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puesto que inhibe débilmente o carece totalmente
de actividad sobre otras fosfolipasas A2 secretoras,
ciclo-oxigenasas y 5-lipoxigenasa. Las PLA2 secre-
toras se liberan en el proceso inflamatorio, contri-
buyendo a la lesión celular caracteŕıstica de la infla-
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DESCRIPCION

Cacospongionolida B, un antiinflamatorio in-
hibidor de fosfolipasa A2 secretora humana.
Antecedentes

Cacospongionolida B, es un nuevo sesterter-
peno aislado de la esponja Fasciospongia caver-
nosa, del mar Adriático. El aislamiento y carac-
terización estructural de este compuesto se han
publicado en el art́ıculo: De Rosa, S. et al. J.
Nat. Prod. 58, 1995, 1776-1780.

Cacospongionolida B

Resumen
El objeto de esta patente es aportar un nuevo

agente antiinflamatorio con un mecanismo de ac-
ción diferente al que poseen los fármacos con-
vencionales. Cacospongionolida B es un inhibi-
dor in vitro de la enzima secretora fosfolipasa A2
(PLA2) sinovial humana (obtenida por recombi-
nación genética). El compuesto posee selectivi-
dad por esta enzima, puesto que inhibe débilmen-
te o carece totalmente de actividad sobre otras
fosfolipasas A2 secretoras, ciclo-oxigenasas y 5-li-
poxigenasa. Las PLA2 secretoras se liberan en
el proceso inflamatorio, contribuyendo a la lesión
celular caracteŕıstica de la inflamación.

Cacospongionolida B es también un inhibidor
de la actividad PLA2 in vivo, en el modelo de
bolsa de aire+zimosán en rata. En otras prue-
bas in vivo, cacospongionolida B ha demostrado
actividad antiinflamatoria en ratón, administrada
por las v́ıas oral o tópica. Cacospongionolida B
también inhibe la migración leucocitaria en los
modelos experimentales de inflamación.

En las pruebas in vitro, inhibe la actividad
fosfolipasa A2 sinovial recombinante humana, con
una CI50 de 4.3 µM, similar a la del inhibidor
de referencia, manoalida (CI50=3,9. µM). Cacos-
pongionolida B es más selectivo que monoalida,
puesto que posee un menor efecto sobre otras fos-
folipasas A2 secretoras: Veneno de abeja ( % in-
hibición a 10 µM: 35,4±1,2 y 62,5±3,8% para
cacospongionolida B y manoalida, respectivamen-
te); no afecta la enzima de veneno de Naja naja,
frente a un 17,0±1,7% de inhibición para manoa-
lida, y en el exudado de bolsa de aire+zimosán
en rata presenta un porcentaje de inhibición a
10 µM: de 36,9±1,4 y 38,4±0,5% para cacospon-
gionolida B y manoalida, respectivamente. Ca-
cospongionolida B no inhibe las actividades ciclo-
oxigenasa-1 (microsomas de plaquetas humanas)
ni ciclo-oxigenasa 2 (microsomas de leucocitos hu-
manos tratados con lipopolisacárido), y es un dé-
bil inhibidor de 5-lipoxigenasa de sobrenadante
de 100.000 g de neutrófilos humanos (36,7±8,8 %
de inhibición a 10 µM).
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Métodos
1. In vivo

1.1 Edema auricular en ratón inducido por
TPA

Se aplicaron 10 µl de una solución de 2.5
µg de TPA en 20 µl de acetona, a la parte
interna y a la parte externa de la oreja dere-
cha de ratones Swiss hembras (20-25 g). Los
productos en estudio se administrron tópi-
camente antes de la aplicación de TPA. La
oreja izquierda fue tratada solamente con
acetona (control). Después de 4 horas los
animales fueron sacrificados por dislocación
cervical y con un sacabocados se retiraron
las secciones centrales de las orejas. La di-
ferencia de peso entre la sección de la oreja
derecha y la de la izquierda, para cada ani-
mal, indica el valor del edema (Carlson,
R.P. et al. Agents Actions 17, 1985, 197-
204). Las secciones se homogeneizaron en
750 µl de suero fisiológico y se centrifugó
a 10.000 g /15 min/ 4◦C, para determi-
nar en los sobrenadantes la actividad mielo-
peroxidasa, mediante una modificación del
método de Suzuki previamente descrita (De
Young, L.M. et al. Agents Actions 26, 1989,
335-341).

1.2 Edema plantar en ratón inducido por carra-
genina

Según la técnica de Sugishita, E. et al. (J.
Pharmacobio-Dynam. 4, 1981, 565-575). Se
utilizaron ratones Swiss hembras (20-25),
mantenidos en ayuno 12 horas antes del ex-
perimento, con agua “ad libitum”. Los fár-
macos o su veh́ıculo (etanol, tween 80, agua
destilada: 5/5/90, v/v/v) se administraron
por v́ıa oral (0,5 ml) 1 h antes de la inyec-
ción de carragenina (0,05 ml; 3 % p/v en
suero fisiológico) en la zona subplantar de
la pata derecha. Los volúmenes de las patas
derecha a izquierda se midieron a las 1, 3 y
5 h después de la inducción del edema me-
diante un pletismómetro (Ugo Basile). El
volumen de edema se expresó como la dife-
rencia entre los volúmenes de la pata dere-
cha y la pata izquierda de cada animal.

1.3 Bolsa de aire en rata (RAP) tratada con
zimosán

Ratas Wistar hembras de unos 150 g, fue-
ron inyectadas s.c. en el dorso con 20 ml
de aire estéril y 3 d́ıas más tarde, la ca-
vidad fue reinflada con 10 ml más de aire
estéril. Después de 3 d́ıas, se inyectó en la
bolsa 1 ml de zimosán al 1 % p/v en suero
fisiológico+veh́ıculo (10 µl etanol: grupo
control) o 1 ml de zimosán al 1 % p/v en
suero fisiológico+compuesto en estudio (di-
suelto en 10 µl de etanol) a la dosis de 1
µmol/bolsa. Otro grupo recibió solamente
1 ml of suero fisiológico +veh́ıculo (grupo
suero). Después de 8 h, los animales se sa-
crificaron por dislocación cervical y se re-
cogió el exudado de la bolsa, en 1 ml de
suero fisiológico (Edwards, J.C.W. et al., J.
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Pathol. 134, 1981, 147-156). La migra-
ción leucocitaria se midió en un contador
Coulter. El exudado se centrifugó a 1.200
g /4◦C/ 10 min, y en los sobrenadantes
se determinaron los niveles de mielopero-
xidasa como se ha indicado anteriormente,
de PGE2 por radioinmunoensayo (Moroney,
M.A. et al., J. Pharm. Pharmacol. 40,
1988, 787-792), y la actividad PLA2, si-
guiendo el método previamente publicado
(Payá et al., Br. J. Pharmacol. 117, 1996,
1773-1779) citado en el apartado in vitro.

2. In vitro

2.1 Actividad PLA2

Se utilizaron membranas de Escherichia coli
CECT 101 marcadas con [3]-ácido oleico,
según una modificación del método de Fran-
son et al. (J. Lipid Res. 15, 1974, 380-388).
La actividad PLA2: veneno de abeja (0,05
U), veneno de Naja naja (0,1 U), RAP +zi-
mosán (10 µl) y recombinante humana (0,03
µg proteina) en 10 µl de volumen fue prein-
cubada 5 min a 37◦C, con 250 µl de 100
mM Tris-HCl, 1 mM CaCl2 pH 7,5 y 2,5 µl
de solución del compuesto en estudio o su
veh́ıculo (metanol). Se incubó después 15
min a 37◦C en presencia de 10 µl de mem-
branas marcadas. Se detuvo la reacción al
añadir 100 µl de una solución fŕıa de al-
búmina sérica bovina al 0.25 % en suero fi-
siológico, para dar una concentración final
del 0,07 % p/v. Se centrifugó a 2.500 g
/10 min/ 4◦C, y se determinó la radiactivi-
dad en los sobrenadantes mediante centelleo
ĺıquido (Payá et al., Br. J. Pharmacol. 117,
1996, 1773-1779).

2.2 Citotoxicidad en neutrófilos humanos

La liberación de lactato deshidrogenasa se
determinó midiendo la oxidación de NADH
(Bergmeyer, H.U. & Bernt, E, Methods of
enzymatic analysis, 2nd Ed., ed. Bergme-
yer, H.U., New York: Academic Press).
Una serie de tubos con 0.5 % Triton X-100
fueron utilizados para determinar el conte-
nido celular total de LDH.

2.3 5-Lipoxigenasa

Se obtuvieron sobrenadantes (100.000 g) de
neutrófilos humanos y se incubaron (50 µg
de protéına/tubo) con ácido araquidónico
(5 µM) durante 5 min a 37◦C. Los niveles
de LTB4 se determinaron por radioinmuno-
ensayo (Moroney, M.A. et al., J. Pharm.
Pharmacol. 40, 1988, 787-792)..

2.4 Ciclo-oxigenasa-1

Se obtuvieron microsomas de plaquetas hu-
manas por centrifugación a 15.000 g /20
min/ 4◦C y posterior centrifugación del so-
brenadante a 100.000 g /100 min/ 4◦C. Los
microsomas (20 µg proteina/tubo) se incu-
baron 30 min a 37◦C en 50 mM Tris HCl,
pH 7,4 ácido araquidónico (5 µM) y com-
puesto o su veh́ıculo, en presencia de 2 µM
hematina y 1 mM L-triptófano. Los niveles
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de TXB2 se determinaron por radioinmuno-
ensayo (Moroney, M.A. et al., J. Pharm.
Pharmacol. 40, 1988, 787-792).

2.5 Ciclo-oxigenasa-2

La fracción leucocitaria de sangre humana
se suspendió en medio RPMI + ácido ace-
tilsalićılico (30 µM) y se incubó a 37◦C 15
min. Después de lavar dos veces los leuco-
citos, se resuspendieron en RPMI1640 con
10 % de suero bovino fetal y se incubaron
con lipopolisacárido de E. coli (10 µg/ml)
a 37◦C 4 h. Después de separar las células
por centrifugación, fueron sonicadas a 4◦C
en un ultrasonicador a la máxima poten-
cia y se obtuvo a continuación la fracción
microsomal, como se ha indicado anterior-
mente. La reacción se realizó utilizando 40
µg de protéına microsoma por tubo, en las
mismas condiciones descritas para el ensayo
de ciclo-oxigenasa 1. Los niveles de PGE2 se
determinaron por radioinmunoensayo (Mo-
roney, M.A. et al., J. Pharm. Pharmacol.
40, 1988, 787-792).

3. Análisis estad́ıstico
Los datos se expresaron como media ± ε y fue-

ron sometidos al análisis de varianza, seguido del
test de Dunnett para comparaciones múltiples.
La Concentración Inhibitoria 50 % (CI50) fue cal-
culada a partir del análisis de la regresión lineal.
Explicación de las figuras:

Figura 1: Efecto antiinflamatorio de cacos-
pongionolida B frente a indometacina en
el edema auricular inducido por TPA en
ratón. ( ) Control (grupo sin tratamiento);
( ) grupos tratados con cacospongionolida
B; (2) grupos tratados con indometacina.

Figura 2. Efecto antiinflamatorio de cacospon-
gionolida B frente a indometacina en el
edema plantar inducido por carragenina en
ratón. Se indica el valor del edema medido
1, 3 y 5 horas después de la administración
de carregina. ( ) Control (grupo sin trta-
miento); ( ) grupos tratados con cacospon-
gionolida B; (2) grupos tratados con indo-
metacina.

Figura 3. Efecto inhibidor de cacospongionolida
B frente a manolida sobre la actividad fosfo-
lipasa A2 sinovial humana. ( ) Manoalida;
( ) Cacospongionolida B.

Resultados
1. In vivo

1.1 Edema auricular en ratón inducido por
TPA

Como se observa en la figura 1, cacospon-
gionolida B en aplicación tópica, redujo de
forma dosis-dependiente el edema inducido
por TPA, siendo más potente que indometa-
cina. A las dosis de 50 y 100 µg/oreja, pro-
dujo una inhibición de 43,4±4,8 y 54,6±4,5,
respectivamente, ∗∗, P<0,01, n=6), mien-
tras que indometacina produjo una inhi-
bición de 14,0±1,3% (no significativa) y
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37,0±5,0% (∗, P<0,05, n=6) a 62,5 y 125
µg/oreja, respectivamente. Este producto
marino también redujo la migración leucoci-
taria, puesto que inhibió los niveles de mie-
loperoxidasa presentes en homogenadas de
oreja, con unos porcentajes de 64,3±7,2∗∗

y 70,9±6,3∗∗ (n=6), a 50 y 100 µg/oreja,
frente a 46,6±1,7∗∗ y 77,4±10,4∗∗ (n=6), de
la indometacina a 62,5 y 125 µg/oreja.

1.2 Edema plantar en ratón inducido por carra-
genina

La administración oral de 20 mg/kg de ma-
noalida a ratones, una hora antes de la ad-
ministración de carragenina, inhibió muy
significativamente el edema plantar a las
tres determinaciones realizadas, es decir, 1,
3 y 5 horas después de la inducción de la res-
puesta inflamatoria. Los efectos producidos
fueron similares a los de indometacina a 10
mg/kg, en las determinaciones de las 3 y de
las 5 horas. Sin embargo, 1 hora después de
la inyección de carragenina, fue superior el
efecto de cacospongionolida B (Figura 2).

1.3 Bolsa de aire en rata (RAP) tratada con
zimosán

Según se indica en la tabla 1, cacospongio-
nolida B a la dosis de 1 µmol/bolsa, redujo
de forma muy significativa la migración leu-
cocitaria y la actividad PLA2 en el exudado
de la bolsa. El primer parámetro fue inhi-
bido en un 57,8±13,6% ∗∗ (n=6), mientras
que el segundo lo fue en un 73,6±9,2% ∗∗

(n=6). El compuesto no afectó los niveles
de mieloperoxidasa ni de PGE2 en el exu-
dado.

TABLA 1

Efecto de cacospongionolida B en la bolsa de aire
en rata tratada con zimosán

PLA2 Migración
(c.p.m./ml (céls.x
exudado) 106/ml)

Suero 256,9±19,4∗∗ 36,2±8,2∗∗

Zimosán 609,0±41,2 152,5±12,5
Cacospon-
gionolida B 347,3±46,5∗∗ 86,5±16.8∗∗

Los resultados son la media ± ε de n=6:
∗ P<0,05; ∗∗ P<0,01, respecto al grupo

de zimosán.

2. In vitro

2.1 Actividad PLA2

Cacospongionolida B inhibió débilmente la
actividad PLA2 de veneno de abeja y del
exudado de RAP+zimosán, siendo total-
mente inactiva sobre la enzima del veneno
de Naja naja (Tabla 2).
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TABLA 2

Efecto de cacospongionolida B y manoalida sobre
la actividad PLA2 in vitro

% Inhibición
Veneno Veneno de
de abeja Naja naja

Manoalida
10 µM 62,5±3,8∗∗ 17,0±1,7∗

Cacospon-
gionolida B
10 µM 35,4±1,2∗∗ 0,0±0,0

% Inhibición
RAP+ Sinovial

Zimosán humana

Manoalida
10 µM 38,4±0,5∗∗ 93,2±0,2∗∗

Cacospon-
gionolida B
10 µM 36,9±1,4∗∗ 86,7±2,5∗∗

Los resultados son la media ± ε de n=6;
∗ P<0,05; ∗∗ P<0,01. Los niveles de liberación
de ácido oleico en el control fueron: 379,0±2,0,
274,6±3,2, 251,1±6,6 y 214,0±1,2 pmoles de
ácido oleico/mg protéına de membranas, para
las enzimas de veneno de abeja, veneno de
Naja naja, RAP+zimosán y sinovial humana,
respectivamente.

Por el contrario, inhibió potentemente y de
forma dependiente de la concentración la acti-
vidad sinovial recombinante humana (Figura 3),
con un comportamiento similar al del inhibidor
de referencia, manoalida, y con una CI50 muy
próxima a la de este compuesto; 4,3 µM y 3,0
µM para cacospongionolida B y manoalida, res-
pectivamente.

2.2 Citotoxicidad de neutrófilos humanos

Cacospongionolida B produce un débil
efecto citotóxico a la concentración 10µM,
a la que presentó un 14.9±3.3% ∗ de libe-
ración de LDH.

2.3 5-Lipoxigenasa

La actividad 5-lipoxigenasa de neutrófilos
humanos fue inhibida débilmente por ca-
cospongionolida B a la concentración de 10
µM, con una inhibición de 36,7±8,8% ∗∗

(n=6), similar a la presentada por manoa-
lida a la misma concentración (35,0±5,2 %
∗; n=4). El grupo control liberó 18,7±0,9
ng/ml de LTB4, mientras que en los tubos
sin ácido araquidónico, la generación de este
icosanoide fue de 0,3±0,2 ng/ml.
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2.4 Ciclo-oxigenasa-1

Cacospongionolida B no inhibió significati-
vamente esta actividad, a la concentración
de 10 µM.
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2.5 Ciclo-oxigenasa-2

Tampoco se vió afectada esta actividad en-
zimática, en presencia de 10 µ; de cacospon-
gionolida B.
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REIVINDICACIONES

1. Utilización de Cacospongionolida B en la
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fabricación de sustancias antiinflamatorias inhibi-
doras de fosfolipasa A2 sinovial humana.
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