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ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITY OF OLIVE
SEED POLYPHENOLIC EXTRACT IN THE
THP1-XBLUE-CD14 HUMAN MONOCYTES

CELL LINE

Abstract

The aim of this study was to assess the anti-inflamma-
tory activity of a polyphenolic extract from olive pits.

Material and methods: The THP1-XBlue-CD14 (invi-
vogen) cellular line, 80,000 cells/well, was incubated and
inflammation (activation of NF-kb) was produced with
0.1 mg/mL of LPS (lipopolysaccharide from E. coli) for 24
hours. We assessed the presence of the extract (10 and 50
mg/L, biologically safe concentrations) for 2 hours at 37º
C, before (preventive effect) and after (therapeutic effect)
the proinflammatory activation, and the activity of alka-
line phosphatase, which is expressed under the control of
the NF-kb transcriptional factor, was quantified by colo-
rimetry. The percentage of activity of NF-kb as preven-
tive effect and therapeutic effect was assessed by compa-
ring it to control cultures of cells with LPS and without
extract, which are considered 100% of NF-kb.  

Results: The preventive anti-inflammatory capacity of
the extract at 50 mg/L was 25.5% (95% CI: 16.8-34.2)
and the therapeutic effect 34.9% (95% CI: 25.3-44.4) for
the same concentration, without any significant activity
at 10 mg/L. 

Conclusion: An activity of polyphenols extracted from
olive pits is shown, both in preventing inflammation and
therapeutically eliminating inflammation through inhibi-
tion of NF-kB factor previously activated by LPS at concen-
trations of 50 mg/L of polyphenols, which previously haven
been shown to be safe.
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Resumen

El objetivo de este trabajo es evaluar la actividad
antiinflamatoria de un extracto de naturaleza polifenó-
lica de huesos de oliva. 

Material y métodos: Se incubó la línea celular THP1-
XBlue-CD14 (invivogen), 80.000 células/pocillo, provo-
cando inflamación (activación de NF-kb) mediante 0.1
µg/ml LPS (lipopolisacárido de E. coli) durante 24 horas.
Se evaluó la presencia del extracto (10 y 50 mg/l, concen-
traciones bioseguras) durante 2 horas a 37 ºC, previa
(efecto preventivo) y posterior a la activación proinflama-
toria (efecto terapéutico) y se cuantificó colorimétrica-
mente la actividad de fosfatasa alcalina, que se expresa
bajo el control del promotor del factor transcripcional de
NF-kb. Se evalúa el % actividad de NF-kb en efecto
preventivo y terapéutico respecto a cultivos control de
células con LPS y sin extracto añadido, que se consideran
100% de NF-kb. 

Resultados: La capacidad antiinflamatoria preventiva
del extracto a 50 mg/l es del 25,5% (IC 95% 16,8-34,2) y el
efecto terapéutico del 34,9% (IC 95% 25,3-44,4) para la
misma concentración, no presentando actividad signifi-
cativa a 10 mg/l. 

Conclusión: Se muestra una actividad de los polife-
noles extraídos de los huesos de aceitunas, tanto preven-
tivo de la inflamación como terapéutico de eliminación de
la inflamación a través de la inhibición del factor NF-kB
previamente activado por LPS a concentraciones de 50
mg/l de polifenoles que previamente se han mostrado
seguras.
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Introducción 

Existe un creciente interés por sustancias con capa-
cidad neuroprotectora, proponiéndose en la bibliogra-
fía distintos mecanismos de acción para explicar dicha
capacidad, entre las que se pueden citar la acción an-
tiinflamatoria, la modulación de vías de señalización
intracelular, la modulación de la expresión de proteí-
nas, la inhibición de las vías apoptóticas o la acción an-
tioxidante1.

Se está produciendo también una tendencia hacia el
consumo de alimentos funcionales, con el consiguiente
desarrollo de alimentos innovadores capaces de influir
sobre la salud2,3. En este sentido, en los últimos años se
han lanzado numerosos productos al mercado con un
menor contenido en grasa total o en grasas perjudicia-
les, un enriquecimiento en compuestos que contribu-
yen a mejorar la salud cardiovascular (fitoesteroles,
DHA, ácidos grasos poliinsaturados, etc.) o bien pro-
ductos dietéticos con alto contenido en fibras con efec-
to saciante que permitan una disminución de la ingesta
y un control del apetito.

Entre los compuestos bioactivos, es patente que los
antioxidantes pueden anular los efectos perjudiciales de
los radicales libres en las células4 y que las poblaciones
que siguen una dieta de frutas y vegetales ricos en polife-
noles y antocianinas tienen menor riesgo de contraer
cáncer, enfermedades cardíacas y algunas enfermedades
neurológicas5. Sugiriéndose que los compuestos antioxi-
dantes pueden prevenir la degeneración macular6, inmu-
nidad suprimida debido a una nutrición pobre7, y neuro-
degeneración, que son causados por el estrés oxidativo8.
Sin embargo, a pesar del papel claro del estrés oxidativo
en las enfermedades cardiovasculares, el uso de vitami-
nas antioxidantes no han mostrado ninguna reducción
clara en el progreso o riesgo de contraer enfermedades
cardíacas9, sugiriéndose que la combinación con otras
sustancias en las frutas y vegetales (posiblemente los
flavonoides) puedan explicar la mejor salud cardiovas-
cular de quienes consumen más frutas y vegetales10. 

La producción de antioxidantes naturales y los antio-
xidantes que se obtienen con la alimentación, no es su-
ficiente para la mayoría de las personas, por esa razón
muchas compañías alimentarias y de nutracéuticos
venden formulaciones de antioxidantes como suple-
mentos dietéticos y estos son ampliamente consumidos
en los países industrializados11. Estos suplementos pue-
den incluir químicos específicos antioxidantes, como
el resveratrol (de las semillas de uva), hidroxitirosol
procedente de la oliva, combinaciones de antioxidan-
tes, como el “ACES” productos que contienen beta-ca-
roteno (provitamina A), vitamina C, vitamina E y Sele-
nio, o hierbas especiales que contienen antioxidantes,
como el té verde y el jiaogulan. Aunque algunos de los
niveles de vitaminas antioxidantes y minerales en la
dieta son necesarios para la buena salud, hay conside-
rables dudas sobre si los suplementos antioxidantes son
beneficiosos y, en caso afirmativo, que antioxidantes lo
son y en qué cantidades5,12-14. 

Las materias primas del olivo han motivado investi-
gaciones en los últimos años relacionadas con la recu-
peración de antioxidantes de los residuos. Una parte de
ellas se centran en la obtención de efluentes acuosos
del proceso de obtención del aceite de oliva15. En otros
casos, la recuperación de sustancias de interés se cen-
tra en otros tipos de matrices como residuos sólidos16,
pulpa17, hojas18 o madera de olivo19. En general el com-
ponente mayoritario de los extractos de hoja de olivo
es la oleuropeina, también son abundantes las referen-
cias relacionadas con el hidroxitirosol20 que se consi-
dera el principal compuesto derivado de la oleuropeí-
na con incluso una capacidad antioxidante superior15,
si bien la actividad general de los extractos parecen
apoyarse en efectos sinérgicos entre las sustancias que
lo componen.

El objetivo de este trabajo ha sido evaluar el poten-
cial efecto antiinflamatorio, más que de un polifenol
concreto, de la mezcla de polifenoles extraídos de los
huesos de olivas, utilizando para ello el efecto inflama-
torio de los liposacáridos de E. coli sobre un cultivo de
monocitos humanos.

Material y métodos

El estudio de la actividad antiinflamatoria de los ex-
tractos de huesos de olivas se ha realizado utilizando
como biomarcador el factor transcripcional NF-kb, que
se activa en caso de daño celular y transduce la señal
provocando cambios a nivel celular y molecular21. Así
pues, se ha procedido a reproducir el proceso inflama-
torio (activación de NF-kb) y se ha evaluado si la pre-
sencia de los extractos revierten el proceso inflamato-
rio. Para ello, se ha empleado la línea celular
THP1-XBlue-CD14 (invivogen), derivada de monoci-
tos humanos, en la que la enzima fosfatasa alcalina se
expresa bajo el control del promotor del factor trans-
cripcional de NF-kb. La actividad de la fosfatasa alcali-
na puede medirse mediante una reacción enzimática
con técnicas colorimétricas de modo que una mayor ac-
tividad de fosfatasa alcalina se relaciona directamente
con mayor cantidad de NF-kb y por tanto menor efecto
anti-inflamatorio.

Para la realización del ensayo, se siembran las células
en placas multipocillo de 96 pocillos a una concentra-
ción de 80.000 células por pocillo y se incuban con dis-
tintas concentraciones de polifenoles totales del extracto
del huesos de oliva durante 2 horas a 37ºC y 5% de CO

2
.

Posteriormente se añade un activador de NF-kb, LPS 0.1
mg/ml (lipopolisacárido de E.coli) que induce estrés ce-
lular, y se deja incubar durante 24 horas. Tras el período
de incubación se analiza la actividad de NF-kb. Paralela-
mente, el estudio también se ha realizado induciendo pri-
mero la inflamación con LPS (incubación 2 horas) y pos-
teriormente añadiendo el extracto, para observar si es
capaz de revertir el efecto. Se realizaron de cada procedi-
miento dos ensayos independientes y con tres replicas
por ensayo. Las concentraciones de polifenoles totales
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del extracto de huesos de olivas (mayoritariamente hi-
droxitirosol y oleuropeina) se ha utilizado a concentra-
ciones de 10 y 50 mg/l, viables según estudios previos22 y
muy por debajo de la LD50 de 800 mg/l de extracto.

La actividad de NF-kb se mide indirectamente me-
diante un ensayo colorimétrico con el reactivo quanti-
Blue (invitrogen). El reactivo quanti-Blue contiene el
sustrato fosforilado que hidroliza la fosfatasa alcalina,
la actividad de la fosfatasa libera un compuesto cromo-
génico que puede analizarse midiendo la absorbancia a
655 nm. Como la expresión de la fosfatasa alcalina está
dirigida por el promotor de NF-kb, los resultados de ac-
tividad de NF-kb son directamente proporcionales a la
actividad de la fosfatasa alcalina, y la actividad de la
fosfatasa es proporcional a la absorbancia. De modo
que a mayor actividad de NF-kb mayor absorbancia.
La expresión de resultados de actividad de NFkb se re-
aliza respecto a las células control positivo (tratadas
con LPS) haciendo uso de la siguiente fórmula: 

% Actividad de NFkb= (Abs 
655 nm

muestra/
Abs 

655 nm
control LPS) × 100

Resultados

A partir del estudio previo de citotoxicidad22 con el
extracto de olivo y el rango de concentración no tóxica
se evaluó la respuesta del biomarcador factor transcrip-
cional NFkb, relacionando una disminución de la acti-
vidad de NFkb con una potencial actividad antiinflama-
toria. Para ello se ha empleado la línea celular
THP1-Xblue-CD14. El diseño experimental se realizó
considerando dos opciones: efecto preventivo, incuba-
ción con los extractos primero, y posteriormente la in-
ducción de la estimulación del biomarcador (NFkb) con

el tratamiento con LPS. Y la otra opción, efecto terapéu-
tico, estimulación primero del biomarcador (NFkb) e
incubación con los extractos después. Paralelamente a
la evaluación del efecto sobre la actividad de NFkb se
analizó la viabilidad celular para comprobar el estado
de las células después del tratamiento con los extractos,
siendo en todos los casos viables. Los porcentajes de ac-
tividad de NFKb están expresados en la tabla I.

Las células tratadas con LPS se considera que acti-
van a NFkb al 100% y respecto a este valor se expresa
la actividad de NFkb de los cultivos con extracto en
efecto preventivo y terapéutico. 

La capacidad antiinflamatoria del extracto se deter-
minó a partir del efecto evaluado sobre la actividad de
NFKb considerando la disminución de la actividad de
NFkb como potencial actividad antiinflamatoria. Así
pues, el poder antiinflamatorio se estableció de forma
relativa teniendo como referencia de no actividad an-
tiinflamatoria el tratamiento con LPS. Los resultados
se muestran gráficamente en la figura 1, destacando

Actividad antiinflamatoria de un extracto
polifenólico de hueso de olivas en la línea
celular de monocitos humanos...
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Tabla I
Actividad inflamatoria provocada por LPS de E. coli,
cuantificada mediante NFKb, en monocitos humanos
y efectos preventivo y terapáutico de 10 y 50 mg/l de
polifenoles del extracto de huesos de aceitunas. Se

considera 100% de actividad inflamatoria en ausencia
de extracto

% NFKb % NFKb
Media ± SD (IC 95%) Efecto preventivo Efecto terapéutico

Cels + LPS 100,0 ± 8,0 (91,6-108,4)
+ 10 mg/l extracto 109,4 ± 23,6 (84,6-134,2) 91,0 ± 1,6 (89,3-92,7)*
+ 50 mg/l extracto 74,5 ± 8,3 (65,8-83,2)** 65,1 ± 9,1 (55,6-74,7)**

* p < 0,05;  **p < 0,001.

Fig. 1.—Porcentaje de acti-
vidad antiinflamatoria pre-
ventiva y terapéutica de ex-
tracto de polifenoles de
huesos de olivas a 10 y 50
mg/l sobre la inflamación
producida por 0,1 μg/ml de
lipopolisacárido de E. coli en
monocitos humanos.
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una reducción preventiva de la actividad inflamatoria
mediante la adición de 50 mg/l de extracto en un 25,5%
(IC 95% 9,2-41,8), no presentando esta actividad a la
concentración menor de 10 mg/l. En el efecto terapéuti-
co se obtuvieron resultados positivos de poder antiin-
flamatorio sobre la inflamación provocada previamen-
te y en concreto del 34,9% (IC 95% 17,8-52,0) de
disminución con 50 mg/l del extracto.

La comparación entre las dos experiencias, simula-
ción efecto preventivo y terapéutico, muestra la misma
tendencia en los extractos analizados, presentando ca-
pacidad antiinflamatoria significativa a la concentra-
ción de 50 mg/l.

Discusión

El efecto de la alimentación en la salud se atribuye a
la presencia de ciertos compuestos que ejercen una ac-
ción beneficiosa, los compuestos bioactivos. Dada la
importancia de los compuestos bioactivos en los secto-
res de la alimentación y farmacéutico, actualmente
existe un gran interés en la identificación de nuevos
compuestos bioactivos y/o en la identificación de nue-
vas propiedades de los mismos, siendo este el marco de
actuación en el presente trabajo.

La evaluación in vitro e in vivo de compuestos bio-
activos se basa en modelos experimentales que repro-
ducen el proceso biológico de interés, mediante siste-
mas sensibles a factores externos y cuyas posibles
fluctuaciones sean medibles. La herramienta esencial
para el diagnóstico de la bioactividad es la selección
del biomarcador adecuado. En el presente estudio, se
ha utilizado como biomarcador del proceso inflamato-
rio el producido por el lipopolisacárido de E. coli (LPS)
sobre la línea celular THP1-XBlue-CD1421 y el efecto
preventivo y terapéutico que pueden ejercer los polife-
noles extraídos de los huesos de aceitunas, encontrán-
dose un efecto antiinflamatorio, tanto preventivo como
terapéutico a una concentración de 50 mg/l de polife-
noles. Estas células constituyen un modelo homogé-
neo, altamente reproducible y con una alta superviven-
cia de células, frente al empleo de cultivos primarios de
neuronas de ratón de distintas regiones del sistema ner-
vioso, que presentan una muy baja tasa de superviven-
cia en cultivo23,24. 

Los polifenoles contenidos en los extractos proce-
dentes del olivo presentan propiedades antioxidantes
que hacen que sean candidatos para la investigación de
enfermedades neurodegenerativas25. Además tienen
otras actividades biológicas que le confieren importan-
cia dentro de la “Dieta mediterránea“26. Se ha demos-
trado, además de otros efectos beneficiosos, el poder
protector de la ingesta de flavonoides, compuestas fe-
nólicos contenidos en vinos, vegetales y frutas frente a
la demencia27. También se ha encontrado evidencia de
actividad anticancerígena de los polifenoles extraídos
del aceite de oliva28, mediante la utilización de células
de leucemia promielocítica humana, en las que se ob-

serva inhibición de su crecimiento con polifenoles del
aceite de oliva virgen.

Otros autores encuentran efectos positivos también29

en el uso de polifenoles procedentes de las aguas del
procesado de aceituna en la línea celular PC12, así, so-
metiendo a dichas células a estrés oxidativo y midiendo
la citotoxicidad, se observa una citoprotección de las
células cerebrales con los extractos. Y algunos autores
encuentran que los extractos de los residuos del olivo
presentan actividad antioxidante16, mediante ensayos
ORAC y DPPH en células umbilicales endoteliales hu-
manas.

Otros compuestos naturales tienen efectos antiinfla-
matorios como algunos ácidos grasos como el eicosa-
pentanoico, docosahexanoico, linoleico conjugado y
ácidos grasos monoinsaturados, mediante diferentes
mecanismos de actuación30. 

Conclusión: en el presente estudio se muestra una
actividad antiinflamatoria de los polifenoles extraídos
de los huesos de aceitunas, tanto en su aspecto de pre-
vención de la inflamación, como en su efecto terapéuti-
co de eliminación de la inflamación ya instaurada a
concentraciones de 50 mg/l de polifenoles totales que
previamente se han mostrado seguras.
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