα 

puede ser detectado rápidamente en sangre al tratar animales de experimentación con LPS, 

en los que se alcanzan niveles de este en el orden de los nanogramos. Su producción 

también ha sido comprobada en humanos (voluntarios sanos) tratados con LPS, en 

pacientes portadores de tumores malignos, sépticos y con enfermedades crónicas (7, 69). El 

LPS constituye el mayor inductor de dicha citocina. También el LPS puede causar fiebre, 

aumento del cortisol y de los niveles de ácidos grasos no esterificados en plasma (71). En el 

choque endotóxico inducido por LPS hay un aumento brusco del FNTα, dicho incremento 

es considerado transitorio ya que solo se mantiene en las tres primeras horas después de 

comenzado el proceso (72). Esto se debe a que se produce el metabolismo del complejo 

FNT-receptor en las células y la fracción de esta citocina que no se unió con sus receptores 

de membrana, se asocia a receptores solubles plasmáticos específicos. Este otro complejo, 

formado por la unión entre el FNTα y el receptor plasmático, es eliminado por la orina y la 

bilis (73).  

Las acciones del FNTα están mediadas, al menos, por dos tipos de receptores FNTα-R1 

(p55) y FNTα-R2 (p75), los cuales se encuentran situados en la membrana citoplasmática 

de las células blanco (74). Con la unión FNTα-receptor comienza el aumento de la 

permeabilidad de la membrana de dichas células blanco, lo cual continúa con un influjo de 
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calcio extracelular, la activación de la fosfolipasa A2 y por tanto, el aumento de ácido 

araquidónico intracelularmente y posteriormente de prostaglandina E2 (75).  

El FNTα induce la síntesis de ILs (76), y de la sustancia P, un péptido capaz de provocar 

filtración vascular de los constituyentes plasmáticos en el área inflamada, además de ser un 

potente algésico (77). También, estimula la síntesis de adenosina, un vasodilatador que 

controla el flujo sanguíneo local e inhibe la función de los neutrófilos (78), el factor de 

crecimiento nervioso, así como la síntesis del péptido relacionado con el gen de la 

calcitonina (79). Además, conjuntamente con el IFNγ, amplifica la producción de aniones 

superóxido por los neutrófilos y la biosíntesis de ON (80). Se ha comprobado que el FNTα 

posee acción autocrina, por lo que produce un aumento de su síntesis en las propias células 

que lo producen (efecto llevado a cabo por retroalimentación positiva). Otro de los 

resultados obtenidos en relación con esta citocina es que ella produce activación e 

inducción de diversos sistemas enzimáticos de gran importancia en el proceso inflamatorio, 

así como modulación en la transcripción de genes correspondientes a otras citocinas, como 

la IL-2, IL-6 y el IFNγ (63, 67). Por ello, la toxicidad provocada por el FNTα puede ser 

atribuida en parte a la acción directa de este sobre los tejidos y, además, a la acción de 

otros mediadores, entre los cuales se destaca el radical ON (81).  

También el FNTα activa la replicación del virus de inmunodeficiencia humana (VIH) 

latente en las células T infectadas (82), por lo que aparece como un posible co-factor de la 

replicación del VIH en el desarrollo del SIDA. El aumento que produce el FNTα en la 

expresión de muchos genes para diversas proteínas y mediadores inflamatorios se ha 

comprobado que está relacionado con la estimulación que produce sobre el factor de 

activación nuclear NF-κB. Este factor constituye un importante promotor en la activación, 
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a nivel transcripcional, de los mecanismos de traducción de señales, que amplifican la 

acción proinflamatoria del FNTα (83). 

Existen sustancias que pueden modular de alguna manera la producción de FNTα como el 

extracto acuoso de la raíz de la planta Dichoroa febrifuga Lour. (84) y compuestos químicos 

como los flavonoides, los cuales además de ser ampliamente conocidos por sus 

propiedades antioxidantes (85) y disminuir el riesgo de enfermedades cardiovasculares ya 

que protegen del daño vascular (86), disminuyen la producción del FNTα y otros 

mediadores de gran relevancia en las reacciones inflamatorias (87, 88). Esta supresión en la 

producción del FNTα resulta a nivel del ARNm (89). Otras evidencias demuestran que la 

síntesis del FNTα puede ser regulada a nivel transcripcional por los metabolitos de la vía 

del ácido araquidónico (los productos de la acción de la ciclooxigenasa, prostaglandina E2 

fundamentalmente, y la lipoxigenasa, leucotrienos) y que el incremento en la acumulación 

de nucleótidos cíclicos (AMPc y GMPc), por activación de las vías enzimáticas 

relacionadas con la generación de ellos (adenilato ciclasa y guanilato ciclasa, 

respectivamente), constituyen también importantes factores que pueden participar como 

señales reguladoras a nivel transcripcional en la síntesis de FNTα (7, 87, 90, 91). 

1.1.1.1.2. Fosfolipasas A2 

La estructura básica de todas las membranas celulares es una bicapa lipídica, uno de sus 

componentes fundamentales son los fosfolípidos, constituidos por una molécula de glicerol 

con una cabeza hidrofílica y una cola hidrófoba con dos cadenas de ácidos grasos unidas 

por un enlace éster al esqueleto molecular. En los fosfolípidos de membrana de las células 

que participan en la respuesta inflamatoria la posición 1 está ocupada con ácidos saturados, 

mientras que en la posición 2, generalmente, se encuentran ácidos insaturados, 

fundamentalmente ácido araquidónico (92). El hecho de que menos del 0,02 % de este ácido 
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se presente en las células en forma no esterificada sugiere que la liberación del ácido 

araquidónico de los fosfolípidos de membrana y las enzimas que participan en el proceso 

tengan enorme importancia en la producción de los eicosanoides endógenos (93). 

La hidrólisis del ácido graso de la posición 2 del glicerol y la formación de 

lisofosfolípidos, precursores de los mediadores inflamatorios lipídicos eicosanoides y el 

factor activador plaquetario respectivamente, que muestran una potente y relevante 

actividad biológica en la patogénesis de las reacciones inflamatorias (3), ocurre por la 

acción de una familia de enzimas conocidas como fosfolipasas A2 (FLA2s) (EC 3.1.1.4) (94, 

95). 

Las FLA2s participan en el proceso inflamatorio por su capacidad para movilizar ácido 

araquidónico desde los fosfolípidos. El ácido araquidónico es el sustrato de la 

prostaglandina H sintasa 1 y 2 (ciclooxigenasas 1 y 2, respectivamente) que lo convierte en 

prostaglandinas y tromboxanos. Las prostaglandinas activan receptores celulares que a su 

vez inician cascadas de señales que involucran proteínas G y AMPc. Por otra parte, el 

ácido araquidónico también es el sustrato de enzimas lipoxigenasas que lo convierten en 

leucotrienos, mediadores importantes que participan en la quimiotaxis y la respuesta 

anafiláctica. De esta manera, las FLA2s desempeñan un papel muy importante en el daño 

celular por su capacidad para mediar la respuesta inflamatoria (96, 97). 

Desde 1997, las FLA2s han sido clasificadas de acuerdo a su secuencia de nucleótidos (98) 

al menos en 10 grupos (I-X). Una clasificación previa, y que aún mantiene su vigencia, 

está basada en si la FLA2 es secretada por la célula (sFLA2), Ca2+-dependiente y citosólica 

(cFLA2) o Ca2+-independiente (iFLA2).  

Las isoformas sFLA2 requieren cantidades milimolares de Ca2+ para su actividad, tienen 

baja masa molecular (14-18 kDa) y no presentan selectividad para los fosfolípidos 

araquidonilados (tipos I-III, V, IX y X). Esta clase incluye a sFLA2s aisladas de veneno de 
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serpiente (grupo IA) y de páncreas (grupo IB). El grupo IIA incluye a sFLA2s inicialmente 

aisladas de plaquetas humanas y aquellas liberadas en fluidos inflamatorios como el 

sinovial de pacientes con artritis reumatoide y el broncoalveolar de pacientes con asma 

bronquial (99). 

Las isoformas cFLA2 se encuentran en el citosol, tienen masa molecular más alta (~ 85 

kDa), requieren cantidades micromolares de Ca2+ para la translocación a la membrana de 

fosfolípidos y son selectivas para fosfolípidos araquidonilados (tipos IVA y B). Las iFLA2 

están localizadas tanto en el citosol como en fracciones de membranas, no requieren Ca2+ 

para su actividad y tienen una masa molecular entre 29 - 85 kDa (100, 101). Balsinde y cols. 

han propuesto que la acción de la forma citosólica presente en compartimentos celulares 

como la membrana nuclear y(o) el retículo endoplasmático genera una gran liberación de 

ácido araquidónico intracelular, que produce cambios en la asimetría de la bicapa lipídica 

lo que es una señal estimulante para la forma secretable en la superficie celular que 

comienza a hidrolizar gran cantidad de fosfolípidos, obteniéndose así una fuente 

importante de mediadores proinflamatorios. Entre otros factores que pueden estimular la 

acción de la FLA2 secretable por desestabilización de la asimetría de la membrana se 

encuentra también la producción de los subproductos de la vía de la esfingomielinasa, tales 

como las ceramidas y el diacilglicerol (102, 103). 

La iFLA2, cuyo sustrato preferencial es el ácido araquidónico de la posición sn-2 de 

moléculas de plasmalógenos, parece jugar un papel importante en la remodelación de las 

membranas, lo cual puede influir de manera importante en la distribución subcelular de 

ácido araquidónico entre los diferentes compartimentos y en la cantidad relativa del ácido 

graso en cada uno de ellos (104). 
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1.1.1.1.3. Eicosanoides 

Se denominan eicosanoides a las familias de prostaglandinas, leucotrienos, lipoxinas, y 

ácidos hidroxieicosanoicos, que derivan de los ácidos grasos esenciales de veinte átomos 

de carbono, que pueden tener tres, cuatro o cinco dobles enlaces: ácido 8, 11, 14-

eicosatrienoico (ácido dihomo γ linoleico), ácido 5, 8, 11, 14-eicosatetranoico (ácido 

araquidónico) y ácido 5, 8, 11, 14, 17-eicosapentanoico (105). En el hombre, el araquidonato 

es el precursor más abundante. Estos ácidos grasos están esterificados a los fosfolípidos de 

las membranas celulares y se liberan por la acción de la FLA2 como se ha señalado 

previamente. Estas moléculas pueden sufrir oxigenaciones en varios puntos de su cadena 

carbonada, por las ciclooxigenasas, para dar lugar a las prostaglandinas, o por las 

lipoxigenasas para dar paso a los leucotrienos, lipoxinas y ácidos hidroxieicosanoicos. 

Existe también una tercera vía que involucra a las enzimas del citocromo P450 que catalizan 

la formación de ácidos grasos mono y di–hidroxilados, así como ácidos 

epoxieicosatrienoicos (106, 107). 

1.1.1.1.3.1. Prostaglandinas (PGs) 

Las prostaglandinas endoperóxido sintasas, también llamadas ciclooxigenasas (COXs), 

catalizan el primer paso en la conversión del ácido araquidónico a PGs y metabolitos 

relacionados. Las ciclooxigenasas (EC 1.14.99.1) presentan dos isoenzimas, una 

constitutiva (COX-1) y otra inducible (COX-2), son proteínas glicosiladas, homodiméricas, 

unidas a membrana que poseen dos actividades catalíticas distintas y requieren ambas la 

presencia de un grupo hemo; una ciclooxigenasa que oxigena y cicla al ácido araquidónico 

para producir PGG2 y una actividad peroxidasa que reduce PGG2 a PGH2 que da lugar al 

resto de los tipos de prostaglandinas. Ambos sitios catalíticos son adyacentes pero 

espacialmente diferentes (108, 109). 
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Aunque ambas isoenzimas tienen solo un sesenta porciento de homología, las regiones 

responsables de la actividad enzimática presentan una homología mayor del noventa 

porciento y tienen las dos la misma afinidad y capacidad de convertir el ácido araquidónico 

en PGH2. Sin embargo, mientras la COX-1 principalmente se restringe al ácido 

araquidónico, la COX-2 es capaz de metabolizar como substratos a otros ácidos grasos. 

Ambas isoenzimas se encuentran presentes en el retículo endoplasmático, aunque la forma 

inducible aparece también en la envoltura nuclear (110). 

Las prostaglandinas están divididas en series de acuerdo con los sustituyentes del anillo de 

ciclopentano, que conforma el esqueleto de dichas moléculas, así la serie E son 9-ceto, 11 

hidroxi sustituidas, la serie F, 9,11 hidroxi sustituidas y las de la serie D 9-hidroxi, 11 ceto 

sustituidas. La prostaciclina (PGI2), que se forma a partir de la acción de la prostaciclina 

sintasa, presenta un segundo anillo agregado al primero, mientras que el tromboxano 

(TXA2), formado por la acción catalizadora de la tromboxano sintasa, contiene un anillo de 

seis miembros, en lugar del ciclopentano del resto. Estas clases principales se subdividen 

de acuerdo al número de dobles enlaces en las cadenas laterales. Esto se indica con el 

subíndice 1, 2, ó 3 y refleja el ácido graso precursor, por ejemplo, las prostaglandinas 

derivadas del araquidonato llevan el subíndice 2, y son las principales en los mamíferos 

(110). 

Las PGs son producidas en los procesos patológicos y sus actividades biológicas 

contribuyen al desarrollo de la inflamación. La PGE2 es un potente dilatador del músculo 

liso vascular, lo cual provoca parte de la vasodilatación y el eritema observados en la 

inflamación aguda. La vasodilatación incrementa el flujo de sangre a través de los tejidos 

inflamados y esto aumenta la extravasación de fluido (edema) causado por agentes que 

incrementan la permeabilidad capilar como la histamina. La PGE2 actúa sinérgicamente 

con otros mediadores que producen dolor y es además un potente agente pirético. Otros 
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productos de la COX, tales como la PGD2, la PGF2α, y el TXA2, también tienen actividad 

biológica pero realmente ellas se encuentran en niveles que corresponden a menos del 25 

% de las concentraciones de PGE2 (111, 112). 

Las PGs ejercen sus efectos biológicos en los diferentes tejidos a través de una familia de 

ocho receptores específicos en las membranas plasmáticas que se acoplan a proteínas G y 

generan segundos mensajeros que provocan las respuestas celulares (113, 114). Según la 

clasificación de estos receptores, existen receptores específicos para TX (TP), PGI (IP), 

PGF (FP), PGD (DP) y PGE (EP), este último con cuatro subtipos (1, 2, 3, 4) que 

responden al agonista natural PGE2, pero que difieren en sus respuestas a varios análogos. 

Aunque estos subtipos han sido caracterizados farmacológicamente, ninguno de ellos ha 

sido aislado y su caracterización molecular aún es insuficiente (115, 116).  

 1.1.1.1.3.2. Leucotrienos (LTs) 

Las lipoxigenasas (LOXs) constituyen una familia de enzimas dioxigenasas citosólicas que 

catalizan la oxigenación estereoespecífica de los carbonos 5, 12 ó 15 del ácido 

araquidónico y otros ácidos grasos poli-insaturados, para convertir los 1,4 dobles enlaces 

en 1,3 hidroperóxidos (ácidos hidroperóxieicosanoicos, HPETEs), los cuales sufren 

transformaciones metabólicas que producen diferentes compuestos en dependencia de la 

lipoxigenasa que actúe. Así la 12 lipoxigenasa (EC 1.13.11.31) da lugar a ácidos 12 

hidroxieicosatetraenoicos, (12-HETEs) y a dos hepoxilinas A3 y B3, la 15 lipoxigenasa (EC 

1.13.11.33) da lugar a ácidos 15 hidroxieicosatetraenoicos, (15-HETEs) y lipoxinas(117, 118).  

La 5 lipoxigenasa (EC 1.13.11.34), que en los mamíferos es una enzima dependiente de 

calcio y de una proteína activadora integral de la membrana nuclear, necesaria para la 

translocación de la enzima, produce ácidos 5-HETEs y un epóxido (LTA4) que es 

rápidamente metabolizado por hidrólisis a LTB4 (por medio de la enzima LTA4 hidrolasa) 

o por adición de glutatión a los LTs C4, D4 y E4 conocidos en su conjunto como la 
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sustancia de acción lenta de la anafilaxia o cisteinil-leucotrienos. Al igual que las PGs, las 

clases principales (A, B, C, D, E) se subdividen de acuerdo al número de dobles enlaces en 

las cadenas laterales. Esto se indica con el subíndice 4 ó 5 y refleja el ácido graso 

precursor, por ejemplo, los leucotrienos derivados del araquidonato llevan el subíndice 4 

(119, 120). 

Los LTs comprenden un grupo de mediadores lipídicos altamente potentes que actúan a 

concentraciones nanomolares en la comunicación intercelular, la transducción de señales y 

la defensa del organismo. Son predominantemente producidos por los macrófagos, 

monocitos, neutrófilos, eosinófilos, mastocitos y basófilos, y su síntesis transcelular a 

partir de LTA4 ocurre en las células endoteliales, plaquetas, mastocitos, linfocitos y 

eritrocitos (121). 

Se ha demostrado que los LTs ejercen sus efectos mediante su unión a receptores 

acoplados a proteínas G. Existe un tipo de receptor del LTB4 llamado receptor BLT, 

mientras que los receptores farmacológicamente definidos para LTC4, D4 y E4 han sido 

llamados receptores cisteinil-leucotrienos (Cys-LT; Cys-LT1 y Cys-LT2) que son 

independientes para los LTC4 y LTD4 (13, 122, 123). 

Los efectos biológicos de los LTs en la inflamación son numerosos, por ejemplo el LTB4 

estimula la quimiotaxis, quimiocinesis, agregación, degranulación y la adherencia al 

endotelio vascular de los leucocitos, estimula la liberación de enzimas lisosomales, 

propicia la elevación de la expresión de receptores de C3b y la liberación de calcio entre 

otros efectos. Por su parte, los LTs C4, D4, E4, son potentes constrictores del músculo liso y 

promueven el edema y la secreción de mucus. Los LTs también activan a la FLA2 en los 

primeros pasos de la cascada inflamatoria (124). Estos eicosanoides desempeñan un papel 

importante en el asma, artritis reumatoide, colitis ulcerativa, entre otras (125, 126). 
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1.1.1.1.4. Radicales libres y estrés oxidativo 

La presencia de radicales libres puede ser ventajosa para la célula. De hecho, ellos son 

producidos continuamente en el organismo y muchos son necesarios para cumplir 

determinadas funciones biológicas. Sin embargo, en el momento que tiene lugar una 

sobreproducción de radicales libres o los sistemas de defensa antioxidantes están 

debilitados por alguna razón, se produce un estrés oxidativo que puede producir daño 

celular (127). 

Existen sistemas intracelulares que producen radicales libres de oxígeno de manera 

sistemática tales como: sistemas de transporte mitocondrial (128) y microsomal (129); auto-

oxidación de moléculas pequeñas como catecolaminas, flavinas, tetrahidropterinas, 

quinonas y tioles (130); actividad de algunas enzimas citoplasmáticas como xantina oxidasa 

y aldehído deshidrogenasa (131) y de membrana como LOX y COX en las vías de síntesis de 

LTs y PGs y TXs, respectivamente (132, 133) y la NADPH-oxidasa, la principal fuente de 

radicales superóxido durante la explosión respiratoria de las células fagocíticas activadas 

(134).  

Dentro de los radicales libres de mayor importancia en los organismos vivos se encuentran 

el radical hidroxilo (OH.), superóxido (O2
.-), el óxido nítrico (ON.) y el peroxilo (RO2

.). El 

peroxinitrito (ONOO.), ácido hipocloroso (HOCl), peróxido de hidrógeno (H2O2) y el 

singlete de oxígeno (1O2) no son radicales, pero pueden conducir fácilmente a reacciones 

radicalarias en los organismos vivos (135). La gran reactividad de ellos conduce a que 

tengan una corta vida media y un pequeño radio de acción. No obstante, ellos son capaces 

de reaccionar con todos los componentes celulares (lípidos, proteínas, ácidos nucleicos, 

carbohidratos) y dan lugar a alteraciones metabólicas y celulares (127). 

Existen evidencias indirectas sobre el papel que desempeñan las especies reactivas del 

oxígeno en la inflamación, ya que la terapia con antioxidantes ha sido exitosa en varios 
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procesos inflamatorios y enfermedades infecciosas. Además, se ha demostrado que muchos 

fármacos anti-inflamatorios, existentes en el mercado, tienen propiedades antioxidantes 

(136, 137) y pueden alcanzar niveles efectivos de actividad antioxidante in vivo (138). 

El ácido acetil salicílico y otros fármacos anti-inflamatorios no esteroidales, inhiben las 

funciones de los neutrófilos, células que al ser activadas son la principal fuente de especies 

reactivas de oxígeno (139). Otros derivados de los salicilatos como la sulfasalazina y su 

metabolito 5-amino salicílico (5-ASA) que son usados en el tratamiento tanto de las 

enfermedades reumáticas como de la colitis ulcerativa y la enfermedad de Crohn, son 

ambos, secuestradores directos de especies reactivas de oxígeno (140). El paracetamol, 

aunque no constituye un anti-inflamatorio potente se clasifica dentro de este grupo, es un 

secuestrador de radicales superóxido y lipídicos (141). Dentro de los esteroides 

glucocorticoides algunos son inhibidores de la peroxidación lipídica (142) y otros obtenidos 

por síntesis, carentes de actividad glucocorticoide, presentan actividad quelante de hierro 

y(o) secuestradora de especies reactivas de oxígeno (143). Por lo tanto, los fármacos anti-

inflamatorios ejercen, al menos, parte de su actividad por interacción con las especies 

reactivas de oxígeno o los sistemas que las generan. 

1.1.1.1.4.1. Oxido nítrico (ON)  

El ON es un gas incoloro a temperatura ambiente y una de las moléculas conocidas de 

mayor simplicidad. Este ha sido implicado en una amplia variedad de mecanismos 

reguladores que van desde la vasodilatación y el control de la presión sanguínea hasta la 

neurotransmisión. Este radical libre ha sido involucrado en la inmunidad no específica y 

participa en el complejo mecanismo de daño tisular como un mediador importante de los 

procesos inflamatorios y la apoptosis (9).  

La base bioquímica para la citotoxicidad del ON se sustenta en su capacidad para 

reaccionar con enzimas que contienen hierro en su centro activo (por ejemplo, puede 
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estimular la actividad de la COX, por su reacción con el grupo hemo del sitio activo de esta 

enzima) y en la síntesis del ADN. Además, este agente reacciona con glutatión y 

disminuye su contenido intracelular e incrementa la susceptibilidad al estrés oxidativo. 

También el ON es capaz de reaccionar con radicales libres y dar lugar a peroxinitritos, lo 

que eleva su toxicidad (144). 

Numerosos estudios en animales de experimentación muestran que la excesiva producción 

de ON, desempeña un importante papel en las respuestas inflamatorias, ya que promueve 

los signos clásicos de ella, así como el daño tisular (145). 

La vía metabólica conocida como L-arginina:ON es la fuente fundamental para la 

producción de ON en células de mamíferos por un grupo de enzimas conocidas como 

óxido nítrico sintasas (ONSs), todo ello en presencia de oxígeno molecular y un conjunto 

de cofactores apropiados. Su descubrimiento constituyó uno de los hechos más relevantes 

de las investigaciones biomédicas en el siglo XX. Las células endoteliales y neuronales 

expresan isoformas de ONS (ONSe y ONSn, respectivamente) que producen ON a bajos 

niveles, esta enzima se conoce también como ONS constitutiva (ONSc). La enzima 

responsable del papel del ON en los procesos inflamatorios es la ONS inducible (ONSi, 

ONS2 u ONS tipo II), la cual no es típicamente expresada en células en reposo y debe ser 

inducida por citocinas o productos microbianos (146, 147). En general, la activación de todas 

las isoformas de ONS requieren de dinucléotido de adenina-flavina, mononucleótido de 

flavina y tetrahidrobiopterina como cofactores y la catálisis que ellas desempeñan es 

dependiente de fosfato de dinucleótido nicotinamida-adenina forma reducida (NADPH).  

La ONSi ha sido detectada en células del sistema inmune como macrófagos, neutrófilos, 

células musculares lisas, queratinocitos, células mesengliales, hepatocitos, fibroblastos, 

miocitos cardíacos, entre otros (144, 148). Ella produce ON en cantidades mil veces superiores 

a las formadas por el sistema constitutivo. En muchos estudios se ha obtenido como 
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resultado que el ON liberado por la estimulación del sistema inducible causa profunda 

vasodilatación, daño celular y disfunción cardiaca. También se ha comprobado su 

participación en mecanismos defensivos del organismo contra las células tumorales y 

contra infecciones provocadas por bacterias, hongos, parásitos intracelulares y 

determinados virus. Esto puede realizarlo debido a la acción citostática y citotóxica que ha 

sido comprobada para dicho radical (9, 149). En el choque endotóxico producido por LPS, la 

inducción que se produce de la ONS está precedida de un aumento en la síntesis del FNTα 

y se ha demostrado que la conexión existente entre la estimulación (administración de 

LPS) y el posterior incremento en la síntesis del FNTα, no es más que un proceso mediado 

por la producción de ON (150). Aunque las tres isoformas ONS están involucradas en mayor 

o menor grado en el proceso inflamatorio, el papel que desempeña la ONSi parece ser 

dominante (144). Además, la expresión de la ONSi, después de estimulación por endotoxina 

bacteriana u otras citocinas, está acompañada por la liberación de otros mediadores, tales 

como PGE2 y PGI2, vía COX (151). La producción sinérgica de PGs y ON parece tener un 

vínculo crucial entre las vías de ONS y COX en ciertas condiciones patológicas (144). La 

activación celular por componentes de la pared celular de bacterias gram-positivas o 

negativas resulta en la producción de una variedad de mediadores inflamatorios que son 

esenciales para el desarrollo del choque séptico y sus complicaciones (152).  

Aunque la expresión de ONSi protege el hígado en la inflamación hepática aguda, esta 

puede producir necrosis hepática en la isquemia-reperfusión y en el choque hemorrágico 

(153). También se ha demostrado in vitro que el factor de transcripción nuclear NF-κB 

desempeña un papel fundamental en la regulación transcripcional de los genes, humano y 

murino, de la ONSi activados por LPS y citocinas (154). 

El papel que desempeña el ON en la inflamación crónica también ha sido establecido. El 

ON estimula la producción del FNTα en sinoviocitos y condrocitos lo que promueve la 
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degradación del cartílago articular implicada en ciertas enfermedades reumáticas y lupus 

eritematoso (155). También ha sido reportada su influencia en dermatitis (156), diabetes (157), 

arteriosclerosis (158), asma (159), cicatrización (160), enfermedad inflamatoria intestinal (161), 

entre otras (144). 

Existen sustancias que pueden inhibir la producción de ON. Dentro de tales compuestos se 

agrupan los flavonoides (87) y los análogos metilados de la L-arginina [N-monometil-L-

arginina (L-NMMA) y N-nitro-L-arginina metiléster (L-NAME), entre otros], los cuales 

constituyen inhibidores competitivos específicos para todas las isoformas de la ONS, 

causan actividad vasoconstrictora in vitro y una respuesta hipertensiva en animales y 

humanos, como resultado de la inhibición del ON producido endógenamente y que resulta 

muy importante para el mantenimiento de la presión arterial (144).  

1.1.1.1.5. Factor de transcripción nuclear κB 

Existen desórdenes inflamatorios considerados como 'enfermedades de expresión de genes' 

en los cuales se activa el programa de genes proinflamatorios del organismo. La 

complejidad de este proceso puede atribuirse a la inducción de la expresión de un vasto 

número de proteínas con diversas acciones que juntas causan eventos moleculares y 

celulares que diferencian al tejido normal del inflamado. La característica principal que 

distingue a los genes que son activados en las enfermedades inflamatorias es que su 

expresión puede ser inducida por citocinas como el FNT e IL-1, entre otros agentes 

proinflamatorios. Al interactuar con los receptores de la superficie celular, FNT e IL-1 

activan una forma citoplasmática del factor de transcripción nuclear NF-κB (15, 162, 163). 

Además, se conoce que más de 50 genes pueden ser activados en la inflamación y sus 

respectivos ADNs presentan secuencias ligandos para NF-κB (15). 

Este factor de transcripción nuclear está particularmente preparado para la defensa en 

aquellas condiciones que atenten contra la vida (infecciones virales y bacterianas o estrés 
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físico) y realiza semejante función porque se encuentra en el citoplasma de casi todas las 

células. En el tejido crónicamente inflamado, en el que los estímulos patogénicos externos 

parecen estar ausentes, FNT e IL-1 actúan como inductores endógenos primarios de NF-

κB. Cuando las células son expuestas a FNT o IL-1, una cascada de eventos conduce a la 

fosforilación y subsecuente degradación de sus inhibidores, por lo que NF-κB es liberado 

para entrar en el núcleo y activar la expresión de genes (164). Estos complejos 

citoplasmáticos que son capaces de efectuar una translocación nuclear son conocidos como 

la familia de transcripción NF-κB/Rel. Esta incluye a NF-κB1 (p50/p105), NF-κB2 

(p52/p100), p65 (RelA), RelB, y c-Rel (165, 166). Muchos miembros de esta familia (con 

excepción de RelB) pueden "homodimerizarse", así como formar heterodímeros entre 

ellos. La forma activada de NF-κB que más prevalece es un heterodímero que consiste en 

una subunidad p50 o p52 y una p65, la cual contiene dominios de transactivación 

necesarios para la inducción de genes (164).  

La expresión de proteínas de NF-κB puede proveer especificidad por sitios y eventos en 

respuesta a estímulos particulares. Las proteínas p50 y p65 desempeñan un papel 

fundamental en la producción constitutiva de IL-6 en los fibroblastos sinoviales de la 

artritis reumatoide (167), mientras la activación de p65 por trombina regula la expresión de 

ICAM-1 en células endoteliales (168). Los heterodímeros p50 y p65 están íntimamente 

involucrados en la activación de genes proinflamatorios por IL-1 o FNTα en monocitos 

humanos, y estos efectos son bloqueados por la citocina anti-inflamatoria IL-10 (169).  

Estas diferencias, junto a múltiples variaciones en los sitios de enlace semejantes a NF-κB 

que interactúan con ciertos hetero y homodímeros NF-κBs, permiten a las células 

responder al ambiente externo en el tiempo apropiado y con los genes correctos (170). 
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El NF-κB existe en el citoplasma en una forma inactiva asociada a proteínas reguladoras 

llamadas inhibidores de κB (IκB), de los cuales los más importantes pueden ser IκBα, 

IκBβ, e IκBε (165). La fosforilación de IκB, un paso importante en la activación de NF-κB, 

está mediada por un complejo de proteínas cinasas llamado IKK. El complejo IKK 

contiene al menos tres subunidades, que incluyen las cinasas IKKα e IKKβ (también 

llamadas IKK-1 e IKK-2, respectivamente), (171) y la subunidad reguladora IKK-γ (172). La 

activación de IKK inicia la fosforilación de IκBα en NH2- terminales específicos de 

residuos de serina. IκBα fosforilado es entonces "ubiquitinizado", lo que lo convierte en un 

blanco para la degradación por el proteosoma 26S (173), libera el dímero NF-κB del 

complejo NF-κB–IκB citoplasmático y las proteínas NF-κBs se translocan al núcleo, 

donde se unen a elementos específicos en las regiones promotoras de los genes diana para 

activar así la expresión génica. IKK también fosforila IκBβ e IκBε (170).  

La activación de NF-κB incrementa la expresión de moléculas de adhesión E-selectina, 

VCAM-1, e ICAM-1, mientras la inhibición de NF-κB reduce la adhesión y 

transmigración de leucocitos (12). También su activación está involucrada en la inducción 

(165) o inhibición (16, 174) de la apoptosis.  

NF-κB es altamente activado en sitios de inflamación en diversas enfermedades y puede 

inducir la transcripción de citocinas proinflamatorias, tales como FNTα, IL-1β, IL-6, e IL-

8, quimiocinas, moléculas de adhesión, metaloproteinasas de la matriz (MMPs), COX-2 y 

ONSi (16, 166, 201).  

En artritis reumatoide NF-κB es sobre-expresado en la membrana sinovial inflamada y su 

actividad puede aumentar el reclutamiento de células inflamatorias y la producción de 

mediadores proinflamatorios tales como IL-1, IL-6, IL-8, y FNTα (175, 176). Las subunidades 
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p50 y p65 han sido localizadas en el núcleo de líneas celulares sinoviales así como en 

células mononucleares de esa región. 

Otros mediadores moleculares de la inflamación aparecen en la Tabla 1. 

1.1.1.2. Algunos mediadores celulares de la reacción inflamatoria 

1.1.1.2.1. Macrófagos 

Los macrófagos son células fagocíticas que migran a los tejidos al igual que los 

neutrófilos. Estas células activadas son capaces, además de fagocitar, de producir y liberar 

proteínas antibacterianas y mediadores proinflamatorios. Este tipo celular complementa la 

función de los neutrófilos en los procesos de inflamación aguda, pero en cambio tienen un 

papel central en los procesos de inflamación crónica, sobre todo por su capacidad de 

presentar antígeno y activar la respuesta inmune específica celular (1). 

1.1.1.2.2. Linfocitos T 

La respuesta inmune estimulada por linfocitos T requiere que el antígeno sea presentado en 

la superficie de macrófagos en asociación con las moléculas del complejo mayor de 

histocompatibilidad clase II, que son expresadas en células inflamatorias tales como los 

macrófagos. Estas células fagocitan y degradan proteolíticamente el antígeno en pequeños 

péptidos. Algunos de estos se asocian por uniones no covalentes con las moléculas del 

complejo mayor de histocompatibilidad y son transportadas a la superficie celular desde 

donde actúan sobre los linfocitos T auxiliadores, esto provoca la liberación de citocinas, lo 

que resulta en una proliferación clonal de esos linfocitos (177, 178). 

El complejo mayor de histocompatibilidad clase I se encuentra presente en casi todos los 

tipos celulares. Esas moléculas se unen a péptidos antigénicos de origen viral presentes en 

los compartimentos citoplasmáticos de la célula hospedera, que han sido anteriormente 

reconocidos por subclases de células T (células asesinas, citotóxicas, células CD8+) que 

producen una respuesta inmune por liberación de mediadores citotóxicos tales como 
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citocinas y proteasas, que destruyen al antígeno, y activan a los leucocitos. Esto puede traer 

como resultado un daño en el tejido periférico (179, 180). 

La presencia del antígeno que no puede ser eliminado, origina una reacción crónica y local. 

La continua liberación de citocinas por parte de los linfocitos T sensibilizados da lugar a la 

acumulación de gran número de macrófagos, muchos de los cuales constituyen sucesivas 

capas de células epitelioides. Así, los macrófagos que poseen antígenos en su superficie se 

convierten en blanco de células T asesinas y resultan destruidos. Otros mediadores 

celulares de la inflamación aparecen en la Tabla 2. 

1.1.1.3. Resolución de la respuesta inflamatoria aguda 

Un importante mecanismo de resolución y limitación de la respuesta inmune inflamatoria 

está mediado por la muerte celular de las células que inducen la inflamación. Este tipo de 

muerte celular es fundamentalmente de tipo apoptótico. La apoptosis inducida en 

neutrófilos puede limitar el número de células activadas productoras de mediadores 

proinflamatorios (181). 

Gracias al proceso de resolución la respuesta inflamatoria termina con la reparación del 

tejido y la angiogénesis (182). En este proceso hay tres pasos importantes: en el primero de 

ellos los neutrófilos y macrófagos llevan a cabo la eliminación de todo el material de 

desecho generado en el foco inflamatorio (paredes bacterianas, restos de células, etc.). 

Posteriormente hay una activación de fibroblastos que desencadena la regeneración del 

tejido dañado (división y reconstrucción); y por último se produce el proceso de 

angiogénesis, por el cual se revasculariza todo el tejido dañado (183). Estos eventos se 

promueven por la acción de mediadores solubles que incluyen el factor de crecimiento 

epidérmico, factor de crecimiento de queratinocitos, factor de crecimiento derivado de 

plaquetas, factores transformadores del crecimiento, eicosanoides como la 12-lipoxigenasa, 

entre otros (184, 185, 186).  
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1.1.2. Inflamación crónica 

A diferencia de la inflamación aguda, caracterizada por la infiltración mayoritaria de 

neutrófilos, en la inflamación crónica predominan los infiltrados de macrófagos y 

linfocitos (187). Esta última se caracteriza también por el crecimiento de fibroblastos y tejido 

vascularizado que da lugar a tejido de cicatrización típico de los lugares anatómicos en los 

que ocurren inflamaciones de repetición. Este tipo de hipersensibilidad celular se ha 

demostrado en la tuberculosis, ciertos tipos de dermatitis por contacto, etc. (1). Una de las 

secuelas más típicas de las inflamaciones crónicas es la formación de granulomas que son 

cúmulos de células inflamatorias, principalmente macrófagos y linfocitos rodeados de una 

pared fibrótica, que se forman en los tejidos en respuesta a un daño persistente. El núcleo 

de los granulomas está constituido por macrófagos activados, rodeados fundamentalmente 

por células epitelioides y por células multinucleadas resultantes de la fusión de macrófagos 

con células epiteliales. Este núcleo está rodeado por células T, cuya función en los 

procesos de inflamación crónica es crucial (14, 188, 189). 

Además de la enfermedad granulomatosa, existen otras enfermedades crónicas que cursan 

con inflamación. Uno de los casos más representativos es la artritis reumatoide. En esta, la 

inflamación puede ser un efecto secundario provocado por una hiperactivación del sistema 

inmune, que amplifica la magnitud y gravedad de esta enfermedad. Los hipotéticos 

mecanismos de mimetismo molecular tras una infección por virus o bacterias y los del 

desenmascaramiento de antígenos propios secuestrados, pueden ser la causa del inicio de 

este tipo de enfermedades crónicas que cursan con inflamación y donde la activación de 

linfocitos T puede ser la clave de la patogenia (178, 190, 191). 
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1.1.4. Modulación farmacológica de los procesos inflamatorios 

Como se ha expresado anteriormente, la inflamación es un proceso multicausal y 

multifactorial, por lo que el estudio de los agentes capaces de inhibir este fenómeno, ha 

llevado al desarrollo de drogas que actúan a diferentes niveles. 

Dentro de los fármacos más utilizados en el tratamiento de los procesos inflamatorios se 

encuentran los antihistamínicos, antagonistas más o menos selectivos e inhibidores 

reversibles de la interacción de la histamina con sus receptores H1. Estos agentes son 

bastante efectivos en las etapas tempranas de la inflamación, inhiben la mayoría de las 

respuestas del músculo liso a la histamina, así como el aumento de la permeabilidad capilar 

y la formación del edema. Sin embargo, en etapas más avanzadas del proceso inflamatorio, 

su efecto es bastante reducido y su empleo muy limitado. Otro aspecto en su contra radica 

en los efectos colaterales como la sedación, propiedad que poseen la mayoría de estos 

compuestos (192). 

Los esteroides constituyen otro grupo muy importante, ya que inhiben de manera eficaz la 

inflamación cualquiera sea la causa, en un tiempo relativamente breve, y actúan a través de 

la inducción de la síntesis de proteínas, como las lipocortinas, que a su vez, inhiben la 

actividad de la FLA2, por lo que se impide la liberación de los mediadores proinflamatorios 

lipídicos. Se conoce que también son capaces de inhibir la COX-2, y la ONSi por 

activación de receptores glucocorticoides citoplasmáticos los cuales pueden regular la 

transcripción de dichas enzimas. También se ha señalado que pueden inhibir la síntesis de 

citocinas (por ejemplo FNT e IL-1) así como la expresión de sus receptores. Estos agentes 

desempeñan un papel importante como anti-inflamatorios, por la capacidad que tienen para 

inhibir el reclutamiento de leucocitos y monocitos-macrófagos así como la producción, por 

parte de las citocinas, de sustancias quimiotácticas y otros factores que intervienen en una 

mayor permeabilidad vascular, vasodilatación y contracción de diversos músculos lisos en 
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las áreas afectadas (193, 194). También se ha descrito que esta familia de compuestos 

estimulan la síntesis del inhibidor del factor de transcripción nuclear NF-κB (195). El primer 

mecanismo consiste en la capacidad de estos compuestos de inducir la expresión de IκBα, 

para aumentar la retención citosólica de NF-κB. Sin embargo, otros mecanismos 

involucran la represión de la ruta NF-κB mediada por los glucocorticoides. Por ejemplo, la 

dexametasona puede reprimir la expresión de IL-6 y la transactivación dependiente de p65 

en fibroblastos endoteliales de ratón, sin variar los niveles de las proteínas IκB o la 

actividad de NF-κB de unión al ADN (16). No obstante sus efectos anti-inflamatorios 

potentes, estos compuestos presentan numerosos efectos tóxicos. Por ejemplo, 

insuficiencias renales agudas, síndromes similares a la reactivación de artritis reumatoide y 

fenómenos de rebote de la enfermedad con recrudecimiento de su intensidad. El uso 

continuado también genera hipertensión arterial, hiperglucemia y glicosuria, cataratas, 

úlcera péptica, alteraciones de la conducta, obesidad, etc. (17) 

Los fármacos anti-inflamatorios no esteroidales, constituyen un tercer grupo, cuyo 

mecanismo de acción está basado en la inhibición reversible o irreversible de la actividad 

de las enzimas COXs en el metabolismo del ácido araquidónico, lo que les permite ejercer 

un buen efecto anti-inflamatorio, aunque no sea modificada la vía de las LOXs y se desvíe 

el metabolismo del ácido araquidónico hacia la producción de LTs (18). En la actualidad se 

desarrollan nuevos medicamentos inhibidores selectivos de la COX-2, (tanto de su 

actividad como de su expresión génica) que supuestamente no afectan por tanto las 

funciones fisiológicas de la enzima constitutiva y poseen una buena actividad anti-

inflamatoria, sin causar la alta incidencia de efectos adversos propios de los inhibidores no 

selectivos. No obstante, las excelentes expectativas que se tenían al inicio de su 

descubrimiento han ido disminuyendo ya que estudios recientes sugieren que, en 
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comparación con otros anti-inflamatorios no esteroidales, prescritos a altas dosis y en las 

condiciones de ensayos clínicos en pacientes seleccionados, celecoxib y rofecoxib reducen 

modestamente la incidencia de efectos adversos gastrointestinales graves, por lo que no 

están desprovistos de estos riesgos. Persisten las dudas sobre otros tipos de efectos 

adversos como los renales y los cardíacos. La experiencia clínica en los primeros años de 

uso de celecoxib y rofecoxib en diversos países confirma que los anti-inflamatorios no 

esteroidales inhibidores de COX-2 están contraindicados en pacientes con úlcera péptica 

activa o hemorragia gastrointestinal, insuficiencia cardiaca o hepática grave, o con 

insuficiencia renal crónica. También plantean la posibilidad de que incrementen el riesgo 

de infarto miocárdico y de otros cuadros cardiovasculares en pacientes con antecedente o 

con factores de riesgo de cardiopatía isquémica (19, 196, 197, 198).  

Como los LTs juegan un papel tan importante en la inflamación, el estudio de nuevas 

drogas que actúen como antagonistas de los receptores de los LTs o como inhibidores 

enzimáticos de la 5-LOX directamente, o de la actividad de la proteína activadora de la 

LOX, ha tenido un gran impulso obteniéndose algunos resultados prometedores en el 

tratamiento del asma (20, 21, 22). 

Los diferentes metabolitos de los endoperóxidos de las PGs producen efectos biológicos 

opuestos y en la actualidad se estudian compuestos que inhiban de forma preferencial una 

u otra de las enzimas que isomerizan los endoperóxidos, por ejemplo la tromboxano 

sintetasa, lo que conlleva la inhibición de la agregación plaquetaria (18). 

Recientemente, se ha centrado la atención en el desarrollo de sustancias que actúen sobre 

los mediadores inflamatorios de amplio espectro como IL-1, IL-6 y FNTα. Debido a la 

relación existente entre estas citocinas, el bloqueo de una o de todas puede conducir a 

potentes acciones anti-inflamatorias. A estos agentes se les ha denominado agentes anti-

inflamatorios no esteroidales no convencionales. La estrategia que se ha seguido ha sido la 
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de encontrar sustancias que actúen sobre las citocinas y que bloqueen su liberación, 

inhiban las enzimas que participan en su síntesis, o antagonicen sus receptores, o 

sustancias que eleven los niveles de adenosina en los sitios de inflamación, ya que esta 

molécula puede ocupar receptores específicos e inhibir la acumulación de leucocitos en el 

sitio de inflamación por inhibición de la interacción entre las células mediadas por 

selectinas e integrinas, y de la producción de citocinas como el FNT. Otra vía para lograr 

estos resultados es la obtención de inhibidores de la ONSi (9, 199, 200). 

Por otra parte, se conoce que las sustancias antioxidantes son capaces de suprimir o 

prevenir los procesos inflamatorios mediante inducción o prolongación de la vida media de 

enzimas antioxidantes como superóxido dismutasa, catalasa o glutatión peroxidasa, el 

secuestro de las especies reactivas de oxígeno involucradas en este, o por quelación de 

metales que pueden estar involucrados en reacciones de oxidación-reducción, hechos que 

en su conjunto limitan la producción de especies reactivas del oxígeno (23). 

También se encuentran en estudio fármacos que actúan por diferentes mecanismos: 

reducción la disponibilidad de los iones calcio, que actúan en numerosas etapas de la 

respuesta inflamatoria, o que inhiben las fosfolipasas de manera diferente a los 

glucocorticoides. Además, se investiga en el campo de la inhibición de la formación de los 

componentes del complemento (18). 

Existen otros productos anti-inflamatorios, que actúan por desviación del metabolismo de 

las enzimas involucradas en las respuestas inflamatorias y producen compuestos sin 

actividad biológica o con propiedades anti-inflamatorias (18) y aquellos que modulan 

factores transcripcionales clave en la inducción de genes proinflamatorios (25, 201). 

El tratamiento con inhibidores de NF-κB específico de células T decrecen 

significativamente la severidad de la artritis en un modelo de artritis inducida por colágeno 
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en ratones (175, 190). Estudios recientes han demostrado que la inhibición de la actividad de 

IKKβ aminora marcadamente la artritis inducida por adyuvante (202).  

Las enfermedades inflamatorias de las vías aéreas en humanos han sido asociadas con la 

expresión de moléculas de adhesión y citocinas. Se encontró que hay activación de NF-κB 

en células epiteliales aéreas de pacientes asmáticos en las que existe una abundante 

expresión de citocinas proinflamatorias, quimiocinas, ONSi y COX-2 (203). 

La gastritis asociada a Helicobacter pylori también está marcada por un incremento en la 

actividad de NF-κB en células epiteliales gástricas (204).  

Existen evidencias de la activación de NF-κB en la enfermedad inflamatoria intestinal en 

la que los macrófagos de la lamina propria activan p50, c-Rel, y sobre todo p65 (205). 

También las enfermedades neurológicas (206) y la inflamación asociada a la arteriosclerosis 

están mediadas, en parte, por NF-κB (207). 

Algunos de los efectos de los corticoesteroides, utilizados en el tratamiento de la 

enfermedad inflamatoria intestinal, asma, psoriasis y artritis reumatoide están 

probablemente mediados por la inhibición de la activación de NF-κB. Otros ejemplos de 

pequeñas moléculas incluyen sulfasalazina, ácido 5-aminosalicílico, aspirina y otros 

fármacos anti-inflamatorios no esteroidales y leflunomida. Sulfasalazina y leflunomida 

bloquean la translocación nuclear de NF-κB por inhibición de la degradación de IκBα. 

Esta acción podría ser debida a un efecto directo sobre IKK (25).  

Dentro de los inhibidores de NF-κB han cobrado especial relevancia los productos 

naturales (25). Los primeros derivados de plantas moduladores de NF-κB fueron estudiados 

en la década pasada y lo constituyeron el salicilato de sodio y su derivado semi-sintético, la 

aspirina (208). Recientemente, han sido investigados otros derivados de plantas dentro de los 

cuales se encuentran: diterpenoides (209, 210, 211, 212), lactonas sesquiterpénicas (213, 214, 215), 
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triterpenoides (216, 217), glicósidos (218), polifenoles (219, 220, 221, 222, 223, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 

231, 232), entre otros derivados y extractos de plantas (233, 234, 235, 236, 237, 238, 239). 

1.2. Mangifera indica L. 

Mangifera indica L., familia Anacardiaceae, es natural de la región indomalaya. 

Actualmente se cultiva en regiones tropicales y subtropicales. Los árboles de esta especie 

se caracterizan por alcanzar hasta 20 m de altura, con el tronco de 2,5 m de diámetro. Sus 

hojas son alternas, pecioladas, enteras, subcoreáceas, de 15 a 25 cm de longitud, 

generalmente lanceoladas. Las flores son pequeñas, agrupadas en grandes panículas 

terminales con 4 ó 5 pétalos imbricados. Fruto drupáceo, monospermo, de forma, tamaño y 

color variable según el cultivo. La pulpa es suave, jugosa y su semilla es aplanada, florece 

entre noviembre y febrero. Fructifica casi siempre entre mayo y junio. Alcanza la 

capacidad productiva después de los seis años y puede extenderse por más de 50 años. 

Mangifera indica se introdujo en Cuba en 1782 y se cultiva extensamente en toda la Isla, 

aunque a veces se escapa del cultivo (240).  

1.2.1. Usos tradicionales 

Existe un conocimiento documentado de la utilización de diferentes partes del árbol 

Mangifera indica L. (raíces, tallos, corteza, flores y frutos) para su empleo en el 

tratamiento de patologías tales como: menorragia (241), escabiosis (242), diarreas (243), sífilis 

(242), amebas (244) e infecciones cutáneas (245). El empleo de extractos de Mangifera indica L. 

(hojas y tallo) ha sido descrito en la medicina tradicional como analgésico para el 

tratamiento de dolores dentales (245, 246) y musculares (243, 245), afecciones inflamatorias (242, 

246, 247) y anemia (243). Los reportes conocidos sobre la utilización de extractos de diferentes 

partes del árbol de Mangifera indica L. muestran varios tipos de actividades biológicas, 

tales como insecticida, antigiardiásico (248), antimalárico, antipirético (249), espasmolítico 

(250), antidiabético (251) e inmunomodulador (252), pero no se conocen antecedentes sobre 
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estudios controlados que permitan correlacionar estos hallazgos con resultados clínicos en 

humanos. Existe conocimiento etnomédico documentado de varios países (28) y, en 

particular, de la experiencia acumulada durante más de 20 años en la población cubana (26, 

27). 

1.2.2. Extracto acuoso de la corteza de Mangifera indica L. 

El Centro de Química Farmacéutica (CQF) ha desarrollado un nuevo producto obtenido a 

partir de la experiencia en el uso etnomédico en Cuba del extracto acuoso de la corteza de 

Mangifera indica L. y que se comercializa bajo la Marca Registrada VIMANG. 

En el análisis fitoquímico realizado a este extracto se ha comprobado la presencia de nueve 

compuestos fenólicos: ácido gálico, ácido 3,4 dihidroxibenzoico, ácido benzoico, ácido 

gálico metiléster, ácido gálico propiléster, mangiferina (componente mayoritario), (+)-

catequina, (-)-epicatequina y ácido benzoico propiléster. También se determinaron 

azúcares libres, ácidos grasos, polioles y microelementos como Cu, Zn y Se (ver Tabla 3) 

(29, 30). 

En experimentos realizados para demostrar la capacidad antioxidante del extracto se pudo 

comprobar que este presentaba un elevado poder antioxidante in vitro, con capacidad de 

secuestrar radicales libres, inhibir la peroxidación lipídica y proteger del daño oxidativo, 

además de no presentar efecto pro-oxidante sobre el ADN, bajo las condiciones 

experimentales determinadas (31).  

El extracto demostró capacidad protectora contra el daño oxidativo inducido por productos 

pro-oxidantes en suero, hígado y cerebro, así como inhibición de la superproducción de 

especies reactivas de oxígeno por macrófagos peritoneales de ratón, efectos superiores en 

todos los casos a los obtenidos con vitaminas C, E y β-caroteno (32). El extracto de M. 

indica también inhibió la peroxidación lipídica en microsomas hepáticos y mostró su 
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capacidad antioxidante frente a la oxidación estimulada por seroalbúmiba bovina a muy 

bajas concentraciones (33).  

En experimentos realizados en Gerbils de Mongolia se pudo demostrar que el extracto de 

M. indica protegió del daño provocado por la isquemia-reperfusión (I-R) cerebral (34). El 

tratamiento con el extracto de M. indica elevó la actividad antioxidante en cerebro y 

protegió a este contra la muerte neuronal.  

Por otra parte, en un modelo murino de I-R hepática el pre-tratamiento con el extracto de 

M. indica protegió al hígado de las ratas frente a la lesión isquémica y preservó la 

integridad celular (35).  

En otra serie de experimentos, el extracto de M. indica también tuvo efectos 

inmunomodulador sobre la actividad fagocítica de macrófagos peritoneales de rata (36) y 

antimutagénico contra el daño provocado por la bleomicina (37). 

Los ensayos toxicológicos realizados al extracto de M. indica demostraron que este no 

poseía efectos tóxicos por vía oral ni tópica, pero sí presentó toxicidad cuando fue 

administrado por vía intraperitoneal en ensayos de toxicidad aguda en roedores. El 

extracto, al ser administrado por dosis repeditidas de 2 g/kg por vía oral en ratas, no tuvo 

efectos tóxicos cuando fue administrado tanto a 28, 90 como 180 días. Tampoco se 

demostraron efectos mutagénico, clastogénico ni teratogénico por acción de dicho extracto 

(253, 254, 255, 256). 



 

Tabla 3. Principales componentes encontrados en el extracto estandarizado de la corteza de M. 
indica obtenido en el Centro de Química Farmacéutica (257). 

Componentes Contenido  
(%) 

Polifenoles  Mangiferina 10 – 20 
(40 – 60 %) (+) Catequina 7 – 10 
 (-) Epicatequina  4 – 7  
 Ácido gálico, propil éster 2 – 5 
 Ácido gálico, metil éster 2 – 5 
 Ácido benzoico, propil éster 2 – 5 
 Ácido 3,4-dihidroxibenzoico 1 – 3 
 Ácido benzoico 1 – 2 
 Ácido gálico 1 - 2 
Terpenoides  Ácido mangiferónico 10 – 15 
(10 – 20 %) Beta-elemeno 2 – 5 
 Alfa-guaieno 2 – 5 
 Aromandreno 2 – 5 
 Hinesol 1 – 3 
 Cicloartanoles 1 – 3 
 Ledol 1 – 2 
 Taraxerol 1 – 2 
Azúcares  Galactosa 2 – 5 
(3 – 6 %) Glucosa 1 – 3 
 Arabinosa 1 – 3  
Polialcoholes  Sorbitol 2 – 4 
(2 –5 %) Mioinositol 1 – 2 
 Xilitol 0,5 - 1 
Ácidos grasos  Mirístico 0,1 – 3,0 
(1 –5 %) Palmítico 0,3 – 0,4 
 Linoleico 0,15 – 0,35 
 Oleico 0,2 – 0,4 
 Esteárico 0,1 – 0, 2 
 Eicosatrienoico 0,1 – 0,3 
Microelementos  Potasio 0,8 – 1,0 
(1 –3 %) Calcio 0,2 – 0,4 
 Magnesio 0,1 – 0,2 
 Hierro 0,1 – 0,2 
 Cobre Menor de 0,01 
 Zinc Menor de 0,01 
 Selenio 0,03 – 0,08 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1. Descripción y obtención del material de ensayo 

El extracto de la corteza del árbol M. indica fue suministrado por el Departamento de 

Tecnología del CQF. Este fue preparado por decocción durante una hora y posteriormente 

concentrado por evaporación y atomización para obtener un polvo fino de color carmelita 

que funde a 210–215 oC con descomposición. Este material constituye el ingrediente activo 

de las formulaciones VIMANG, cuya composición química (Tabla 3) fue caracterizada 

mediante cromatografía (planar, líquida y gaseosa), espectrometría de masa y 

espectroscopía UV/VIS (29). Se adjuntó a la muestra, codificada como QF-808 (lote E-01), 

el informe No. de folio 583 en el cual el servicio analítico del CQF certificó la calidad de 

la muestra estudiada. El extracto se disolvió en agua destilada para los estudios 

farmacológicos y se administró en forma de suspensión oral. En los experimentos en los 

que se necesitó una máxima dilución se usó como vehículo DMSO hasta 0,5 %. Las 

disoluciones fueron estables durante 24 h (según informe de estabilidad, codificado como 

CQF2001RG-030-011-003-01, suministrado por el laboratorio de Química Analítica del 

CQF) por lo que las muestras se prepararon al momento de la administración. 

La mangiferina (2-β-D-glucopiranosil-1,3,6,7-tetra-hidroxi-9H-xanten-9-ona) fue obtenida 

en el laboratorio de Química Analítica del CQF. Esta fue purificada del extracto 

estandarizado de la corteza del árbol de M. indica por extracción con metanol y su pureza 

(~90 %) fue comparada con un patrón (Sigma, St. Louis, EU) por métodos 

espectroscópicos (29). 
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2.2. Evaluación de las propiedades anti-inflamatorias del extracto de M. indica 

2.2.1. Modelos de inflamación en animales de experimentación 

2.2.1.1. Animales y tratamientos 

En los experimentos se utilizaron ratones OF1 y Balb-c (machos, 22-30 g) y ratas Sprague 

Dawley (machos, 250-300 g) procedentes del Centro Nacional para la Producción de 

Animales de Laboratorio (CENPALAB, Habana, Cuba), adaptados durante siete días a las 

condiciones del laboratorio. Los animales se mantuvieron bajo un ciclo alterno de luz y 

oscuridad cada 12 h, la temperatura estuvo controlada entre 25-27 oC y una dieta EMO 

1001 establecida para los animales de laboratorio. Después del período de adaptación los 

animales se distribuyeron en los diferentes grupos de acuerdo a sus pesos corporales, el 

alimento les fue retirado 18 h antes de los tratamientos y se les suministró agua ad libitum.  

Todos los procedimientos fueron realizados según lo aprobado por los comités 

internacionales para el cuidado de los animales de laboratorio y de acuerdo con las 

regulaciones nacionales establecidas para la experimentación animal. 

Las dosis utilizadas fueron escogidas de experimentos anteriores en los que el extracto de 

M. indica demostró poseer un efecto antioxidante potente entre 50 y 250 mg/kg de peso 

corporal en roedores (31,32,33,34,35,257). 

2.2.1.2. Modelo de edema plantar inducido por agentes irritantes (carragenano y 

LPS) en ratas 

Este ensayo fue llevado a cabo como describieron Boughton-Smith y cols. (258). Ratas 

machos Sprague-Dawley recibieron, por vía oral (5 mL/kg), agua, extracto de M. indica 

(50, 100 y 200 mg/kg), indometacina o dexametasona (3 mg/kg, Sigma, St. Louis, EU), 

durante tres meses antes de la inyección subplantar de carragenano (0,1 mL de una 

suspensión al 1 % en disolución salina 0,9 %) o LPS [100 µg/100 µL, extraído de 

Escherichia coli (serotipo 055:B5, Sigma, St. Louis, EU)], en la pata trasera derecha. En la 
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pata izquierda sólo recibieron el vehículo (100 µL). La reacción inflamatoria resultante fue 

monitoreada como una función del hinchamiento de la pata inyectada a través del 

desplazamiento de volumen en un pletismómetro (Ugo Basile, Italia) antes y 5 h después 

de la aplicación de carragenano y 1 h después de la inyección de LPS. Posteriormente, los 

animales fueron sacrificados bajo atmósfera de éter y las patas edematosas fueron cortadas 

al nivel de la rodilla para la determinación de FNTα en el exudado inflamatorio.  

2.2.1.3. Modelo de choque endotóxico inducido por LPS en ratones 

Este estudio se realizó de acuerdo a lo descrito por Bertini y cols (73). Ratones Balb-c 

fueron tratados por vía oral (10 mL/kg) con el extracto de M. indica (1, 10, 50, 100 y 200 

mg/kg) una hora o durante una semana antes de la aplicación i.p de una disolución de 

lipopolisacárido (LPS; 0,125 mg/kg) extraído de Escherichia coli (serotipo 055:B5, Sigma, 

St. Louis, EU) disuelto en disolución salina (NaCl 0,9 %) estéril y apirogénica. 

Mangiferina (20 mg/kg, p.o) fue administrada durante una semana antes de la inyección 

del LPS. Como fármaco de referencia se utilizó dexametasona (3 mg/kg, p.o, 

Farmacologico Milanese s.p.a, Milán, Italia) una hora o durante siete días antes de la 

administración del LPS. Una hora después de la última aplicación de los productos en 

estudio se anestesiaron los animales en atmósfera de éter dietílico y se realizó la extracción 

de sangre por ruptura del plexo retro-orbital, con pipetas Pasteur estériles. La sangre se 

depositó en tubos de 1,5 mL estériles, para su posterior centrifugación a 5 000 rpm con la 

finalidad de separar el suero. Este se conservó a –20 oC, hasta el momento de la 

determinación del FNTα. 
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2.2.2. Modelos de evaluación anti-inflamatoria in vitro 

2.2.2.1. Ensayo para la determinación de la actividad de la fosfolipasa A2 (FLA2) de 

secreción 

El ensayo para la determinación de la FLA2 de secreción fue realizado con [3H]oleato de 

membranas de Escherichia coli autoclaveado y marcado por modificación del método de 

Escrig y cols. (259). Las cepas de E. coli CECT 101 fueron donadas por el Prof. Uruburu 

(Departamento de Microbiología, Universidad de Valencia, España) y sembradas en medio 

que contenía 1 % de triptona; 0,5 % de NaCl y 0,6 % de dihidrógeno ortofosfato de sodio; 

pH 5,0 y crecieron por 6-8 h a 37 ºC con oxigenación en presencia de 5 µCi/mL ácido 

[3H]oleico (actividad específica 10 Ci/mmol; Du Pont, Madrid, España). Las bacterias 

fueron centrifugadas a 2550 g por 10 min, posteriormente las membranas fueron lavadas en 

disolución tampón (0,7 M de Tris-HCl; 10 mM de CaCl2; 0,1 % de seroalbúmina bovina; 

pH 8,0) para remover el oleato no incorporado o enlazado. Después del lavado de las 

membranas, ellas fueron resuspendidas en disolución salina y autoclaveadas por 30-45 min 

bajo presión, lavadas y centrifugadas nuevamente y almacenadas a -20 °C hasta la 

posterior determinación. Al menos 95 % de la radioactividad fue incorporada dentro de los 

fosfolípidos. Para el ensayo de FLA2, 10 µL de enzima sinovial humana recombinante 

(Zeneca Pharmaceuticals, Cheshire, RU) fue adicionada a tubos que contenían 2,5 µL de 

extracto de M. indica, mangiferina a las concentraciones ensayadas (0,01-100 µg/mL) o 

Petrosaspongiolide M (5 µM) como compuesto de referencia (260) y 250 µL de la disolución 

tampón (100 mM de Tris-HCl; 1 mM de CaCl2; pH 7,5), la cual fue preincubada a 37 ºC 

por 5 min. Posteriormente, 10 µL de membranas marcadas con oleato autoclaveado fueron 

adicionadas e incubadas por otros 15 min a 37ºC. Los ensayos finalizaron por adición de 

100 µL de seroalbúmina bovina al 0,25 % congelada (Sigma, St. Louis, EU) en disolución 
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salina a una concentración final de 0,07 % p/v, para reaccionar con el ácido 3H-oleico 

liberado. La mezcla de ensayo fue entonces centrifugada a 2 500 g por 10 min a 4 ºC, y se 

determinó la radioactividad en el sobrenadante por conteo en centelleo líquido en un 

equipo LKB (Suecia). 

2.2.2.2. Producción de PGE2 y LTB4 en macrófagos activados  

2.2.2.2.1. Viabilidad celular  

Estudios preliminares de citotoxicidad fueron llevados a cabo para ensayar la correlación 

entre citotoxicidad y supresión de la liberación de eicosanoides del extracto. La viabilidad 

celular se evaluó mediante un ensayo colorimétrico con bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-

il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT; Sigma, St. Louis, EU) (261). Las células RAW264.7 (8 x 105) 

fueron diluidas en medio de cultivo DMEM (Gibco, Paisley, Escocia) con 10 % suero fetal 

de ternera inactivado por calor (FCS, Hyclone Lab. Inc., Logan, EU), se depositaron con 

micropipeta en una placa de 96 pozos (Costar, EU) e incubaron toda la noche a 37 ºC y 5 

% de CO2. Las células fueron expuestas a varias concentraciones de ensayo por tres horas 

bajo las mismas condiciones de incubación. Una disolución de MTT disuelta en DSTF fue 

adicionada a los pozos a una concentración final de 1 mg/mL. Después de aspirar 

cuidadosamente el medio se adicionaron 100 µL de DMSO para diluir los cristales de 

formazán. Posteriormente, fue leída la absorbancia a 520 nm en cada pozo con un lector de 

microplacas (PR-521SUMA, Cuba). Los valores de las concentraciones no tóxicas 

máximas obtenidas (< 200 µg/mL) fueron usadas en la determinación de PGE2 y LTB4. 

2.2.2.2.2. Determinación de PGE2 y LTB4 en macrófagos activados 

La línea celular de macrófagos murinos RAW264.7 fue suspendida en medio de cultivo 

DMEM (Gibco, Paisley, Escocia) suplementado con 10 % FCS (Hyclone Lab. Inc., Logan, 

EU), y sembrado en placas de 24 pozos (Costar, EU) a una concentración de 5 x 105 

células/mL. Después de la adherencia a los pozos (24 h a 37 ºC en una atmósfera de 5 % 
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CO2, las células que no se adhirieron fueron lavadas) las células recibieron DMEM fresco 

(sin FCS). Estas células fueron pre-tratadas por una hora a 37 ºC con el extracto, fármacos 

de referencia o el vehículo, y entonces estimuladas por más de cuatro horas por adición de 

ionóforo de calcio A23187 (concentración final 10-6 M, para la liberación de LTB4; Sigma, 

St. Louis, EU) o 24 h con LPS-IFNganma (100 ng/mL y 10 U/mL, para la liberación de 

PGE2), respectivamente (262). Los controles contenían solamente DMSO (nivel básico de la 

liberación de eicosanoides) o compuestos de referencia (inhibición total de la liberación de 

eicosanoides). El contenido de todos los pozos fue congelado a –20 ºC hasta la posterior 

determinación por inmunoensayos enzimáticos (EIA) de PGE2 (Amersham, EIA system 

code RPN 222) y LTB4 (Amersham, EIA system code RPN 223) según las instrucciones 

del productor. Todos los valores obtenidos para las muestras se encontraron en la zona 

lineal de la curva estándar. Indometacina (Sigma, St. Louis, EU), inhibidor de PGE2, y 

NDGA (Sigma, St. Louis, EU), inhibidor de LTB4, fueron usados como fármacos de 

referencia. 

2.2.2.3. Producción de FNTα y ON en macrófagos y microglia activados 

2.2.2.3.1. Líneas celulares  

- Línea celular RAW264.7 (macrófagos murinos), gentilmente donada por el Dr. Jean 

Claude Drapier (Laboratorie de Biochimie, Institut de Chimie des Substances 

Naturelles, CNRS, Francia). Estas células se cultivaron en medio DMEM (Gibco, 

Paisley, Escocia) suplementado con 4,5 g/L de glucosa, penicilina G 100 U/mL, sulfato 

de estreptomicina 100 µg/mL, glutamina 4 mM y suero bovino fetal (FCS) al 10 % 

(263). En los experimentos desarrollados, se empleó una concentración de 105 

células/mL. 

- Línea celular de microglia murina (Clono N9) fue gentilmente donada por la Dra. Paola 

Ricciardi-Castagnoli (Centro di Citofarmacologia, CNR, Milán, Italia). Estas células 
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fueron obtenidas por inmortalización de células embrionarias cerebrales con el 

retrovirus 3RV y activación en ellas del oncogen v-myc (264) y fueron mantenidas en 

medio de cultivo RPMI 1640 (Seromed, Berlín, Alemania) suplementado con L-

glutamina 2 mM, penicilina G 100 U/mL, sulfato de estreptomicina 100 µg/mL (Gibco, 

Paisley, Escocia), 10 % de suero bovino fetal (SBF) (Hyclone Lab. Inc., Logan, EU) y 

bicarbonato de sodio 1,5 g/L; HEPES 12 mM (Farmitalia-Carlo Erba, Milán, Italia), 

según Delgado y cols. (265). 

- Línea celular de fibroblastos murinos L929 (Istituto di Ricerche Farmacologiche 

“Mario Negri”, Milán, Italia). Esta se empleó en el bioensayo para determinar la 

concentración de FNTα en sobrenadante de células en cultivo y en suero de ratones. 

Estas células fueron mantenidas en medio de cultivo RPMI 1640 (Seromed, Berlín, 

Alemania), en iguales condiciones que las células de microglia N9, descritas 

anteriormente. 

2.2.2.3.2. Activación de macrófagos RAW264.7 y microglia murina N9 

Las líneas celulares utilizadas (macrófagos RAW264.7 y microglia murina N9) 

permanecieron en frascos de cultivo (75 cm2) en los medios de cultivo anteriormente 

descritos y en el momento de los experimentos se lavaron con 10 mL de DSTF a pH 7, y 

finalmente tripsinizadas por incubación durante cinco minutos con Tripsina-EDTA 

0,025%, para obtener de esta forma la suspensión celular necesaria. Se ajustó la 

concentración a 105 células/mL de medio de cultivo. Los diferentes experimentos se 

realizaron en placas de 96 pozos, de fondo plano (104 células/pozo). Las células 

permanecieron 24 h en estas condiciones, para lograr la total adherencia de ellas, antes del 

desarrollo del ensayo. 

El extracto de M. indica, mangiferina y los fármacos de referencia se utilizaron disueltos 

en DMSO al 4 % en DSTF (concentración final en el pozo 0,4 %). Las disoluciones de los 
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productos (1 a 200 µg/mL) fueron filtradas mediante filtros de 0,22 µm (Costar, EU). Para 

ambos tipos de células, se realizó una pre-incubación de una hora con los productos en 

estudio antes de activarlas con LPS (10 ng/mL; E. coli, serotipo 055:B5, Sigma, St. Louis, 

EU) e IFNγ murino (2 U/mL; Sigma, St. Louis, EU). El sobrenadante se extrajo 24 h 

después de adicionarle a las células LPS+IFNγ y se utilizó para determinar FNTα y nitritos 

totales. Los fármacos de referencia fueron dexametasona (1 mM) y L-NMMA (1 mM) para 

los ensayos de FNTα y ON, respectivamente. 

En todos los casos se utilizaron concentraciones de M. indica y mangiferina no citotóxicas 

(< 200 µg/mL), a partir de un estudio previo de citotoxicidad que se realizó con cada línea 

celular y se determinó la viabilidad celular por incorporación de MTT. En todas las 

condiciones experimentales se trabajó con una viabilidad celular superior al 97 % (265). 

2.2.2.3.3. Determinación del FNTα 

El FNTα en todos los casos fue determinado mediante un ensayo del citotoxicidad con la 

línea celular L929 de fibroblastos murinos (266) en presencia de 50 µL de una disolución de 

actinomicina D (1 µg/mL; Sigma, St. Louis, EU) durante 24 h en incubadora de CO2 5%, a 

37 oC y atmósfera húmeda. Se tomaron 100 µL de una suspensión celular de 105 

células/mL en placas de cultivo de 96 pozos, fondo plano en medio RPMI 1640 (Seromed, 

Berlín, Alemania). El sobrenadante de cultivo de células RAW264.7 y N9 y el patrón de 

referencia a las diluciones sucesivas para realizar la curva patrón, se añadieron a las células 

L929 por 18 h. Posteriormente se eliminó el medio de cultivo y con éste las células 

muertas por efecto de la citotoxicidad del FNTα. Las células vivas adheridas al fondo del 

pozo fueron teñidas con 200 µL de una disolución de violeta cristal 0,5 % en metanol:agua 

(1:4, vol/vol) con el objetivo de fijar y teñir las células adheridas a cada pozo. Después de 

cinco minutos de exposición al colorante, este fue eliminado y las células teñidas fueron 
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lavadas tres veces con agua para eliminar los residuos de violeta cristal. Las placas se 

secaron a temperatura ambiente y se determinó la absorbancia a una longitud de onda de 

540 nm en espectrofotómetro de microplacas (PR-521SUMA, Cuba). Se empleó FNTα 

recombinante humano (BASF/Knoll Ludwisgshafen, Alemania) como patrón de referencia 

(actividad específica 107 U/mg) que mostró linealidad en el rango de concentraciones 

comprendidas entre 0,005 y 50 ng/mL de FNTα. Los resultados se expresaron como 

pg/mL de FNTα en cada muestra ensayada. 

En el ensayo del choque endotóxico experimental, la sangre fue extraída por ruptura del 

plexo retro-orbital, una hora después de administrado el LPS, tiempo que se corresponde 

en este modelo con lo mayores valores de concentración para dicha citocina en suero y los 

resultados se expresaron como ng/mL de FNTα en cada muestra ensayada.  

Del mismo modo fue determinada esta citocina en tejidos de los animales a los que se les 

indujo el edema plantar por carragenano y LPS. Para ello, se sacrificaron los animales en 

atmósfera de éter y las patas edematosas fueron cortadas al nivel de la rodilla. 

Posteriormente, estas fueron suavemente seccionadas y colocadas en el fondo de tubos de 

centrifuga de polipropileno y centrifugadas (a 1800 g, a 4 oC, por 20 min) con el objetivo 

de lograr una muestra del exudado de la pata. Estas muestras fueron congeladas y 

mantenidas a -20 oC hasta la determinación del FNTα en el exudado plantar, de acuerdo 

con los trabajos realizados por Azab y cols (267).  

2.2.2.3.3.1. Análisis por Northern blot para el FNTα 

Ratones Balb-c fueron tratados con el extracto de M. indica (50, 100 y 200 mg/kg, p.o) una 

hora antes de la administración del LPS (0,125 mg/kg, i.p). Treinta minutos después de 

administrado el LPS, los animales fueron sacrificados por dislocación cervical y los 

pulmones e hígados fueron extraídos para la determinación del ARNm del FNTα. El ARN 
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total fue extraído según las metodologías descritas por Delgado y cols. (268) y acorde a los 

protocolos tradicionales establecidos para tales determinaciones (269).  

Se procedió a realizar electroforesis del ARN total en geles de agarosa al 1%/ 

formaldehído 2,2 M (10 µg/línea). Posteriormente, se transfirió el ARN por capilaridad a 

membranas de nylon apropiadas (Hybond-N+, Amersham, RU). En dichas membranas se 

fijó el ARN por dos horas a altas temperaturas, previo a la prehibridización. El fragmento 

de ADNc que codifica para el FNTα (270) fue marcado con 32P mediante el ensayo Ready-

To-Go ADN Labeling Kit (Pharmacia, Uppsala, Suecia) antes de la hibridización de la 

membrana y posterior auto-radiografía.  

Los filtros fueron posteriormente rehibridizados con el empleo del ADNc de la 

gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH) (Clontech Laboratories Inc., Palo Alto, 

EU), que fue utilizado como control interno. 

2.2.2.3.4. Determinación de nitratos  

El ON que se forma a partir de la reacción de la ONS experimenta una rápida oxidación a 

nitritos (NO2
-) y nitratos (NO3

-). Estas especies iónicas aparecen en sangre de forma 

estable y su cuantificación constituye una vía indirecta para determinar la formación de 

ON (271). Una determinación efectiva de los productos oxidados del ON se logra a partir de 

la reducción enzimática de los nitratos a nitritos en las muestras ensayadas, esto permitió 

realizar la determinación uniforme de ambos productos al cuantificar los nitritos 

resultantes mediante la reacción de Griess (272). 

Las muestras de suero y el sobrenadante de cultivo de células RAW264.7 y N9 se 

desproteinizaron antes de su utilización y se mezclaron con 159 µL de la muestra y 30 µL 

de ZnSO4 al 30 %. Posteriormente, los nitratos fueron transformados en nitritos con el 

empleo de un preparado celular de Escherichia coli (cepa 25922) que tenía la enzima 

nitrato reductasa previamente inducida. En una placa de 96 pozos se depositaron 30 µL de 
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suero desproteinizado, 15 µL de la suspensión bacteriana y 15 µL de la disolución tampón 

de reacción (2,5 mL de HEPES 100 mM + 2,5 mL de formiato de amonio 300 mM en 10 

mL de agua destilada). Seguidamente las muestras se incubaron a 37 oC durante 90 min. 

Posteriormente, se añadieron 60 µL de reactivo de Griess (naftiletilendiamina 0,1 %, 

sulfanilamida 1 % en ácido fosfórico 2,5 %). Después de 10 min de incubación a 

temperatura ambiente, se realizó la medición de la absorbancia a una longitud de onda de 

550 nm en un lector de microplacas (PR-521SUMA, Cuba). 

La concentración de nitritos en cada muestra fue determinada a partir de una curva patrón 

de nitrito de sodio que mostró linealidad en el rango de concentraciones entre 3 y 500 µM. 

2.2.2.4. Determinación de la proliferación de linfocitos T  

2.2.2.4.1. Aislamiento de células mononucleares periferales humanas (PBMC) y 

ensayos de proliferación de linfocitos T 

Las PBMC, de donadores voluntarios adultos sanos, fueron aisladas por centrifugación de 

sangre venosa por gradientes de densidad Ficoll-Hypaque (Pharmacia LKB Biotecnology, 

Piscataway, EU). Las células PBMC (105 células) fueron estimuladas con el superantígeno 

de la enterotoxina B de Staphylococcus aureus (SEB, 1 µg/mL; BD Pharmingen, San 

Diego, EU) en presencia o ausencia de concentraciones crecientes del extracto de M. 

indica y cultivadas por triplicado en placas de 96 pozos de fondo redondo (Costar, 

Cambrigde, EU) en 200 µL de medio RPMI completo (Boi-Whittaker, VerViers, Bélgica) 

a 37 oC y 5 % de CO2. Las células fueron cultivadas por tres días y en las últimas 12 h 

fueron pulsadas con 0,5 µCi de [3H]dThd/pozo. La radioactividad incorporada al ADN fue 

medida en un contador líquido de centelleo.  

2.2.2.4.2. Análisis citofluorométrico del antígeno de superficie celular y el ciclo celular 

Las células PBMC (106) fueron estimuladas con SEB (1 µg/mL) en placas de 24 pozos 

(Costar, Cambrigde, EU) en un volumen total de 2 mL de medio completo por 72 h y la 
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mitad de las células fue utilizada para el análisis del ciclo celular y la otra mitad para medir 

la expresión de la superficie celular de CD25. Para los estudios del ciclo celular las células 

fueron lavadas con DSTF, fijadas en etanol (70 %, 24 h a 4 oC), seguido por digestión 

(ARNasa-A, 50 U/mL) y teñidas con yoduro de propidio (20 µg/mL) y analizadas por 

citofluorometría. Fueron colectadas 10 mil eventos por muestra y determinados los 

porcentajes de células en las fases S y G2-M del ciclo celular. La frecuencia de células 

bajo cromatinolisis fue calculada por la determinación de la sub-fracción G0-G1. La 

expresión de CD25 (cadena α de IL-1R) fue detectada por fluorescencia directa con un 

anticuerpo monoclonal RPE-conjugado (clono ACT-1) (Dako, Glostrup, Dinamarca). La 

fluorescencia de la superficie celular fue medida en un Analizador EPIC XL (Coulter, 

Hialeah, EU).  

2.2.2.5. Determinación de la transcripción nuclear dependiente del factor de 

transcripción nuclear NF-κB  

2.2.2.5.1 Líneas celulares 

Células Jurkat (ATCC, Rockville, EU) fueron mantenidas en crecimiento exponencial en 

medio de cultivo RPMI 1640 (Bio-Whittaker, VerViers, Bélgica) suplementado con 10 % 

FCS inactivado por calor, 2 mM L-glutamina, 1 mM HEPES y antibióticos (Gibco, 

Paisley, Escocia). El clono de la línea 5.1 (donado por el Dr. N. Isräel, Institut Pasteur, 

Paris, Francia) es un clono derivado de células Jurkat transfectadas establemente con un 

plásmido que contiene el gen de luciferasa manejado por el promotor HIV-LTR y fue 

mantenido en medio completo RPMI. Las células HeLa-Tet-Luc corresponden a una línea 

celular establemente transfectada con los plásmidos pTet-On y pTRE2-luc, así como el 

plásmido pSV-Hyg que le confieren resistencia adicional a higromicina (Clontech, Palo 

Alto, EU). En este clono celular la transcripción del gen de luciferasa está controlado por 

rtTA inducido por doxiciclina. Estas células contienen el gen de luciferasa dependiente de 
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NF-κB establemente integrado dentro del genoma (273). Las líneas celulares transfectadas 

establemente fueron mantenidas en presencia del antibiótico marcador de resistencia G418 

(100 µg/mL) para 5.1 y en presencia de G418 y higromicina (100 µg/mL) para HeLa-Tet-

Luc, en medio de cultivo DMEM (Bio-Whittaker, VerViers, Bélgica) suplementado como 

el medio RPMI 1640. 

2.2.2.5.2. Ensayo de luciferasa 

Para determinar la transcripción específica dependiente de NF-κB, las células 5.1 o HeLa-

Tet-Luc fueron preincubadas con el extracto de M. indica seguido por estimulación con 

FNTα (2 ng/mL; Sigma, St. Louis, EU) o doxiciclina (4 ng/mL; Sigma, St. Louis, EU) por 

seis horas. Después, las células fueron lisadas en 25 mM Tris fosfato pH 7,8; 8 mM 

MgCl2; 1 mM DTT; 1 % Triton X-100 y 7 % glicerol. La actividad luciferasa fue medida 

en un Autolumat LB 953 (EG&G Berthold, EU), según las instrucciones del kit de ensayo 

de luciferasa (Promega, Madison, EU). La concentración de proteína fue medida por el 

método de Bradford (Bio-Rad, Richmond, EU). El precipitado obtenido con el tampón de 

lisis fue sustraído en cada valor experimental y la transactivación específica fue expresada 

como la inducción máxima. Todos los experimentos fueron repetidos al menos tres veces. 

2.2.2.5.3. Western blots 

Las células Jurkat (1x106 células/mL) fueron estimuladas con FNTα (2 ng/mL) en 

presencia o ausencia del extracto de M. indica por los períodos de tiempo indicados. 

Posteriormente las células fueron lavadas con DSTF y resuspendidas en 50 µL de tampón 

de lisis (20 mM HEPES pH 8,0; 10 mM KCl; 0,15 mM EGTA; 0,15 mM EDTA; 0,5 mM 

Na3VO4; 5 mM NaFl; 1 mM DTT; 1 µg/mL leupeptin; 0,5 µg/mL apronitina y 1 mM 

PMSF) que contenía 0,5 % NP-40. Después de cinco minutos en hielo, las proteínas 

citoplasmáticas fueron obtenidas por centrifugación y la concentración de proteínas 

determinada por el ensayo de Bradford (Bio-Rad, Richmond, EU). Las proteínas (30 
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µg/línea) fueron hervidas en tampón Laemmli por dos minutos y realizada la electroforesis 

en SDS-PAGE con el 10% de gel. Las proteínas separadas fueron transferidas a 

membranas de nitrocelulosa (0,5 A en 100 V; 4 oC) por una hora. Los "blots" fueron 

bloqueados con disolución salina tamponada con Tris (TBS) que contenía 0,1 % Tween 20 

y 5 % de leche deshidratada desgrasada durante toda la noche a 4 oC, y la inmunodetección 

de proteínas específicas fue llevada a cabo con anticuerpos primarios: anti-IκBα (donado 

por R. T. Hay, St. Andrews, Escocia), anti-α-tubulina (Sigma, St. Louis, EU) y el uso de 

un sistema de electroquimioluminiscencia (Amersham, RU). Los ensayos fueron llevados a 

cabo como se describió previamente (274). 

2.2.2.5.4. Aislamiento de extractos nucleares y ensayo de cambio de movilidad 

(EMSA) 

 Las células Jurkat fueron cultivadas a 2x106/mL y estimuladas con FNTα (2 ng/mL) en 

medio completo como ha sido indicado en presencia o ausencia del extracto de M. indica. 

Las células fueron entonces lavadas dos veces con DSTF frío y resuspendidas en 100 µL 

del tampón A (20 mM HEPES pH 8,0; 10 mM KCl; 0,15 mM EGTA; 0,15 mM EDTA; 

0,15 mM spermidine; 0,15 mM spermine; 1 mM DTT; 0,5 mM PMSF y 0,5 µg/mL de 

leupeptin, pepstatin y aprotinin) que contenía 0,25 % de NP-40. Después de la lisis a 4 oC 

durante cinco minutos fueron adicionados 20 µL del tampón restaurador de sucrosa (50 

mM HEPES pH 7,0; 0,25 mM EDTA, 10 mM KCl y 70 % de sucrosa). Los lisados fueron 

centrifugados a 5 000 rpm en una centrífuga para eppendorf a 4 oC por cinco minutos y los 

precipitados resultantes fueron resuspendidos en 100 µL de tampón B (20 mM HEPES pH 

8,0; 50 mM NaCl; 25 % glicerol; 0,15 mM EGTA; 0,25 mM EDTA; 1,5 mM MgCl2, 1 

mM DTT, y los inhibidores de proteasa señalados anteriormente) y centrifugados a 5 000 

rpm a 4 oC por cinco minutos. Los núcleos fueron resuspendidos en 50 µL del tampón C 
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(el mismo que el tampón B excepto que la concentración de NaCl fue 400 mM). Después 

de la rotación a 4 oC por 30 min, los núcleos fueron centrifugados a 10 000 rpm por 10 min 

y las proteínas del núcleo fueron recobradas del sobrenadante. La concentración de 

proteínas fue determinada por el método de Bradford (Bio-Rad, Richmond, EU). Para el 

ensayo de EMSA, fue utilizado un oligonucleótido de doble hebra que contenía el sitio NF-

κB del promotor metalotionina (Promega, EU). La mezcla de reacción de enlace contenía 3 

µg de extracto nuclear; 0,5 µg poly(dI-dC) (Pharmacia Fine Chemical, Piscataway, EU); 

20 mM HEPES pH 7,0; 70 mM NaCl; 2 mM DTT; 0,01% NP-40; 100 µg/mL 

seroalbúmina bovina; 4% Ficoll y 100 000 cpm de fragmentos de ADN "end-labeled" en 

un volumen total de 20 µL. Después de 20 min de incubación a 4ºC, a la mezcla se le 

realizó la electroforesis en un gel de poliacrilamida 6 % nativo que contenía 89 mM Tris-

borate, 89 mM ácido bórico y 1 mM EDTA. Los geles fueron conectados a la 

electroforesis por 30 min a 225 V y posteriormente las muestras fueron cargadas por dos 

horas. Posteriormente, los geles fueron secados y expuestos a película XAR a -70 oC. El 

ensayo se realizó como fue descrito previamente (275).  

2.3. Análisis estadístico 

Para todos los datos obtenidos se verificó inicialmente el cumplimiento de homogeneidad 

de varianza mediante la prueba de Barttelet y se analizó la normalidad de las variables 

estudiadas. De acuerdo a estos resultados, se aplicaron diferentes pruebas de comparación 

de medias, paramétricas y no paramétricas que se señalan en cada caso. 

Para comparar las medias de los datos obtenidos en cada ensayo se realizó un análisis de 

varianza (ANOVA) de clasificación simple. Cuando se obtuvieron diferencias intragrupos 

experimentales, de acuerdo al ANOVA, se aplicó la prueba de rangos múltiples de 

Kruskal-Wallis o la prueba de Dunnett´s a posteriori. Todos los análisis fueron realizados 

mediante el paquete estadístico Statistics sobre Windows (Release 4.0, Statsoft, Inc. 1993).  
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Valores probabilísticos (p) inferiores a 0,05 fueron considerados estadísticamente 

significativos. Análisis de regresión fueron usados para calcular la dosis efectiva (DE50), 

definida como la dosis de cada droga necesaria para producir el 50 % del efecto esperado. 

De la misma manera fue calculada la concentración inhibitoria 50 (CI50) para los 

experimentos in vitro. En todos los casos en que se calculó el % de Inhibición se hizo a 

través de la relación siguiente: 

% Inhibición = 100 - (media valores de la muestra / media valores controles) x 100   
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3. RESULTADOS 

En estudios precedentes se comprobó que la administración oral y aguda del extracto de M. 

indica no ejercía una acción anti-inflamatoria dependiente de la dosis empleada en 

experimentos de inducción de edema plantar (276). En este estudio, a pesar de los resultados 

obtenidos y referidos anteriormente, se logró demostrar que el extracto poseía actividad  

anti-inflamatoria, por lo que se consideró oportuna la necesidad de su evaluación en estos 

modelos clásicos de inflamación pero mediante la administración por dosis repetidas, con 

el objetivo de que al realizar cambios en el diseño experimental se lograra demostrar con 

mayor claridad la acción anti-inflamatoria en estudio, con su correspondiente efecto 

farmacológico dependiente de la dosis del extracto empleada. 

 3.1. Evaluación de las propiedades anti-inflamatorias del extracto de M. indica en 

modelos in vivo 

3.1.1. Acción del extracto de M. indica sobre la inflamación inducida por carragenano 

y LPS en ratas 

La aplicación intraplantar de carragenano en las patas derechas de los animales produjo 

una respuesta inflamatoria que fue inhibida por el extracto de M. indica cuando fue 

administrado en dosis repetidas durante tres meses. Se obtuvo un efecto dependiente de la 

dosis en que el coeficiente de correlación, dosis vs. porciento de inhibición,  fue de 

r2=0,926, con una DE50 = 137,6 mg/kg. La inducción del edema plantar por LPS también 

fue inhibida de forma dependiente de la dosis utilizada del extracto de M. indica. En esta se 

obtuvo un coeficiente de correlación,  dosis vs. porciento de inhibición, de r2=0,964, con 

una DE50=132,7 mg/kg. Indometacina y dexametasona (3 mg/kg), utilizados como 

fármacos de referencia, también inhibieron el edema en este modelo (Tabla 4). 
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3.1.1.1. Efecto del extracto de M. indica sobre la producción de FNTα en el exudado 

plantar del edema inducido por carragenano y LPS 

Las aplicaciones intraplantares de LPS o carragenano produjeron una elevación de la 

producción de FNTα en el exudado plantar a una o cinco horas de inducido el edema, 

respectivamente. El pretratamiento de los animales con el extracto de M. indica (50, 100 y 

200 mg/kg, administrado por vía oral durante tres meses y una hora antes de LPS y 

carragenano) y dexametasona (3 mg/kg, administrada de la misma forma) causaron una 

reducción significativa de la producción de FNTα (Tabla 5). El efecto del extracto fue 

dependiente de la dosis utilizada, en el cual se obtuvieron coeficientes de correlación, dosis 

vs. porciento de inhibición,  de r2=0,985 tanto para LPS como carragenano, con 

DE50s=121,0 (en el modelo de LPS) y 154,7 mg/kg en el modelo de carragenano. Sin 

embargo, la indometacina (3 mg/kg, administrada durante tres meses y una hora antes de la 

inyección de carragenano) no atenuó significativamente la elevación de los niveles del 

FNTα.  

3.1.2. Efecto del extracto de M. indica en un modelo de choque endotóxico inducido 

por LPS en ratones. Inhibición de la producción del FNTα y su transcripto primario 

La administración i.p de LPS (0,125 mg/kg) a ratones Balb-c estimuló la producción del 

FNTα en cantidades apreciables (nanogramos) en el bioensayo utilizado. 

El extracto de M. indica, administrado oralmente una hora antes del LPS, inhibió la 

producción del FNTα inducido por LPS en ratones (Fig. 1A). La inhibición observada fue 

dependiente de la dosis, en la cual se obtuvo un coeficiente de correlación, dosis vs. 

porciento de inhibición,  de r2=0,985, con una DE50=64,5 mg/kg. De la misma manera, el 

extracto inhibió los niveles del FNT, de manera dependiente de la dosis, en el cual se 

obtuvo un coeficiente de correlación, dosis vs. porciento de  inhibición,   de r2=0,972,   con  



 

Tabla 4. Efecto del extracto de M. indica, administrado por vía oral durante 3 meses, sobre el 
edema plantar inducido por  carragenano y LPS en  ratas.  

  Edema inhibición (%) 

Tratamiento Dosis Carragenano LPS 

  ∆ vol.  
(mL) 

Inhibición 
(%) 

∆ vol.  
(mL) 

Inhibición 
(%) 

Carragenano 1% 1,64 ± 0,11a 0 - - 

LPS 100 µg - - 1,65 ± 0,11a 0 

M. indica 50 mg/kg 1,47 ± 0,15a 10,4 1,38 ± 0,14a 15,6 

 100 mg/kg 0,90 ± 0,07b 45,0 0,92 ± 0,06b 44,2 

 200 mg/kg 0,48 ± 0,06c 70,7 0,45 ± 0,06c 72,6 

Indometacina 3 mg/kg 0,37 ± 0,04c 77,7 - - 

Dexametasona 3 mg/kg - - 0,24 ± 0,03d 85,5 

Cada grupo representa la media ± e.e.m. de 8 animales que fueron inyectados en la aponeurosis derecha con 
una suspensión de carragenano al 1% o LPS (100 µg), según se describe en "Materiales y métodos" una hora 
después de la administración p.o del extracto de M. indica, indometacina, dexametasona y agua destilada 
estéril. Una y cinco horas después de la inyección de LPS y carragenano, respectivamente; los edemas fueron 
medidos mediante desplazamiento de volumen de agua en un pletismómetro. Los valores son expresados 
como % de inhibición del edema de los animales tratados respecto a los del grupo control. Letras distintas 
representan diferencias estadísticamente significativas (p < 0,05) entre grupos. 

 

Tabla 5. Efecto del extracto de M. indica (administrado por vía oral durante 3 meses) sobre los 
niveles de FNTα detectados en el edema plantar inducido por carragenano y LPS en ratas.  

  Carragenano LPS 

Tratamiento Dosis FNTα 
(pg/mL) 

Inhibición 
(%) 

FNTα  
(pg/mL) 

Inhibición 
(%) 

LPS 100 µg/ 
100 µL 

- - 2 550 ± 50a 0 

Carragenano  1% 2 305 ± 44a 0 - - 

M. indica 50 mg/kg 1952 ± 25b 15,3 2 006 ± 30b 27,1 

 100 mg/kg 1465 ± 20c 36,4 1 325 ± 21c 47,0 

 200 mg/kg 855 ± 45d 62,9 712 ± 5d 72,1 

Dexametasona 3 mg/kg -  532 ± 2d 79,1 

Indometacina 3 mg/kg 2312 ± 32a 0 - - 

Cada grupo representa la media ± e.e.m. de 6-8 animales que fueron inyectados en la aponeurosis derecha 
con una suspensión de carragenano al 1% o LPS (100 µg), una hora después de la última administración p.o 
del extracto de M. indica, indometacina, dexametasona y agua destilada estéril, que se administraron durante 
tres meses. Una y cinco horas después de la inyección de LPS y carragenano, respectivamente; los edemas 
fueron medidos mediante desplazamiento de volumen de agua en un pletismómetro, los animales fueron 
sacrificados, las patas fueron amputadas y se procedió a determinar los niveles de FNTα en los exudados 
plantares, según se describe en "Materiales y métodos". Los valores son expresados como % de inhibición 
del edema de los animales tratados respecto a los del grupo control. Letras distintas representan diferencias 
estadísticamente significativas (p < 0,05) entre grupos. 
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una DE50=37,4 mg/kg cuando este fue administrado p.o durante siete días previos a la 

administración de LPS. La mangiferina (20 mg/kg), una glucosilxantona aislada del 

extracto a la que se le ha reportado un efecto antioxidante importante (32), también inhibió 

el FNTα en un 75,2 %, respecto al grupo control tratado con el vehículo (Fig. 1B). Es 

importante señalar que ni el extracto ni mangiferina por sí solos influyeron en la biosíntesis 

de esta citocina proinflamatoria. En ambos casos la dexametasona (3 mg/kg, p.o) también 

inhibió la producción de FNTα.  

La Fig. 2A ilustra el efecto que produjo el extracto de M. indica sobre los niveles de 

expresión del transcripto primario del FNTα (ARNm) en el pulmón e hígados de ratones 

tratados con LPS. Como se observa en la Fig. 2B hubo una disminución progresiva en la 

intensidad de las bandas para el ARNm de esta citocina, en correspondencia con el 

aumento de la dosis utilizada del extracto. Se pudo apreciar una mayor inhibición (menor 

intensidad de la banda) cuando los animales fueron pre-tratados con el extracto a dosis de 

100 y 200 mg/kg.  

Para todos los grupos experimentales se apreció igual expresión de la G3PDH (sonda 

utilizada como control del experimento). 

El extracto de M. indica (Mi: 1-200 mg/kg, p.o.) fue administrado a los animales una hora 

antes (Figura 1A) o durante siete días (Figure 1B) antes de la inyección de LPS (0,125 

mg/kg, i.p.). El grupo control fue tratado p.o con agua destilada estéril (vehículo). 

Mangiferina (M, 20 mg/kg), fue administrada p.o siete días antes de la aplicación de LPS. 

Dexametasona (Dex, 3 mg/kg, p.o una hora o durante siete días antes del LPS) fue usado 

como fármaco de referencia. Cada grupo representa la media ± e.e.m de 6 animales. Letras 

distintas representan diferencias estadísticamente significativas (p < 0,05) entre grupos. 
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3.2. Evaluación de las propiedades anti-inflamatorias del extracto de M. indica en 

modelos in vitro 

3.2.1. Efecto del extracto de M. indica sobre la actividad de la FLA2 de secreción 

La Tabla 6 muestra el potente efecto inhibitorio ejercido por el extracto de M. indica sobre 

la actividad de la FLA2 de secreción sinovial humana recombinante. Se obtuvo un efecto 

dependiente de la concentración, en que el coeficiente de correlación, concentración vs. 

porciento de inhibición,  fue de r2=0,959 con una CI50=0,7 µg/mL. Mangiferina (10 µg/mL) 

y petrosaspongiolide M (5 µM), usado este último como compuesto de referencia, también 

tuvieron una acción inhibitoria sobre esta enzima del 92,8 y 97,8 %, respectivamente. 

3.2.2. Efecto del extracto de M. indica sobre la liberación de PGE2 y LTB4 en 

macrófagos activados  

El extracto de M. indica, mangiferina, indometacina y NDGA no fueron citotóxicos a las 

concentraciones ensayadas (1 - 100 µg/mL). 

Como se muestra en la Tabla 7, la adición de LPS-IFNγ e ionóforo de calcio A23187 a 

macrófagos RAW264.7 generó cantidades apreciables (nanogramos) de eicosanoides vía 

COX y LOX, respectivamente. Este efecto fue medido en términos de concentraciones de 

PGE2 y LTB4 a través de EIA. La confirmación de la validez de este sistema para la 

identificación de las dos vías del metabolismo del AA fue llevada a cabo con 

indometacina, un inhibidor de COX bien caracterizado (92,3 % de inhibición de PGE2 a 

100 µM) y NDGA, un conocido inhibidor de 5-LOX (97,4 % de inhibición de LTB4 a 25 

µM). 

Los compuestos estudiados demostraron un efecto inhibitorio sobre la liberación de 

eicosanoides en macrófagos RAW264.7 estimulados con LPS-IFNγ y el ionóforo de calcio 

A23187. En el ensayo de liberación de PGE2, hubo un efecto dependiente de la 
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concentración para el extracto de M. indica, en que el coeficiente de correlación, 

concentración vs. porciento de inhibición,  fue de r2=0,995 con una CI50=64,1 µg/mL. De 

la misma manera, en el ensayo de liberación de LTB4 también hubo un efecto dependiente 

de la concentración, en que el coeficiente de correlación, concentración vs. porciento de 

inhibición,  fue de r2=0,974, con una CI50=22,9 µg/mL. Mangiferina (10 µg/mL), 

indometacina (100 µM) y NDGA (25 µM), usados estos dos últimos como compuestos de 

referencia, también tuvieron una acción inhibitoria sobre estos eicosanoides. 

3.2.3. Acción del extracto de M. indica y la mangiferina sobre la producción del 

FNTα y ON en macrófagos y microglia activados 

El tratamiento de células RAW264.7 y microglia con LPS e IFNγ incrementó la 

producción de NO2
- (indicativo del ON formado) y FNTα a concentraciones 

aproximadamente de 10 hasta 1000 veces superiores respecto a los valores encontrados en 

células controles (sin estímulos). 

La Fig. 3A muestra una marcada reducción sobre la producción del FNTα cuando los 

macrófagos RAW264.7 estimulados con LPS e IFNγ fueron pre-incubados con el extracto 

de M. indica con un efecto dependiente de la concentración, en que el coeficiente de 

correlación, concentración vs. porciento de inhibición, fue de r2=0,983, con una CI50=94,1 

µg/mL. El extracto también inhibió la producción de NO2- en esta línea celular con un 

efecto dependiente de la concentración, en que el coeficiente de correlación, concentración 

vs. porciento de inhibición,  fue de r2=0,976, con una CI50=69,4 µg/mL (Fig. 3B). 

Mangiferina, un antioxidante conocido y el componente mayoritario del extracto, inhibió la 

producción de FNTα y ON con un efecto dependiente de la concentración, en que los 

coeficientes de correlación, concentración vs. porciento de inhibición,  fueron de r2=0,900 

para ambos mediadores, a CI50s más altas que el extracto. En este caso, FNTα fue 
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bloqueado con una CI50=159,2 µg/mL (Fig. 4A) y NO2
- con una CI50=381,0 µg/mL (Fig. 

4B).  

Las máximas inhibiciones sobre la producción de FNTα fueron 71,8 % (extracto de M. 

indica) y 53,8 % (mangiferina). Mientras que para la producción de NO2
- fueron de 83,8 % 

(extracto de M. indica) y 33,8 % (mangiferina). 

Por otra parte, el pre-tratamiento con el extracto de M. indica en microglia estimuladas con 

LPS+IFNγ inhibió la producción de FNTα (Fig. 5A) y los NO2
- totales, como medida del 

ON formado (Fig. 5B), con un efecto dependiente de la concentración, en que los 

coeficientes de correlación, concentración vs. porciento de inhibición,  fueron de r2= 0,976 

(para FNT) y 0,977 (para ON) y CI50s=76,0 µg/mL y 84,0 µg/mL, respectivamente.  

La Fig. 6 muestra el tratamiento de las células de microglia estimuladas con LPS+IFNγ en 

presencia de mangiferina. Esta xantona también inhibió la producción de FNTα (Fig. 6A) 

y los NO2
- totales (Fig. 6B) con efectos dependientes de las concentraciones utilizadas, en 

que los coeficientes de correlación, concentración vs. porciento de inhibición,  fueron de 

r2=0,985 (para FNT) y 0,970 (para NO) con CI50s=63,6 µg/mL y 78,8 µg/mL, 

respectivamente.  

Las máximas inhibiciones sobre la producción de FNTα fueron de 71,8 % (extracto de M. 

indica) y 63,6 % (mangiferina). Mientras que para la producción de NO2
- fueron de 83,8 % 

(extracto de M. indica) y 78,8 % (mangiferina). 

Dexametasona y L-NMMA, que fueron usados como compuestos de referencia, también 

mostraron efecto inhibitorio sobre la producción de FNTα y ON, respectivamente. 
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Figura 1. Efectos del extracto de M. indica y la mangiferina aislada sobre la producción de FNTα 
en suero de ratones inyectados con LPS. 

 

A  

 

B

 

Figura 2. Análisis por Northern blot de la expresión del ARNm del FNTα en pulmones e hígados 
de ratones tratados con el extracto de M. indica y mangiferina y posterior aplicación de LPS. 
A. Northern blot representativo del efecto del extracto de M. indica (Mi, 50, 100 y 200 mg/kg), mangiferina 
(M, 20 mg/kg) y dexametasona (Dexa, 3 mg/kg) sobre la expresión del transcripto primario del FNTα 
(ARNm) en pulmones e hígados de ratones Balb-c tratados con LPS (0,125 mg/kg). CTR- grupo control sin 
LPS. Los compuestos evaluados y el vehículo (grupo LPS) fueron administrados una hora antes del LPS. Los 
pulmones e hígados fueron extraídos 30 min después de administrado el LPS. Se empleó como sonda control 
la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH). B. Densidades relativas (%) para cada banda respecto a 
los grupos tratados solo con LPS. Cada grupo representa la media ± e.e.m de tres experimentos. Letras 
distintas representan diferencias estadísticamente significativas (p < 0,05) entre grupos. 

0
10
20
30
40
50
60
70
80

Mi-50 Mi-100 Mi-200 M-20 Dexa-3

D
en

si
da

d 
re

la
tiv

a 
(%

)

pulmón hígado



 

Tabla 6. Efecto inhibitorio del extracto de M. indica y la mangiferina sobre la actividad de la FLA2 
de secreción.  

 Concentración FLA2  
(x103 c.p.m./mg proteína) 

Inhibición (%) 

Control - 5,3 ± 0,4ª 0 

M. indica 0,01 µg/mL 4,8 ± 0,2ª 14,5 

 0,1 µg/mL 4,2 ± 0,2b 27,2 

 1 µg/mL 2,3 ± 0,1c 76,1 

 10 µg/mL 1,5 ± 0,1d 96,5 

 100 µg/mL 1,4 ± 0,1d 97,6 

Mangiferina 10 µg/mL 1,6 ± 0,1d 92,8 

P-M 5 µM 1,4 ± 0,1d 97,8 

La enzima fue pre-incubada con el extracto de M. indica, mangiferina, P-M (Petrosaspongiolide M) y el 
vehículo (control) por cinco minutos a 37 oC, y posteriormente se adicionó el sustrato y se incubó por otros 
15 min, de acuerdo al procedimiento descrito en "Materiales y métodos". Los valores representan las medias 
± e.e.m. (n=6). Letras distintas representan diferencias estadísticamente significativas (p < 0,05) entre grupos. 
 

Tabla 7. Efecto del extracto de M. indica sobre la biosíntesis de PGE2 y LTB4 en macrófagos 
RAW264.7 estimulados por LPS+IFNγ y el ionóforo de calcio A23187.  

 Concentración PGE2  
(ng/mL) 

Inhibición 
(%) 

LTB4 
(ng/mL) 

Inhibición 
(%) 

LPS + IFNγ 100 ng/mL/ 
10 U/mL 

182,0 ± 10,3ª 0 - - 

A23187 10-6 M - - 40,0 ± 6,3ª 0 

M. indica  10 µg/mL 175, 0 ± 0,3ª 3,8  23,6 ± 5,3b 41,0  

 50 µg/mL 119,5 ± 8,6b 34,3  12,7 ± 2,6b 68,3  

 100 µg/mL 30,6 ± 2,6c 83,2  5,0 ± 2,6c 87,5  

Mangiferina 10 µg/mL 28,6 ± 3,5c 84,3 12,5 ± 3,5b 68,8 

Indometacina 100 µM 14,1 ± 3,2d 92,3 - - 

NDGA 25 µM - - 1,1 ± 0,4c 97,4 

Las células RAW264.7 fueron pre-tratadas por una hora a 37 oC con el extracto de M. indica, indometacina, 
NDGA y el vehículo (DMSO) y estimuladas por otras cuatro horas con el ionóforo de calcio A23187 (10-6 
M) para la liberación de LTB4 o 24 h con LPS (100 ng/mL) - IFNγ (10 U/mL) para la liberación de PGE2, de 
acuerdo al procedimiento descrito en "Materiales y métodos". LTB4 y PGE2 fueron determinados por EIA. 
Los valores representan las medias ± e.e.m. (n=6). Letras distintas representan diferencias estadísticamente 
significativas (p < 0,05) entre grupos. 



 

 

 Figura 3. Efecto del extracto de M. indica (Mi) (concentración: 1, 10, 50, 100, 200 µg/mL) sobre 
la producción de FNTα (Figura 5A) y nitritos totales (Figura 5B) en células RAW264.7 (105 
células/mL) activadas con LPS (10 ng/mL) e IFNγ (2 U/mL). La dexametasona (DEXA) 1mM y el 
N-monometil-L-Arginina (L-NMMA) 1 mM constituyeron los controles positivos de cada ensayo. 
En las figuras se expresan los valores de la media ± e.e.m., para 3 experimentos independientes. 
Letras distintas representan diferencias estadísticamente significativas (p < 0,05) entre grupos.  
Veh. (vehículo en que se disolvió el extracto de M. indica, DMSO 0,4%, concentración final en el 
pozo) en DSTF. 
 



 

 

 

 

Figura 4. Efecto de la mangiferina (M) (concentración: 1, 10, 50, 100, 200 µg/mL) sobre la 
producción de FNTα (Figura 6A) y nitritos totales (Figura 6B) en células RAW264.7 (105 
células/mL) activadas con LPS (10 ng/mL) e IFNγ (2 U/mL). La dexametasona (DEXA) 1mM y el 
N-monometil-L-Arginina (L-NMMA) 1 mM constituyeron los controles positivos de cada ensayo. 
En las figuras se expresan los valores de la media ± e.e.m., para tres experimentos independientes. 
Letras distintas representan diferencias estadísticamente significativas (p < 0,05) entre grupos. Veh. 
(vehículo en que se disolvió la mangiferina, DMSO 0,4%, concentración final en el pozo) en 
DSTF. 



 

 

Figura 5. Efecto del extracto de M. indica (Mi) (concentración: 1, 10, 50, 100, 200 µg/mL) sobre 
la producción de FNTα (Figura 7A) y nitritos totales (Figura 7B) en células de microglia murina 
(N9) (105 células/mL) activadas con LPS (10 ng/mL) e IFNγ (2 U/mL). La dexametasona (DEXA) 
1mM y el N-monometil-L-Arginina (L-NMMA) 1 mM constituyeron los controles positivos de 
cada ensayo. En las figuras se expresan los valores de la media ± e.e.m., para tres experimentos 
independientes. Letras distintas representan diferencias estadísticamente significativas (p < 0,05) 
entre grupos. Veh. (vehículo en que se disolvió el extracto de M. indica, DMSO 0,4%, 
concentración final en el pozo) en DSTF.  
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Figura 6. Efecto de la mangiferina (M) (concentración: 1, 10, 50, 100, 200 µg/mL) sobre la 
producción de FNTα (Figura 8A) y nitritos totales (Figura 8B) en células de microglia murina (N9) 
(105 células/mL) activadas con LPS (10 ng/mL) e IFNγ (2 U/mL). La dexametasona (DEXA) 1mM 
y el N-monometil-L-Arginina (L-NMMA) 1mM constituyeron los controles positivos de cada 
ensayo. En las figuras se expresan los valores de la media ± e.e.m., para tres experimentos 
independientes. Letras distintas representan diferencias estadísticamente significativas (p < 0,05) 
entre grupos.  Veh. (vehículo en que se disolvió la mangiferina, DMSO 0,4%, concentración final 
en el pozo) en DSTF. 
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3.2.4. Efecto del extracto de M. indica sobre la proliferación de células T  

Ya que se ha reportado previamente que el extracto de M. indica ha ejercido algunas 

funciones biológicas en células del sistema inmune, (32) en este trabajo se estudió el efecto 

de este extracto sobre varios eventos en la activación de linfocitos T. En la Fig. 7 se 

muestra que el tratamiento con el extracto inhibió completamente la proliferación celular 

mediada por el receptor de células T (TCR) e inducida por el superantígeno SEB en la que 

se obtuvo el 90% de inhibición con la dosis más baja probada (10 µg/mL, Fig. 7A). 

 Posteriormente, fue estudiado el efecto del extracto de M. indica sobre la expresión en la 

superficie celular de los marcadores de activación CD25 en células T primarias estimuladas 

con SEB. En la Fig. 7B se observa que el extracto, a concentración de 25 µg/mL, inhibió 

ampliamente la expresión en la superficie celular de este antígeno. Como consecuencia de 

la activación celular, las células T primarias progresan a las fases S y G2-M del ciclo 

celular, y en este estudio se evaluó el efecto del extracto sobre la progresión del ciclo 

celular en estas células T estimuladas con SEB. El tratamiento con SEB (1 µg/mL) indujo 

la progresión del ciclo celular con aproximadamente un 22% de las células teñidas en las 

fases S o G2-M, mientras que el extracto de M. indica (25 µg/mL) previno casi 

completamente la entrada de las células en la fase S del ciclo celular (Fig. 7C). Es 

importante destacar que no se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de 

células hipodiploides (sub G0-G1) entre las células estimuladas con SEB y SEB más el 

extracto de M. indica. Estos resultados indican que a la dosis utilizada el extracto no es 

citotóxico o apoptótico en células T primarias. 
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Figura 7. Efecto del extracto de M. indica sobre los eventos de activación de células T. 

A. Los linfocitos T humanos purificados, estimulados con el superantígeno SEB (1 µg/mL) fueron pre-
tratados con las concentraciones indicadas del extracto. Los resultados son expresados como media ± e.e.m. 
de tres experimentos. Letras distintas representan diferencias estadísticamente significativas (p < 0,05) entre 
grupos. B. Efecto del extracto de M. indica sobre la expresión de la superficie celular, inducida por SEB, del 
marcador de activación CD25. Las células T humanas fueron pre-incubadas con el extracto (25 µg/mL) 
seguido por estimulación con SEB (1 µg/mL) e incubadas 72 h para obtener la expresión de CD25. Los 
resultados son representativos de tres experimentos diferentes. C. Efecto del extracto de M. indica sobre la 
progresión del ciclo celular. Los linfocitos T humanos purificados fueron estimulados con SEB (1 µg/mL) en 
presencia o no del extracto (25 µg/mL) durante 72 h. Se indica el porcentaje de células que entraron en las 
fases S y G2-M del ciclo celular. Los resultados son representativos de tres experimentos diferentes. 
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3.2.5. Acción del extracto de M. indica sobre el factor de transcripción nuclear NF-κB  

3.2.5.1. Efecto del extracto de M. indica sobre la activación transcripcional de NF-κB  

Para explorar si el extracto de M. indica inhibía o no la actividad transcripcional 

dependiente de NF-κB fue usado el clono de la línea celular 5.1 que contiene el gen de la 

luciferasa controlado por el promotor HIV-1-LTR, el cual es sensible a FNTα a través de la 

vía de NF-κB. 

Las células fueron pre-incubadas con concentraciones crecientes del extracto de M. indica y 

entonces estimuladas con FNTα por seis horas. Posteriormente, las células fueron lisadas y 

medida la actividad celular. Como se muestra en la Fig. 8A el extracto inhibió la 

transcripción del gen HIV-1-LTR dependiente de FNTα. Para evaluar si la actividad 

inhibitoria del extracto en la expresión de luciferasa era o no específica, se realizó una pre-

incubación de células HeLa-Tet-Luc con las mismas concentraciones del extracto que se 

usaron en las células 5.1. Las células HeLa-Tet-Luc fueron estimuladas con doxiciclina por 

seis horas y fue medida la actividad transcripcional rtTA. En la Fig. 8B se observa que el 

extracto no afectó la expresión de luciferasa en este sistema celular de control. 

3.2.5.2. Acción del extracto de M. indica sobre la degradación de IκBα y el enlace del 

NF-κB al ADN 

Para identificar el blanco molecular de los efectos del extracto de M. indica sobre la vía de 

activación de NF-κB, se estimularon células Jurkat con FNTα (2 ng/mL) a diferentes 

tiempos en presencia o ausencia del extracto (25 µg/mL) y fueron analizadas las fracciones 

nuclear y citoplasmática para la actividad de enlace al ADN del NF-κB por EMSA y para 

el estudio del estado estacionario de los niveles de IκBα por Western blot, respectivamente. 

Los experimentos de cinética revelaron un claro incremento en el enlace de NF-κB al ADN 

después de 15 min de estimulación que se mantuvo durante el tiempo de estimulación, el 
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incremento en el enlace al ADN fue paralelo a la degradación de IκBα que fue claro 

después de 15 min de estimulación con FNTα y recobrado después de 560 min de 

estimulación. Resulta interesante destacar que tanto el enlace al ADN del NF-κB como la 

degradación de IκBα fueron prevenidas por la presencia del extracto de M. indica, el cual 

no afectó los niveles del estado estacionario de α-tubulina (Fig. 9). 

 

 



 

 

 

 

Figura 8. El extracto de M. indica es un inhibidor específico de la actividad transcripcional 
dependiente de NF-κB. 
A. El extracto de M. indica inhibe la transactivación HIV-1-LTR en células 5.1. La actividad luciferasa fue 
medida y expresada como RLU/µg de proteína. Los valores son expresados como medias ± e.e.m. de cuatro 
experimentos independientes. Letras distintas representan diferencias estadísticamente significativas (p < 
0,05) entre grupos. B. El extracto de M. indica no inhibió la transactivación del promotor rtTA inducido por 
doxiciclina (Dox) en células HeLa-Tet-Luc. Las células HeLa-Tet-Luc fueron pre-incubadas con las 
concentraciones indicadas del extracto antes de la estimulación con doxiciclina (4µg/mL). Los resultados 
representan las medias ± e.e.m. de tres experimentos diferentes. 
 

 

 



 

 

 

 

 

 

Figura 9. Efecto del extracto de M. indica sobre la unión del NF-κB al ADN y la degradación de 
IκBα en células Jurkat. 
Las células Jurkat fueron incubadas con el extracto durante 30 min, tratadas con FNTα durante los tiempos 
indicados y entonces ensayados: el enlace de NF-κB, la degradación de IκBα y la expresión de α-tubulina. 
Los resultados son representativos de dos experimentos diferentes. 
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4. DISCUSIÓN 

La reacción inflamatoria se caracteriza por constituir un proceso extremadamente complejo 

y multifactorial, por tanto, resulta importante, a la hora de estudiar los mecanismos 

involucrados en la acción anti-inflamatoria de un determinado producto, tener en cuenta 

este aspecto, para no realizar simplificaciones que conduzcan a una incorrecta 

interpretación del proceso.  

Al tratar de caracterizar los mecanismos por los que un extracto natural, como el que es 

objeto de estudio en este trabajo, desarrolla acción anti-inflamatoria, siempre debe 

considerarse, de una parte, la composición química del extracto y la posible contribución 

que alguno o cada uno de los componentes aportan al efecto observado y de otra, tratar de 

estudiar el mayor número de posibles especies intermediarias y vías metabólicas 

involucradas en el proceso (277). De esta forma, se realizará una mejor contribución a la 

verdadera caracterización de los mecanismos farmacológicos por los que dicho extracto 

ejerce su acción anti-inflamatoria. 

En el presente estudio se aplicaron diferentes ensayos in vivo e in vitro para la evaluación 

de la acción anti-inflamatoria del extracto de M. indica. Además, se evaluó la posible 

implicación de su componente mayoritario, la mangiferina, en parte de los ensayos 

realizados. Este extracto, obtenido de la corteza de variedades seleccionadas de la especie 

Mangifera indica L. y que se comercializa en Cuba bajo la Marca Registrada VIMANG, 

contiene una mezcla definida de polifenoles, terpenoides, esteroides, ácidos grasos y 

microelementos (29, 257).  

Estudios previos demostraron que el extracto de M. indica presentó una poderosa actividad 

secuestradora de radicales hidroxilos y ácido hipocloroso, un significativo efecto 

inhibitorio sobre la peroxidación de fosfolípidos de cerebro de rata e inhibió el daño al 

ADN inducido por bleomicina o el sistema cobre-fenantrolina y la producción de H2O2 en 
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macrófagos peritoneales estimulados in vivo con TPA (31, 32). Mangiferina (que se 

encuentra en el extracto aproximadamente en un 20 %) fue evaluada in vitro por sus 

propiedades antioxidante (278), inmunoestimulante y antiviral (279). Su aglicona (noratiriol) 

también fue evaluada in vitro como inhibidor del estallido respiratorio inducido por fMLP 

en neutrófilos de rata (280) y en un modelo de pleuresía y algesia inducidas en ratones por el 

ionóforo de calcio A23187 (281). En este último ensayo, los autores demostraron que la 

aglicona inhibía los metabolitos del AA como PGs y LTs y que esta acción probablemente 

sería la responsable, al menos en parte, de los efectos analgésico y anti-inflamatorio de este 

compuesto.  

La asociación entre antioxidantes e inflamación proviene inicialmente de considerar que se 

producen radicales libres durante el proceso inflamatorio por los macrófagos. Es conocido 

que las especies reactivas de oxígeno median vía COX y LOX, la conversión de AA en 

intermediarios proinflamatorios (116). Sobre esta base, varios antioxidantes sintéticos y 

naturales han sido evaluados por sus propiedades analgésicas y anti-inflamatorias (282, 283). 

En la actualidad, la estrategia de búsqueda de nuevos agentes anti-inflamatorios se basa en 

la obtención de un producto que combine las propiedades anti-inflamatorias y 

antioxidantes. También, se ha demostrado que al modificar la estructura de anti-

inflamatorios conocidos como indometacina, diclofenaco, ibuprofeno, etc. mediante la 

incorporación de una molécula con propiedades antioxidantes como la cisteamina, se 

potencializa el efecto anti-inflamatorio de ellas (284). 

Las propiedades anti-inflamatorias del extracto de M. indica se evaluaron en modelos de 

inflamación en animales de experimentación. Cada modelo presenta cierta especificidad en 

cuanto a la relevancia de los mediadores involucrados en el proceso inflamatorio, lo cual 

permitió considerar algunos mediadores que son susceptibles a la acción del extracto y de 

hecho diseñar modelos in vitro para tener la mayor certeza del mecanismo de acción por el 
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cual ocurre la propiedad farmacológica descrita. 

4.1. El extracto de M. indica inhibe elementos importantes dentro de la cascada del 

AA tales como FLA2, PGE2 y LTB4 

El extracto de M. indica presentó actividad inhibitoria sobre la enzima FLA2 de secreción 

sinovial humana y este efecto fue debido, en parte, a la presencia de la mangiferina en el 

extracto (Tabla 6). Las enzimas FLA2s de secreción ejercen efectos proinflamatorios en 

algunos modelos animales (285).  

Existen evidencias de una estrecha relación entre los niveles elevados de FLA2 de 

secreción extracelular y el desarrollo de patologías. Las FLA2 de secreción fueron en sus 

inicios aisladas de células y fluidos inflamatorios, los que sugirió la participación de ellas 

en respuestas inflamatorias locales y sistémicas (97). Además, varias citocinas pro-

inflamatorias (tales como IL-1, IL-6 y FNTα) inducen la transcripción génica de FLA2 de 

secreción, seguida de la generación de eicosanoides en una amplia variedad de células (286). 

También, el bloqueo de estas actividades enzimáticas inhibe el desarrollo de las respuestas 

inflamatorias (259). 

Bajo ciertas condiciones fisiológicas y(o) fisiopatológicas se produce la pérdida brusca de 

la distribución asimétrica de los fosfolípidos de membrana, como se ha observado en las 

plaquetas tratadas simultáneamente con la trombina y el colágeno, en células endoteliales y 

plaquetas sometidas a la acción de las porforinas (complejos de ataque a la membrana) o 

células en apoptosis. Esta disasimetría fosfolipídica facilita la acción de la FLA2 de 

secreción al quedar expuestos los fosfolípidos de la hemicapa interna de la membrana. 

Recientemente se ha planteado la existencia de una enzima conocida como escambrasa o 

flipasa que cataliza el paso de los fosfolípidos de la cara interna a la externa (movimiento 

de flip-flop) con la consiguiente pérdida de la distribución asimétrica de estos en la 

membrana, lo que provoca la evaginación de esta y la formación de microvesículas que se 
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desprenden. Existen evidencias experimentales de la formación de estas microvesículas y 

su correlación con el incremento de la actividad de la FLA2 de secreción (287).  

El extracto de M. indica pudiera impedir la pérdida de esta asimetría y por tanto contribuir 

a la baja actividad de esta enzima cuando él está presente en el medio.  

Otros estudios realizados en células, plantean la hipótesis de que la FLA2 de secreción se 

encuentra dentro de gránulos o vesículas celulares y que esta es movilizada por exocitosis. 

De esta manera, la FLA2 podría enlazarse a la membrana externa, quizá vía proteoglicanos 

de sulfato de heparinas o a través de receptores específicos. El extracto también podría 

inhibir la activación de la FLA2 de secreción al disminuir los niveles de Ca2+ extracelular, 

la hidrólisis de la capa externa de la membrana plasmática y, de esta forma, impedir la 

liberación del AA (288); pero esta hipótesis está aun por demostrar. 

También, existen evidencias de que los polifenoles (además de mangiferina) ejercen acción 

inhibidora sobre la FLA2 de secreción in vitro (289), por lo que la presencia de este tipo de 

compuestos en el extracto de M. indica pudiera ser la responsable de esta actividad. 

El metabolismo del AA vía COX conduce a la generación de PGs y TXs que median el 

dolor y el edema asociados con la inflamación (290). La vía de LOX utiliza AA para 

producir LTs, que incluyen el agente quimioatrayente de leucocitos LTB4. Debido a la 

contribución de los LTs a la patogénesis de los procesos inflamatorios, ellos también 

representan un blanco importante para la regulación terapéutica de la inflamación (291).  

En este estudio se utilizó el modelo de edema plantar inducido por carragenano debido a 

que es un procedimiento de tamizaje en el cual están involucrados los productos del 

metabolismo del AA vía COX y la producción de especies reactivas del oxígeno están bien 

establecidas (144, 292). Se ha publicado que el edema por carragenano muestra cuatro fases 

distintas: una fase inicial en la que se liberan histamina y serotonina, una segunda fase 

mediada por cininas, una tercera fase (alrededor de las cinco horas) en la cual se sospecha 
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que se liberen PGs y una cuarta fase vinculada con infiltración local de neutrófilos y 

activación de ellos (293). 

El extracto de M. indica, administrado por vía oral durante tres meses, inhibió el edema 

plantar inducido por carragenano a las cinco horas (Tabla 4). El hecho de que el extracto 

inhiba el edema inflamatorio inducido por agentes irritantes podría ser interpretado como 

que este pudiera modular los receptores de PGs o la liberación de estas sustancias, así 

como las enzimas responsables de convertir el AA en PGs, como es el caso de la FLA2 (294, 

295). Por otra parte, y debido a la acción antioxidante del extracto este podría inhibir la 

liberación de especies reactivas del oxígeno que se liberan en este proceso como son el 

ON, radical superóxido y peroxinitritos (296). 

En estudios anteriores, el extracto de M. indica, administrado p.o. una hora antes de la 

inyección de carragenano, no hubo un efecto dependiente de la dosis (276). Este pobre efecto 

pudiera deberse a la baja biodisponibilidad oral de los polifenoles presentes en la mezcla 

que conforma dicho extracto, los que han demostrado ser efectivos sobre la proliferación 

celular y la apoptosis, así como sobre eventos de transducción de señales importantes en el 

proceso inflamatorio (297). En estudios recientes, se ha comprobado que las catequinas 

(como las presentes en el extracto) alcanzan la circulación sistémica pero la 

biodisponibilidad oral es baja en humanos (298). Para los flavonoides esta biodisponibilidad 

oral también es baja en ratas, posiblemente debido a una pobre absorción en el intestino 

y(o) un amplio metabolismo en intestino y en hígado (299).  

En estudios anteriores en los que se demostró el efecto antioxidante del extracto tampoco 

fue posible encontrar una relación dependiente de la dosis para todas las variables 

analizadas. En estos trabajos se consideraba que los marcadores del daño oxidativo a las 

diferentes biomoléculas no siempre muestran el mismo comportamiento y que esto ocurría 

probablemente debido a la diferencia existente en la reactividad de cada una de las 
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biomoléculas frente a las especies reactivas del oxígeno. Otro aspecto importante que se 

señalaba era la proporción en que se encuentran las biomoléculas, la irrigación sanguínea, 

el acceso de la droga al tejido, entre otras (300). 

Sin embargo, cuando el extracto fue administrado en dosis repetidas durante tres meses si 

hubo un efecto dependiente de la dosis. Estos resultados coinciden con hallazgos anteriores 

en los que se plantea que los metabolitos de algunos polifenoles presentes en el extracto 

(tales como ácido gálico, catequinas; así como la quercetina, con un tiempo de vida media 

más amplio) pudieran acumularse en plasma por administraciones repetidas de estos 

compuestos (301). 

El extracto de M. indica inhibió la liberación de PGE2 y LTB4 en macrófagos estimulados 

con LPS-IFNγ y el ionóforo de calcio A23187 (Tabla 7). De esta forma se confirmaron los 

resultados obtenidos en los modelos in vivo de formación de edema plantar en que se 

sospecha que están involucrados los eicosanoides (293, 302). Se ha probado que los 

macrófagos son una fuente importante de metabolitos del AA generados vía COX y LOX 

(290) y que participan en la defensa del hospedero, la inmunidad y la respuesta inflamatoria 

donde ellos son potencialmente activados para producir citocinas, especies reactivas de 

oxígeno y nitrógeno y eicosanoides. En estas células, el LPS solo o en combinación con 

citocinas como IFNγ, y el ionóforo de calcio A23187 son los estímulos mejor 

caracterizados para inducir la transcripción de genes que codifican para las proteínas 

proinflamatorias, lo que trae como consecuencia la liberación de citocinas y la síntesis de 

enzimas tales como COX-2 y 5-LOX. Las isoformas inducibles de COX-2 y 5-LOX 

podrían ser las responsables de la alta generación de prostanoides durante la respuesta 

inflamatoria (303) por lo que el extracto podría actuar sobre ambas enzimas.  

Sobre la base de estos hallazgos, el extracto de M. indica inhibió ambas vías del 

metabolismo del AA (COX y LOX), lo que sugiere que el extracto podría clasificarse 
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como inhibidor dual de esta vía. Además, el paso precedente a la liberación del AA, el cual 

es catalizado por FLA2, también fue blanco del extracto de M. indica con un marcado 

efecto inhibitorio. 

Varias observaciones indican que puede existir interacción entre las isoformas de COX y la 

ONS. El ON puede estimular la síntesis de PGs, mientras que las PGs incrementan la 

actividad de la ONS (304). 

De hecho, existen varios estudios que le atribuyen al ON un rol como molécula reguladora 

de la vía de los eicosanoides. En alguno de ellos se demostró que la producción de PGE2 y 

COX-2 por células A249, en respuesta a la estimulación por citocinas, estuvo acompañada 

por un incremento en los niveles de ON y la correspondiente enzima ONSi. También, se 

comprobó que el pre-tratamiento con quercetina o amentoflavona (dos flavonoides 

reportados en la especie M. indica) disminuyeron completamente la generación de ON en 

células A549, sin interferencia con la ONSi a nivel transcripcional (305).  

Los diferentes efectos observados con los flavonoides parecen estar relacionados con su 

estructura. El potente inhibidor de COX-2, la quercetina,  tiene un doble enlace C2–C3 en 

el anillo B y un grupo hidroxilo 3’ y 4’ en el anillo B. También, la quercetina, la galangina 

y la apigenina pueden inhibir la expresión de la ONSi mediante la modulación de la 

actividad de la enzima relacionada con la señal de transducción (306). Todos estos 

flavonoides decrecen la liberación de PGE2 y la expresión de COX-2 en una manera 

dependiente de la concentración en la línea celular macrofágica J774A.1 inducida por LPS. 

De la misma manear la penta-acetato de quercetina, pero no la quercetina o la rutina, 

mostró fuerte actividad inhibidora sobre la producción de PGE2 y la expresión de COX-2 

en células RAW 264.7 tratadas con inhibidores de la ONSi y co-tratadas con LPS (307). 

Otro mecanismo potencial por el cual los flavonoides ejercen su acción inhibidora sobre la 

expresión de COX-2 es a través de la alteración de la vía del NF-κB. La roxilina A es un 



 74

efectivo inhibidor de la expresión génica de COX-2 inducida por LPS mediante el bloqueo 

de NF-κB en macrófagos RAW264.7 (308).  

En un estudio realizado recientemente, la apigenina, la genisteina, y el kaempferol 

resultaron inhibidores potentes de la activación transcripcional de COX-2 en macrófagos 

RAW264.7 activados por LPS. La apigenina fue el inhibidor más potente de la activación 

transcripcional tanto de COX-2 como de la ONSi, ya que bloqueó la activación de NF-κB 

inducida por LPS (309). En otro estudio, el biflavonoide amentoflavona (presente en la 

especie M. indica), inhibió la expresión de COX-2 en células A549 activadas por el FNTα 

con una inhibición concomitante de las cascadas de señales mediadas por el NF-κB (310). 

La curcumina, un pigmento amarillo natural presente en los rizomas de la especie Curcuma 

longa L., se usa ampliamente en el manejo de diferentes desórdenes inflamatorios y 

cicatrización de heridas. Los estudios muestran que este polifenol posee acciones 

antioxidante, hepatoprotectora y antitumoral. Recientemente, ha aumentado el número de 

estudios pre-clínicos que sugieren que la curcumina ejerce una acción anti-inflamatoria en 

modelos de aterosclerosis, enfermedad de Alzheimer, artritis and pancreatitis. Varios han 

sido los mecanismos propuestos para explicar esta acción anti-inflamatoria que incluyen la 

inhibición de la activación de macrófagos y la inhibición de las enzimas LOX y COX-2 

(311). 

El resveratrol es otro polifenol presente en la cáscara de la uva y en otras muchas plantas. 

Este presenta un amplio rango de acciones biológicas que incluyen actividades anti-

alérgica, anti-inflamatoria, antioxidante, anti-cancerígena y anti-plaquetaria.  En relación 

con sus acciones anti-inflamatorias, se ha encontrado que este compuesto inhibe las 

enzimas COX-1 y COX-2 y la generación de prostanoides vía LOX. Además, resveratrol 

inhibe la apoptosis en células K562 a través de un mecanismo que involucra las actividades 

de LOX y COX. Estudios moleculares recientes han revelado que el resveratrol actúa en un 
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amplio rango de sitios y esto parece muy probable debido a sus propiedades 

farmacológicas (311).   

La baicaleína es otro polifenol aislado de las raíces de Scutellaria baicalensis Georgi que 

presenta actividad inhibidora de la enzima 5-LOX y también de la producción de LTC4 en 

macrófagos peritoneales aislados de rata. Además, la baicaleína, la baicalina y wogonina 

presentan propiedades anti-edematogénicas en ratas. La baicalina también inhibe la 

producción de PGE2 en células de glioma de ratas C6 y la biosíntesis de LTB4, mientras la 

oroxilina A, baicaleína y wogonina inhiben la 12-LOX sin afectar los niveles de COX en 

plaquetas humanas (311). 

Varios ácidos grasos extraídos de Plantago major L. tales como ácido linoleico, ácido 

mirístico, ácido palmítico y ácido esteático (algunos presentes en el extracto de M. indica) 

presentan actividades inhibidoras sobre COX-1 y COX-2. Otro ácido fenólico que presenta 

actividad antioxidante es el fenetiléster del ácido caféico (CAPE), un compuesto producido 

por abejas melíferas de la resina de varias plantas y que posee propiedades anti-

inflamatoria, anticarcinogénica, anti-mitogénica e inmunomoduladora. El CAPE inhibió 

las actividades enzimáticas tanto de COX-1 como COX-2 junto con la expresión de COX-

2 en células epiteliales orales humanas. También el CAPE mostró una completa inhibición 

de la formación de PGE2 y COX-2 cuando se administró sistémicamente en un modelo de 

inflamación de bolsa de aire con carragenano en ratas (311). 

Por último, algunos extractos estandarizados de plantas se usan comúnmente en muchos 

países para el manejo de varias patologías que interfieren con la síntesis de prostanoides, 

fundamentalmente vía inhibición de las actividades de COX y LOX. Ejemplos de plantas 

que producen tales extractos son: Echinacea purpurea L., Hammamelis virginiana L., 

Tanacetum vulgare L., Urtica dioica L., Rheum palmatum L., Arnica montana L., Allium 

sativum L., Heterotheca inuloides Cass., Angelica sinensis (Oliv.) Diles y especies de 
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Artemisia, entre otras (311).  De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, a esta 

lista se podría añadir el nombre de Mangifera indica L. 

4.2. El extracto de M. indica inhibe mediadores proinflamatorios clave tales como 

FNTα y ON 

En el presente trabajo, al estudiar la acción anti-inflamatoria del extracto acuoso de M. 

indica se comprobó mediante ensayos realizados in vitro, que dicho extracto inhibió de 

forma significativa la producción de FNTα y ON en macrófagos activados con LPS e IFNγ 

(Figs. 3, 4, 5 y 6). Estos hallazgos, encontrados al trabajar con células murinas de origen 

macrofágico, las RAW264.7 y las células microgliales N9, permitieron considerar al FNTα 

y el radical ON, como importantes mediadores proinflamatorios, blancos de la acción 

farmacológica del extracto en cuestión. 

El FNTα ha constituido uno de los mediadores más estudiado en los procesos 

inflamatorios (312). Esta citocina se induce en las primeras horas de la inflamación, y 

constituye señal iniciadora para la biosíntesis de otras citocinas y mediadores 

proinflamatorios con ella relacionados (6). Anticuerpos anti-FNTα, fueron utilizados con 

éxito en diversos modelos experimentales, los cuales lograron revertir el desarrollo de la 

reacción inflamatoria (68). Sin embargo, estudios clínicos realizados con ellos no 

demostraron una total eficacia en determinadas condiciones patológicas, tales como la total 

protección contra el choque séptico (313). Para otros casos, como pacientes afectados de 

procesos inflamatorios crónicos (artritis reumatoide) se obtienen resultados más 

alentadores en relación con el empleo de métodos terapéuticos a partir de anticuerpos anti-

FNTα (314). En general, se considera que resulta importante inhibir el FNTα, pero 

lógicamente, no basta sólo con esto para lograr un efecto de protección en el contexto de 

un proceso inflamatorio agudo, pues otras citocinas proinflamatorias de temprana 
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inducción, como IL-1, IL-6, IL-8, entre otras, también se activan, y a pesar de que el FNTα 

pueda estar bloqueado, ya el proceso de activación celular que se produce por acción de 

algunas de estas citocinas, continúa desarrollándose (315). No obstante estos hechos, por el 

papel fisiopatológico que le es atribuido al FNTα, este aún se considera un mediador clave 

en el proceso inflamatorio, y si bien otras citocinas siguen en acción, siempre la respuesta 

inflamatoria se encontrará regulada de algún modo, al estar bloqueada la biosíntesis del 

FNT (316). Además, no debe descartarse, la posibilidad que el extracto pueda inhibir la 

producción de alguna otra citocina proinflamatoria, dentro del complejo sistema de señales 

de comunicación intercelular, que se activa durante el proceso inflamatorio. 

En los resultados obtenidos en este estudio, a través de la inhibición por parte del extracto 

de M. indica, del edema plantar inducido por LPS (Tabla 4) y la producción tisular del 

FNTα (Tabla 5), la inyección de LPS y carragenano causaron una elevación pronunciada 

en los niveles de FNTα  en el exudado plantar a una y cinco horas, respectivamente; en 

correspondencia con otros estudios publicados anteriormente (317).   

Por otra parte,  la indometacina (un inhibidor no selectivo de COX) no suprimió la 

elevación de los niveles de FNTα inducidos por carragenano. Es de destacar que, en 

estudios previos tanto in vivo como in vitro, se encontró que la indometacina elevó los 

niveles de FNTα (318, 319). 

Estudios recientes en el modelo de inducción de edema por carragenano han concluido que 

el carragenano estimula la liberación de FNTα, la cual, a su vez, induce la producción de 

otras citocinas (como IL-1, IL-6 e IL-8), así como la estimulación de la producción de 

mediadores derivados de COX y de la producción local de aminas simpáticas. De este 

modo, una liberación de citocinas precede la producción de eicosanoides y aminas 

simpatomiméticas (320).  
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La acción proinflamatoria del FNTα depende, a parte de la transcripción génica dirigida a 

NF-κB, a la activación de FLA2, esto da como resultado la liberación de AA de los 

fosfolípidos de membrana. Esta liberación de AA constituye la proporción que limita el 

paso en la biosíntesis de prostaglandinas (vía COX), leucotrienos (vía 5-LOX) y el factor 

activador de plaquetas, los cuales actúan como potentes mediadores inflamatorios. Los 

metabolitos del AA, especialmente los leucotrienos, también actúan como segundos 

mensajeros intracelulares en la acción del receptor de FNT; así como en los eventos de 

transducción de señales de otras citocinas (321).  

Por otra parte, en estudios recientes se demostró que existe un incremento del FNTα en el 

tejido plantar inyectado con carragenano sin elevación de los niveles de esta citocina en 

suero. Este incremento fue bloqueado por la administración de un anticuerpo anti-FNTα 

que inhibió tanto la formación del edema como los niveles de FNTα en tejido (322). 

Constituye un hecho relevante, que el extracto de M. indica, no solo logró revertir la 

inducción de FNTα in vitro, en células que participan directamente en la biosíntesis de 

dicha citocina (los macrófagos), sino que tal acción también la manifiesta in vivo, 

administrado oralmente, (Figs. 1 y 2), a dosis entre 50 y 200 mg/kg, en los modelos de 

edema plantar y de choque endotóxico, en los cuales se produce la mayor parte de los 

eventos que caracterizan la reacción inflamatoria aguda (323). Además, el efecto inhibitorio 

observado sobre la inducción de FNTα, se pudo apreciar que se produce al nivel de la 

formación del transcripto primario para esta citocina, es decir, al nivel de la transcripción 

de los genes que regulan su biosíntesis. 

Por otra parte, los estudios realizados permitieron apreciar un efecto inhibitorio in vitro 

sobre otro importante mediador de la respuesta inflamatoria, el radical libre ON, muy 

relacionado con la biosíntesis del FNTα (324). Resulta de interés puntualizar que la acción 
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inhibitoria, encontrada en macrófagos activados con LPS e IFNγ, está directamente 

relacionada con un efecto sobre la inducción en estas células de la ONSi. Este aspecto aún 

debe ser estudiado con mayor profundidad, pues el efecto que se observa sobre la 

producción de nitritos totales in vitro, no ofrece un dato conclusivo sobre el mecanismo del 

proceso inhibitorio observado. Sólo se conoce que se reducen marcadamente estos 

metabolitos estables del ON, resultantes de la inducción de la ONSi, pero falta precisar si 

el proceso inhibitorio ocurre a nivel del transcripto primario o a otro nivel de la ruta 

biosintética de esta proteína.  

En este estudio, se realizó el primer reporte de la acción del extracto de M. indica y la 

mangiferina sobre la inhibición de la producción del FNTα in vitro (en macrófagos) e in 

vivo (en los modelos murinos de edema plantar y de choque endotóxico), así como 

inhibición en la producción del radical ON in vitro (en macrófagos). 

Es de destacar que el efecto inhibitorio logrado tanto por el extracto de M. indica como por 

mangiferina sobre células microgliales resulta de especial interés. Las microglias son 

macrófagos residentes del sistema nervioso central (SNC) (325). Existen evidencias de que 

los monocitos intervienen en el desarrollo del SNC y son transformados en microglias (326). 

Las microglias activadas producen factores solubles que incluyen citocinas, PGs, ON y 

especies reactivas de oxígeno, que son cruciales en la defensa del hospedero contra 

infecciones del SNC (327). Sin embargo, la producción excesiva de mediadores 

proinflamatorios puede ser dañina. El FNTα ha sido encontrado en lesiones de esclerosis 

múltiple (328); en la enfermedad de Alzheimer se cree que medie el daño neuronal inducido 

por beta amiloide (329); la glicoproteína gp120 de envoltura del VIH causa muerte celular 

apoptótica en células cerebrales humanas a través de la inducción del FNTα e IL-6 (330).  

El ON, al igual que el FNTα, está vinculado a la toxicidad neuronal (331). El ON es un 

neurotransmisor en el cerebro con numerosas funciones neurorreguladoras; sin embargo, la 
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excesiva producción de ON es tóxica para las neuronas. Debido a que la microglia activada 

y los macrófagos del cerebro son la fuente fundamental de FNTα y ON en el SNC, las 

moléculas que reduzcan la inflamación cerebral inhibirían la actividad de estos fagocitos 

centrales. En este estudio, las células microgliales fueron sometidas a la activación por 

LPS e IFNγ porque la acción combinada de estos dos agentes resulta en una producción 

potente de FNTα y ON (332). Esta sobreproducción fue inhibida por el extracto de M. indica 

y la mangiferina en una manera dependiente de la concentración, aunque los efectos 

mostrados por el extracto fueron más altos (Fig. 5) que los obtenidos para mangiferina 

(Fig. 6). Esta constituye otra posible explicación del efecto protector ejercido por el 

extracto (administrado p.o) sobre la isquemia-reperfusión cerebral de Gerbils de Mongolia 

(34) en la cual estos mediadores son considerados deletéreos. En el referido estudio, el 

extracto también produjo reducción en los niveles de ON en homogenado de hipocampo. 

Datos estos, que junto a los obtenidos con células de microglia activadas, constituyen un 

importante hallazgo a la hora de considerar el potencial terapéutico de dicho extracto, para 

el posible tratamiento de patologías neurodegenerativas e infecciosas, que tengan como 

blanco el SNC, donde las citocinas proinflamatorias, el ON y diversas especies reactivas de 

oxígeno, han sido identificadas dentro de los agentes etiológicos principales (333). 

Además, debido a que la producción excesiva de ON, paralelamente a la superproducción 

del FNTα, se cree que contribuya a la patogénesis de otras enfermedades (que incluyen 

inflamación, infecciones, cánceres y enfermedades autoinmunes), (157, 334) se podría esperar 

que el extracto de M. indica sea útil en la prevención de alguna de estas enfermedades. 

Los efectos inhibitorios encontrados para el extracto de M. indica frente a la producción 

tanto in vitro como in vivo de citocinas proinflamatorias (como el FNTα) y de la inducción 

de la ONSi in vitro, podrían justificarse por su alto contenido de polifenoles, dentro de los 

cuales la mangiferina se encuentra como componente mayoritario (29).  
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Estudios recientes, reflejan el efecto inhibitorio de una flavona polimetoxilada de origen 

natural sobre la producción del FNTα en monocitos humanos (89). Probablemente, los 

efectos observados con la administración del extracto de M. indica pudieran relacionarse, 

de una parte con la regulación que los polifenoles presentes en el extracto puedan 

desarrollar sobre la activación de factores nucleares decisivos para la biosíntesis de 

proteínas proinflamatorias y por otra, por un efecto más directo sobre el propio proceso 

biosintético de estas proteínas, a partir de la regulación de los procesos de transcripción de 

ellas. 

Existen numerosas evidencias, obtenidas en estudios tanto in vivo como in vitro, que 

soportan el concepto que varios compuestos derivados de plantas con propiedades anti-

inflamatorias ejercen sus efectos a través de la modulación de citocinas proinflamatorias 

como el FNTα. Por ejemplo, flavonoides tales como luteolina, quercetina, luteolina 7-

glucósido, eriodictiol, hesperetina y el isoflavonoide genisteina inhiben la liberación de 

TNFα, estimulada por LPS, en macrófagos RAW264.7. También, se han realizado 

estudios con un extracto estandarizado de Ginkgo biloba L.  y la quercetina aislada de este, 

en los que ambos inhibieron la secreción de FNTα en macrófagos RAW264.7 estimulados 

con LPS por inhibición de factores transcripcionales. Quercetina y el 3-O-metil éter de 

quercetina, aislados de Rhamnus nakaharai Hayata; así como amoradicina asilada de 

Amorpha fruticosa L., inhibieron marcadamente la producción de FNTα en macrófagos 

murinos estimulados con LPS. El 3-O-metil éter de quercetina también causó una 

inhibición pronunciada de la formación de esta citocina en células microgliales murinas N9 

estimuladas con LPS e IFNγ. La epigalocatequina galato, los taninos geraniina y corilagina 

y el extracto acuoso de las hojas de Acer nikoense Maxim. previnieron la liberación de 

FNTα en células BALB/3T3 estimuladas con ácido akadaico (335).  
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Varios compuestos aislados de plantas también han sido evaluados por su capacidad 

inhibidora de la actividad y la expresión de la ONSi. El resveratrol suprime tanto la 

expresión de la ONSi como la producción de ON en cultivos de células de macrófagos 

RAW264.7 y J774. Por su parte, la curcumina  es un potente inhibidor de la ONSi y ON en 

macrófagos y en tejido pancreático de ratas. La silimarina también reduce la producción de 

ON y la expresión de la ONSi en macrófagos peritoneales de ratones tratados con LPS. Se 

ha observado que esta acción es debida a la inhibición de la activación del NF-κB. Otros 

compuestos fenólicos también decrecen  la producción de ON, como son: wogonina, 

baicaleína, baicalina, quercetina, broussochalcone A, apigenina, luteolina, morusina, 

kuwanon C, sanggenon D, bilobetin, ginkgetin, equinoisoflanona, genisteina, daidzeina, 

gliciteina, teaflavina 3,3’-digalato y epigalocatequin 3-galato (311). 

Los terpenos también han sido evaluados como inhibidores de la producción de ON. El 

tratamiento con partenolide o isohelenina reduce la producción de ON y la expresión del 

ARNm de la ONSi en cultivo de células musculares lisas de aorta de rata tratadas con LPS 

e IFNγ por un mecanismo que involucra la estabilización del complejo IκB/NF-κB.  Otros 

terpenos que han sido evaluados como inhibidores de la producción de ON son: 

yacuchinonas A y B, celastrol, avicina, kaurane, prunioside, hipoestoxido, ergolide, 

costunolide, pimobendan, andrografolide, auranofina, pristimerina, dehidrocostus lactona, 

alfa-triterpeno, antraquinona y furanoligularenone, entre otros (311). 

También, en el extracto de M. indica se encuentran presentes microelementos importantes 

como el selenio, el zinc y el cobre (257) que constituyen cofactores de diversas vías 

enzimáticas o participan en diferentes procesos, relacionados con la eliminación de 

especies reactivas de oxígeno y sistemas endógenos de defensa antioxidante (33, 336), entre 

otras acciones. Estos aspectos, resultan trascendentales a la hora de realizar una completa 

interpretación de los mecanismos de acción anti-inflamatoria de un producto natural, y la 
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presencia de dichos elementos en el extracto, contribuye indudablemente a la acción anti-

inflamatoria dilucidada en este estudio. 

Las reacciones inflamatorias y el choque séptico o endotóxico son estados patológicos 

complejos y multifactoriales (337). Por esta razón, la modulación farmacológica y los 

mecanismos característicos de los procesos inflamatorios asociados a los eventos sépticos 

y a la inflamación global, están aún bajo investigación con el fin de obtener nuevos 

fármacos o identificar blancos terapéuticos de interés. La investigación de fuentes 

alternativas de compuestos terapéuticos que manifiesten actividad en el tratamiento de 

estos desórdenes constituye en la actualidad un campo científico de significativa 

importancia. En este estudio, la actividad anti-inflamatoria del extracto de M. indica se 

manifestó por la inhibición de la sobreproducción del FNTα en el choque endotóxico 

inducido por la administración i.p de LPS en los ratones (Fig. 1) y esta inhibición fue 

regulada a nivel de ARNm del FNTα (Fig. 2). Este evento fue dependiente del tiempo de 

administración ya que la inhibición de esta citocina se manifestó cuando los ratones fueron 

tratados, por vía oral, una sola vez o durante siete días antes de la inyección de LPS. Es 

necesario señalar la diferencia entre las DE50s de los dos tratamientos realizados (64,5 

mg/kg en el tratamiento agudo y 37,4 mg/kg en el tratamiento por siete días) por lo que 

pudiera pensarse que el extracto sea más efectivo p.o cuando se administra en dosis 

repetidas (como ya se comprobó en el modelo del edema plantar por carragenano). 

El choque séptico es un estado patológico complejo caracterizado por disturbios 

metabólicos, cardiovasculares y hemodinámicos significativos, los cuales pueden ocasionar 

fallo multi-órgano (338). Estudios experimentales y clínicos demuestran que la exposición a 

LPS trae consigo la liberación de varios mediadores inflamatorios, aunque han tenido 

particular atención las citocinas proinflamatorias como el FNTα, y las especies reactivas 
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del oxígeno y del nitrógeno como el ON, los cuales comúnmente son considerados 

mediadores clave del tejido dañado y la mortalidad en el choque séptico (339, 340). 

En este estudio, la actividad anti-inflamatoria y los efectos inhibitorios del extracto de M. 

indica y del conocido antioxidante y componente mayoritario del extracto, la mangiferina, 

sobre los niveles de FNTα en el suero de los ratones tratados con LPS podrían ser 

consecuencia de los efectos que ejercen ambos sobre la producción de eicosanoides, así 

como las propiedades antioxidantes del extracto y su glucosilxantona (32, 34). Este punto de 

vista es apoyado por el hecho de que las especies reactivas del oxígeno están fuertemente 

involucradas en la inducción y desarrollo de los procesos inflamatorios (producción de PGs 

y LTs) y en la patogénesis del choque endotóxico (341). Por otra parte, varios antioxidantes 

con propiedades secuestradoras de especies reactivas de oxígeno, antagonistas de 

leucotrienos e inhibidores de LOX han protegido los animales contra el daño orgánico 

mediado por endotoxina y reducido los niveles de FNTα en sangre (342, 343). Estos efectos 

de los agentes antioxidantes han sido atribuidos por algunos autores a la inhibición de la 

activación del factor de transcripción nuclear NF-κB, el cual es activado por especies 

reactivas de oxígeno con la subsecuente inducción y expresión de varias citocinas y 

enzimas tales como FNTα y ONSi, respectivamente (25, 154), que están involucradas en el 

desarrollo del choque endotóxico. Como ocurre con otros antioxidantes, el extracto de M. 

indica podría ejercer sus efectos sobre el choque endotóxico por inhibición de la activación 

del NF-κB. Varios estudios destacan que la activación por LPS de los niveles máximos de 

expresión del FNTα es dependiente de NF-κB. Mutaciones puntuales en cualquiera de los 

tres sitios κB, o su espaciamiento artificial, reducen la activación transcripcional inducida 

por el LPS en más del 80% (344, 345). Esto también podría explicar los efectos inhibitorios 
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del extracto sobre los niveles de FNTα sistémico y su ARNm en pulmón e hígado de 

ratones.  

Por otra parte, el tratamiento con LPS está asociado a un incremento en la peroxidación 

lipídica en el hígado; esta es una de las consecuencias del daño oxidativo. Recientemente, 

se ha visto que el daño oxidativo puede estar implicado en la toxicidad del FNTα en ratas, 

así como en su citotoxicidad sobre células tumorales. Estos reportes han mostrado que la 

disminución del glutatión endógeno, uno de los mayores componentes del sistema 

antioxidante de las células, está asociado con un incremento de la sensibilidad para el 

FNTα (346). Los efectos beneficiosos demostrados por el extracto de M. indica podrían estar 

dados por su acción protectora sobre la peroxidación lipídica en el hígado y cerebro (31, 32) y 

al contenido de Se presente en el extracto (30). El Se es un cofactor esencial para la GPx, 

enzima que reduce el peróxido de hidrógeno y los hidroperóxidos orgánicos (347, 348). En 

estudios recientes se ha demostrado que el extracto de M. indica (250 mg/kg, p.o) revierte, 

hasta niveles normales, la disminución de la enzima GPx cuando los ratones son 

inyectados con TPA, un inductor de la peroxidación lipídica (32). Además, otras 

investigaciones concluyeron que el glutatión endógeno desempeña un papel importante en 

la hipo-reactividad vascular y la disfunción endotelial en respuesta a peroxinitritos y 

choque endotóxico, así como en la inflamación aguda. Una variedad de procesos 

citotóxicos aditivos o sinergísticos estimulados por los peroxinitritos pudiera contribuir a 

una citotoxicidad aguda o retardada, una disminución de los niveles de glutatión pudiera 

también interferir con este proceso. Esto señala la importancia del mantenimiento de los 

niveles de glutatión normales en el organismo, como un mecanismo protector contra el 

daño vascular bajo estrés oxidativo, choque e inflamación (349).  

Estos resultados sugieren que los polifenoles y microelementos presentes en el extracto de 

M. indica (como mangiferina, Se y otros) son probablemente responsables de la inhibición 
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de la producción del FNTα en el choque séptico. Esta actividad es muy importante para la 

acción anti-inflamatoria de este extracto natural y está en correspondencia con otras 

investigaciones de inhibidores naturales sobre esta citocina en el proceso inflamatorio (89, 

350). 

Por otra parte, existen numerosas  evidencias que implican los radicales libres derivados de 

oxígeno (especialmente radicales superóxido e hidroxilo) y oxidantes de alta energía 

(como los peroxinitritos) como mediadores de la inflamación, el choque endotóxico y la 

isquemia-reperfusión. El papel que desempeñan las especies reactivas de oxígeno consiste 

en evidencias bioquímicas e inmunohistoquímicas que demuestran la existencia de estas 

EROs en este tipo de patologías. Las EROs pueden iniciar un amplio rango de reacciones 

oxidativas tóxicas que incluyen la iniciación de la peroxidación lipídica, la inhibición 

directa de las enzimas de la cadena respiratoria mitocondrial, la inactivación de la 

gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa, la inhibición de la actividad ATPasa sodio-

potasio de membrana, la inactivación de los canales de sodio de membrana y otras 

modificaciones a proteínas. Todos estos eventos tóxicos probablemente juegan un rol en la 

patofisiología del choque séptico, la inflamación y la isquemia-reperfusión (296). El 

tratamiento con antioxidantes que sean capaces de secuestrar estas EROs, como es el caso 

del extracto de M. indica (32), podría mejorar la descompensación vascular y la 

insuficiencia energética celular asociada a estas patologías, que conllevan a daño de 

órganos. 

Durante la última década, se obtuvieron avances significativos en el entendimiento de la 

vía de señalización del LPS que conduce a la activación de NF-κB y la transcripción de 

genes pro-inflamatorios. La vía del NF-κB representa un blanco terapéutico atractivo en la 

estrategia para controlar la inflamación aguda y el choque séptico. La comprensión en 

detalles del sistema NF-κB, en particular los roles e interacciones de los efectores y 
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modificadores individuales de la activación de la cascada, será un punto crítico para el 

desarrollo de terapias anti-endotoxinas para el tratamiento médico del choque séptico en 

humanos. Sin embargo, cuando se utilizan inhibidores de los mediadores del choque 

séptico, es importante tener en cuenta que muchos de los mecanismos patogenéticos de 

este estado constituyen la respuesta compensatoria del cuerpo a la sepsis, y de hecho, 

tienen efectos beneficiosos.  Por tales razones, es importante el cuidado que se deba tener a 

la hora de la investigación y aplicación de tratamientos en esta patología. Existen 

evidencias crecientes que involucran el estrés oxidativo en el daño tisular inducido por 

LPS. Estudios bioquímicos y clínicos han indicado que la terapia antioxidante puede ser 

útil en el tratamiento de estos estados patológicos (351). 

4.3. El extracto de M. indica inhibe la proliferación de linfocitos T y la activación, 

inducida por FNTα, del NF-κB 

Nuestros resultados demuestran que el extracto inhibió la proliferación de linfocitos T y 

bloqueó la activación de NF-κB inducido por FNTα, y que esta inhibición es específica 

para FNT, como ha sido demostrado con la línea celular HeLa-Tet-Luc (Fig. 8B). 

La supresión de la proliferación de células T fue ensayada en este estudio por la 

importancia de la activación de estas células en la translocación del factor de transcripción 

NF-κB al núcleo de la célula. Está bien establecido que la señalización hacia el núcleo 

celular juega un papel importante en la respuesta de los linfocitos de T a los estímulos 

inmunes e inflamatorios. Dentro de los pasos involucrados en esta señalización se 

encuentra la movilización de varios factores transcripcionales, que incluye NF-κB, NFAT 

y STAT, los cuales son secuestrados en el citoplasma, o AP-1 que sigue su síntesis de 

novo; y la importación de los factores transcripcionales hacia el núcleo donde ellos se 

enlazan al ADN y activan la trascripción de un amplio número de genes (352).  
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El extracto de M. indica (concentraciones de 10, 25 y 50 µg/mL) inhibió la proliferación de 

células T humanas. Varios estudios indican que los compuestos presentes en el extracto de 

M. indica modulan las actividades encontradas para este (353, 354, 355, 356, 357) e inhiben la 

proliferación estimulada por mitógeno de linfocitos T de sangre periférica (358).  

La activación de los linfocitos T ha sido estudiada tanto en la inflamación crónica (189, 359) 

como en la aguda (360, 361). Diferentes poblaciones de células T alteran dramáticamente el 

balance entre el aclaramiento o eliminación del patógeno y la inducción de daño tisular. 

Esto depende de los mediadores citocínicos que ellos secreten (362). La activación por 

citocinas conduce a un incremento rápido en la expresión de genes importantes para el 

crecimiento, la adhesión y diferenciación celular. En la Fig. 7 se observa como, desde 

concentraciones de 10 hasta 50 µg/mL, el extracto fue capaz de inhibir la proliferación de 

células T que habían sido estimuladas previamente con el superantígeno SEB. 

En estudios recientes, se comprobó que los polifenoles presentes en una formulación 

herbal procedente de la medicina tradicional china presentó una potente inhibición en la 

activación de linfocitos T humanos, aislados de sangre periférica, estimulados con el 

superantígeno SEB. Este producto inhibió dicha proliferación, a través de la inhibición de 

la producción de citocinas (tales como FNTα) de una manera dependiente de la 

concentración (363). 

Por otra parte, se encontró que un extracto catequínico de té verde (cuyos derivados están 

presentes en el extracto de M. indica) y la (-)-epicatequina galato inhibieron la toxicidad 

letal inducida por el FNTα que fue producido por administración i.p. de SEB en ratones 

Balb-c. El extracto también fue capaz de inhibir la producción de FNTα, así como la 

expresión de su transcripto primario (ARNm). Además, la activación de linfocitos T 

inducida por SEB fue inhibida por la catequina tanto en estudios in vivo como in vitro, por 
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lo que se sugirió que estos compuestos podrían ser útiles en enfermedades con 

manifestaciones de activación T linfocitarias como la dermatitis atópica (364). 

Aunque las bases moleculares para las múltiples actividades asignadas al extracto de M. 

indica no han sido completamente definidas, muchos de los efectos inhibitorios obtenidos 

en este estudio para dicho extracto requieren de la activación del factor de transcripción 

nuclear NF-κB. El NF-κB es un factor de transcripción ubicuo, que desempeña un papel 

central en el sistema inmune, a través de la regulación de varias respuestas inflamatorias, 

por la activación transcripcional de ciertas citocinas proinflamatorias (como FNTα), los 

genes de ONSi, el gen de moléculas de adhesión y otros genes involucrados en la 

inflamación (365). 

Los efectos de amplio rango de NF-κB están bajo la regulación de una red compleja de 

inhibidores y coactivadores. La activación de NF-κB por citocinas inflamatorias, 

mitógenos, productos bacterianos, o el estrés oxidativo requiere de la degradación de IκB 

que sostiene NF-κB en el citoplasma en un estado inactivo. Después de la degradación de 

IκB, el NF-κB es liberado del complejo IκB-NF-κB y se transloca al núcleo donde se 

enlaza a elementos κB del ADN y activa diferentes genes (365). 

El NF-κB es el principal factor transcripcional que controla la regulación génica del FNTα 

y un elemento común en la cascada de señalización inducida a través del receptor del 

FNTα, para la regulación de la transcripción de genes pro-inflamatorios en la respuesta 

inmune a elementos patógenos (366). 

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que el extracto de M. indica inhibe la 

degradación de IκB y por tanto el enlace de NF-κB a elementos κB del ADN en los 

extractos nucleares (Fig. 9). Este efecto se observó cuando NF-κB fue activado por el 

FNTα y se demostró que el extracto es un inhibidor específico de la actividad 
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transcripcional de NF-κB (Fig. 8). Por todo lo anterior, se podría clasificar a dicho extracto 

como inhibidor de NF-κB y, de este modo, integraría la amplia lista de productos naturales 

con acción anti-inflamatoria inhibidores de este factor de transcripción nuclear (25). 

La vía NF-κB es afectada por distintas clases de compuestos derivados de plantas que 

incluyen: curcumina, partenolide, ergolide, 2β,5-epoxi-5,10-dihidroxi-6α-angeloiloxi-9β-

isobutiloxi-germacran-8α,12-olide, andalusol, ácido ent-kaur-16-ene-19-oico, kamebanin, 

kamebacetal A, kamebakaurin, exvisanin A, hipoestoxido, resveratrol, helanina, 

pristimerina, galato de epigalocatequina, avicina, quercetina, capsaicina, silimarina, 

oleandrina, vesnarinone y CAPE (311). La mayoría de estos compuestos son antioxidantes 

que actúan a través del bloqueo de la degradación de IκB y de esta forma previenen la 

activación del NF-κB. 

Compuestos fenólicos (como los que contiene el extracto de M. indica) han presentado 

actividad anti-inflamatoria mediada por la inhibición de NF-κB en varios tipos de células 

(219). Estos metabolitos frecuentemente poseen actividad antioxidante, la cual puede 

convertirlos en inhibidores no específicos de NF-κB por reducir las especies reactivas del 

oxígeno (220). Los polifenoles del té negro (Thea sinensis), derivados de teaflavina y 

catequina, han sido estudiados por su capacidad de suprimir la activación de NF-κB en 

células RAW267.4 estimuladas con LPS (222). Los autores encontraron que uno de los 

derivados presentó una fuerte inhibición del NF-κB en EMSAs. Esta actividad tuvo como 

consecuencia una reducción en la producción de ON y la ONSi en células estimuladas con 

LPS. La catequina también tuvo un potente efecto inhibitorio sobre la expresión de IKKα 

en células RAW264.7, lo que impidió la fosforilación del complejo IκB-NF-κB. Otros 

compuestos, tales como epigalocatequina-3-galato, presentó actividad inhibitoria sobre 

NF-κB activado por FNTα en queratinocitos normales epidérmicos humanos y en células 
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de carcinoma epidérmico humano (A431) (223). Estos resultados sugieren que los 

compuestos fenólicos (como los derivados de catequina y epicatequina) incluidos en el 

extracto (29) podrían ser los responsables de la inhibición del NF-κB activado por FNTα en 

células 5.1 (Fig. 8) y Jurkat (Fig. 9) mostrados en el presente estudio. Estos resultados se 

corresponden con aquellos publicados por otros autores que evaluaron el efecto de 

numerosos extractos o compuestos aislados, a los que se les ha encontrado actividades 

antioxidante y(o) anti-inflamatorio, en estas líneas celulares (367, 368, 369, 370, 371, 372). 

Recientemente, un extracto de Cratoxylum cochinchinense fue evaluado en células Jurkat 

para demostrar sus propiedades antioxidantes las que fueron atribuidas a la mangiferina, 

compuesto mayoritario en dicho extracto (373).  

Recientemente, el componente mayoritario del extracto de M. indica, la mangiferina, 

también bloqueó la activación del NF-κB inducida por el FNTα y genes dependientes de 

NF-κB como COX-2 e ICAM-1. Este efecto estuvo mediado por la inhibición de la 

activación de IKK y posterior bloqueo de la fosforilación y degradación de IκB (374). Dicha 

inhibición está relacionada con la supresión de la fosforilación y degradación de IκBα, la 

translocación nuclear de la sub-unidad p65 de NF-κB y la fosforilación de p65. Estos 

autores encontraron además, que existen diferentes vías por las cuales mangiferina inhibe 

la activación de NF-κB inducida por el FNTα. Esta involucra la interacción secuencial del 

receptor del FNTα con TRADD, TRAF2 y NIK, los que posteriormente activan IKK, y 

esta a su vez fosforila IκBα. La activación de NF-κB requiere de una fosforilación 

secuencial, una ubiquitinación y una degradación de IκBα. Mangiferina bloquea la 

activación de IKK, seguida de la fosforilación de IκBα y su degradación; lo que indica que 

el efecto de la mangiferina sobre el NF-κB pudiera ser debido a la inhibición de la 

fosforilación y a la proteolisis de IκBα. En este estudio también se atribuye este efecto 
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inhibidor de las cinasas a la acción antioxidante que presenta la mangiferina, teniendo en 

cuenta que la activación de NF-κB y sus cinasas asociadas, como IκBα (IKK), en muchos 

casos depende de la producción de EROs (375), estos compuestos antioxidantes, muchos de 

ellos presentes en el extracto de M. indica, pudieran ejercer su acción a través de sus 

potentes efectos secuestradores de EROs. 

Además, en este estudio la mangiferina inhibió la fosforilación y translocación al núcleo de 

p65 inducido por FNTα, así como la activación de NF-κB inducida por otros agentes pro-

inflamatorios como PMA, ceramide y LPS. Esta xantona glicosilada, al igual que otros 

agentes antioxidantes conocidos, como n-acetilcisteína y pirrolidona ditiocarbamato, inhibe 

la generación de intermediarios reactivos de oxígeno inducidos por FNT. Ya que se conoce 

que los niveles intracelulares de GSH modulan los niveles de NF-κB, en este estudio se 

comprobó que la mangiferina aumenta los niveles de GSH al menos dos veces más que los 

otros antioxidantes y que, al mismo tiempo, esta decreció los niveles de GSSG e 

incrementó la actividad de la catalasa (374). El extracto de M. indica, al ser un potente 

antioxidante, podría ejercer su acción de la misma manera que su componente mayoritario 

(mangiferina), a través de la inhibición de la fosforilación de IκBα. Además, esta 

capacidad de mangiferina de inhibir NF-κB e incrementar los niveles de GSH, al igual que 

el extracto de M. indica (32), la convierten en un candidato prometedor para la terapia 

antioxidante y anti-inflamatoria.  

El extracto de M. indica también contiene entre 0,03 y 0,08 % de Se (257). El Se, como ya se 

ha dicho, es un componente esencial de la familia de las enzimas GPx y tioredoxina 

reductasa, importantes enzimas antioxidantes que catalizan la reducción de hidroperóxidos 

producidos por especies oxidadas tales como superóxido y lipoperóxidos (376). Estas 

enzimas están involucradas en muchos procesos bioquímicos tales como la protección 

contra el estrés oxidativo y la regulación en la expresión de genes basadas en el proceso 
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redox (377). El Se también modula la actividad de NF-κB en células T humanas tratadas con 

LPS y en células de adenocarcinoma de pulmón a través de un mecanismo diferente que 

involucra el estado redox de residuos cisteínicos específicos de NF-κB y selenoproteínas, 

como tioredoxina (378). Además, el papel citoprotector de tioredoxina en modular el enlace 

al ADN de los factores transcripcionales tales como NF-κB, AP-1, p53 y PEBP-2 coincide 

con la translocación incrementada de esta proteína al núcleo de las células sometidas a un 

estrés inflamatorio (379, 380). Los resultados del presente estudio sugieren que el extracto de 

M. indica pudiera también modular la activación del NF-κB por el contenido de Se 

presente en el extracto. Como las concentraciones de Se en pacientes con artritis 

reumatoide son relativamente bajas (381), y está demostrada tanto la importancia de la 

inhibición de la activación de NF-κB como el efecto del extracto en modelos 

experimentales en esta patología (datos no mostrados), dicho extracto podría ser de utilidad 

como un suplemento de Se en estos pacientes.  

La inhibición de NF-κB puede ser útil además en el tratamiento de enfermedades agudas 

(como el choque séptico). El síndrome de choque séptico está asociado con una activación 

masiva del NF-κB. Existen otras evidencias del papel que desempeña el NF-κB durante la 

artritis reumatoide (164) y la importancia del NF-κB durante la enfermedad inflamatoria 

intestinal (p. ej. enfermedad de Crohn). Otras enfermedades inflamatorias como el 

Alzheimer también involucran la activación de NF-κB (382). El extracto de M. indica podría 

ser de interés terapéutico para desarrollar fármacos que sean capaces de interferir con la 

sobre-expresión de las citocinas pro-inflamatorias y la actividad de NF-κB. 

Los resultados de estos ensayos demuestran que el extracto de M. indica es un inhibidor 

específico de NF-κB activado por FNTα y un supresor de la proliferación de células T 
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inducida por superantígeno. Estos resultados muestran las bases moleculares por las cuales 

el extracto ejerce sus efectos inmunomodulador y anti-inflamatorio. 

Constituye un hallazgo científico importante el hecho de que el extracto de M. indica 

inhiba la actividad de unión de NF-κB al ADN de líneas celulares específicas. Además, 

estos resultados indican que dicho extracto podría regular la expresión temprana de los 

genes del FNTα inducidos por los componentes estructurales de las bacterias (como en el 

caso del choque séptico inducido por LPS), a través de la regulación de NF-κB. 

Estos resultados evidenciaron una disminución significativa de la producción del FNTα 

tanto en modelos in vivo como in vitro, en presencia del extracto de M. indica y son 

consistentes con los efectos observados sobre la inhibición de la actividad de unión del NF-

κB e indican que dicho extracto puede regular la producción del FNTα mediante la 

inhibición de la actividad de unión al NF-κB. 

En resumen, los resultados obtenidos en este estudio, mediante el empleo de diferentes 

modelos de inflamación in vivo e in vitro, permiten concluir que, además del potente 

efecto antioxidante ya demostrado para el extracto, este posee actividad anti-inflamatoria y 

que contribuye de manera decisiva en esta acción farmacológica, su efecto regulador sobre 

la producción de citocinas proinflamatorias, como el FNTα, y del radical libre ON en 

macrófagos; así como su acción moduladora sobre la FLA2, la biosíntesis de especies 

derivadas de la activación de la vía metabólica del AA (PGs y LTs), el NF-κB (Fig. 10) y 

la proliferación de linfocitos T. Parte de estos efectos, probablemente, sean el resultado de 

la acción de las especies polifenólicas mayoritarias presentes en el extracto, y en particular, 

la que realiza la mangiferina. Aunque no debe descartarse el aporte que deben realizar a 

esta acción anti-inflamatoria los otros componentes presentes en el extracto, como los 

terpenoides, los ácidos grasos y los microelementos. Es importante destacar, que los 
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estudios realizados in vitro permitieron comprobar una mayor inhibición para el extracto 

de M. indica en relación con la mangiferina aislada de él, sobre el FNTα, los nitritos y la 

FLA2. Esto podría justificarse por la contribución que al efecto anti-inflamatorio descrito 

realizan todos los componentes del extracto, acciones estas que la mangiferina por si sola 

no logra desarrollar al mismo nivel.  

Como se ha visto anteriormente, recientes datos de publicaciones científicas demuestran 

que los extractos o compuestos derivados de plantas presentan actividades anti-

inflamatorias importantes y muchas de sus acciones están relacionadas con la inhibición de 

la cascada del ácido araquidónico (tales como FLA2, PGs y LTs), de radicales libres (como 

el ON) y de citocinas pro-inflamatorias (como el FNTα), por controlar fundamentalmente 

la expresión de genes de estas sustancias proinflamatorias relevantes involucradas en la 

génesis y el mantenimiento de la inflamación. Como se discutió anteriormente, muchos 

desórdenes inflamatorios como la sepsis, la artritis reumatoide y el asma están íntimamente 

asociadas con un desbalance de algunos de estos mediadores; así como con un exagerado 

influjo celular hacia los sitios inflamados. De hecho, la industria farmacéutica hace 

esfuerzos para identificar nuevas entidades moleculares, relevantes terapéuticamente, 

capaces de modular las respuestas activadas por estos mediadores. Estos agentes podrían 

ser útiles no solamente para el tratamiento de enfermedades inflamatorias, si no también 

para el control de otras enfermedades que presentan un origen inflamatorio, tales como la 

aterosclerosis, la enfermedad de Alzheimer, entre otras. Aunque algunos moduladores de 

estos mediadores (por ejemplo, bloqueadores selectivos del receptor de FNTα, inhibidores 

selectivos o no de COX-1 y 2, etc.) han sido empleados clínicamente, el uso de estos 

presenta algunas desventajas, especialmente referidas a su alto costo, importantes efectos 

adversos y ruta de administración (para algunos la terapia efectiva requiere de dos 

administraciones sub-cutáneas a la semana). En este contexto, el desarrollo de agentes 
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terapéuticos basado en compuestos derivados de plantas o sus extractos podrían tener 

beneficios. De este modo, usados solos o en combinación con otros fármacos anti-

inflamatorios disponibles, ellos permitirían una reducción de los costos y(o) efectos 

adversos y, posiblemente podrían conducir a una elevación en la eficacia del tratamiento.   

Las propiedades anti-inflamatorias del extracto acuoso de M. indica, obtenido en el Centro 

de Química Farmacéutica y demostradas por primera vez en el presente estudio, además de 

constituir un hallazgo novedoso, fundamentan científicamente el posible uso de dicho 

extracto como suplemento nutricional para el mejoramiento de la calidad de vida de 

diferentes grupos poblacionales. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Mecanismos asociados al proceso inflamatorio y su modulación por el extracto acuoso 
de Mangifera indica L.  
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

5.1. CONCLUSIONES 

1. El extracto acuoso de Mangifera indica L., administrado por vía oral durante tres 

meses, produce una acción inhibitoria sobre los edemas plantares, y la producción del 

FNTα en sus exudados, inducidos por carragenano y LPS que son dependientes de la 

dosis.  

2. El extracto acuoso de Mangifera indica L. inhibe la producción de la citocina 

proinflamatoria FNTα en un modelo murino de choque endotóxico inducido por LPS, 

que depende del tiempo de aplicación del extracto. Se comprobó que el extracto 

desarrolla esta acción a partir de una inhibición sobre la expresión del transcripto 

primario (ARNm) de dicha citocina. 

3. El efecto anti-inflamatorio del extracto acuoso de Mangifera indica L. se explica, al 

menos en parte, por la inhibición que produce, con un efecto dependiente de la dosis 

utilizada, de la producción de la citocina proinflamatoria FNTα, el radical libre ON y 

los prostanoides PGE2 y LTB4 en macrófagos y microglia activados. La acción anti-

inflamatoria del extracto también podría explicarse por la inhibición que ejerce sobre la 

FLA2; así como la proliferación de linfocitos T. 

4. La inhibición producida por el extracto acuoso de la corteza de Mangifera indica L. 

sobre la activación del factor de transcripción nuclear NF-κB contribuye a explicar, a 

nivel molecular, las actividades biológicas atribuidas a dicho extracto. 
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5.2. RECOMENDACIONES 

1. Estudiar la acción del extracto de M. indica, tanto in vitro, como in vivo, sobre la 

producción de otras citocinas proinflamatorias, como IL-1, IL-6 e IL-8, entre otras. 

2. Comprobar que el extracto no active, de algún modo, la biosíntesis de citocinas que 

participan en los mecanismos anti-inflamatorios, como IL-4 e IL-10. 

3. Estudiar la acción directa del extracto en modelos in vivo sobre la producción de 

eicosanoides (PGs y LTs) y sobre las enzimas responsables de la formación de ellos 

(COX y LOX). 

4. Profundizar en la acción del extracto sobre la vía metabólica L-arginina - óxido nítrico, 

determinar si ejerce alguna acción sobre la ONSc y esclarecer la acción in vitro e in 

vivo sobre la ONSi. 

5. Explorar la participación de otros agentes involucrados en la respuesta inflamatoria 

(cininas, PAF, histamina, serotonina, AMPc, GMPc, sustancia P, etc.) como posibles 

blancos de la acción anti-inflamatoria y anti-nociceptiva del extracto de M. indica. 

6. Evaluar la potencialidad del extracto de M. indica. en modelos experimentales de 

inflamación crónica, colitis ulcerativa, artritis reumatoide y modelos de 

neurodegeneración. 

7. Investigar la posible interacción del extracto de M. indica. con otros factores de 

transcripción que desempeñan un papel importante en procesos inflamatorios e 

inmunológicos. 

8. Desarrollar ensayos clínicos controlados con vistas a confirmar las acciones de este 

suplemento nutricional en patologías o desórdenes relacionados con el proceso 

inflamatorio, y comprobar si los efectos inhibitorios sobre los mediadores 

inflamatorios, se manifiestan en humanos tratados con este extracto de M. indica. 
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ABREVIATURAS UTILIZADAS 

5-ASA:  Acido 5-aminosalicílico 

5HT:   5-hidroxitriptamina o serotonina 

AA:   Acido araquidónico 

ADN:  Acido desoxirribonucléico 

AINE:  Anti-inflamatorio no esteroidal 

AMPc:  Adenosina monofosfato cíclico 

ANOVA: Análisis de varianza 

ARN:  Acido ribonucléico 

ARNm: Acido ribonucléico mensajero 

CI50:  Concentración inhibitoria 50 

COX:  Ciclooxigenasa 

CQF:  Centro de Química Farmacéutica 

DE50:  Dosis efectiva 50 

DMEM:  Dulbecco´s modified eagle medium (medio de cultivo celular) 

DMSO:  Dimetil sulfóxido 

Dox:  Doxiciclina 

DSTF:  Disolución salina tamponada con fosfato 

DTT:  Ditiotreitol 

EDTA:  Acido etilenodiaminotetracético 

e.e.m.:  Error estándar de la media 

EIA:  Inmunoensayos enzimáticos 

EMSA:  Ensayo de cambio de movilidad electroforética 

EROs: Especies reactivas del oxígeno 

EU:  Estados Unidos 



FAP:   Factor activador plaquetario 

FCS:  Suero fetal de ternera 

FLA2:   Fosfolipasa A2 

fMLP:  Péptido metionil n-formilado (n-formil-metionil-leucil-fenilalanina) 

FNTα:  Factor de necrosis tumoral alfa 

GDP:  Guanosina difosfato 

GMPc:  Guanosina monofosfato cíclico 

G3PDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa 

GPx:   Glutatión peroxidasa 

GSH:   Glutatión reducido 

GSSG:  Glutatión oxidado 

GTP:  Guanosina trifosfato 

H2O2:   Peróxido de hidrógeno 

[3H]dThd: Deoxitimidina marcada 

HEPES:   Acido4-(2-hidroximetil)-1-piperazin-etanosulfónico  

HOCl:   Acido hipocloroso 

HPETE:  Acido hidroperoxieicosatetraenoico 

ICAM-1:  Molécula de adhesión intercelular-1 

IFNγ:   Interferón gamma 

Ig:  Inmunoglobulina 

IL:  Interleucina 

IL-1R:  Receptor de IL-1 

i.p:  Intraperitoneal  

I-R:  Isquemia-reperfusión  

L-NMMA: N-monometil-L-arginina 



LOX:   Lipoxigenasa 

LPMN:  Leucocitos polimorfonucleares 

LPS:  Lipopolisacárido o endotoxina de la pared bacteriana 

LT:   Leucotrieno 

MMPs:  Metaloproteinasas de la matriz  

MTT:  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio 

NADPH:   Fosfato de dinucleótido nicotinamida-adenina 

NDGA:  Acido nordihidroguaiarético 

NF-κB:  Factor de transcripción nuclear κB 

NP-40:  Nonidet (agente no iónico, detergente) 

ON:  Oxido nítrico 

ONS:   Oxido nítrico sintasa 

32P:  Fósforo 32 radioactivo 

PBMC:  Células mononucleares periferales humanas 

PMA:  Acetato de forbol miritilo 

PMSF: Sulfonilfluoruro de fenilmetano  

p.o:  Vía oral 

PG:  Prostaglandina 

RU:  Reino Unido 

Se:   Selenio 

SEB:  Enterotoxina B de Staphylococcus aureus 

SNC:  Sistema nervioso central 

TBS:  Disolución tamponada con Tris 

TCR:  Receptor de células T 

TPA:   Tetradecanoil forbol acetato 



TX:   Tromboxano 

VCAM: Molécula de adhesión vascular 


