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RESUMEN: El cancer es una enfermedad con amplia incidencia a nivel mundial. La mayoria de los tumo-
res a través del tiempo se vuelven invasivos y metastdsicos y los miltiples tratamientos usados de manera
intensa, facilitan la generacién de células con resistencia a éstos. Por lo anterior, en las ultimas décadas, se ha
estimulado la busqueda de nuevas sustancias con potencial bioactivo para el desarrollo de nuevos farmacos
antineoplasicos, lo cual, ha revelado que los organismos marinos, principalmente las esponjas, ofrecen una
gama amplia de compuestos con diferentes actividades, incluyendo la antiproliferativa, ttiles en el desarrollo
de drogas antitumorales. En la produccién farmacéutica sostenible, es requisito producir gran cantidad de
biomasa y evitar la sobreexplotacion de las especies utilizadas, por esa razon, se requieren estrategias que
permitan la produccién in vitro de los metabolitos de interés. En esta revisién, se muestran los principales
intentos de produccién biotecnoldgica utilizados en el desarrollo de farmacos provenientes de esponjas mari-
nas y se revisan los estudios genéticos, moleculares y de ciclo celular, encontrados en la literatura cientifica.

PALABRAS CLAVE: Esponjas marinas, medicamentos, metabolitos, produccién de biomasa. (fuente:
CAB)

ABSTRACT: Cancer is a disease with extensive worldwide incidence. Most tumors become invasive and
metastatic over time; and additionally, the development of drug resistance of the cells due to the multiple
forms of treatment is used intensively. Therefore, in recent decades, search for new bioactive substances
with potential for development of new anticancer drugs has been stimulated. This pursuit has revealed
that marine organisms, mainly sponges, offer a wide range of compounds with different activities, including
anti-proliferative potential, useful in the development of antitumor drugs. In sustainable pharmaceutical
production is required to produce large amount of biomass and avoid overexploitation of the species used.
Thereby, strategies for in vitro production of interest metabolites are required. In this review, the major at-
tempts of biotechnological production used in drug development from marine sponges and genetic, molecular
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and cell cycle found in the scientific literature are shown.

KEYWORDS: Biomass production, marine sponges, medicines, metabolites. (Source: CAB)

1. INTRODUCCION

En las dltimas décadas, las esponjas marinas se han estudiado intensamente porque han mostrado
diversas actividades bioldgicas, ttiles en el desarrollo de nuevos medicamentos contra varias enfer-
medades incluyendo el cancer. De acuerdo con la BBC el mercado global de drogas de origen marino
alcanzé un valor de $4,8 billones de ddlares en el ano 2011, de los cuales $3 billones provienen de
drogas con origen en esponjas marinas, ademas recientemente se han fundado companias como

porifarma con miras a la produccién rentable y sostenible de productos provenientes de esponjas.

No obstante, en la comercializacién de medicamentos derivados de organismos marinos, se requieren
grandes cantidades de biomasa para la obtencion del producto requerido, ya que la produccién a
gran escala genera sobreexplotacién del recurso biolégico en el medio natural y pone en peligro la

subsistencia de las especies.

El objetivo de este articulo es revisar el estado del arte sobre la biologia y genética de las esponjas
e incluir los principales avances y perspectivas en el cultivo de organismos o células de esponjas,

necesarios en la produccién biotecnoldgica en la industria farmacéutica.

2. ORIGEN Y OBTENCION DE LOS METABOLITOS SECUN-
DARIOS EN LAS ESPONJAS MARINAS

El 30 % de los 18.000 productos naturales marinos descubiertos y el 75 % de los productos naturales
antitumorales patentados son derivados de las esponjas. De ese 75 % el 42 % posee actividad anti-
tumoral (Anderson et al., 1997; Aoki et al., 1998; Bai et al., 1993; Blackburn et al., 1999; Bubb et
al., 1995; Dunbar et al., 2000; Erickson et al., 1997; Fusetani et al., 1989; De Guzman et al., 1999; Ter
Haar et al., 1996; Hirata & Uemura, 1986; Hood et al., 2002; Isbrucker et al., 2003; Juagdan et
al., 1995; Kashman et al., 1980; Kitagawa et al., 1983; Koiso et al., 1996; Mooberry et al., 1999; Saito
et al., 1994; Wakimoto et al., 1999) (Ver figura 7). Estudiar el origen de los compuestos bioactivos
es muy complejo debido a posibles efectos sinérgicos entre metabolitos producidos por las células
de las esponjas y sus simbiontes por la interaccién entre ellos. La cantidad de metabolito puede va-
riar segun la estacién, temperatura, intensidad luminica, entre otros factores; ademas se requiere la

identificacion de la via y las condiciones de produccién cuando se desea realizar produccion in vitro.
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Algunos autores establecen que los metabolitos secundarios producidos por las esponjas son induci-
dos por competencia de espacio con otros organismos, (Koopmans et al., 2009). Adem4s, se ha obser-
vado correlacién entre alta predacién y la toxicidad de los compuestos producidos (Proksch, 1994).
Diversos estudios muestran que los organismos o sus extractos son disuasivos de predadores como
los peces (Becerro et al., 2003; Thoms & Schupp, 2008) y que las concentraciones de los metabolitos
bioactivos en las esponjas, dependen de factores ambientales como la variacion de temperatura, es-
tacién, localizacién, factores de estrés, transplante, infeccion o diferentes dietas (Lopez et al., 2005).
Ademss, la defensa quimica inducida por cicatrizacién o la lentitud de regeneracion en una herida
(Sipkema et al., 2005a; Thoms and Schupp, 2008) se han considerado procesos antagdnicos con la

produccién de metabolitos.

Por otro lado, es necesario identificar los genes involucrados en la produccién de metabolitos, lo
cual puede realizarse por comparacién de la expresién de genes e induccién de metabolitos, a través
de la metagenémica (Kennedy et al., 2007) Diferentes estudios han mostrado que los compuestos
bioactivos estan almacenados en diferentes partes de la esponja, tales como la capa externa en
Cascosponia sp., (Wijffels, 2008), en la capa inferior de Ectyoplasia ferox (Kubanet et al., 2002) o
en la capa superior de Rhobadoloides oridabile (Thompson et al., 1997) Otros estudios han localizado
los componentes bioactivos en diferentes tipos celulares de la esponja y sus simbiontes, mediante
el clasificador de células (Garson et al., 1998) centrifugaciéon en gradiente de densidad (Uriz et
al., 1996); sin embargo, se desconoce en qué tipo de células se producen los metabolitos y sus

intermediarios (Koopmans et al., 2009).

3. SOBRE LA BIOLOGIA DE LAS ESPONJAS

Con el fin de realizar una adecuada bioprospeccién, es requisito conocer la biologia y la quimica de
los organismos de interés. Las esponjas marinas pertenecen al Phylum Porifera, son invertebrados
sésiles que crecen sobre un sustrato, no poseen tejidos, organos ni sistemas, pero estan conformados
por células especializadas que cumplen diversas funciones. En su mayoria, las esponjas son de origen
marino, sin embargo, en los rios se ha reportado una pequena familia de la clase Demospongiae
(Proksch, 1994). Taxonémicamente, las esponjas pertenecen a 4 clases, 21 érdenes, 107 géneros y
alrededor de 10.000 especies clasificadas como: Calcareas o Calcispongiae, Hexactinellida o Hyal-

pospongiae y Demospongiae (http://www.marinespecies.org/porifera/)

Las esponjas poseen un tejido externo o pinacodermo formado por pinacocitos, células epitelia-
les que secretan sustancias para fijacién a un sustrato. Cerca al pinacodermo estd el mesohilo,
capa de células ameboides secretoras, tales como arqueocitos (fagocitarios), colenocitos (fibras de
coldgeno), esclerocitos (espiculas) y los espongiocitos (esqueletos de espongina). Las esponjas ob-
tienen su alimento de las corrientes de agua generadas por los coanocitos, las cuales transportan

alimento, oxigeno y ayudan a diluir los desechos liberados durante la digestién (Miller-Harley, 2001).
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Figura 1: Principales bioactividades de metabolitos provenientes de esponjas marinas.

La mayoria de las esponjas se reproducen sexualmente y son organismos monoicos, pero un nimero
pequeno de especies se reproducen asexualmente o de ambas formas. La reproduccién asexual se da
principalmente por gemacion, gemulacién o fragmentacion, mientras que en la reproduccién sexual,
se ha reportado que la espermatogonia se deriva de los coanocitos, en unos casos, y en otros casos
de los arqueocitos como la clase Hexactinellida. Otros reportes muestran que la oogonia se deriva
de coanocitos en muchas esponjas calcareas y de arqueocitos en demosponjas y hexactinélidas; y
también se ha reportado que los pinacocitos originan la oogonia en la esponja calcarea Ascandra
minchini. (Maldonado & Riesgo, 2008).

Las esponjas pueden ser oviparas (desarrollo del embrién externo) o viviparas, las cuales crian sus
embriones en el mesohilo hasta su liberacién a través de canales acuiferos. En el invierno, ocurre la
formacién de gémulas liberadas de la esponja en descomposicion y pueden sobrevivir en condiciones
extremas. En condiciones favorables de la primavera, las células ameboides emergen de la gémula

para generar una nueva esponja(Miller-Harley, 2001).
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4. ESTUDIOS GENETICOS MOLECULARES Y DE CICLO
CELULAR EN ESPONJAS

No hay datos concluyentes sobre el DNA y los cromosomas de las esponjas; aun asi, se requiere
investigar sobre la genética y el ciclo celular de estos organismos, con el fin de obtener elementos

para el desarrollo de una linea celular inmortal.

El primer cariotipo obtenido en arqueocitos de la esponja de agua dulce Spongilla lacustris mostrd
nueve pares de cromosomas subdivididos en cinco clases: cromosomas con tamanos desde 2.1 hasta
0.7 pm; sin embargo, fue dificil ubicar el centrémero en cada cromosoma. Ademas se visualizé un
gran nucledlo de 2.5 nm y se determiné el indice mitdtico de 2.5 % en gémulas germinadas después
de 14 dias del cultivo de arqueocitos. En 1995, se reportd el tamano del genoma de las esponjas
marinas Suberites domuncula y Geodia cydonium y el 2n=32 cromosomas de S. domuncula con la
técnica citogenética convencional, mientras que los cromosomas de G. cydonium no fueron visuali-
zados (Imsiecke et al., 1995). Por otro lado, se ha reportado mosaicismo en el nimero cromosémico
de Scopalina lophyropoda en la que se han encontrado 36 diferentes genotipos multilocus en 13
individuos colectados en cuatro puntos distantes de la misma zona. Este es el primer reporte de la

variabilidad cariotipica que se muestra en los andlisis genéticos realizados (Maldonado, 1998).

De otro lado, no es facil separar los dcidos nucleicos de la esponja y sus simbiontes lo cual dificulta el
estudio de los genomas. La primera secuenciacién completa del genoma de la esponja Amphimedon
queenslandica fue realizado en Australia (De Flora et al., 1995; Juagdan et al., 1995). El anélisis de
secuencia del RNAr 28S de individuos de esponjas revel6 relaciones filogenéticas inesperadas (Lafay
et al., 1992) y las ubica en tres grupos e incluye el Phylum Porifera en la filogenia de los metazoos
(Rodrigo et al., 1994). Por otro lado, la secuenciacién de los genes del receptor de lectina (Pfeifer
et al., 1993), tirosina quinasa (Schécke et al., 1994) y un receptor nuclear (Kruse et al., 1994) de
G. cydonium muestran homologia con los genes correspondientes en vertebrados, sugiriendo el ori-
gen monofilético de los metazoos (Miiller et al., 1995). También, fueron determinados, mediante la
técnica de secado al aire, los cariotipos de Spongilla lacustris (2n=18) y de S. domuncula (2n=32)
(Imsiecke et al., 1993; Imsiecke et al., 1995), sin embargo, no han sido estudiadas sus estructuras
cromosdmicas. (Ottilie et al., 1992) también reporté la clonacién del gen src de Spongilla lacustris

y su gran similitud con este grupo.

Desde el 2011 han surgido publicaciones sobre la evaluacion de ciclo celular mediante citometria
de flujo en cinco especies de esponjas usando como referencia el conocimiento del ciclo celular en
mamiferos. Esos estudios reportan fracciones de células en fases Go/G1, Go/ M y fracciones apopté-
ticas, la duracién de los cultivos y el comportamiento celular de esponjas in vitro. Actualmente, la

investigacién se enfoca en la busqueda de genes involucrados en apoptosis, en vias de senalizacién
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conocidas, buscando informacion sobre la gran fraccion de células apoptdéticas presentes en algunas
especies de esponjas (Schippers et al., 2011). Esto es particularmente importante porque la mayoria
de esponjas viven durante largos periodos, algunas superan los 1500 anos (Koiso et al., 1996; Leh-
nert & Reitner, 1987), lo cual es consistente con que la mayoria de las células de esponjas son
positivas para la enzima telomerasa (Koziol et al., 1998) pero no se han reportado neoplasias en
éstas (De Flora et al., 1995), sin embargo, cuando las células pierden contacto con sus vecinas,
pierden su actividad telomerasa e inician procesos de apoptosis (Imsiecke et al., 1995; Wagner et
al., 1998).

Numerosos estudios genéticos en esponjas han mostrado los procesos evolutivos de la estructura del
gen y las familias de genes multiples asociadas con la multicelularidad (Iwabe et al., 1996; Miiller et
al., 1998; Patthy et al., 2003; Larroux et al., 2007). Reportes iniciales registraron el nimero meié-
tico o mitético de varias especies usando preparacién de secciones de tejido (Makino et al., 1951)
En Japodn, se han reportado los cariotipos de veinticinco esponjas de aguadulce de la familia Spon-
gillidae incluyendo varias especies cosmopolitas (Manconi & Pronzato, 2007) La mayoria de esas
esponjas producen gémulas e in vitro pueden formar un nuevo individuo en pocos dias. Este sistema
de cultivo favorece la preparaciéon de cromosomas y reduce la contaminacién de otros organismos

usualmente presentes en los poros de la esponja.

Otro estudio en la familia Spongillidae revela los cariotipos, bandeo cromosémico y tincién conven-
cional de Giemsa de diez especies de esponjas de agua dulce. Estas especies muestran similitud en
los nuimeros diploides y en la morfologia cromosémica. Las especies Ephydatia fluviatilis, Ephydatia
muelleri, Bunaplus fragilis, Eunaplus sp., Spongilla lacustris, Radiospongilla sendai, Trochospon-
gilla pennsylvanica, Heterorotula multidentada exhiben cariotipos similares 2n=46, mientras que
Spongilla alba y Radiospongilla cerebellata muestran 2n= 48, con un par adicional de microcro-
mosomas, posiblemente como resultado de una duplicacién independiente o un evento de fisién en
cada linaje (Ishijima et al., 2008). Las técnicas de bandeo R o con fluorocromo no permitieron la
identificacion de los cromosomas debido a su pequeno tamano, pero la técnica replicativa de Perry
y Wolff (Perry & Wolff, 1974) permiti6 identificar algunos pares de cromosomas. De otro lado, el
andlisis de reasociacién del DNA nuclear de G. cydonium indicé que su genoma es consistente con
una sola copia (Bartmann-Lindholm et al., 1997). De otro lado, estudios genémicos de hibridacién
de DNA-DNA y secuenciamiento de nucleétido al azar de S. domuncula (Wiens et al., 2005) no

mostraron elementos transponibles SINEs.

Mirsky y Ris (1951) midieron el tamano del genoma de Dysidea crawshagi usando densitometria
Feulgen, mientras que Imiescke y sus colaboradores, (1995) registraron variacién en el tamano del
genoma de G. cydonium y S. domuncula a pesar de pertenecer a la misma Clase Desmospongiae.

Esas diferencias pueden ser parcialmente explicadas por diferencias metodoldgicas pero existe gran
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divergencia de la Clase.

5. METODOLOGIAS UTILIZADAS PARA PRODUCIR META-
BOLITOS DE INTERES

El cultivo de la esponja completa es uno de los sistemas més promisorio para la produccién en
masa de metabolitos bioactivos. Por ejemplo, se han obtenido 3 kg de avarol por peso himedo de
Dysidea avara (Juagdan et al., 1995); ademads, se determiné que el cultivo en el mar es més barato
que en tierra (Angerhofer et al., 1992; Koopmans et al., 2010). Algunos estudios han demostra-
do que el costo de la produccién de metabolitos puede ser muy variable (Koiso et al., 1996; Uriz
et al., 1996; Kobayashi et al., 1997; Lehnert & Reitner, 1987; Kurelec et al., 1992; Koopmans et
al., 2009) A pesar de que el cultivo en el medio marino es el que ha mostrado mayor tasa de cre-
cimiento, no es deseable, porque las esponjas son susceptibles a enfermedades y parasitos; por esa
razon los estudios se han enfocado en los requerimientos nutricionales para el cultivo in vitro en

condiciones de asepsia y esterilidad.

Por otro lado, es necesario tener en cuenta la productividad, es decir qué cantidad de metabolito
puede ser obtenido a partir de una cantidad dada de biomasa a la hora de establecer una meto-
dologia de produccion que tenga como punto de partida la produccién de biomasa. Sipkema et al.
(2005b) encontraron que la produccién de avarol a partir de la esponja Dysidea avara mediante el
acuacultivo o el uso de acuarios es una alternativa viable pues hay una alta productividad, mien-
tras que, ninguna de estas opciones es buena para la produccién de la halicondrina B a partir de

Lissodendoryx sp., ya que su productividad es baja.

El cultivo in vitro de células o tejidos disgregados de las esponjas ofrecen un sistema limpio para
generar metabolitos; no obstante la producciéon de lineas celulares inmortales, a partir de los ar-
queocitos, células pluripotentes, principales candidatos para obtener estas lineas, no ha sido posible
a la fecha. Faltan investigaciones al respecto, aunque se han evaluado las células embrionarias, que
también se consideran promisorias para el desarrollo de lineas inmortales (Kurelec et al., 1992).
La dificultad principal en la seleccién de las lineas celulares, es que no se dividen continuamente
y no se conocen los factores que influyen en su crecimiento (Hirata & Uemura, 1986; Muller et
al., 1985), es decir, pueden tener un crecimiento lento neto a causa de divisién celular y una alta

tasa de apoptosis (Koopmans et al., 2009).

En la figura 2, se resumen los principales intentos de produccién en masa de metabolitos de interés

producidos por las esponjas marinas.
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Figura 2: Intentos de produccién en masa de metabolitos de interés producidos por esponjas marinas.

5.1. Acuacultivo

Una de las alternativas para la produccién en masa de metabolitos de interés a partir de esponjas
marinas es el desarrollo de tecnologias agricolas basadas en el sistema de acuacultivo, en este sistema
las esponjas son cortadas en fragmentos pequenos (explantes) colgadas en cuerdas y suspendidas
en el océano, a partir de los cuales se formard un organismo adulto (Ichiba et al., 1991). Duckworth
et al. (2003) desarrollaron dos metodologias para la produccién a gran escala de metabolitos de
interés mediante el acuacultivo de las esponjas Latrunculia sp. Nov, Polymastia croceus y Raspailia
agminata, provenientes de Nueva Zelanda una de las metodologias consistio en el cultivo de ex-
plantes enroscados en cuerdas de polinivil alcohol y la otra en el cultivo de los mismos en bolsas
individuales compuestas de mallas de diferentes tamanos; sin embargo, el sistema de acuacultivo
no ha sido totalmente exitoso ya que las condiciones no pueden ser controladas y se genera un alto
impacto ambiental; aun asi, ha sido el primer intento para obtener un cultivo celular de esponjas y

adaptarlo a sistemas in vitro como acuarios o biorreactores (Osinga, 2003).

5.2. Acuarios

El uso de acuarios(Cultivo ex situ) proporciona un mejor control de las condiciones de cultivo, aun
asi es necesario tener conocimiento de las condiciones ambientales y ecoldgicas optimas necesarias

para el crecimiento de las esponjas en un sistema no natural (Belarbi et al., 2003).

Pérez-Loépez et al. (2014) desarrollaron un proceso in vivo para la produccién de crambescina y
crambescidina sustancias consideradas como potenciales drogas anticancer debido a su actividad
citotoxica y antiviral a partir de la esponja marina del mediterraneo Crambe crambe; el proceso
consisti6é en el cultivo de la esponja en un sistema ez situ (Acuario), seguido de la extraccién

periddica de estos biocompuestos manteniendo el organismo vivo, seguidamente se evalué el impacto
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ambiental de acuerdo con la metodologia de la evaluacién del ciclo de vida (LCA por sus siglas
en inglés, Normas ISO, 14040 2006), encontrando como principales problemas el uso de grandes
cantidades de metanol durante el proceso de purificacion y las altas necesidades de electricidad
debido a la continua iluminacién del acuario, para ello se plantearon algunas alternativas como
la reduccién del uso de la electricidad mediante el uso de diodos emisores de luz y de energias

renovables y la reutilizacién del metanol.

5.3. Aislamiento y cultivo de microorganismos simbiontes

Si los metabolitos de interés son producidos por los simbiontes de una esponja, ; Es 1til el aislamiento
de dichos microorganismos?. El grupo de Hill et al. (2005) aislé Micromonospora sp. a partir de
la esponja Acanthostrongylophora sp. del cual obtuvieron, en ausencia de la esponja, el compuesto
bioactivo manzamina con propiedades antimalaricas. La gran mayoria de bacterias asociadas a las
esponjas no son faciles de cultivar, por eso se ha utilizado la identificacién de la fuente biosintética
de los metabolitos secundarios de interés mediante la metagenémica a partir de la extraccion directa
de DNA y su posterior clonacién en otros microorganismos. Por otro lado, se han modificado cepas
de FEscherichia coli para producir precursores de policétidos y se han realizado clonaciones con

Pseudomonas putida (Kennedy et al., 2007).

5.4. Cultivos primarios a partir de explantes

Las esponjas tienen capacidad regenerativa la cual es aprovechada en estos cultivos, pero se ha
reportado que los explantes muestran tasas de crecimiento muy lentas y variables lo cual puede estar
relacionado con las diferentes edades de las esponjas de donde fueron extraidos (Hill et al., 2005).
Sin embargo, la falta de conocimiento de la biologia celular, no permite tener un protocolo tinico
de manejo in vitro de las diferentes especies. Esta es una gran limitante, ya que los protocolos
conocidos y aplicados a células vegetales y células de mamifero han requerido la acumulaciéon de
una gran experiencia de muchas décadas que han hecho posible los resultados exitosos que hoy

conocemos en ambos sistemas celulares.

5.5. Cultivos de células de esponjas a partir de células individuales

Para desarrollar cultivos de células de esponjas se han utilizado los avances obtenidos en los cul-
tivos in wvitro de células de mamiferos en medios definidos, sin embargo hasta el momento, sélo
se han logrado cultivos primarios con baja densidad celular por corto tiempo. Varios autores, en
un intento por mejorar las condiciones de cultivo, han evaluado variables como el pH, la tempe-
ratura, la luz y el suplemento del medio de cultivo con componentes como acidos grasos, retinol,
colesterol, entre otros, no obstante, todavia no se han definido las condiciones minimas adecuadas

para el cultivo de estas células. Algunos autores, reportan intentos de cultivos celulares a partir de
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arqueocitos, considerados similares a las células madre, pero con muerte temprana (Hill et al., 2005).

En el establecimiento de cultivos celulares a partir de células de esponjas, el principal problema es
la contaminacién por microorganismos o una variedad de protozoos que comparten el ecosistema
marino con las esponjas (Osinga, 2003). Por otro lado, sigue el interrogante, ;Dénde se producen
los compuestos bioactivos, en las esponjas?, j En los microorganismos simbiontes? o j De la simbiosis
entre ellos? (Wijffels, 2008). Estas tres posibilidades parecen viables en los distintos grupos ya que
depende més de la historia evolutiva de cada taxa y de las interrelaciones que haya establecido a

través de su existencia como especie.

Por otro lado, se utiliz6 fitohemaglutinina en un cultivo in vitro de células de la esponja Hyme-
niacidon heliophila, estimulador de la division en linfocitos humanos de sangre periférica y otros
vertebrados que se encuentran en Gy, con el fin de incrementar el crecimiento de las células de la

esponja (Caralt et al., 2007a); aun asi los resultados no son muy promisorios.

Estos estudios muestran los intentos que se han realizado usando el conocimiento disponible de
otras especies en las cuales se han estandarizado estos protocolos, obteniendo resultados que todavia

deben ser comprendidos.

5.6. Cultivos de células de esponjas a partir de agregados celulares

Desde 1907 se descubrié la habilidad de las células de esponjas marinas disociadas mecédnicamente
para formar agregados funcionales denominados “primorfos” (Osinga, 2003). Estos agregados es-
féricos envueltos con una capa continua de células del pinacodermo, alcanzan un didmetro entre
1-2 mm, se conservan por mas de cinco meses en agua de mar artificial, permiten diferenciar las
células de las esponjas de posibles protozoarios y adicionalmente conservan su actividad telome-
rasa, lo cual no se observa en células individuales. En la produccion de agregados, es crucial el
tipo de antibiético usado en los cultivos; por ejemplo, la presencia de anfotericina é un coctel de
kanamicina, gentamicina, tilosina y tetraciclina inhibe la formacién de agregados, mientras que
la presencia de gentamicina 6 una mezcla de penicilina y estreptomicina permite su formacion,
pero no controla la contaminacién por hongos, aun asi, en estas condiciones, se ha reportado la for-

macion de agregados a partir de una suspensién celular de la esponja Stylissa massa (Osinga, 2003).

5.7. Cultivos celulares a partir de embriones y larvas

En la preparacién de una linea celular continua proveniente de células de esponjas marinas, las
principales dificultades reportadas son la supervivencia, la contaminacién y las tasas de crecimiento

variables. Por otro lado, para optimizar las condiciones de cultivo seria deseable que los explantes
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tuvieran la misma edad, a pesar de que no es directamente relacionada con el tamano de una esponja
adulta. Por esta razén, investigaciones recientes se han enfocado en obtener cultivos celulares a
partir de embriones y las larvas, metodologia promisoria para el cultivo celular porque puede
realizarse durante el periodo maximo de crecimiento, permitiendo la optimizacion de las condiciones
de cultivo (Hill et al., 2005). Ademds, los embriones proveen células madre, més resistentes a

infecciones que las células adultas.

5.8. Uso de reactores

Una metodologia muy prometedora para el cultivo de esponjas es el uso de reactores en sistema
continuo en el cual las esponjas se cultivan empleando algas como alimento. El cuerpo de la esponja
crece alrededor de un sistema de canales y cdmaras a través de los cuales se bombean grandes
volimenes de agua que llevan el alimento (Ichiba et al., 1991). En la mayoria de los cultivos celula-
res realizados en biorreactor, se requiere conocer la concentracién de carbono y oxigeno empleada
en el crecimiento del organismo, aun asi, en un estudio realizado en la esponja Haliclona ocula-
ta se demostré que la ausencia de oxigeno y carbono no son limitantes del crecimiento de esta
esponja (Koopmans et al., 2010). A pesar de estos reportes, se requiere gran conocimiento de la
especie de interés antes de considerar la produccién de biomasa a gran escala, ya que estos proce-

dimientos resultan de por si muy costosos y realizar ensayos al azar encarece atin méas la produccion.

El uso de reactores seria muy ttil una vez se hayan determinado los requerimientos minimos de los
medios de cultivo para crecimiento in vitro, establecido las lineas celulares inmortales o se hayan

modificado dichas lineas incorporando genes de interés para produccién de compuestos especificos.

5.9. Modificacion genética de lineas celulares inmortales en la produccion de
metabolitos

La tecnologia del DNA recombinante podria mejorar la supervivencia celular en lineas celulares
de esponjas una vez se resuelvan los interrogantes que se han planteado con respecto a los
requerimientos minimos de cultivo y se tenga maés informacién sobre la biologia celular y la genética
de las esponjas. Las lineas celulares de mamiferos e insectos pueden ser obtenidas directamente
de un tumor y usualmente son inmortalizadas por induccién artificial de hibridaciéon de células
normales con tumorales (hibridomas) o por exposicién a agentes mutagénicos o transfeccién con
oncogenes (Hill et al., 2005). En ese sentido, se han realizado intentos de identificar la familia de
genes ras encargados del control de crecimiento, diferenciacién y supervivencia, con el fin de realizar
mutagénesis dirigida o sobreexpresiéon de los genes ras e inducir transformacién celular para el
logro de las lineas celulares inmortales (Pomponi & Willoughby, 1994). Los genes similares a ras
se han encontrado en algunas especies de esponjas marinas que incluyen S. domuncula (Grasela

et al., 2012), G. cydonium (Konig & Wright, 1996) pero en otras especies, los resultados no han
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sido exitosos (Pomponi & Willoughby, 1994). Por otro lado, estrategias como la metagenémica
permite identificar los fragmentos de genes claves en la produccion de los compuestos bioactivos
producidos por las esponjas y sus simbiontes y la potencial transferencia a un huésped adecuado

para su produccién.

6. PERSPECTIVAS DE LA PRODUCCION SOSTENIBLE DE
METABOLITOS

Como se ha mencionado antes, debe continuar la investigacién de la biologia celular basica de las
esponjas antes de emprender protocolos estandares para la produccién de metabolitos de interés a
gran escala. La amplia variedad de especies de esponjas, los distintos habitats, las diferentes inter-
relaciones con microorganismos, algas y protozoos, hacen de este grupo de metazoos un inmenso
mundo de investigacion y mas si se quieren establecer lineas celulares inmortales que cumplan con
los parametros de produccion de metabolitos tutiles en distintas aplicaciones biomédicas, especial-

mente en la produccion de farmacos comercializables contra el cancer.

La alta capacidad de proliferacién de las células de esponjas sugiere su facilidad para establecer li-
neas celulares in vitro; sin embargo, las suspensiones celulares no han mostrado un comportamiento
de proliferacién rapido (Cetkovic et al., 1998); adicionalmente, los distintos intentos experimentales
reportados no clasifican como cultivos primarios de acuerdo al conocimiento que se tiene en las
células de mamifero (Custodio et al., 1998). Algunas razones sobre el fracaso en estos ensayos de
cultivo in wvitro, podrian ser la técnica empleada en el establecimiento del cultivo y las condiciones
de cultivo empleadas. El uso de fitohemaglutinina para estimular la proliferacion celular en las
esponjas marinas, no ha sido apropiado posiblemente porque los receptores en la superficie celular
no son activados por ligandos presentes en él (Freshney, 2005). La preparacién de medios de cultivo
variando las concentraciones y composicién de los suplementos de vitaminas, aminoacidos, sales,
glucosa, suplementos inorganicos, hormonas, antibidticos, entre otros, no han permitido el diseno
apropiado de un medio estandar en el que las células de las esponjas puedan crecer continuamente
(De Caralt et al., 2007b).

En la medida en la que se comiencen a desarrollar las lineas celulares inmortales derivadas de
esponjas, se requiere implementar técnicas de cultivo en reactores, esto con el fin de tener cantidad
suficiente de biomasa y asegurar la homogeneidad del cultivo. Por tltimo, se requieren ademas, la
caracterizacion de los genes involucrados en el metaboloma de interés y las técnicas de purificacion
y caracterizaciéon del metabolito de interés. Estas perspectivas requieren un equipo humano con
fortalezas cientificas y técnicas en las distintas dareas de biologia celular y molecular, quimica,

bioquimica e ingenieria de bioprocesos.
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