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ReSUMen

Objetivo: Evaluar la acción antiinflamatoria de la capsaicina en la producción del factor de necrosis tumoral de tipo alfa 
(TNF-α) en células mononucleares de sangre periférica de rata (CMSP), previamente estimuladas con lipopolisacáridos 
(LPS). Materiales y métodos: Las CMSP provinieron de ratas hembras de la cepa Sprague-Dawley de 8-14 semanas, 
se obtuvieron por gradiente de centrifugación y se estimularon o no con LPS (100 ng/mL) por 24 h considerándolas 
como grupos control positivo y negativo de la producción de TNF-α, respectivamente. Dos horas antes de la estimulación 
con LPS otros grupos de CMSP fueron tratados con capsaicina (pureza mínima de 97%, SIGMA) a concentraciones 
de 0,01 μM; 0,1 μM y 1μM (grupos de evaluación). Los niveles de TNF-α	 se determinaron por ELISA en el sobrena-
dante del cultivo celular. El análisis estadístico se realizó por ANOVA y prueba de Tukey para comparaciones múltiples. 
Resultados: Los niveles de TNF-α a las concentraciones de capsaicina de 0,01 μM y 0,1 μM no mostraron cambios 
significativos respecto al control positivo; sin embargo, a 1μM se produjo una disminución de 21,9% (p<0,05) de esta 
citokina. Conclusión: La capsaicina evidencia un efecto antiinflamatorio al disminuir los niveles de TNF-α una citokina 
pro inflamatoria en un modelo in vitro en cultivos celulares.
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ABStRACt

Objective: Anti-inflammatory actions of capsaicine for the production of tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) in 
lipopolysaccharide (LPPS)-stimulated mononuclear cells from peripheral blood of rats. Material and methods: The 
aforementioned cells were obtained from Sprague-Dawley female rats, 8 to 14 weeks old, they were obtained using a 
centrifugation gradient and some of them were stimulated with LPPS (100 ng/mL), and some were not, so they were 
classified as positive and negative control groups according to TNF-α production. Two hours before stimulation with LPPS, 
other groups of mononuclear cells from peripheral blood of rats were treated with capsaicine (minimal purity, 97, SIGMA) 
in 0,01 μM, 0,1 μM, and 1 μM concentrations (groups for assessment). TNF-α levels were determined using an ELISA 
test in the supernatant of the cell culture. Statistical tests were performed using ANOVA and Tukey’s test for multiple 
comparisons. Results: TNF-α levels at 0,01 and 0,1 μM capsaicine concentrations did not show significant changes 
with respect to positive controls; however, at 1 μM there was a 21,9% reduction (p<0.05) in TNF-α levels. Conclusion:
There is evidence showing that capsaicine exerts an anti-inflammatory effect when TNF-α levels are reduced, being the 
latter a pro-inflammatory cytokine in an in vitro model using cell cultures.
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ARtÍCULo oRiginAL

 intRodUCCión

Capsicum annuum, es una planta que pertenece a la 
familia Solanacea, conocida comúnmente como “ají 
de trueno”, un tipo de pimiento que es frecuentemente 
usado en la preparación de comidas de uso común en 
la selva de Bagua, en la región nororiental del Perú, 
pero, además es usada tradicionalmente en fitoterapia 
en forma de loción de uso tópico. Uno de sus principales 
componentes es la capsaicina (8-metil-N-vanilil-6-none-
namida; C

18
H

27
NO

3
), sustancia que pertenece a la familia 

de los vaniloides1,2. 

La capsaicina estimula los termoceptores y nociceptores 
polimodales como el receptor de neuronas sensoriales 
cutáneas (Vanilloid Receptor 1, VR1), incrementando 
la liberación masiva de neuropéptidos, incluyendo la 
sustancia P,  responsable de la transmisión de señales 
de dolor1,3. 

Por tanto, inicialmente la capsaicina causaría dolor; sin 
embargo, este síntoma tiende a disminuir con aplicacio-
nes sucesivas, las que reducen drásticamente los neu-
ropéptidos y la inflamación4-6. Asimismo, la capsaicina 
ha demostrado un efecto antiinflamatorio al disminuir 
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la producción de moléculas pro inflamatorias como la 
ciclooxigenasa tipo 2 (COX-2), prostaglandina (PGE2), 
óxido nítrico sintetasa inducible (iNOS), también causa 
alteraciones en las concentraciones de IkB,	 	molécula 
que está implicada en la transcripción mediada por 
NFκB en macrófagos peritoneales murinos estimulados 
con LPS7. Sin embargo, su acción sobre citokinas pro o 
antiinflamatorias no ha sido previamente evaluada.

En este estudio demostramos que el tratamiento de 
células mononucleares de sangre periférica de ratas 
(CMSP) con capsaicina presenta un efecto antiinflama-
torio al disminuir la producción de TNF-α una citokina 
pro inflamatoria, la cual tiene un papel importante en los 
procesos inflamatorios agudos y crónicos.

MAteRiAL Y MÉtodoS

ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN

Se emplearon ratas hembras Sprague-Dawley de 8 - 14 
semanas, cuyo peso vivo promedio fue 194 ± 28,6 g, las 
que se obtuvieron del bioterio de la Universidad Peruana 
Cayetano Heredia, Lima. El bioterio mantiene líneas de 
ratas con parámetros estándar en cuanto a su reproduc-
ción y características adecuadas de mantenimiento de 
la línea. Los animales fueron mantenidos en cajas de 
polipropileno en el bioterio en mención, y alimentados 
con suplemento balanceado y agua ad libitum. Los ani-
males fueron tratados respetando los principios éticos 
adoptados en la norma bioética de la Asociación Médica 
Mundial sobre el Uso de Animales en la Investigación 
Biomédica, adoptada por la 41ª Asamblea Médica Mun-
dial, Hong Kong, 19898.

OBTENCIÓN DE CMSP 

Las ratas fueron anestesiadas con Halatal, 1mL/2,5 kg 
por vía intravenosa en la base de la cola, para obtener 10 
mL de sangre periférica por punción cardiaca con jeringa 
con EDTA9. La sangre obtenida fue diluida en solución 
de Hanks (Gibco, 14170-088). Las CMSP se separaron 
por gradiente de centrifugación con Histopaque (SIGMA 
1083; 1,083 g/dL), por técnicas convencionales previa-
mente descritas9.

CULTIVO CELULAR Y GRUPOS DE EXPERIMENTA-
CIÓN

Las CMSP obtenidas fueron inmediatamente cultivadas 
en medio RPMI-1640 (GIBCO, 13018-015) con suero 
bovino fetal al 10% (Gibco, 10270106®). Se le adicionó 
penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100μg/mL (Gibco, 
15140-122). Se cultivó por triplicado 100 μL de sus-

pensión para obtener una concentración final de 1x106 
CMSP/pozo en placas de cultivo de fondo en U (Falcon 
BD®). Seguidamente se agregaron 25μL de fitohema-
glutinina 10μg/mL (SIGMA, L9017®) y se incubaron a 
37 ºC, con 5% CO

2
 por 72h, al cabo de las cuales se 

establecieron los siguientes grupos: 

Grupo 1. CMSP tratadas con el diluyente de capsaicina 
(etanol) y no estimuladas con LPS (100 ng/mL) (control 
negativo); 
Grupo 2. CMSP tratadas con el diluyente de capsaicina 
y estimuladas con LPS (control positivo de producción 
de TNF-α); 
Grupo 3. CMSP tratadas con capsaicina 0,01 μM, esti-
muladas con LPS;
Grupo 4. CMSP tratadas con capsaicina 0,1 μM, esti-
muladas con LPS; 
Grupo 5. CMSP tratadas con capsaicina 1 μM, estimu-
ladas con LPS.  

TRATAMIENTO DE LAS CÉLULAS Y ESTIMULACIÓN 
CON LPS

La capsaicina fue de SIGMA-ALDRICH St. Louis Mo, 
USA, M-2028, con una pureza mínima de 97%. Se 
preparó una solución stock (0,1 mg/mL) usando como 
diluyente al etanol10. Luego de la colocación de las CMSP 
en placas de microtitulación de fondo en U, los diferentes 
grupos fueron tratados por 2h con capsaicina o su dilu-
yente, como se indicó previamente. En todos los casos, el 
volumen de diluyente o capsaicina fue de 1% del volumen 
total por pozo. Luego se realizó la estimulación durante 
24h a 37 ºC y 5% CO

2
 con o sin LPS 100ng/mL (25 μL) 

de E. coli 055:B5 (SIGMA, L2880). Al finalizar el tiempo 
de incubación se tomaron los sobrenadantes de los res-
pectivos grupos y se almacenaron a -20 ºC hasta el día 
del ensayo de ELISA para la medición de TNF-α.

MEDICIÓN DE CITOKINAS POR ELISA

En cada grupo se analizaron los sobrenadantes del 
cultivo celular para la medición de los niveles de TNF-α 
por enzima inmuno ensayo tipo sándwich (Opt EIA Rat 
TNF-α ELISA kit - Pharmingen), de acuerdo con las ins-
trucciones del fabricante. Previamente, los estándares de 
TNF-α y los sobrenadantes de cultivo fueron agregados 
a los respectivos pocillos revestidos con anticuerpos 
monoclonales específicos para TNF-α de rata, cualquier 
TNF-α presente se unirá al anticuerpo inmovilizado. 
Luego de un período de incubación los pocillos fueron 
lavados y se les adicionó un segundo anticuerpo bioti-
nilado anti-TNF-α de rata, produciéndose una reacción 
anticuerpo-antígeno-anticuerpo (sandwich). Después de 
un segundo lavado se adicionó un conjugado conformado 
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por una enzima peroxidasa de rábano picante unida a 
avidina. Los pozos se lavaron nuevamente y se adicionó 
la solución sustrato TMB, la que produce una coloración 
azul directamente proporcional a la cantidad de TNF-α 
presente en los estándares y sobrenadantes, tras detener 
la reacción con una solución de ácido sulfúrico 1N se 
obtuvieron las lecturas a 450 nm en un espectrofotómetro 
(BioRad Microplate Reader).

ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Los experimentos fueron realizados por triplicado. Los 
resultados son presentados como el promedio ± EEM 
(error estándar de la media). El análisis estadístico fue 
realizado con el software SPSS 11.0.1, se consideró 
p<0,05 como estadísticamente significativo. Las com-
paraciones entre grupos fueron hechas por el análisis 
de varianza ANOVA de una vía, si se encontraban dife-
rencias significativas se realizaron las comparaciones de 
medias a través de la prueba de comparación múltiple 
de Tukey. 

ReSULtAdoS

En la figura 1, se puede observar que en el grupo 1 
se produce en forma espontánea sólo niveles basales 
de TNF-α En el caso del grupo 2, en el cual se usó el 
vehículo diluyente de capsaicina (etanol absoluto), pero 
se le adicionó LPS, que es un potente estimulador de 
la producción de TNF-α, se apreció un aumento en la 
producción de esta citokina lo cual evidencia el funcio-
namiento del sistema experimental. 

En los demás grupos, los resultados demuestran que 
la capsacina a concentraciones de 0,01 μM y 0,1 μM 

no inhibe la producción de TNF-α cuando las CMSP se 
enfrentan a LPS. Sin embargo, a la concentración de 
1 μM se puede apreciar una disminución leve (21,9%, 
p<0,024) de los niveles de TNF-α,	comparado con el 
grupo control estimulado con LPS (162,0 pg/mL vs 126,6 
pg/mL respectivamente).

diSCUSión

Utilizando nuestro modelo in vitro, hemos observado el 
efecto de capsaicina, uno de los principales componentes 
del Capsicum annum un producto natural de uso tradicio-
nal. Algunas propiedades antiinflamatorias de capsaicina 
ya habían sido previamente evaluadas por Kim et al.7, 
quienes demostraron que la capsaicina a través de su 
acción sobre la vía del NF-kB evita la translocación de 
este factor de trascripción, con lo cual no es posible 
que se activen los genes que dan origen a moléculas 
pro inflamatorias como prostaglandinas, o enzimas con 
actividad pro inflamatoria como ciclooxigenasas, óxido 
nítrico sintetasa inducible, entre otras. Sin embargo, el 
efecto sobre la producción de TNF-α no ha sido pre-
viamente evaluado, lo cual es altamente probable que 
suceda, teniendo en cuenta que usa similares vías de 
activación que las anteriores moléculas.

Una alternativa para el estudio de procesos inflamatorios 
crónicos es el uso de modelos in vitro e in vivo. Sandoval 
et al. usaron células RAW264.7 para estudiar in vitro la 
inhibición de la síntesis o liberación de TNF-α inducida 
por LPS de un producto natural (uña de gato)11. 

El modelo en ratas MHC-susceptibles a la inducción de 
artritis por colágeno semeja características histológicas 
e inmunológicas propias de este proceso en el humano, 
como la formación de panus, erosión del cartílago e in-
filtración celular y la elevada producción de citokinas y 
moléculas pro inflamatorias, respectivamente12,13. 

Asimismo, Aguilar et al. usaron el modelo del edema 
plantar agudo con carragenina en ratones BALB/c para 
estudiar la actividad antiinflamatoria de extractos natu-
rales14. Mediante el uso de LPS (un antígeno de origen 
bacteriano) hemos reproducido el elevado nivel de la 
citokina TNF-α característico de los procesos inflamato-
rios crónicos. Sería importante que estudios posteriores 
puedan demostrar el efecto antiinflamatorio de capsicum 
en estos modelos.

El tratamiento de los grupos control con el vehículo 
diluyente (etanol absoluto) nos permite concluir que no 
ejerce aumento en la producción de esta citokina por 
lo que resulta inocuo su uso como tal. Asimismo, es 
importante indicar que tanto la capsaicina a las con-
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Figura 1. Producción de TNF-α en células mononucleares 
de sangre periférica de rata estimuladas con lipopolisacárido 
(LPS) según concentración de capsaicina. 1: Control sin LPS, 2: 
Control con LPS; 3: Capsaicina 0,01μM con LPS; 4: Capsaicina 
0,1μM con LPS; 5: Capsaicina 1μM con LPS. Los valores son el 
promedio ± EEM de tres réplicas por grupo. * p<0,05 compara-
das con grupo control con LPS(2), ANOVA y Test de Tukey.
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centraciones mencionadas y su diluyente a un volumen 
que represente el 1% del volumen usado por pocillo de 
cultivo celular evitará los efectos tóxicos producidos por 
el etanol absoluto usado a mayor volumen.

Se estudió tres concentraciones de capsaicina (0,01μM; 
0,1μM; 1μM) para evaluar su efecto sobre la producción 
de TNF-α en CMSP. Hemos encontrado que a la concen-
tración de 1 μM se obtiene una disminución de 21,9% de 
la producción de TNF-α en CMSP estimuladas con LPS. 
Podría argumentarse que este efecto se deba a la acción 
de capsaicina sobre la vía del NF-KB; sin embargo, no se 
descarta su acción sobre otras vías que intervienen en la 
producción de esta citokina como Fosfatidilinositol 3-ki-
nasa, Protein kinasa C, Mitogen-Activated Protein (MAP) 
kinase, ERK (Extracelular signal-Regulated Kinase), JNK 
(c-Jun N-terminal Kinase), p38, BMK1/ERK5.

Nuestro estudio evaluó concentraciones de capsaicina 
en un rango relativamente estrecho, por lo cual es ne-
cesario investigar que es lo que ocurre a mayores con-
centraciones, también es preciso descartar el hecho que 
a concentraciones mayores esta disminución se podría 
deber a algún efecto citotóxico del compuesto (capsaici-
na) y finalmente, además, sería importante trabajar con 
el extracto proveniente del Capsicum annum, según la 
medicina tradicional.
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