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RESUMEN. La busqueda de productos naturales con actividad farmacolégica a partir de esponjas marinas tiene
un gran potencial debido a las interesantes actividades que algunos compuestos presentan en ensayos clinicos,
principalmente en la busqueda de compuestos anticancerigenos y antivirales. Sin embargo, también existen
diversas problematicas que pueden frenar el desarrollo de un nuevo compuesto. Por lo que en esta revision se
pretende dar un panorama general de las perspectivas y limitantes que se presentan en la busqueda de nuevos
compuestos a partir de esponjas en el medio natural, en el establecimiento de cultivos de esponjas, de primorfos
y células madre como una alternativa o el aislamiento de bacterias asociadas a ellas que produzcan dichos
metabolitos con la finalidad de realizar modificaciones genéticas que permitan una produccién biotecnoldgica.
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Biotechnical potential of sponges in new pharmaceutics production:
perspectives and limits

ABSTRACT. The search for natural products with pharmacological activity of marine sponges has great potential
due to the interesting activities that some compounds have in clinical trials, mainly in the search of anticancer and
antiviral compounds. However, there are various problems that may limit the development of a new compound.
In this review we intended to give an overview of the perspectives and limitations that occur in the search of
new compounds from sponges of the natural environment, in the establishment of culture of sponges, primorph
and steam cells as an alternative, or isolated bacteria from sponges which are the metabolites producers to
development genetic modifications for a biotechnological production.
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PRINCIPALES METABOLITOS AISLADOS en el area de enfermedades oncoldgicas. Hoy
DE ESPONJAS en dia existe una larga lista de compuestos de

. . . origen marino con potencial terapéutico en en-
El potencial de los organismos marinos

f | sayos preclinicos y clinicos para el tratamiento
como fuente de ; nu?_vog,prodléctods naturales  4o'giversas enfermedades, y otros que ya es-
es muy prometedor. La busqueda de €stos or- 4 oy o] mercado. Entre estos podemos men-
ganismos productores de moléculas de interés

<e ha enfocado a especies de cuerno blando cionar a la erubilina (Halaven“R), un nuevo me-
> ! P > cuerp » dicamento contra el cancer de seno, que es un
sésiles o dotadas de un movimiento lento ya

. . b | loci analogo sintético de la halichondrina B la cual fue
que Su Supervivencia no se basa en 1a veloCl-  5ig1ada originalmente de la esponja Halichon-
dad de natacion ni en defensas fisicas, sinoen 5, o raqaj y posteriormente de la esponja Li-
la generacion de un arsenal quimico, producto s jendoryxspp. (Uemuraetal., 1985). Labrios-
de ta(tj.aptamones mctatabohca:ls que Ie? permiten  yatina 1, aislada del briozoario Bugula neritina
sintetizar compueslos que 1es confieren una v qe |3 esponja Lufariella variabilis, asi como
ventaja adaptativa en el ambiente marino. Es-

¢ ¢ d dad | medi la trabectedina o ecteinascidina 743 (ET-743)
0S compuestos pueden ser exudados almedio  5igiad5 de la ascidia Ecteinascidia turbinata
en respuesta a una amenaza, para atraer a su

(Guan et al., 1993) y comercializada con el
presa, y en algunos casos pueden ser acumu-
lados en el organismo para disuadir o causar la
muerte al depredador que los ingiere (Jiménez
et al., 2007).

La investigacion de organismos marinos
en la busqueda de compuestos bioactivos con
potencial terapéutico se ha ido incrementando
afio con ano (Bhakuni & Rawat, 2005; Blunt &
Munro, 2007; Blunt et al., 2009), principalmente
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nombre de Yondelis.

En el medio marino, las esponjas (Phy-
lum Porifera) son, hasta el momento, la mayor
fuente de metabolitos secundarios marinos
bioactivos. Estos metazoarios son sésiles,
filtradores, por lo que circulan grandes canti-
dades de agua a través de su sistema acuifero
capturando particulas de materia organica y
por consiguiente el 70% de las bacterias sus-
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pendidas en la misma (Brimer & Nickel, 2003).
Por otro lado, las esponjas sintetizan una gran
variedad de metabolitos secundarios con fines
defensivos (defensa directa, indirecta e in-
mune) y competitivos (competencia por espa-
cio) (Mueller et al., 2004). La presencia y con-
centracion de estos metabolitos secundarios
dependen de factores tales como: las condi-
ciones del habitat (luz, corrientes, profundidad,
temperatura, cantidad de nutrientes) (Carballo,
2002), el grado de depredacién, competencia y
factores internos (estadio de desarrollo y repro-
duccion) (Thompson et al., 1987; Pawlik, 2002;
Unson et al., 1994).

Las esponjas han sido, durante los ultimos
cincuenta afios, un objeto atractivo de estudio
para la quimica de productos naturales mari-
nos debido al gran numero de metabolitos se-
cundarios producidos, a la novedad estructural
que muestran y su potencial terapéutico en el
tratamiento de enfermedades humanas (Tabla
1). Ademas, son la mayor fuente de metabolitos
secundarios marinos con potencial biomédico
descubiertos a la fecha (Faulkner, 1997; Duck-
worth & Battershill, 2003; Blunt et al., 2009;
Koopmans et al., 2009).

El uso de las esponjas en la busqueda de
productos naturales marinos inicié en los afios
50’s con el aislamiento de los nucledsidos de
arabinosa: espongotimidina y espongouridina
a partir de la esponja Cryptotethia cripta (Berg-
mann & Feeney, 1950). Estos fueron usados
como modelos para la sintesis de los com-
puestos ara-A (Vidarabina®) y ara-C (Cytara-
bina®), los cuales son compuestos antivirales
y anticancerigenos (Kobayashi, 2000; Proksch
et al., 2002). Estos arabino-nucledsidos, a su
vez, sirvieron de base para el desarrollo del an-
tiviral AZT (Retrovir) y el antitumoral gemcita-
bina (Gemzar) (Kobayashi, 2000). El estudio
quimico y farmacolégico de las esponjas, fue
iniciado por Nigrelli y colaboradores (1959), cu-
ando un compuesto con actividad antibictica,
denominado ectionina, fue aislado del extracto
crudo etéreo de la esponja Microciona prolifera.
A partir de entonces, se incremento el interés
en la busqueda de compuestos con actividad
biolégica (antiviral, antimicrobiana, citotoxica,
antiinflamatoria, etc.) en esponjas marinas
(Armstrong et al., 1999; Brimer & Nickel, 2003;
Faulkner, 2002; Donia & Hamann, 2003; Blunt
et al., 2007).

De acuerdo a Mayer y Gustafson (2008), el
objetivo principal de la investigacién global en
productos naturales marinos, a mas de 54 afios
del hallazgo de los nucleésidos espongotimid-
ina y espongouridina, es el descubrimiento de
agentes antitumorales nuevos y de uso clinico
derivados de organismos marinos. Por tal moti-

VO en afos recientes, el interés en las esponjas
se ha incrementado dado el descubrimiento de
esteroles (como agosterol A, orostanal, aragus-
terol A, peroxisterol) (Aoki et al., 1998; Fukuoka
et al., 2000; Gauvin et al., 2000; Miyamoto et
al., 2001), proteinas (como las lectinas aisla-
das de Chondrilla nucula, Haliclona cratera y
Cliona varians, o las glucoproteinas aisladas
de Pachymatisma johnstonii) (Pajic et al., 2002;
Gad, 2005; Queiroz et al., 2009), y otros com-
puestos con actividad citotoxica (Zhang et al.,
2003).

Desafortunadamente, la utilizacion de los
productos naturales marinos como un recurso
potencial para el desarrollo de nuevos farma-
cos se ve obstaculizada por varias limitaciones
significativas, ya que cuando un compuesto
obtenido a partir de una fuente marina es iden-
tificado como un posbile candidato a farmaco,
se deben de considerar los siguientes aspectos
relacionados con el suministro del compuesto:
rendimiento y variaciones en la concentracion
del compuesto, abundancia del organismo del
cual se extrajo el compuesto de interés (fuente),
facilidad y costo de la recoleccion del orga-
nismo y el derecho soberano sobre el recurso.
Este ultimo, es el aspecto mas importante a
considerar para el desarrollo de farmacos po-
tenciales, ya que el Convenio sobre Diversidad
Biolégica (CDB) de las Naciones Unidas fir-
mado durante la Conferencia de las Naciones
Unidas sobre Medio Ambiente y Desarrollo, es-
tablece que los paises miembros se comprom-
eten a la conservacion y uso sustentable de los
recursos naturales, asi como a la distribucion
justa y equitativa de los ingresos resultantes de
la comercializacién de productos basados en
recursos naturales (www.conabio.gob.mx). Asi
mismo debe de cumplir con una serie de prue-
bas preclinicas y clinicas. Particularmente en el
caso de las esponjas, existen algunos factores
que contribuyen a que el proceso de implemen-
tacion sea mas lento. Los compuestos aislados
tienen a menudo rendimientos muy bajos, por
ejemplo, Lissodendorix sp. presenta rendimien-
tos de extraccion de 400 ug kg del compuesto
halichondrina B (Koopmans et al., 2009). La
concentracion del compuesto latrunculina B,
oscila entre 0.35 a 1.2% del peso seco de la es-
ponja Negombata magnifica (White & Kawasa-
ki, 1992; Hadas et al., 2005) y la espongistatina
1y 9 se encuentran en s6l0 2.2 x 107% y 3.4 x
107% del peso seco de la esponja, respectiva-
mente (Norcross & Paterson, 1995). Ademas,
la mayoria de las esponjas son escasas en su
entorno natural o tienen una distribucion limita-
da que no permite grandes recolectas. Incluso
si son comunes, el impacto a largo plazo de las
recolectas masivas para el desarrollo de farma-
cos, si los compuestos demuestran ser clinica-
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Tabla 1. Compuestos aislados de esponjas marinas, actividad y estatus.

Table 1. Isolated compounds from marine sponges, activitiy, and status.

Especie Compuesto Actividad Fase Fuente
Cryptothetia crypta  Ara A o W Antiviral Comercial  Pomponi, 1999
L]
OH
17
Cryptothetia crypta Ara C o ﬁ" Anti-leucémica Comercial Munro et al. 1999
Cymbastela sp., s 8 | 7
Hemiasterella minor, HTI 286 @*AA N Y\HL"” Anti-cancerigeno Il Ettinger 2006
Siphonochalina sp. | A
Luffariella variabilis ~ Manoalida Anti-inflamatorios Il Sonerégge tal,
Petrosia contignata  Contignasterol Antxg{:?an;z;:grlos I Mdller et al., 2004
. Anti-leucémica Tandon & Chhor,
Dysidea avara Avarona HIV-1 | 2005
Lissodendoryx . . f(c@(abfLQ A . . Simmons et al.,
. . . HalicondrinaB T, ©°- oAt Azn] 1w Anti-cancerigeno |
Halicondria okadai : O’ oo 2005
0 O, ;
Discodermia Discodermoliida u : Anti-tumoral | Mickel, 2005
disoluta oH
OH__OH ?H
gal O (CHaJp1CH3
" . Ho NH o OH Inmunoterapia del Mickel et al.
Agelas mauritianus  Agelasphina LA . | ’
(GHa)y1CHg cancer 2004
’ \/\Cg\
590 Mo Murakami et al
; . ’ b " NP .
Dysidea arenaria Arenastatina A P:O )I\/\HIO\CL Citotoxico | 2004
Dysidea avara Avarol 9 CHy Ant|-|n::|avrt11atorlos Preclinico  Miller et al., 2004
Ha' CH’:!
Cancer de mama,
Haliclona sp. Salicylihalamida A colon, renal y Preclinico Beutlegg(olc\alchee,
melanoma
) . N w ] o . Gaitanos et al.,
Mycale hentscheli Pelorusida A Citotoxico Preclinico

B / oH o//;\
\ T ) ng]_

2004
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mente exitosos, traeria como consecuencia la
inevitable destruccion de los ecosistemas ma-
rinos (Salomon et al., 2004). Como resultado
de esto, las investigaciones farmacoldgicas y
el desarrollo de muchos productos naturales
derivados de esponjas estan limitadas por la
necesidad de tener suficiente cantidad de ex-
tracto para las pruebas de laboratorio (Carballo
et al.,, 2009). Un buen ejemplo de ello, es el
caso del compuesto halicondrina B; la pro-
porcion compuesto:biomasa es desfavorable,
ya que se requiere 1 tonelada de la esponja
Lissodendoryx sp. para obtener 300 mg de
una mezcla de dos analogos del compuesto
halocondrin (Proksch et al., 2002). Este com-
puesto ha sido aislado también de las esponjas
Halichondria okadai, Phakellia carteri, Axinella
cf. carteriy Lissodendorix spp. Las poblaciones
naturales de estas especies, estan restringidas
a areas muy pequefas y no son suficientes
para abastecer las cantidades necesarias del
compuesto a una escala comercial (Brimer
& Nickel, 2003). En la mayoria de los casos,
las poblaciones de esponjas son demasiado
pequefas, inaccesibles y con una tasa de cre-
cimiento lento que depende de la especie y fac-
tores ambientales (Pomponi, 1999).

METODOS ALTERNATIVOS PARA LA
OBTENCION DE LOS COMPUESTOS
BIOACTIVOS

La sintesis quimica de productos naturales
bioactivos o sustancias analogas es una de las
primeras consideraciones para suplementar la
cantidad de compuesto necesario para el de-
sarrollo de un farmaco y es la opcion preferida
por la industria farmacéutica ya que permite
controlar la introduccion de modificaciones
estructurales para la generacion de analo-
gos, eliminando asi la complejidad molecular
innecesaria y mejorando la actividad biolégica
(Paterson & Anderson, 2005). Sin embargo,
en muchas ocasiones esta opcién es elimina-
da debido a la complejidad de muchos de los
compuestos aislados de esponjas, que si bien
tienen mecanismos novedosos de accién y alta
selectividad, son dificiles de sintetizar, lo que
en ocasiones los hace incosteables econémi-
camente y a menudo no cumplen las exigen-
cias, incluso a nivel de ensayos preclinicos
(Brimer & Nickel, 2003).

El cultivo de esponjas para estos fines es
al parecer una estrategia prometedora debido
a los considerables avances realizados en la
actualidad, tanto con métodos in situ como ex
situ. En comparacion con otros invertebrados
marinos, por ejemplo, cnidarios, se ha desa-
rrollado poca investigacién en acuicultura de
esponjas o para cultivo de células (Brimer &

Nickel, 2003).

Las esponjas presentan dos tipos de re-
produccion, la sexual por gametos y la asexual
mediante fragmentacion y gemacion siendo
asi capaces de formar una nueva esponja, y
cuando no se separan, forman una colonia. La
reproduccion asexual es la base de los méto-
dos para cultivar esponjas. El método tradicio-
nal para cultivarlas consiste en cortar a las es-
ponjas adultas en trozos pequefos (explanto)
(Osinga et al., 1999).

Las investigaciones para el desarrollo co-
mercial del cultivo de esponjas con fines bio-
médicos se han incrementado (Duckworth et
al., 1999; Pronzato et al., 1999). Estos estu-
dios sugieren que es necesario establecer un
arte de cultivo para cada tipo de crecimiento
en esponjas (incrustante, amorfa, tubular) y
las condiciones ambientales optimas y re-
querimientos para su crecimiento y super-
vivencia tanto en cultivos in situ como ex situ,
con la finalidad de incrementar la produccién
de compuestos activos (De Voogd, 2007). Al
respecto, los primeros estudios realizados con
este fin, fueron los de Duckworth et al. (1997)
y Pronzato et al. (1999) en la costa nororiental
de Nueva Zelanda y en el Mediterraneo Occi-
dental, respectivamente. De Caralt et al. (2010)
probaron tres métodos de cultivo alternativos
para Dysidea avara optimizando las estructu-
ras de fijacion de las esponjas, atravesando
los explantos en cuerdas horizontales, dentro
de jaulas pequefias, o adheridas a un sustrato
metalico. La eficiencia del cultivo fue evaluada
mediante la determinacion de la supervivencia,
el crecimiento y la bioactividad del metabolito
avarol. Los resultados encontrados muestran
que el método de la jaula mejora la superviven-
cia de los explantos, el método de adhesion
fue mejor para el crecimiento y el método de la
cuerda para la bioactividad.

Duckworth et al. (1997) mencionan que
ademas del material utilizado para la fijacion
del explanto, la apropiada seleccién del lugar
en los sistemas abiertos son claves para el
éxito de un cultivo debido a que la localidad
tiene influencia tanto en el crecimiento de la
esponja como en la sintesis de los metaboli-
tos secundarios (Osinga et al., 1999; 2003). Lo
anterior ha sido demostrado en un cultivo de
la esponja Raspailia agminata donde se obtu-
vo un incremento de biomasa y supervivencia
del 25% y 84% respectivamente en una zona
protegida, de forma contraria en una zona ex-
puesta se presentaron pérdidas del 33% y 54%
en biomasa y supervivencia (Duckworth et al.,
1997).

En el caso de esponjas de aguas pro-



POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE ESPONJAS

fundas, se ha logrado cultivar con éxito a
Lissodendoryx sp., fuente de los compuestos
antitumorales de la serie de las halichondrinas,
manteniéndola en cultivo in situ en aguas so-
meras. Si bien, es cierto que los organismos de
aguas profundas (80 a 100 m de profundidad)
tienen requerimientos mas criticos para su de-
sarrollo (baja temperatura, alta presion), existe
una gran oportunidad de lograr su transferencia
tecnoldgica y desarrollo econémico, sin embar-
go, en este tipo de cultivo no se tiene completo
control de las condiciones ambientales ni de la
produccion de compuestos (Pomponi, 2001).

Por otro lado, se han descrito cultivos
de explantos en sistemas semicerrados o
cerrados para varias especies, entre ellas
Geodia cydonium (Miller et al., 1999),
Pseudosuberites andrewsi (Osinga et al.,
1999; 2003), Chondrosia reniformis (Brimmer
& Nickel, 2003), Geodia baretti (Hoffmann et
al., 2003) y muchas otras morfolégicamente
distintas (Battershill & Page, 1996; Duckworth
et al., 1997) con las que han probado distintos
parametros y tipos de alimentacién utilizando
microalgas (Osinga et al., 1998) o combinacio-
nes de microalgas con bacterias (Fry, 1971).

En cuanto a la obtencion de productos na-
turales, la concentracion de los metabolitos en
las esponjas cultivadas es muy variable (Page
et al., 2005). Algunas esponjas que han sido
cultivadas con este fin, han tenido tasas de cre-
cimiento muy buenas, estas esponjas de rapido
crecimiento son en su mayoria especies carno-
sas que no tienen que invertir grandes recursos
para la formacion del esqueleto. Los estudios
han demostrado que la produccién de meta-
bolitos en las esponjas cultivadas en sistemas
cerrados es a veces inferior a los obtenidos en
esponjas cultivadas en el mar (Koopmans et
al., 2009).

Conociendo el efecto de los factores am-
bientales en la biosintesis de los metabolitos
y entendiendo el papel ecoldgico de éstos,
podrian usarse para promover la produccion y
cantidad de metabolitos. Si la funcion ecoldgica
de algun metabolito de interés, por ejemplo, es
disuadir a los depredadores, podria ser posible
imitar la depredacion haciendo un corte a la es-
ponja poco antes de la cosecha para promover
la producciéon de metabolitos. Sin embargo, la
respuesta al cultivo es variable entre especies
y sitios (Duckworth, 2009) y como resultado
de esto, los esfuerzos de investigacion tanto
farmaceéuticos como académicos siguen cen-
trados en el desarrollo de técnicas de acuicul-
tura eficientes.

Otra alternativa para producir biomasa de

esponjas para la obtencién de compuestos bio-
activos es el cultivo in vitro de esponjas como
células disociadas o tejidos axénicos, que pu-
eden proveer un sistema definido y libre de
microorganismos para la produccién de me-
tabolitos de esponjas (Wijffels, 2007), aunque
el principal problema que enfrenta este tipo de
cultivos es que no hay un area en las esponjas,
con la cual se pueda iniciar un cultivo primario
axénico. Esto es debido a que cerca del 40%
de la biomasa total de las esponjas esta confor-
mada por microorganismos los cuales pueden
0 no ser simbiontes obligados y requeridos
en la produccién de un metabolito de interés
(Sipkema et al., 2003; Koopmans et al., 2009).
Este proceso ha sido dificil debido a la falta de
conocimiento sobre las condiciones de cultivo
necesarios para su proliferacion (Pomponi &
Willoughby, 1994; Sipkema 2004; Sipkema et
al., 2005). Durante las ultimas décadas, se han
realizado intentos para establecer el cultivo y
finalmente, una linea celular (Pomponi & Wi-
lloughby, 1994; Pomponi et al., 1997; Rinkevich
et al., 1998; Rinkevich, 1999; De Rosa et al.,
2001), sin embargo, hasta la fecha los cultivos
celulares se han caracterizado por la falta de
crecimiento, o por la duda sobre el origen de
las células en crecimiento, ya que las células
de la esponja se confunden facilmente con pro-
tozoos o thraustochytridos, un grupo de protis-
tas eucariotas heterétrofos que son muy co-
munes en el medio marino, y que pueden estar
presentes como contaminantes (Koopmans et
al., 2009). En vista de la facilidad de contami-
nacion, debe comprobarse periddicamente la
autenticidad de las células en cultivo utilizando
métodos de ADN (Sipkema et al., 2003) o el
analisis de la presencia de metabolitos especi-
ficos (Pomponi et al., 1997).

De acuerdo con Pomponi Y Willoughby
(1994) existen tres aspectos fundamentales
que deben tomarse en cuenta para obtener cé-
lulas individuales en suspensién y, consecuti-
vamente un cultivo primario: la disociacion del
tejido de la esponja, un enriquecimiento selec-
tivo utilizando gradientes de centrifugacion y la
aplicacion de antibioticos. El establecimiento
de cultivos celulares es un largo proceso que
requiere de por lo menos un conocimiento
fundamental acerca de los requerimientos nu-
tricionales, bioquimica e inmunologia de las
células de esponjas (Osinga et al., 1999). La
composicion de los medios de cultivo es un fac-
tor importante para el éxito del cultivo. En vari-
os estudios, se ha utilizado un medio de cultivo
para células animales adicionado con nuevos
componentes que se supone son cruciales
para las células de la esponja como aminoa-
cidos, vitaminas, sales, glucosa, suplementos
organicos, hormonas, factores de crecimiento,
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piruvato, vitamina C y cloruro de sodio, es-
tos tres ultimos aumentan significativamente
la viabilidad celular (De Caralt et al., 2007c).
Los estudios actuales continian enfocados en
los métodos para aislar las células, en el de-
sarrollo 6ptimo del medio de cultivo con la
adicién de precursores de crecimiento y en el
uso de arqueocitos (células totipotentes que
pueden diferenciarse en otros tipos de células
funcionales) (De Caralt et al., 2007c).

Se ha observado que el tejido de
Suberites domuncula y Geodia cydonium tiene
una alta actividad de telomerasa, lo que indica
una gran capacidad de proliferacién. Sin em-
bargo, las células pierden rapidamente esta
actividad después de la disociacién en las sus-
pensiones de células individuales, lo que indi-
ca la necesidad de contacto célula-célula y el
contacto con factores de adhesion extracelular
para proliferar (Koziol et al., 1998), esto explica
el poco éxito en la produccion de lineas celula-
res. Por ello, se ha desarrollado una propuesta
de un cultivo multicelular conocido como siste-
ma de cultivo de primorfos (agregados multice-
lulares de la esponja generalmente de forma
esférica producidos en un cultivo de células en
suspension).

En el trabajo realizado por Miiller et al.
(2000) encontraron que las células individuales
de la esponja Dysidea avara contenian una
cantidad minima de avarol, mientras que en los
primorfos se encontré una considerable canti-
dad del metabolito. Estos datos indican que los
sistemas de primorfos son una buena opcion
para la produccion in vitro de metabolitos se-
cundarios y confirma que al menos para esta
esponja, las células individuales no son capa-
ces de proliferar, ni de producir los compues-
tos.

Ademas de esta tecnologia, se han abierto
nuevas posibilidades para el cultivo de célu-
las como el uso de embriones y larvas. Los
embriones estan presentes en gran numero
en las esponjas maduras y podrian ser una
fuente prometedora de células para cultivos
continuos, debido a que estan compuestos de
menos tipos celulares que las células adultas
y la mayoria de sus células son células madre
(blastomeros). Se ha reportado que el uso de
embriones reduce el nivel de contaminacion
bacteriana exégena en cultivos de células de
invertebrados (Rinkevich, 2005), aunque existe
aun la proliferacion de bacterias simbidticas
por transmision vertical de padres a embriones
en algunas especies de esponjas (Usher et al.,
2004; De Caralt et al., 2007a). Sin embargo, la
mayoria de las bacterias simbidticas de las es-
ponjas son extracelulares y no pueden sobre-
vivir fuera del mesohilo (Wang, 2006). Aunque

los embriones parecen ser una fuente 6ptima
de células madre, las larvas también contienen
este tipo de células en un numero elevado y
son mas faciles de obtener. Recientemente,
se ha explorado como obtener larvas de indi-
viduos adultos maduros que se mantienen en
acuarios bajo condiciones controladas. Estos
individuos maduros liberan espontaneamente
cientos de larvas (De Caralt et al., 2007b),
que pueden establecerse y desarrollarse en
juveniles sanos. La obtencién de grandes can-
tidades de larvas de esponjas maduras en el
laboratorio podrian permitir tener un stock de
células madre durante todo el afio para el de-
sarrollo de los cultivos celulares (ya sea como
células aisladas o agregados) por lo que este
enfoque parece ser prometedor.

RELACION ENTRE ESPONJAS Y
BACTERIAS SIMBIONTES

Las esponjas albergan microorganismos
tales como, cianobacterias, bacterias he-
terotréficas, algas unicelulares y hongos. Es-
tos, habitan los espacios extra e intracelulares
(mesohilo) (Proksch et al., 2002) y algunas
veces constituyen parte importante de la bio-
masa del hospedero, como es el caso de la es-
ponja Aplysina aerophoba en la cual el 40% de
su biomasa total esta conformada por micro-
organismos. Cabe mencionar que los microor-
ganismos simbiontes pueden llegar a constituir
hasta el 60% del volumen total de una esponja
(Hentschel et al., 2003; Usher et al., 2004).
Los beneficios que estos simbiontes pueden
proveer a la esponja son una mejora nutricio-
nal por la incorporacion de materia organica di-
suelta en el agua marina, un mejor transporte
de metabolitos a través del mesohilo de la es-
ponja, un mejoramiento de la rigidez estructural
y de la defensa quimica ante agentes ame-
nazadores mediante la produccion de com-
puestos bioactivos, como los antibiéticos, com-
puestos antifingicos y otros que proveen una
respuesta directa (dual), indirecta o inmune
(Osinga et al., 2001).

Reiswig (1974) acuid el término “bacterio-
esponja” para describir a especies de esponjas
con una biomasa significativa de microorganis-
mos. Se ha estimado el numero de bacterias en
el tejido de Aplysina aerophoba y en el extracto
de la esponja Rhopaloeides odorabile (6.4 x
10 g’y 1.5 x 10® ml", respectivamente). Es-
tos numeros exceden la cantidad de bacterias
en el agua marina por dos y cuatro érdenes de
magnitud (Friedrich et al., 2001; Webster & Hill,
2001). Vacelet & Donadey (1977) realizaron
estudios con 11 especies de Demospongiae
mediante microscopia electréonica de trans-
mision identificandose dos diferentes tipos de
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asociaciones entre los microorganismos y la
esponja: 1) esponjas con tejido denso (bacte-
rioesponjas) con alta abundancia (HMA) y di-
versidad de morfotipos microbianos y 2) espon-
jas de tejidos irrigados o menos densos (LMA)
con baja abundancia y normalmente un solo
morfotipo bacteriano (Hentschel et al., 2006).
Esta interesante dicotomia en asociacio-
nes microbianas y esponjas ha recibido poca
atencion, posiblemente porque la mayoria de
los estudios recientes se han centrado en los
aspectos evolutivos (Thacker, 2005) y en es-
pecies productoras de metabolitos secundarios
farmacolégicamente activos (Haygood et al.,
1999; Moore, 1999).

En el medio natural, los metabolitos se-
cundarios producidos por los microorganismos
cumplen multiples funciones relacionadas con
su supervivencia. Su produccion esta sujeta a
complejas redes reguladoras, y en general, es
inducida en la fase estacionaria en condiciones
de nutrientes limitados. En el mesohilo, la pro-
duccion de sustancias antimicrobianas juega
un papel importante en la relacion antagoénica
bacteria-bacteria, se cree que los compuestos
antimicrobianos les confieren una ventaja se-
lectiva en el momento de la competencia con
otras bacterias que habitan el mismo nicho
ecolégico. Otra funcion importante de los me-
tabolitos secundarios producidos por bacterias
es la capacidad que le da a un microorganismo
para escapar de la digestion mediante la pre-
vencion de la fagocitosis por los arqueocitos
de la esponja, una propiedad que sera crucial
para su supervivencia. Los arqueocitos son cé-
lulas ameboides individuales del huésped que
ingieren bacterias a través de la fagocitosis por
absorcion de nutrientes. Los microorganismos
asociados producen metabolitos secundarios
a fin de repeler los arqueocitos y evitar la di-
gestion (Hentschel et al., 2001).

La relacion biolégica entre bacterias y es-
ponjas ha obtenido un considerable interés
como fuente generadora de productos natura-
les. Debido a la similitud entre los compuestos
aislados de macro y microorganismos, se ha
especulado que los  microorganismos sim-
biontes son los verdaderos responsables de la
produccion de productos naturales en esponjas
y otros invertebrados marinos. Estas especula-
ciones estan basadas en numerosos compues-
tos aislados de esponjas, los cuales presentan
similitudes estructurales sorprendentes y en
algunos casos son idénticos a los productos
naturales de origen microbiano, pero aun no
se ha demostrado un microorganismo que sea
comun entre las especies de esponjas estudia-
das en la actualidad, por lo que una explicacion
alternativa a la presencia de compuestos

similares en esponjas, podria ser la evolucién
convergente en funcion de la estructura y com-
plejidad de los compuestos. Investigaciones
recientes donde el microorganismo simbionte
es aislado y cultivado para la producciéon de
compuestos, confirman la similitud estructural
existente entre los compuestos producidos por
invertebrados marinos y microorganismos, por
lo que resulta importante aclarar el papel de los
microorganismos simbiontes en invertebrados
marinos ricos en productos naturales activos.

¢QUIEN ES EL VERDADERO PRODUCTOR
DEL COMPUESTO BIOACTIVO?

Se considera que los microorganismos sim-
biéticos son responsables de producir un buen
nuamero de compuestos bioactivos aislados a
partir de organismos marinos particularmente
de esponjas y otros invertebrados (Siebert et
al., 2004). La principal razén para adjudicar un
origen microbiano a un compuesto en particu-
lar puede ser la semejanza estructural, parcial
o casi total, entre el compuesto aislado y otros
compuestos de origen microbiano (Hentschel
et al., 2001; Proksch et al., 2002; Piel, 2004;
Salomon et al., 2004; Hildebrand et al., 2004).

Algunos aspectos que pueden constituirse
como indicios de que la producciéon se da por
parte de los microorganismos simbidticos son,
1) que la abundancia del microorganismo en
cuestién, se correlacione con la cantidad del
producto natural aislado; 2) que el microorga-
nismo se encuentre en las mismas porciones o
tejidos de varios hospederos de la misma es-
pecie o en varios ejemplares recolectados en
localidades diversas o por lo menos distantes,
y 3) cuando especies taxondémicamente dis-
tintas contienen el mismo metabolito. Cuando
se cumplen estas caracteristicas se podria sos-
pechar de la participacion de los microorganis-
mos (Hentschel et al., 2001).

Si bien, existe la especulacién de una con-
tribucién de los microorganismos en el metabo-
lismo secundario de las esponjas, es aun dificil
probarlo (Faulkner et al., 1997). Afin de propor-
cionar evidencia inequivoca, el microorganismo
tiene que producir el compuesto de interés en
condiciones de laboratorio. Sin embargo, una
vez fuera de su habitat natural, las bacterias
cambian a menudo su perfil metabdlico, debido
a las condiciones de crecimiento alterado por
la falta de presion selectiva. Aun asi existen
diversos estudios en los cuales se demuestra
la implicacién de microorganismos marinos en
la produccion y/o acumulacion de metabolitos
secundarios activos. Uno de los primeros tra-
bajos fue el de Stierle et al. (1988) quienes se-
Aalaron que las dicetopiperazinas aisladas de
la esponja Teadania ignis son producidas por
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Micrococcus sp., que vive en asociacién con
esta esponja. La esponja Dysidea herbacea,
de amplia distribucién en el Indopacifico, pre-
senta poblaciones abundantes de cianobacte-
rias que se han identificado como Oscillatoria
spongeliae. A partir de ejemplares de estas
cianobacterias se aislaron los sesquiterpenos
espirodysina, herbadysiolida y un derivado clo-
rado isodysidenina (Unson & Faulkner, 1993).
Las células de las esponjas y de sus cianobac-
terias asociadas fueron separadas mediante
gradientes de Ficoll y usando citometria de
flujo acoplada a fluorescencia, asi, las células
que contenian pigmentos fotosintéticos fueron
separadas de todas las células restantes. El
derivado clorado se encontr6 asociado a las
fracciones que contenian las cianobacterias,
mientras aquellas fracciones no fluorescentes
que incluian las células de esponjas y otro tipo
de microorganismos, contenian predominante-
mente los sesquiterpenos (Unson et al., 1994).

Los especimenes de la esponja
Theonella swinhoei contienen y Proteobacte-
rias filamentosas (“Candidatus Entotheonella
palauensis”) y un consorcio de multiples es-
pecies unicelulares. Ambos tipos de bacterias
fueron separadas de las células de la esponja
por centrifugacion diferencial. Los analisis de
los extractos de las bacterias por medio de
HPLC y RMN mostraron que el policetido ci-
totéxico “swinholida A” fue predominante en
la bacteria unicelular, mientras que el péptido
antifungal “theopalauamida” fue detectado en
la bacteria filamentosa (Bewley et al., 1996;
Schmidt et al., 2000). La manzamina A, un
compuesto que presenta efectos citotoxicos,
insecticidas y antibacterianos, conocido por
su utilizacién en ensayos clinicos frente a la
malaria se aislé originalmente de esponjas
del genero Haliclona en Okinawa, y posterior-
mente se aislé6 de un microorganismo marino,
perteneciente a los actinomicetos (Micromono-
spora), por lo que se sospecha que el origen de
este compuesto sea por microorganismos aso-
ciados a Haliclona (Blunt et al., 2003). Ademas
este compuesto ha sido encontrado en 17 es-
pecies diferentes de esponjas con una amplia
distribucion geografica, con lo cual queda la es-
peculacion de que podria ser producida por los
microorganismos y no por las esponjas.

En algunos casos se tienen evidencias
muy bien sustentadas de que los compuestos
bioactivos encontrados en las esponjas son de
origen microbiano, sin embargo, se ha podido
comprobar, usando disociacion de células se-
guida por una separacion con gradientes de
densidad, que los compuestos se localizan
en fracciones celulares de esponjas. El com-
puesto avarol de la esponja Dysidea avara fue

encontrado en células esféricas (Muller et al.,
1986), especificamente en los coanocitos. De
igual manera se encontré6 que el compuesto
diisocyanoadociane aislado de la esponja
Amphimedon sp., se localiza en los arqueoci-
tos y coanocitos (Garson et al., 1992). En al-
gunos casos se ha observado que las células
del tejido fino de las esponjas son las que pro-
ducen los compuestos bioactivos cuando estan
asociadas a ellas grandes poblaciones de bac-
terias, lo que indicaria que éstos compuestos
son sintetizados para su defensa contra depre-
dado;es y/o invasores (Richelle-Maurer et al.,
2003).

Faulkner et al. (2000) especulan que es
mas probable que los metabolitos bioactivos
de las esponjas sean producidos por microor-
ganismos simbiontes, debido a que la enorme
diversidad de bacterias asociadas a las espon-
jas, sugiere una capacidad metabdlica de es-
tos. Ademas, es dificil eliminar la posibilidad de
que un compuesto bioactivo sea producido por
bacterias, incluso si el compuesto se encuen-
tra localizado en las células de la esponja. Por
lo que es importante tener en cuenta siempre
esta posibilidad en el estudio de compuestos
bioactivos derivados de esponjas de impor-
tancia farmacéutica. En algunos casos, una
cuidadosa investigacion microbioldgica se re-
compensa con el aislamiento del microbio que
produce el compuesto de interés (Hill, 2004),
por ello, el estudio de la simbiosis representa
un paso clave para mejorar la disponibilidad y
cantidad de varios productos naturales de in-
terés farmacéutico, que de otro modo serian
inaccesibles.

En demospongias es evidente que existe
una asociacion esponja-microorganismo al-
tamente especifica para la produccion de un
compuesto bioactivo en particular, sin embar-
go, los mecanismos de esta interaccion son
poco conocidos, al igual que el efecto de la va-
riacion espacio-temporal en la calidad y canti-
dad del compuesto (Thomas et al., 2010).

Tradicionalmente, los estudios para carac-
terizar la diversidad bacteriana suponen que
las técnicas de cultivo permiten recuperar la
mayor parte de los microorganismos en una
muestra. Sin embargo, estos estudios se ba-
san en cultivos puros, en donde una sola cepa
es aislada y cultivada individualmente. Ahora
con el empleo de técnicas moleculares con las
que se trata de identificar el total de las bacte-
rias presentes en una comunidad, se ha podido
comprobar que Unicamente entre 0.1 y 10% de
las bacterias en el ambiente son cultivables
(Rondon et al., 1999; Watts et al., 1999; Tiedje
& Stein, 1999; Handelsman et al., 2002; Tors-
vik & Dvreds, 2002). En el caso de las espon-
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jas, el porcentaje de la comunidad microbiana
cultivable varia entre especies, Santavy et al.
(1990) estimaron que Unicamente entre el 3
y el 11% de la poblacion total de bacterias de
Ceratoporella nicholsoni pudo ser cultivada.
Webster y Hill (2001) concluyeron que la co-
munidad bacteriana heter6trofa cultivable re-
presentaba solo el 0.1% del total de la comu-
nidad microbiana de Rhopaloides odorabile
y el 0.15% de la poblacion total de bacterias
de Aplysina aerophoba (Friedrich et al., 2001).
Estos resultados son consistentes con el 1%
estimado para microorganismos cultivables
en ecosistemas microbianos (Hentschel et al.,
2003). Este bajo porcentaje se debe principal-
mente a que se desconocen los requerimien-
tos nutricionales y las condiciones fisicoquimi-
cas necesarias para el desarrollo de un gran
numero de grupos microbianos en su ambiente
natural. Ademas, hay poca informacién so-
bre las relaciones simbioticas, comensales o
parasitarias que mantienen los miembros de
una comunidad microbiana (McDougald et al.,
1998; Tiedje & Stein, 1999; Zengler et al., 2002;
Keller & Zengler, 2004).

La selectividad de las condiciones del cul-
tivo ha sido una gran preocupacion para los in-
vestigadores ya que las cepas seleccionadas
pueden llegar a ser la poblacién dominante
en condiciones de cultivo, pero puede tratarse
de cepas en poca proporcion dentro de la es-
ponja (Wang, 2006). Se ha pensado que éstas
pueden requerir nutrientes particulares que solo
se encuentran en condiciones naturales y algu-
nos nutrientes tal vez sélo sean proporcionados
por microorganismos asociados. En la natura-
leza, es comun encontrar comunidades bacte-
rianas en las que coexisten varias especies y
géneros de bacterias, en estas comunidades
pueden existir dependencias metabdlicas com-
plejas. Asi en los cultivos puros, aunque los nu-
trientes sean adecuados, algunos microorga-
nismos no crecen si no mantienen multiples re-
laciones microbianas (Li et al., 2007). Algunos
microorganismos marinos no son capaces de
crecer solos en medios artificiales pero pueden
formar colonias en presencia de otros micro-
organismos (Kaeberlein et al., 2002). El en-
foque de la microbiologia tradicional tiene
como primer paso el obtener cultivos puros de
bacterias (axénicos) y, tal vez, esto ocasiona
que solo se desarrollen parte de los miembros
de la comunidad. Otra posibilidad, es que los
medios tipicos de crecimiento sean dema-
siado ricos, aun los medios minimos tienen un
exceso de carbono, nitrégeno o fosforo, y po-
drian inhibir el crecimiento de microorganismos
que en condiciones naturales, viven preca-
riamente. No hay una explicacion satisfactoria
para entender la baja proporcion de bacterias

cultivables, y este fendmeno ha sido una limi-
tacion para los estudios de diversidad micro-
biana. Estudios recientes han demostrado que
con un cuidadoso disefio experimental pueden
ser facilmente cultivados incluso los miembros
de grupos de bacterias considerados ante-
riormente como incultivables (Hentschel et al.,
2001).

Los avances y la disponibilidad de herra-
mientas moleculares han proporcionado una
mejora en las condiciones de aislamiento,
cultivo e identificacion de las comunidades de
microorganismos simbiontes de esponjas que
hasta ahora han eludido los esfuerzos de cul-
tivo. Si consideramos la informacion gendémica
existente de los microorganismos simbion-
tes se podrian seleccionar las herramientas
necesarias para su cultivo basandonos en la
informacion preexistente de microorganismos
filogenéticamente relacionados (Hentschel
et al., 2001; Wilkesman, 2007). Sin embargo,
una vez logrado el cultivo del microorganismo
asociado, en condiciones controladas para la
produccion comercial de un metabolito bioac-
tivo, aun se debe de identificar y estandarizar
la habilidad del microorganismo para producir
el compuesto por varias generaciones (Remya
et al., 2010).

PERSPECTIVAS DE LA MODIFICACION
GENETICA PARA UNA PRODUCCION
BIOTECNOLOGICA

El hecho de que solo el 1% de la comunidad
microbiana puede ser cultivada en laboratorio,
implica que una gran variedad de productos
naturales producidos por microorganismos aun
son desconocidos 0 no han sido explotados.
Han surgido nuevas técnicas de cultivo o mé-
todos independientes de cultivo que implican
la expresién de grupos de genes heterdlogos y
estrategias de bioconversion quimio-enzimati-
ca que han permitido el acceso a esos recur-
sos naturales que antes eran inaccesibles (Van
Lanen & Shen, 2006). Estos nuevos métodos
para el descubrimiento de productos naturales
estan relacionados con los avances en la se-
cuenciacion de ADN, biosintesis y bioinformati-
ca, que han permitido la rapida identificacién
de los genes responsables de la produccién
de algunos productos naturales con actividad
biolégica, ademas de generar predicciones por
computadora de las estructuras quimicas ba-
sadas en la informacién genética. Estas predic-
ciones pueden ser utilizadas en el aislamiento
e identificacién de nuevas entidades quimicas,
con la finalidad de eliminar las probabilidades
de aislar un compuesto conocido, ademas de
proveer informacién fisicoquimica que ayude
a disefiar condiciones de fermentacion para la
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produccién de un farmaco potencial. ElI cono-
cimiento molecular de los genes responsables
de la biosintesis de metabolitos secundarios,
especialmente relacionados con péptidos (non
ribosomal peptide synthetases, o NRPS) y
macrélidos policétidos (poliketide synthetases
o PKS) y la posibilidad de combinar distintos
modulos para alterar estructuras definidas son
un salto significativo en el actual descubrimien-
to de farmacos a partir de productos naturales
marinos (De la Calle, 2007).

La metagendmica, herramienta en la que
fragmentos del genoma de una comunidad
compleja se analizan, transfieren y se expresan
en un huésped adecuado (Stein et al., 1996;
Handelsman, 2004), tiene una gran variedad
de aplicaciones que, en un futuro cercano,
seran el centro de la investigacion en productos
naturales marinos. Estas aplicaciones han sur-
gido como una opcién atractiva para permitir la
evaluacion de grandes fragmentos de genoma
microbiano presente en los ambientes marinos
(Cowan et al., 2005), aplicando vectores de
clonacion (cromosomas artificiales bacterianos
(BAC) y cosmidos), técnicas de aislamiento
de ADN y metodologias avanzadas de de-
teccion sistematica mediante la instrumen-
tacion robotica (Lorenz, 2005). Las aplicacio-
nes de la metagenémica han sido particular-
mente exitosos en los ambientes terrestres,
donde se han identificado genes implicados
en la produccién de antibidticos, resistencia a
los antibidticos y enzimas de degradacion, en-
tre otros (Handelsman, 2004; Suenaga et al.,
2007).

Diversas estrategias biotecnoldgicas han
resuelto el complicado reto de conseguir un
suministro recurrente de algunos de los me-
tabolitos que se encuentran en cantidades
minimas en invertebrados marinos. El descu-
brimiento de que en los procariotas, los genes
de los productos naturales se presentan ha-
bitualmente agrupados, hizo posible clonar una
ruta completa en un vector (Handelsman et al.,
1998). Muchos genes de productos naturales
son modulares y pueden producir enzimas mul-
tifuncionales, tienen un alto grado de plastici-
dad. Al intercambiar y mover genes dentro de
esta agrupacion, se pueden producir enzimas
hibridas que son capaces de sintetizar un con-
junto ilimitado de nuevas moléculas (Kennedy
& Hutchinson, 1999). Un ejemplo de esto es la
clonacion de la ruta biosintética de genes de
Streptomyces que ha permitido la produccion
de nuevos compuestos mediante la mezcla de
antibidticos producidos por diferentes cepas
bacterianas (Hopwood, 1999; Schmeisser et
al., 2007).

La biologia combinatoria es una estrategia
de mezcla al azar de multiples genes de mas
de una especie que produce metabolitos, que
ha sido generada por el desarrollo de vectores
para transferir ADN en las bacterias usando
césmidos para transferir ADN de 30 a 40 kb.
Esto permite que la informacién genética para
30 a 400 enzimas sea transferida en un solo
tiempo a un vector comercial. El ADN es en-
tonces transcrito usando promotores sintéticos
para crear una nueva ruta biosintética. Me-
diante la transferencia de genes de micro-
organismos marinos en un clon se podrian ob-
tener compuestos bioldgicamente activos que
nunca han sido observados en la naturaleza
(Bernan et al., 1997; Schmeisser et al., 2007).

Gracias a la aplicacién de nuevas herra-
mientas moleculares, biosintesis y metage-
nomica que han mostrado una biodiversidad
marina que va mas alla de lo imaginable, el ais-
lamiento, identificacion, sintesis y biosintesis
de nuevas e innovadoras moléculas con poten-
cial farmacologico seguira en incremento.

CONCLUSION

Con todo el panorama planteado anterior-
mente, no cabe duda de que la busqueda de
compuestos con actividad biolégica a partir de
organismos marinos tiene un gran potencial
farmacolégico, y dentro de los organismos de
mayor interés, las esponjas han demostrado
ser las mayores productoras de compues-
tos bioactivos con interesantes actividades.
Sin embargo, en muchos casos el desarrollo
de los farmacos se ve obstaculizado por la li-
mitada cantidad de los compuestos, ya que con
frecuencia se encuentran en pequefias canti-
dades en el tejido de la esponja. Dado que la
sintesis quimica de los productos naturales
puede ser muy problematica y costosa debido
a su complejidad estructural, es necesaria la
busqueda de métodos alternativos para una
produccion sustentable del recurso con el cual
se obtenga la cantidad suficiente de compuesto
que se requiere para los ensayos, hasta ahora
se tiene un gran avance en el desarrollo de es-
tas alternativas, tanto en el cultivo de esponjas,
primorfos o células madre, sin embargo, una
gran cantidad de estudios se estan enfocando
en los microorganismos asociados a espon-
jas, su cultivo biotecnoldégico y aspectos de
metagendmica, lo cual representa un potencial
para la busqueda de nuevos metabolitos que
puedan ser utilizados con fines farmacoldgicos.
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