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Resumen

Los extractos totales de las esponjas marinas del género Xestospongia proxima y X. rosariensis fueron
evaluados como antiinflamatorios, presentando una significante actividad in vivo en el modelo del edema
plantar en ratas inducido por carragenina. También se analizé la inhibicion de la liberacién de la enzima
mieloperoxidasa (MPO) y la actividad catalitica de la elastasa de neutréfilos humanos (ENH). Algunos extrac-
tos de Xestospongia rosariensis disminuyeron la liberacion de MPO a concentraciones de 5,0, 10,0 y 25,0 pg/
ml. Ademas, exractos de hexano y diclorometano inhibieron la elastasa a concentraciones de 10,0 y 25,0 pg/ml.
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neutrdfilo, mieloperoxidasa, elastasa.

Abstract

The total extracts of marine sponges Xestospongia proxima and Xestospongia rosariensis were evaluated as
antiinflammatorial; showing a significant activity in carrageenan-induced paw edema in rats. Also, was analyzed
the inhibition of the liberation of the enzyme myeloperoxidase (MPO) and the catalytic activity of the elastase
(ENH). Some extracts of Xestospongia rosariensis at 5.0, 10.0, and 25.0 pg/ml decreased the liberation of MPO.
In addition, at 10 and 25 pg/ml hexane and dicloromethane extracts inhibited elastase.

Key words: anti-inflammatory activity, Xestospongia rosariensis, Xestospongia proxima, polymorphonuclear
neutrophil, myeloperoxidase, elastase.

INTRODUCCION analogos del lipido A, andlogos esteroides y no este-
roides (AINES); algunos de estos producen altera-
ciones fisiopatoldgicas a nivel gastrointestinal, renal
y plaquetario, entre otras, ocasionando graves pato-

El proceso inflamatorio es uno de los principales
componentes del mecanismo de defensa inmune, por

lo tanto es un proceso normal en el organismo. Sin
embargo, algunas veces se manifiesta o se prolonga
innecesariamente, causando daiio en los tejidos con
efectos clinicos importantes. (Dugal et al., 1994).

Las enfermedades inflamatorias son tratadas, con
diversidad de farmacos, incluyendo terapias antise-
lectinas, antiintegrinas, bloqueadores de citocinas,

logias al individuo (Wolfe et al., 1999). Muchas de
estas patologias se caracterizan por niveles eleva-
dos de enzimas mieloperoxidasa (MPO) y elastasa.
La primera genera radicales libres y acido hipoclo-
roso, un potente bactericida y la elastasa al encon-
trarse en niveles elevados actua sobre el colageno,
elastina y otras proteinas, ocasionando dafio y pro-
longando el proceso inflamatorio (Garcia etal., 1998).
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En la busqueda de compuestos con actividad bio-
logica, las esponjas marinas han dejado entrever su
actividad antiinflamatoria; por ejemplo, de
Lufariella variabilis fueron aislados manoalide y
lufariellolide, que tienen potente actividad antiinfla-
matoria, a través de la inhibicion de la fosfolipasa
A,. El primer producto es un inhibidor irreversible
de la enzima fosfolipasa A, mientras que el segun-
do es un inhibidor reversible de la misma enzima
(Kernan et al., 1989).

El género Xestospongia es abundante en nuestro
mar Caribe y muy poco estudiado como fuente de
metabolitos con potencial terapéutico. En este tra-
bajo por tanto se evalud la posible actividad antiinfla-
matoria de los extractos de la esponjas marinas
Xestospongia rosariensis y Xestospongia
proxima en el modelo de edema plantar (Sugishita
etal., 1981)y corroborar esta actividad y su posi-
ble mecanismo de accidon como inhibidores de la
liberacién de la enzima mieloperoxidasa (MPO) y
de laactividad catalitica de la elastasa de neutréfilos
humanos (ENH) utilizando el modelo polimorfonu-
clear neutrofilo (PMN).

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion y preparacion de los extractos de
esponjas marinas. La esponja X. rosariensis fue
recolectada en las Islas del Rosario (Bolivar), Co-
lombia, a profundidades entre 4-20 m; X. proxima
fue recolectada en Punta Betin, Bahia de Santa
Marta (Magdalena), Colombia, a profundidades de
18-20 m. Los especimenes fueron identificados por
el Prof. Dr. Sven Zea, de la Universidad Nacional
de Colombia.

El material animal se transport6 al laboratorio en
condiciones de baja temperatura, una vez alli fue
lavado con agua destilada, picado y sometido a
liofilizacion. El material liofilizado fue pulverizado y
homogenizado con metanol a temperatura ambien-
te, durante un dia. La solucion en metanol fue filtra-
day concentrada a presion reducida, obteniéndose
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una suspension acuosa de color pardo, que consti-
tuyo el extracto metanolico total (EMT), una parte
se diluy6 en H,O y se sometié a particion en hexano
(400 ml x 3, EH) y diclorometano (400 ml x 3,
ED). El remanente sin extraer constituy¢ la solu-
cidon metanolico parcial. Todas las soluciones fue-
ron concentradas a presion reducida, obteniéndose
los correspondientes extractos EMT, EH, ED y
EMP respectivamente. Para el ensayo in vivo las
dosis fueron expresadas en mg de extracto seco /
kilogramo de peso corporal y para el ensayo PMN
se utilizaron concentraciones de 0.5, 1,5, 10,25y
50 pg/ml.

Actividad antiinflamatoria in vivo. Se utilizaron
ratas Wistar con peso comprendido entre 140-170
g, divididas en grupos de cinco animales por cada
grupo de estudio y mantenidos en un ambiente a
temperatura controlada con agua y alimentacion ad
libitum.

Edema plantar inducido por carragenina. La
actividad antiinflamatoria fue realizada segiin el mé-
todo de Winter modificado (Sugishita etal., 1981).
El edema inducido por la inyeccién de 0.05 ml de
una pseudosolucion de 2% P/V de I-carragenina en
solucion salina, en la region subplantar de la pata

e

trasera derecha. Medimos el volumen de lapatade -

cada rata antes y Shoras después de la inyeccion,
utilizando para ello un pletismémetro 7140. Los gru-

pos de estudio fueron tratados con los extractos a

dosis de 100 mg/k de peso, utilizando la via
intraperitoneal (1.p), suspendiendo cada extracto en
carboximetil celulosa (CMC) al 5%. Una hora an-
tes de suministrar la l-carragenina y como control

positivo un grupo recibié 10 mg/k de fenilbutazona

via i.p. suspendida en CMC, otro grupo recibio6 solo
el vehiculo.

Los valores de inflamacion e inhibicion de la misma,
fueron calculados para cada grupo segun la expre-
sion matematica

v, -V,

Edema =—"—"*100 Inhibicion = E‘E_E’ *100
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ey,



Gaitan-Ibarra et al.

Donde V es el volumen 5 horas después de la in-
yeccion de l-carragenina. V es el volumen de la
pata sin tratar. E_es la inflamacién del grupo con-
trol. E, es la inflamacion del grupo tratado.
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Los datos se expresaron como la media + la des-
viacion estandar de los valores de inflamacién. Las
diferencias entre los controles y los grupos tratados
con criterios de significancia de p <0,05 (tabla 1).

Tabla 1. Referencias de efectos de drogas y extractos sobre el edema plantar inducido por carragenina

Grupo Dosis (mg/kg) Edema (%) Inhibicion (%)
Control 73,24 + 3,13
Fenilbutazona 10 31,01 £3,28% 57,66
X. rosariensis
Extracto metandlico total 100 20,61 £0,76° 71,86
Extracto hexanoico 100 57,97 +1,93*° 20,85
Extracto diclorometano 100 4339+1,77° 40,75
Extracto metanolico parcial 100 38,01 +3,14° 48,11
x proxima
;xnacto metanélico total 100 -6,52+4,11° 108,90
_itracto hexanoico 100 72,96 + 7,11 —-
Btracto diclorometano 100 72.12 £4,02 -
bat acto metandlico parcial 100 71,08 £ 7,27 2.95

fividad antiinflamatoria utilizando el mode-
fPolimorfo Nuclear Neutréfilo. Ensayos de
ftoxicidad. Se usé el método de exclusion del
prante azul de tripan, utilizando el porcentaje del
Inedio de muerte de PMN. Los resultados ob-
klos fueron expresados como porcentaje de
te celular y analizados mediante el test de

I valores son el promedio de + D.E. de cinco experimentos, con significancia de p < 0,05

ANOVA, obteniéndose citotoxicidad representa-
da por menos del 30%, en el extracto metanolico
total (EMT) a concentracion de 50 y 100 pg/ml.

Determinacion de la liberacion de MPO. Inicialmente
los polimorfonucleares neutréfilos (PMN) fueron ais-
lados de voluntarios sanos usando gelatina al 3%y
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Ficoll-Hypaque (Johansson, 2002). El efecto
inhibidor fue evidenciado por la disminucién de la
liberacion de la MPO, en presencia de un inductor
de la exocitosis (formil metionil leucil fenil alanina,
fMLP).

Determinacion de la inhibicion de elastasa
(EHN). Los PMN fueron inducidos a exocitosis
utilizando (fMLP); la elastasa liberada fue expues-
ta a las diferentes concentraciones de los extrac-
tos de X. rosariensis y seguidamente determina-
da su actividad por disminucidn de la cantidad
de croméforo producido por el substrato
succinil-1-alanil-1 alanil-1-vanil-p-nitroanilida
(SAAVNA) el cual es hidrolizado por la elastasa,
liberando p-nitroanilida (pNA), esta fue leida
espectrofotometricamente a 405 nm (Johansson
et al., 2002).

Anailisis Estadistico. Todos los datos fueron eva-
luados para normalidad y homogeneidad de
varianza empleando el test de Kolmogorov-Smirnof
y el test de Barlett, respectivamente. Todos los
ensayos fueron realizados por duplicado. Siete en-
sayos de cada extracto fueron analizados. Los
datos son presentados como la media + error
estandar. Las diferencias entre las diferentes con-
centraciones de los extractos analizados fueron
evaluadas mediante el test de ANOVA. Para to-
dos los andlisis el criterio de significancia fue esta-
blecido a p < 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores correspondientes a la administracion
de los extractos de X. rosariensis y X. proxima
en el modelo del edema plantar se muestran en la
tabla 1. Los extractos de X. rosariensis presen-
taron la mayor respuesta con el extracto metanélico
total (EMT) y un 71.86% de inhibicién. Los ex-
tractos parciales presentaron una respuesta
inhibidora que se increment6 con la polaridad (EH
20.85%, ED 40.75% y EMP 48.11%). En cuanto
a X. proxima esta presenté un comportamiento
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que se concentrd inicamente en el extracto total,
ya que los parciales tuvieron una inhibicién infe-
rior al 3%. La toxicidad de los EMT y EH, ED y
EMP para el modelo PMN, se present6 a la maxi-
ma concentracion (50 y 100 pg/ml) con porcenta-
Jes de muerte inferior al 30%. La liberacién de
MPO a las concentraciones de los extractos eva-
luados es mostrada en la figura 1, encontrandose
diferencias estadisticas significativas para EH, ED
y EMT alas concentraciones de 5, 10 y 25 pg/ml
y a concentraciones de 1, 5, 10 25 y 50 pg/ml

para EMP. Los porcentajes de inhibicion de

elastasa a las concentraciones evaluadas presen-
taron diferencias estadistica significativas a con-

centraciones de 1, 5, 10, y 25 pg/ml para los ex- §
tractos metanolico total, hexandico y metandlico :

parcial,y de 5, 10y 25 pg/ml para el extracto en

diclorometano (figura 2), indicando que el extrac- |
to metanolico total y los parciales de hexano !
diclorometano, y metanolico de X. rosariensis pre- |

sentan actividad antiinflamatoria.
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Figura 1. Porcentaje de liberacién de la enzima MPO de
los PMN en presencia de los extractos de Xestospongia
rosariensis
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Figura 2. Porcentaje de inhibicién de la enzima elastasa
en presencia de los extractos de Xestospongia rosariensis
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Los extractos de las esponjas marinas evaluadas
inhibieron el edema plantar inducido por
carragenina, a las dosis de estudio; la actividad de
los extractos parciales de X. rosariensis
correlacionaron con la polaridad. La mayor acti-
vidad de los extractos totales para ambas espe-
cies, indica un posible sinergismo entre sus dife-
rentes constituyentes.

Teniendo en cuenta que también hubo inhibicion de
la exocitosis, se podria concluir que los extractos
de esta esponja marina podrian actuar inhibiendo la
desgranulacion de los PMN; las concentraciones
inhibitorias fueron muy inferiores (10, 25 y 50 pg/
ml) a la referenciadas en la literatura para casos si-
milares (Johansson et al., 2001). Estas sustancias
podrian ser inhibidores de la formacion de especies
oxidantes, ya que al bloquear la liberacion de MPO
inhiben de manera indirecta la formacion de estos
productos.
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Los extractos parciales en diclorometano y hexano
presentaron porcentajes de inhibicion de la enzima
elastasa con valores superiores al 80%, de lo que
se deriva que algunos de los compuestos presentes
en estos extractos prometen ser activos en proce-
sos inflamatorios que se caracterizan por altas con-
centraciones de esta enzima como sucede en el caso
del enfisema pulmonar y fibrosis quistica entre otras
(Shapiro, 2002). Al respecto son considerados
promisorios los extractos con inhibicién superior al
80% (Johansson et al., 2002).
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