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Resumen

Las estatinas de tipo | son metabolitos fungicos de gran interés no sélo por su efecto hipocolesterolemiante sino por
el ndmero de efectos pleiotréopicos que presentan. El papel de las estatinas en la reduccion de lipidos en la sangre esta
ampliamente documentado. En la actualidad, los estudios clinicos han puesto en evidencia que las estatinas impactan
positivamente en varios 6rganos y en diferentes estados de algunas enfermedades, independientemente de la reduc-
cion en los niveles de colesterol. Exhiben efecto antiinflamatorio, antioxidante y acciéon inmunomoduladora, lo que
les confiere potencial impacto terapéutico en el tratamiento de varias enfermedades. Estudios recientes las posicionan
como antirretrovirales, impidiendo la replicacion del virus de inmunodeficiencia adquirida (VIH). El hecho de que
generan pro-apoptosis, inhibicion en el crecimiento y respuesta a favor de la diferenciacién de las células neoplasicas
de diversos origenes, las hace dtiles en el tratamiento de leucemia, cancer de mama, cancer colo-rectal, de pulmon,
de prostata y de pancreas. No se deben dejar de lado los efectos benéficos sobre el metabolismo 6seo, gracias a su
asociacion con el aumento en la densidad mineral 6sea y el efecto protector contra el Alzheimer y otros tipos de
demencia, posiblemente debido a su participacién en la relacion entre el B-amiloide y los niveles de colesterol.

La necesidad de su produccion en cantidades apreciables, ha llevado a los biotecnélogos a la optimizacion de los
procesos biotecnolégicos en busca de un mejor rendimiento y de tiempos mds cortos de obtencién, encontrando
resultados tan valiosos como que si se obtienen a partir de basidiomicetos, se eliminan los problemas que se generan
con las toxinas de los micromicetos. Estos procesos corresponden a fermentaciones, bien sea en estado liquido (FEL)
o en estado sélido (FES), siendo la FEL la mas utilizada. Si bien la biosintesis de las estatinas esta intimamente ligada
tanto al hongo como a la cepa del mismo, la composicion de los medios de cultivo, la aireacién, la morfologia del pe-
llet, la agitacidn, el tipo del proceso fermentativo, el pH, la temperatura, el uso de luz, el tipo de in6culo y del proceso,
son variables determinantes para la optimizacién de la produccién biotecnoldgica de estos bioactivos.

Estudios comparativos ponen de manifiesto que en algunas ocasiones la FEL presenta ventajas sobre la FES, incluyendo
mayor y mas rapida obtencion del producto. Sin embargo, la produccion de lovastatina mediante FEL presenta dificultades
y limitaciones ya que son muchas las variables del proceso que se requieren controlar.

En esta revision se presentan los resultados mas relevantes reportados en los dltimos 12 anos, relacionados con los dos
campos, las bioactividades y la biotecnologia de la produccion de las estatinas tipo I.

Palabras clave: Inhibidores de HMG-CoA reductasa, cultivo de hongos, bioactividad.
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Abstract

Statins of type | are fungic metabollites of great importance not only by its hypocholestorolemic but also by its number
pleoitropic effects that they show. The role of statins in the reduction of lipids in the blood is broadly reported. Currently,
clinic surveys have put into evidence that statins both impact in a positive manner on several organs and in different stages
of some diseases, regardless of the cholesterol reduction levels. They show an anti-inflammatory effect, anti-oxidant, and
immune modulator action, which give them a therapeutic potential in the treatment of several diseases. Recent studies pla-
ce them as anti-retrovirus avoiding the replication of the human immunodeficiency virus (HIV). The fact that they generate
pro-apoptosis, inhibition on growing, and an favorable effect of the neo-plastic cell differentiation of diverse origins make
them useful in the leukemia treatment, breast-cancer, colorectal, lung cancer, prostate cancer, and pancreas cancer. The
beneficial side effects on bone metabolism should not be left aside due to its association with the increase of bone mineral
density, the protector effect against Alzheimer and other types of dementia, possibly due to its participation in the relation-
ship between B-amyloid and the cholesterol levels.

The need of its production at large amounts has led biotechnologists to the optimization of biotechnology processes see-
king for a better performance on shorttime processing; finding results as worth as those obtained from basiodiomycetes,
eliminating the problems generated by the toxins in the micromycetes. These processes correspond to fermentations
whether in liquid state or in solid state solid being the former the most used. Even though biosynthesis of statins is deeply
linked as much to the fungus as to the strain of the same, the composition of the culture, aeration, pellet’s morphology,
agitation, fermentation processing type, pH , temperature, light, inoculation type, are determinant variables to the optimi-
zation of biotechnological production of these bio-actives.

Comparative studies show that sometimes, solid state fermentation (SSF), present some advantages over liquid state fermen-
tation (LSF) with both a greater amount and fast processing of the product. However, the lovastatin production through SSF
present difficulties and limitations as much as there many variables of the process that required to be controlled.

In this review are presented the most relevant results in the latest 12 years, related with both fields, bio-actions, and the

biotechnology of the production of statins type 1.

Keywords: HMG-CoA reductase inhibitors, fungi growing, bioactions.
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Introduccién

Las estatinas son un grupo de compuestos bioactivos
inhibidores de la HMG-CoA reductasa, utilizados para
disminuir el colesterol en pacientes que padecen de
hipercolesterolemia y que presentan, por tanto, un ma-
yor riesgo de desarrollar arteriosclerosis y de sufrir
episodios de patologia cardiovascular.

De reciente aparicion, fueron en un principio aislados
de hongos micromicetos del género Aspergillus, Pe-
nicillium y Monascus (Chan et al., 1983), pero actual-
mente se sabe que también algunos macromicetos las
producen. En términos generales, su procedencia ha
llevado a su clasificacion en dos grupos: las naturales
6 generadas desde procesos fermentativos conocidas
como las estatinas tipo | (figura 1), y las sintéticas 6 de
tipo Il (figura 2) (Istvan, 2003).

Actividad biolégica de las estatinas

Cerca de 25 millones de personas alrededor del mun-
do son tratadas con estatinas, y se estima que 5 afos
de tratamiento han evitado 35 eventos coronarios
serios por cada 1000 pacientes en prevencion secun-

Aprobado: noviembre 28 de 2012

daria, y 24 de cada 1000 pacientes en prevencion
primaria. El papel de las estatinas en la reduccién de
lipidos en la sangre esta ampliamente documentado
(Almuti et al., 2006). Sin embargo, los estudios clini-
cos han puesto en evidencia que las estatinas ademas
pueden impactar positivamente en varios érganos y en
diferentes estados de algunas enfermedades, indepen-
dientemente de la reduccion en los niveles de coles-
terol (Soubrier, 2006). Este comportamiento permitié
introducir el concepto de “efecto pleiotropico”. Las
estatinas no inhiben solamente la sintesis de colesterol
sino también un ndmero importante de intermediarios
isoprenoides como es el caso del farnesilpirofosfato
y el geranilgeranilpirofosfato, los cuales son interme-
diarios importantes de los lipidos para la produccién
de moléculas de senalizacién intramolecular (Barrios-
Gonziélez y Miranda, 2010). Estas moléculas tienen un
significativo efecto biolégico y pueden estar relaciona-
das con los usos de las estatinas en el tratamiento de
pacientes con cardiopatias y cardiomiopatias cronicas,
en la reduccion de la incidencia de accidentes cere-
brovasculares, siendo la accion en este ultimo caso de-
bida posiblemente a un efecto directo en el aumento
de las funciones endoteliales y a la reduccion en mar-
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Figura 1. Estructuras de las diferentes estatinas tipo .

cadores inflamatorios asociados con el aumento del
riesgo de accidentes cerebrovasculares (Endres, 2006;
Rohilla et al., 2011).

Los efectos pleiotropicos de las estatinas pueden expli-
carse también con base en los pasos metabdlicos de
L-mevalonato: mientras que algunos de los metaboli-
tos estan directamente involucrados en la sintesis de
colesterol, otros impactan numerosos sistemas biol6gi-
cos como se puede observar claramente en la figura 3
(Barrios-Gonzalez y Miranda, 2010).

Si bien Barrios-Gonzalez y Miranda, como lo indican
en la figura 3, mencionan una disminucién de la apop-
tosis, en estudios recientes (Cafforio et al., 2005; Goc
et al., 2012) se confirmé la accién pro-apoptética de
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las estatinas, determinando que inducen apoptosis en
cancer de proéstata en células (PC3 y LNCaP), coinci-
diendo con lo obtenido por Roy et al. en 2011, quienes
reportan que investigaciones bioquimicas en ensayos
in vitro corroboran el efecto positivo de las estatinas
en la inhibicién de la proliferacion celular, inducciéon
de la apoptosis y decrecimiento en la migracion celu-
lar (Roy et al., 2011).

Efecto hipocolesterolémico

El colesterol es un componente esencial de las mem-
branas celulares y un precursor de varias hormonas,
sales biliares y vitaminas, sin embargo, su presencia en
altos niveles repercute en mayores riesgos del pade-
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Figura 2. Estructuras de las diferentes estatinas tipo Il.

cimiento de enfermedad coronaria. Niveles elevados
de colesterol resultan en el depdsito del mismo en el
endotelio.

Las estatinas, desde su introducciéon hacia 1980, son
los mas efectivos de todos los agentes hipocolestero-
[émicos y tienen pocos efectos adversos comparados
con los producidos por otras farmacos (Erturk et al.,
2003), como es el caso del acido nicotinico del cual
el efecto mas prominente es la vasodilatacion cutanea
acompanada de alteraciones gastrointestinales, hipe-
ruricemia, hiperglicemia y disfunciones hepdticas. La
Colestiramina, una resina intercambiadora de aniones,
actda por enlazamiento de los acidos biliares con el
[imen intestinal, interfiriendo asi en su reabsorcion,
promoviendo su excrecién fecal y por tanto estimu-
lando la sintesis de acidos biliares, lo que conlleva a
un aumento en los requerimientos de colesterol en
el higado, causando una elevacion de la actividad de
la HMG-CoA reductasa hepatica. La Neomicina es un
agente efectivo para disminuir los niveles de coleste-
rol en pacientes con hipercolesterolemia familiar, ac-
tda por precipitacion del colesterol dentro del tracto
intestinal inhibiendo asi su absorcion. Dentro de los

Atorvastatina

Pitavastatina

Rosuvastatina

efectos colaterales se presentan nauseas y diarrea, lo
que limita su administracion durante largos periodos
de tiempo. De esta forma, ninguno de los farmacos
disponibles hasta 1970 podia ser considerado como
el agente ideal para disminuir los niveles de colesterol
(Endo, 1992). Las estatinas disminuyen considerable-
mente los niveles de colesterol LDL en animales y hu-
manos, sin producir mayores efectos colaterales, por
lo que a estos metabolitos fungicos se les ha conside-
rado como efectivos y seguros agentes reductores de
los niveles de colesterol en un rango que varia desde
el 15 al 40% y que, en combinacién con secuestrantes
de acidos biliares, pueden alcanzar una reduccion has-
ta del 60% (Endo, 1992).

Actividad Antiinflamatoria

El reconocimiento de la importancia de los procesos
inflamatorios en la patogénesis de la aterogénesis ha
cobrado gran relevancia y al parecer las estatinas ex-
hiben un efecto antinflamatorio, demostrado por en-
sayos clinicos. Después de 5 afos de tratamiento con
pravastatina en pacientes que habian sufrido infarto
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Figura 3. Modelo explicativo de la variedad de efectos biolégicos de las estatinas: sus usos actuales y potenciales. La inhibicién de

la HMG-CoA reductasa no reduce tinicamente los niveles de colesterol, sino también los intermediarios isoprenoides, afectando
las prenilacién de proteinas G. Esto puede resultar en la modulacién de sefiales de transduccién desde receptores a la expresién
del gen, afectando directamente el balance proliferacién/apoptosis, las quimioquinas inflamatorias y los mensajes citogénicos

mediados por las proteinas G (Barrios-Gonzélez y Miranda, 2010).

al miocardio, se observé la reduccion en sangre de
la proteina C-reactiva altamente sensible (hs-CRP), un
importante marcador de inflamacién, efecto que se
produce independientemente de los niveles de lipidos
(Almuti et al., 2006).

Estudios in vivo han demostrado que las estatinas pue-
den reducir la secrecion de las interleuquinas proinfla-
matorias IL-6 e IL-1B pero no la TF-a, las quimioquinas
IL-8, IP-10 y MCP-1, asi como el importante regulador
CD40, observaciones que soportan los estudios re-
cientes en humanos que sugieren que las estatinas re-
ducen el nimero de células inflamatorias en las placas
de ateroma (Veillard y Mach, 2002).

Efecto Inmunomodulador

Existe un importante nimero de enfermedades autoin-
munes mediadas por Th1, dentro de las que se incluyen
esclerosis mdltiple, artritis reumatoidea, lupus eritema-

toso sistémico, psoriasis y diabetes mellitus tipo 1, so-
bre las cuales las estatinas tienen un potencial impacto
terapéutico (Endres, 2006). Francois Mach (2002) fue
el primero en describir los efectos inmunomodulado-
res de las estatinas. Una serie extensa de datos in vivo
en varios modelos inflamatorios, permiten visualizar
la participacion de las estatinas en la modificacion de
las funciones endoteliales, sugiriendo que el efecto
puede deberse a un potencial inmunomodulador, lo
que soporta la hipétesis de que las estatinas pueden
ser protectoras contra el desarrollo de artritis reuma-
toidea. Una respuesta buena a moderada se observé
en el 31% de los pacientes tratados con atorvastatina
comparados con el 10% en el grupo de placebo. La
evidencia sugiere que las estatinas pueden ser consi-
deradas para el tratamiento en pacientes con artritis
reumatoidea severa y un perfil de riesgo cardiovascu-
lar poco favorable. Sin embargo, se requieren mayores
estudios para confirmar definitivamente la seguridad
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de las estatinas en estos pacientes (Barrios-Gonzélez
y Miranda, 2010).

Con respecto a la esclerosis mdltiple, ésta es una en-
fermedad croénica inflamatoria desmielanizante del sis-
tema nervioso central (SNC) que causa un deterioro
neurolégico reincidente y progresivo. Esta considera-
da como una enfermedad autoinmune y la mayoria
de los medicamentos que en la actualidad se emplean
para su tratamiento tienen algunas limitaciones ya que
algunos son parenterales y solo parcialmente efectivas
con significativos efectos colaterales. En la actualidad
existen modelos que han permitido conocer informa-
cion importante acerca del mecanismo de las estatinas
en enfermedades autoinmunes del SNC, encontrando
evidencia sobre la posible afectacion en los pasos de
la cascada patogénica de la esclerosis mdltiple: activa-
cion de las células T, entrada de leucocitos en el SNC'y
supresion de varios mediadores de inflamacion (Stive
et al., 2003).

Actividad Antioxidante

Rikitake et al., mencionado por Almuti et al., (2006), es-
tudiaron los efectos antioxidantes de la fluvastatina in
vitro y en modelos animales. La fluvastatina decrece la
susceptibilidad de LDL a la oxidacién y previene el au-
mento en la produccion de superéxido, un radical libre
en parte responsable de la alteracion de la relajacion
derivada del endotelio en pacientes hipercolesterolé-
micos. La evidencia de este efecto antioxidante se ha
demostrado tnicamente con la fluvastatina y parece
ser caracteristica de este farmaco.

Las estatinas desempenan un papel importante en la
arteriosclerosis, actuando como un antioxidante para
prevenir la oxidacion de lipoproteinas de baja densi-
dad durante condiciones de estrés oxidativo. Korant-
zopoulos, citado por Dhale et al., (2007) reporté que
el efecto antioxidante de las estatinas podria extender-
se mas alla de la arterioesclerosis, con un potencial
beneficio para la fibrilacion auricular y la falla corona-
ria. Con base en esta hipotesis, los autores realizaron
una extraccion bio-guiada, especificamente hacia la
actividad antioxidante por la eliminacion de radicales
libres, de un extracto metandlico de Monascus purpu-
reus, identificando en el extracto previamente purifica-
do la dihidrolovastatina-MV como el responsable de la
bio-actividad. Mas recientemente, se evalud el efecto
antioxidante de rosuvastatina, pravastatina, lovasta-
tina, simvastatina y atorvastatina sobre los niveles de
peroxidacion lipidica y las especies de radicales libres,
encontrando que la lovastatina (93%) y la simvastati-
na (96%) tienen una accion significativa comparada

con las otras estatinas estudiadas (Puttananjaiah et al.,
2011).

Estatinas y Cancer

Investigaciones sobre el cancer indican que la inci-
dencia de aparicién de la enfermedad se ha reducido
en pacientes que toman estatinas. El Air Force Texas
Coronary Atherosclerosis Prevention Study (AFCAPS/
TexCAPS) encontré un decrecimiento significativo en
la incidencia de nuevos melanomas al evaluar la efica-
cia de la lovastatina en la prevencion de enfermeda-
des cardiovasculares. Una reduccion en el nimero de
muertes por cancer se presenté en pacientes some-
tidos a largos tratamientos con estatinas para la pre-
venciéon de eventos cardiovasculares. Adicionalmente,
estudios observacionales recientes han puesto de
manifiesto grandes reducciones en el riesgo de can-
cer (20-55%) en sitios especificos (colo-rectal, mamas,
prostata, pulmones y pancreas) con el uso de terapias
con estatinas (Barrios-Gonzélez y Miranda, 2010). Es-
pecificamente, en relaciéon al cancer de prostata, su
uso esta asociado con un menor riesgo de padecerlo,
incluso el clasificado de alto grado, lo que sugiere un
efecto protector contra este tipo de enfermedad (Tan
et al., 2011). Las estatinas han mostrado supresion tu-
moral in vivo por inhibicion de la sintesis de compues-
tos isoprenoides no esteroidales (Sayyad et al., 2007).

Sassano y Platanias (2008) publicaron una mini revi-
sion en donde detallan el papel de las estatinas en la
supresion tumoral, destacando los numerosos estudios
que en los dltimos afos han demostrado que las es-
tatinas generan pro-apoptosis, inhibicion en el creci-
miento y respuesta a favor de la diferenciacion de las
células neoplasicas de diversos origenes. Adicional-
mente se han identificado varias vias celulares que son
activadas por las estatinas, caracterizandose los meca-
nismos claves en la generacion de sus efectos antitu-
morales. Los autores mencionan ampliamente el papel
de las estatinas en leucemia, en cancer de mama, can-
cer colorectal, de pulmén, de préstata y de pancreas,
resaltando igualmente las recientes pruebas que con-
llevan a determinar que las estatinas presentan efectos
antitumorales in vivo e in vitro contra otros tipos de
tumores malignos, suprimiendo el crecimiento de las
células del mieloma mdiltiple, potenciando la actividad
de los diferentes agentes antimieloma y reversién de
la multiresistencia a farmacos de células de mieloma
in vitro. Asi mismo, han demostrado tener actividad
in vitro contra células de melanomas malignos, cancer
de tiroides, osteosarcoma, glioma, meduloblastoma y
cancer oral (HsuPan, 2012).
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Reumatologia y estatinas

La evidencia sugiere que las estatinas pueden tener
efectos benéficos sobre el metabolismo 6seo. Von
Stechow et al., (2003) mencionan que el protago-
nismo de las estatinas en la formacion de los hue-
sos fue demostrado por primera vez por Mundy en
1999. Existen cinco estudios en humanos sobre el
riesgo de padecer fracturas, pero sus resultados son
conflictivos con decrecimientos del 32%, del 45%
y del 50%. Si s6lo se consideran fracturas de cade-
ra, el decrecimiento es impresionante (88%), pero
otros autores encontraron que no hay reduccion.
Las estatinas estan asociadas con un aumento en la
densidad mineral 6sea, aunque esta tendencia no se
ha conservado en otras investigaciones. Los auto-
res concluyen, que si bien algunos estudios experi-
mentales han demostrado que las estatinas ejercen
efectos favorables sobre el metabolismo 6seo, los
estudios clinicos arrojan resultados ambiguos que
no proporcionan una base sélida para recomendar
el uso de las estatinas en el tratamiento de la osteo-
porosis (Von Stechow et al., 2003). La simvastatina,
mevastatina, fluvastatina y lovastatina han exhibido
estimulacion en la formacion de huesos. Sin embar-
go, hasta el presente no se ha establecido su me-
canismo de accién (Barrios-Gonzalez y Miranda,
2010). Con respecto a pacientes que refieran dolor
muscular o dolor difuso, los reumatélogos pueden
considerar la terapia con estatinas como posible
causante (Von Stechow et al., 2003).

Proteinuria y estatinas

La reputacion de las estatinas se ha visto empanada
como consecuencia de algunos reportes de miotoxici-
dad y mas recientemente observaciones de proteinu-
ria. El aumento de la incidencia de esta patologia con
el empleo de rosuvastatina, desperté la preocupacion
en la comunidad médica y planted varias preguntas
sobre el papel de las estatinas en los rifones. Se han
propuesto diversas hipotesis sobre el mecanismo de
la proteinuria inducida por estatinas, en relacion con
los multiples efectos que tienen en si estos medica-
mentos y que son independientes de la reduccién del
colesterol. Sin embargo, la proteinuria asociada a la
rosuvastatina es transitoria y reversible, e incluso a
dosis altas no afecta la funcion renal después de un
tratamiento prolongado. Los autores concluyen que la
asociacion rosuvastatina - proteinuria es un efecto de
menor importancia que tiene una incidencia baja, pero
esta afirmacién debe ser confirmada por la realizacion
de pruebas mas rigorosas (Tiwari, 2006).

Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica
y estatinas

La sepsis ocurre cuando el sistema inmune responde a
una infeccion localizada a nivel sistémico provocando
danos en los tejidos y disfuncion organica. Los datos
mas recientes, provenientes de estudios en animales,
sugieren que la administracion de estatinas antes de
una sepsis inducida reduce la morbilidad y mejora la
supervivencia. Datos limitados en humanos, apuntan
a la reduccién de mortalidad en pacientes con bacte-
remia y un menor riesgo de sepsis en pacientes con
infecciones bacterianas simultaneas cuando toman es-
tatinas. Los autores mencionan que el escenario esta
listo para los ensayos clinicos (Terblanche et al., 2006;
Kouroumichakis et al., 2011).

Estatinas y Alzheimer

Recientes reportes epidemiolégicos sugieren que las
estatinas ejercen un efecto protector contra el Alzhei-
mer y otros tipos de demencia. La demencia es un sin-
drome de naturaleza progresiva y cronica que causa
mudiltiples disturbios en las funciones corticales supe-
riores. El Alzheimer esta relacionado con el efecto del
B-amiloide, un péptido que se acumula en el cerebro,
causando neurotoxicidad y neurodegeneracion. Estu-
dios clinicos y experimentales sugieren que hay una
relacion patofisiolégica entre B-amiloide y los niveles
de colesterol. Los autores mencionan un estudio en
el que se encontré que la prevalencia de padecer Al-
zheimer en pacientes que toman estatinas para redu-
cir sus niveles de colesterol, es 60% menor que el de
los pacientes que toman otros medicamentos para el
tratamiento de enfermedades cardiovasculares (Liao y
Laufs, 2005).

En el 2009, un reporte describe el papel del colesterol
en la patogénesis del Alzheimer y explora como las
estatinas pueden influenciar su balance, presentando
una revision de los tratamientos epidemiolégicos y
clinicos con estatinas en demencia y Alzheimer, pero
haciendo énfasis en que no se ha establecido un efec-
to similar en estudios prospectivos de cohorte 6 en
tratamientos clinicos (Kandiah y Feldman, 2009).

Las estatinas en pacientes quirdrgicos

Este tema es analizado concienzudamente por Gajen-
dragadkar et al., (2009) en donde los autores introdu-
cen la relevancia quirdrgica de las estatinas en cuatro
puntos especificos: el efecto vasomotor, el efecto coa-
gulante, la modulacion de la respuesta inflamatoria y
la estabilizacion de la placa aterosclerética. Con res-
pecto al efecto vasomotor, las estatinas prolongan la
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actividad de la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOs)
produciendo vasodilatacion. Los animales exhiben
mejor relajacion coronaria si son tratados con estati-
nas, a pesar de que no hay diferencia en el colesterol
versus el placebo. También, se ha encontrado que la
vacunacion contra Salmonella typhi y a corto plazo la
administracion de pravastatina, aumentan el flujo san-
guineo cerebral medido por Doppler transcraneal en
adultos sanos.

Las estatinas decrecen la agregacion plaquetaria in-
dependientemente de los niveles de las lipoproteinas
de baja densidad (LDL-C). Las estatinas incrementan el
activador tisular del plasminégeno (tPA) e inhiben el
inhibidor del activador del plasmin6geno (PAI)-1, favo-
reciendo asf la fibrindlisis.

En términos generales, los autores concluyen que las
estatinas son seguras, bien toleradas y que tienen una
variedad de efectos Utiles en cirugia ademas de reducir
los niveles del colesterol. El avance en la investigacion
sobre el uso perioperatorio de estatinas en muchos ti-
pos de cirugia vascular, muestra sus bondades pero se
recomienda que los pacientes inicien la toma de es-
tatinas antes de la cirugia, principalmente por ser una
poblacion en alto riesgo de eventos cardiovasculares.
Sin embargo, se hace énfasis en la necesidad de rea-
lizar mas estudios para aclarar los regimenes de dosis
exactas y los horarios de la administracion de estatinas

HOOC

Patulina

Citreoviridina

en los pacientes perioperatorios (Gajendragadkar et
al.,, 2009).

En lo referente a la reconstruccion en cirugia oncol6-
gica de cabeza y cuello, la transferencia de tejido mi-
crovascular libre es el procedimiento estandar. Varios
agentes farmacologicos se emplean para aumentar las
proporciones de éxito de esta cirugia, pero no hay un
consenso del medicamento ideal. Las estatinas por
sus efectos pleiotropicos como son la preservacion
del tono vascular, las propiedades anticoagulatorias
y antiinflamatorias, son muy utiles en las cirugias de
colgajos libres. El estudio de Karsenti et al., (2010) da
luces de los beneficios de las estatinas para aumen-
tar las proporciones de éxito de este tipo de cirugias.
Ellas deben ser incluidas en las estrategias perioperati-
vas especialmente en pacientes con factores de riesgo
cardiovasculares. Los autores presentan un protoco-
lo para el tratamiento de los pacientes que van a ser
sometidos a procedimientos quirdrgicos, definiendo
como tiempo 6ptimo de inicio dos semanas antes de
la cirugia, con una dosis de 40 mg de atorvastatina por
un periodo que debe ser establecido dependiendo de
la evolucion del paciente.

Tratamiento contra el SIDA
(Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida)

Del Real et al,, (2004) demostraron que las estatinas
son capaces de actuar como antirretrovirales, impi-

OH |<|3 OH
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0
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Figura 4. Compuestos téxicos generados por Aspergillus terreus y Monascus spp.
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diendo la replicacién del virus de inmunodeficiencia
adquirida (VIH) en la célula. Lo mas significativo de su
estudio es que un mes de tratamiento con estatinas
es suficiente para disminuir la carga viral del VIH en
pacientes seropositivos (portadores del VIH). Desde el
punto de vista clinico, este hallazgo supone un avan-
ce muy importante para el establecimiento de nuevas
terapias contra el SIDA que sean mas econdmicas,
sencillas, menos téxicas y que ademas no produzcan
farmaco-resistencia. La identificacion del mecanismo
preciso mediante el cual las estatinas impiden que el
VIH infecte las células humanas abre una novedosa via
de investigacion para futuras terapias contra el virus
del VIH basadas en la regulaciéon del citoesqueleto.

Procesos biotecnolégicos

Las estatinas de tipo | fueron descubiertas como
producto del interés de un joven estudiante japonés
llamado Akira Endo, quien desde su estancia en la Uni-
versidad Albert Einstein de Nueva York en 1965, se
incliné por la opcién de intervenir en la via biosintética
del colesterol para reducir su concentracion plasma-
tica. A su regreso, hacia 1968 a Japon, Endo conje-
turaba que determinados hongos, como mecanismo
defensivo, producirian ciertas sustancias capaces de
inhibir la sintesis bacteriana de esteroles y otros iso-
prenoides, lo que reduciria su capacidad de multiplica-
cion y alteraria su funcionamiento al inhibir la sintesis
de isoprenoides. En los laboratorios de Sankyo en don-
de se encontraba para esa época, desarrollaron un sis-
tema experimental que permitié evaluar 6000 hongos
en dos anos hasta finalmente encontrar el Penicillium
citrinum que contenia la mevastatina, un inhibidor
competitivo de la biosintesis del colesterol (Prieto,
2008). A partir de su descubrimiento, han aumenta-
do de forma exponencial el nimero de publicaciones
relacionadas con el aislamiento desde otras especies
fungicas de compuestos estructuralmente similares y
con la optimizacién de las condiciones para la obten-
cion biotecnologica de estos compuestos a partir de
la fermentacion de los microorganismos productores.

Especies de hongos
y la produccién de estatinas

En un principio, la produccién de estatinas en el reino
Fungi estuvo relacionada principalmente con hongos
micromicetos filamentosos del género Penicillium,
Aspergillus y Monascus, entre los cuales Aspergillus te-
rreus y Monascus ruber son los mayores productores.
En cuanto a los basidiomicetos Gunde-Cimerman et
al., (1993), luego de evaluar 380 cepas flngicas de 50
géneros diferentes y 143 especies, cultivados por FEL,

encontraron que los basidiomicetos del género Pleuro-
tus, especialmente las especies P. ostreatus, P. saca'y P.
sapidus, son fuentes promisorias de este tipo de com-
puestos. De igual forma, se ha reportado la presencia
de los compuestos ML-236B (Mevastatina, Compacti-
na) y/o de Monacolina K (Mevinolina, Lovastatina) en
el extracto de los cultivos sumergidos de otros hongos
como: Pythium ultimum, Hypomyces chrysospermus,
Paecilomyces sp, Eupenicillium sp, Trichoderma longibra-
chiatum, Trichoderma pseudokoningii, Phoma sp, Do-
ratomyces nanus y Gymnoascus umbrinus (Endo et al,,
1986), Acremonium chrysogenum, Penicillium funiculo-
sum, Trichoderma viridae (Siamak et al., 2003), Biospora
sp, Cylindrocarpon radicicola (Osman et al., 2011a).

Las especies del género Aspergillus han sido la fuente
empleada por excelencia para la produccién a nivel
industrial de las estatinas, con los mayores rendimien-
tos asociados a cepas mutadas, que pueden alcanzar
titulos de lovastatina > 2200 mg/L a los 12 dias en
fermentaciones tipo batch (Kumar et al.,, 2000). Sin
embargo, el producto obtenido no se puede usar di-
rectamente de su caldo de cultivo debido a la gran
variedad de compuestos téxicos generados por el
microorganismo que incluyen terreina, patulina, ci-
trinina y citreoviridina (Wasser y Reshetnikov, 2002)
(figura 4), haciendo necesarios tediosos procesos de
extraccion y purificacién (Chang et al., 2002). Como
alternativa, se han realizado procesos fermentativos
en otras especies como el Monascus ruber, hongo no
patogénico y frecuentemente utilizado en procesos
alimentarios para generar aromas, color y mejorar la
calidad nutricional de los productos de fermentacién
(Lin et al., 2008). Una de las desventajas del proceso
con Monascus es la produccién concomitante de la
citrinina, cominmente asociada a una mayor produc-
cion de lovastatina, segin el medio de cultivo utilizado
y las condiciones de fermentacién (Lee et al., 2007),
pero esta restriccion ya esta normalizada y los cultivos
estandarizados, para lograr niveles de la toxina incluso
inferiores a los permitidos. Durante los procesos de
extraccion y cuantificacion de las estatinas producidas,
es importante tener en cuenta que estas estan asocia-
das en diferente grado tanto al micelio como al me-
dio extracelular (caldo de cultivo) y que éste grado de
asociacion depende de la cepa y del tipo de estatina
a recuperar. Manzoni et al,, (1998) determinaron para
una cepa de A. terreus que el 83% de la lovastatina
recuperada se asocia al micelio y un 17% se encuentra
libre en el caldo, mientras para Monascus paxii estos
valores son del 64% y 33%, respectivamente (Manzo-
ni et al., 1998). La pravastatina para las dos especies se
asocia en proporciones muy similares tanto al micelio
como al medio extracelular.
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La producciéon de estatinas a partir de basidiomicetos
elimina los problemas que se generan con las toxinas de
los micromicetos, mas aun si se tiene en cuenta que los
productores por excelencia, las especies pertenecien-
tes al género Pleurotus, son hongos comestibles. Con
respecto a la acumulacion del metabolito en el caldo
o en el micelio, no se puede generalizar sobre su com-
portamiento. Gunde-Cimermann (1993) no separa el
producto biotecnolégico para hacer el estudio; Wasser
y Reshetnikov (2002) mencionan que el metabolito no
fue detectado en los filtrados del caldo de fermentacion
luego de la separacion del micelio; E-Shami y Hamed
(2007) reportan la presencia de lovastatina en el cal-
do de cultivo y Alarcon et al., (2003) hicieron la deter-
minacion en los caldos filtrados pero no en el micelio
obtenido por FEL. En este punto, es importante tener
en cuenta que la acumulacion de lovastatina en el mi-
celio del hongos basidiomicetes como Pleurotus ostrea-
tus esta relacionada con el final de la fase exponencial
del crecimiento, siendo menor en la fase estacionaria,
mientras que en hongos filamentosos como Aspergillus
terreus se ha asociado a la fase estacionaria, cuando las
condiciones nutricionales no son favorables para el hon-
go (Manzoni et al., 1998).

Factores que afectan la produccién por FEL

En una fermentacion de interés econémico o cientifico,
se deben controlar una serie de variables para lograr
un efectivo conocimiento y por consiguiente una bue-
na observacion y manipulacion del proceso, afectando
estas condiciones tanto cualitativa como cuantitativa-
mente los productos obtenidos. Estas fermentaciones
se pueden realizar bien sea en estado liquido (FEL) o en
estado solido (FES), siendo las FEL o cultivos sumergidos
las mas utilizadas. Entre las variables evaluadas para la
optimizacion de estos procesos, ademas de las cepas
seleccionadas, estan la composicion de los medios de
cultivo, la aireacion, la morfologia del pellet, la agita-
cion, el tipo del proceso fermentativo, el pH vy la tem-
peratura, que son las variables que se han considerado
mas determinantes para la optimizacién de la produc-
cion de estatinas biotecnolégicamente. La tabla 1 ilustra
las diferentes variables de los bioprocesos investigados:

A. Medios de cultivo

Independientemente de la clase de fermentacion
empleada, un factor de gran relevancia que afecta la
productividad del metabolito de interés, es la compo-
sicion y el diseno del medio de cultivo utilizado (Lai et
al., 2003). Es asi como, de la mayoria de los nutrientes
presentes, son las fuentes de carbono y nitrégeno las
que juegan un rol predominante en la productividad

de la fermentacion debido a que estan directamente
relacionados con la formacién de biomasa y metaboli-
tos; ademas, la naturaleza y concentracion de la fuente
de carbono pueden regular el metabolismo secunda-
rio a través de fendmenos como la represion cataboli-
ca (Lépez et al., 2004a).

Los primeros medios de cultivo utilizados para la ob-
tencion de estatinas fueron medios complejos (sin una
composicién quimica definida), bdasicamente com-
puestos por una o dos fuentes de carbono, una o dos
fuente de nitrégeno y una solucion de sales como
fuente de macro y microelementos. Los componen-
tes mas comunes del medio de cultivo como fuente
de carbono son glucosa (Endo, 1979), lactosa (Hajjaj
et al., 2001; Lépez et al., 2003) y glicerol (Lopez et
al., 2003). Como fuentes de nitrégeno se prefieren las
fuentes organicas como la peptona, el licor de maiz
(Endo, 1979; Lépez et al., 2003), la harina de soya
(Manzoni et al., 1998; Lopez et al., 2003) y el extracto
de levadura (Lépez et al., 2003). Otras fuentes de nitro-
geno, como aminodcidos y sales que contienen iones
amonio, pueden acidificar el medio y no son recomen-
dables. Para la glucosa y el (NH4),SO4como fuente de
carbono y nitrégeno inorganico respectivamente, se
ha reportado un efecto represor sobre la produccién
de lovastatina (Hajjaj et al., 2001; Lai et al., 2003). Den-
tro de la solucién salina es comin encontrar KH,PO4y
K:HPO4como reguladores del pH (Endo, 1979; Hajjaj
et al, 2001), ademas de otras sales inorganicas que
poseen cationes como amonio y magnesio, y los prin-
cipales microelementos que incluyen Fe, Mn, Zny Cu
(Wasser y Reshetnikov, 2002).

Como la mejor fuente de carbono para la produccién
de lovastatina por A. terreus en FEL varios autores han
propuesto la lactosa, frente a fuentes como glucosa,
glicerol o sacarosa.

Con respecto a las fuentes de nitrégeno para las cepas
de Monascus ruber han sido utilizadas principalmen-
te fuentes de origen vegetal como la harina de soya
(Endo et al., 1985) y el licor de maiz (Endo, 1979), sin
embargo, para la cepa Monascus ruber ATCC 18199 se
encontré que sustituyéndolas por harina de arroz se
alcanza una mayor productividad de lovastatina (131
mg/L) (Chang et al., 2002).

Se ha establecido que condiciones de inanicion en
el medio favorecen la biosintesis de lovastatina en
A. terreus (Lopez et al., 2003; Osman et al., 2011b) y
en Monascus pilosus (Miyake et al., 2006); particular-
mente cuando hay limitaciones en la asimilacion de
la fuente de carbono (Hajjaj et al., 2001) o cuando la
fuente de nitrogeno limita el crecimiento del hongo
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Tabla 1. Variables estudiadas en los procesos fermentativos para optimizar la obtencién de estatinas.

Variable estudiada

Especie

Referencia

Suplementacion del medio de cultivo.

Aspergillus terreus

Bizukojc et al., 2007; Jia et al.,
2010; Sorrentino et al., 2010;
Manzoni et al., 1999

Composicion del sustrato.

Monascus ruber
Aspergillus terreus
Aspergillus flavipes
Monascus ruber
Pleurotus ostreatus
Aspergillus terreus,
Penicillium patulum

Penicillium brevicompactum
Monascus purpureus

Chang et al., 2002

Lai et al., 2002; Porcel et al., 2008;
PansuriyaSinghal, 2010; Valera et al., 2005
Xu et al., 2005

El-ShamiHamed, 2007

Atalla et al., 2008

Shaligram et al., 2008

Sayyad et al., 2007

Cepas mejoradas, estabilizacion del
inoculo, optimizacién de medios de cultivo,
fermentacion por lotes alimentados y por
lotes, fuentes de carbono y nitrégeno.

Aspergillus terreus

Kumar et al., 2000

Fuentes de carbono y nitrégeno.

Aspergillus terreus

Hajjaj et al., 2001

Especimenes nativos y cultivados,
diferentes cepas.

Pleurotus

Alarcon et al., 2003

Composicion del medio,
caracteristicas del pellet.

Aspergillus terreus

Lai et al., 2003

Fuentes de carbono y nitrégeno (relacion
C:N) y método de inoculacion.

Aspergillus terreus

Lépez et al., 2003

Contenido de oxigeno, concentraciones
de C, Ny P, tiempo de fermentacién.

Aspergillus terreus

Lépez et al., 2004a

Adicion de lovastatina.

Aspergillus terreus

Lépez et al., 2004b

Concentracion de oxigeno disuelto,
uso de fermentador o frascos agitados,
didmetro del pellet, pH, temperatura,

Aspergillus terreus

Lai et al., 2005

Regimenes de aireacién y agitacion sobre la
morfologia del pellet y la reologia del caldo.

Aspergillus terreus

Lopez et al., 2005

Relacion C:N.

Pleurotus ostreatus

Alarcén y Aguila, 2006

Fuentes de Cy N.

Monascus pilosus

Miyake et al., 2006

Condiciones de esporulacion.

Aspergillus terreus

Porcel et al., 2006

pH, composicién del medio de cultivo.

Monascus purpureus

Lee et al., 2007

Velocidad de agitacion aireacién, tamano,
cantidad y morfologia del pellet.

Penicillium citrinum

Gomaa y Bialy, 2009

Temperatura, tiempo de fermentacion,
volumen del inéculo y pH.

Monascus purpureus

Panda et al., 2009

Agitacion, periodo de incubacion,
temperatura, pH inicial, composicion
del medio y aireacion.

Aspergillus terreus

Osman et al., 2011b
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en el medio de cultivo y la fuente de carbono se en-
cuentra en exceso durante la fase estacionaria. La re-
lacion C:N también desempena un papel importante
en la produccion de este tipo de metabolitos. Con una
relacion C:N ~40 se obtiene una produccién 6ptima de
lovastatina, empleando fuentes de carbono complejas
y lentamente metabolizables como la lactosa, que pro-
porcionan un crecimiento lento, en combinaciéon con
una fuente de nitrégeno orgénica limitada en el medio,
como harina de soya o extracto de levadura (Lopez et
al.,, 2003). Cuando en el medio de cultivo la fuente de
nitrégeno no es un factor limitante o se encuentra en
exceso, se producen altas cantidades de biomasa pero
bajos titulos de lovastatina (Lopez et al., 2004b). Para la
cepa Monascus pilosus la mejor relacion C:N es de 7-9,
utilizando como fuente de nitrégeno peptona y como
fuentes de carbono la combinacién de maltosa (len-
tamente metabolizada para favorecer el metabolismo
secundario) y glicerol (rdpidamente metabolizada para
favorecer el crecimiento celular) (Miyake et al., 2006).

En los cultivos sumergidos de macromicetos, para las
especies del género Pleurotus las fuentes de carbono
empleadas incluyen una gran variedad de carbohidra-
tos como pentosas, hexosas y polisacaridos, en una
proporcién que varia entre el 3 y 5% para propor-
cionar una alta cantidad de biomasa. Como fuente
de nitrogeno se prefieren las fuentes organicas, que
incluyen hidrolizado o extractos de levadura, pepto-
na y licor de maiz, en un rango del 0.5-4% por peso
dependiendo del contenido de nitrégeno en la fuente
(Wasser y Reshetnikov, 2002).

Segun la composicion del medio de cultivo también
se puede favorecer la sintesis de un tipo particular de
estatina. Cuando el medio utilizado por Manzoni et
al.,, (1998) es suplementado con harina de soya hasta
completar 30 g/L, y en el dia 7 con 50 g/L de glice-
rol, se producen 244 mg de lovastatina por litro de
medio de cultivo y bajo estas condiciones no hubo
produccion de mevastatina. Sin embargo, cuando la
suplementacion se realiza con harina de soya desgra-
sada, pero sin adicion de glicerol como fuente carbo-
no extra, la biosintesis se dirigié a la produccién de
mevastatina. Estos resultados sugieren que dependien-
do de la composicion del medio de cultivo la biosinte-
sis puede direccionarse a la produccién preferente de
la estatina de interés. El efecto de la fraccion lipidica
en el medio de cultivo, representada por la adicion de
harina de soya completa o desgrasada (la harina de
soya completa contiene 22-24% de lipidos, mientras
que la harina de soya desgrasada contiene sélo 0.5 -
1.5% de contenido lipidico), indica que la biosintesis
de estatinas como la lovastatina y pravastatina, se ve
favorecida cuando el contenido de lipidos en el medio

de cultivo es bajo. Por el contrario, cuando la fraccién
lipidica en el medio de cultivo es significativa, la bio-
sintesis de estos dos metabolitos se ve disminuida y
se acumulan otros intermediarios de la sintesis como
mevastatina y monacolina. (Manzoni et al., 1999).

Otros compuestos adicionados al medio de cultivo
con la intencién de aumentar la produccién de estati-
nas, son los aminoacidos como la metionina (Lai et al.,
2003; Osmanetal., 2011b), cuya adicién en proporcién
de 0,1 g/L del isémero D puro o en mezcla racémica,
incrementa en un 20% la produccién de lovastatina en
A. terreus cuando se adiciona explicitamente a las 72
horas del cultivo (Lai et al., 2003). Al parecer la metio-
nina juega un papel fundamental como precursor en
la sintesis de lovastatina, considerando el paso de me-
tilacion durante su biosintesis. El efecto de la adicion
de vitaminas del complejo B ha sido también objeto
de estudio, teniendo en cuenta que desde el punto de
vista bioquimico son necesarios los co-factores de las
enzimas nonacétido sintetasas: la coenzima A y NADP
reducido para la sintesis de la 4a,5-dihidromonacolina
L, precursor de la lovastatina. Un medio deficiente de
nitrégeno enriquecido con D-pantotenato de calcio,
piridoxina o nicotinamida, ejerce un significativo efec-
to positivo sobre la sintesis de acido mevinolinico a
concentraciones que no exceden 1 mg/L (5 mg/L para
piridoxina). Un efecto similar fue observado cuando
se utiliz6 una mezcla comercial de vitaminas del com-
plejo B compuesta por tiamina, rivoflavina, piridoxina,
D-pantotenato de calcio y nicotinamida (Bizukojc et
al,, 2007). Por otra parte, al suplementar el medio con
lovastatina (100 mg/L) disminuyd en un 76.4% la pro-
duccién de este metabolito, mientras que la adicién de
antibidticos policetidicos como tilosina, eritromicina,
tetraciclina, daunorobina y rifamicina, incrementé en-
tre el 20-25% su produccién, destacandose particular-
mente la adicion de tilosina en una concentracion de
50 mg/L al inicio de la fermentacién que conduce a un
incremento del 42% en la produccién de la lovastatina
(Jia et al., 2010). En un estudio del 2010 se utiliz6 la
oxilipina, un precursor del acido linoleico, con la hipé-
tesis de que al ser una molécula de senalizacion y estar
potencialmente implicada en la comunicacién celular
de hongos, se podria incrementar la produccion de la
lovastatina. Los resultados mostraron un aumento de
1,8 veces la produccion de la estatina, lo que convierte
a la oxipilina en un compuesto potencial para enrique-
cer la produccion de metabolitos fingicos con un im-
pacto positivo en la industria (Sorrentino et al., 2010).
En la tabla 2 se encuentran resumidos los resultados
de otras investigaciones relevantes relacionadas con
los medios de cultivo empleados para producir estati-
nas por medio de FEL.
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B. Técnicas de inoculacion

Es comun utilizar, previo a la etapa de produccion del
metabolito de interés, un medio de propagacion celu-
lar, el cual tiene la funcién de proporcionar un inéculo
mas homogéneo y estable para la fase de produccion.

Se parte, usualmente, de esporas para la obtencién de
un inéculo vegetativo con pellets esféricos de aproxi-
madamente 1T mm de didametro, con células desarro-
lladas y adaptadas al medio de cultivo que es rico en
nutrientes. El medio de propagacién celular mas utili-

Tabla 2. Medios de cultivo utilizados para la produccién de lovastatina por FEL.

Composicion del medio Hongo Rendimiento Bibliografia
(g/L): Glucosa (45), leche peptonizada (24), .
A. AT 741 4 L@ H 1., 2001
extracto de levadura (2.5), polietilenglicol (2.5mL). terreus ATCC 35 304 mg/ ajjaj et al, 200
(g/L): Harina de arroz (34.4), peptona
M b
(10.8), glucosa (129.2), glicerol (26.4 mL/L), Afgési;ig”g e 131 mg/L ® Chang et al., 2002
MgSO4.7Hzo 1 0/op/V, KNOs 0.2 %p/v.
(g/L): Dextrosa (50), peptona (0.5), extracto de Pleurotus eryngii
.52 b W
levadura (1), (NH4)2SO4 (2), K:HPO4.3H20 (2), var. ferulae 84514 mgﬁg ) Reizseet;?/kov 9002
K:HPO4(2.5) y solucién de elementos traza (10 mL). | Pleurotus ostreatus ’ 88 !
(g/L): Lactosa (89.5), glicerol (30.2), peptona (6), Aspergillus terreus 1050 mg/L © Lai et al., 2002;
glucosa (20), licor de maiz (10), harina de soya (4.2). | cepa mutada & Lai et al., 2003
(g/L): Lactosa (40), extracto de levadura Asperaillus terreus
(1.33), KH:POL (1), MgSO4.7H.0 (1), NaCl Perg 250 mg/L * Lopez et al,, 2003
. . ATCC 20542
(1) y solucion de microelementos (1 ml).
(g/L): Lactosa (114,26), harina de soya (5.41),
KH2PO4(0.8), MgS0.4.7H.O (0.52 g), NaCl (0.4), . Lépez et al., 2004a;
A Ilus t ~ 230 L
Fe(NO)3.9H,0 (2 mg), ZnSO.+.H-O (1 mg), biotina SPErgiis terreds mg/ Lépez et al., 2005
(0.04 mg) y solucion de elementos traza (1 mL).
M il 444 L
Peptona 3.8 %p/v, maltosa 1 %p/v, glicerol 7 %v/v, Onascus prisus me/ .
MgSO..7H.0 (0.1 %p/v), NaNOs (0.2 %p/v) IFO5420 Miyake et al,, 2006
B ' ! ' ’ Monascus pilosus MK1 725 mg/L *
Arroz fermentado con raices de Dioscorea Monascus purpureus
27.9 N L tal., 2007
(1 %p/p), etanol (0.5% v/v). NTU 568 mg/8 ceetal
(g/L) Glucosa (52.61), peptona (16.65), NH4Cl (1),
KH,POs (1), extracto levadura (3), K;HPO4 (1), KNO; MOnascus purbUreUs Seraman et
(0.5), MgSO.-7H.0 (0.2), MnSO.-H.O (0.418), e 365 P 97,5 mg/L © o
NaCl (0.5), CaCl,»2H,0 (0.1) FeSO,-7H,0O i
(0.001).
(g/L): Almidén soluble (67.56), extracto de .
A llus t +
levadura (10), polietilenglicol (2.5), KH.PO, ]_/S\iﬁrfl us terreus 952.7 o 24.3 Jiaetal.,, 2010
(2), (NH4):50s (1), tilosina (0.050). meg/L
(g/L): Harina de avena (20), CH;COONa (20), Osman et
(NH4)2SOs4 (5), KH2PO4(2), urea (4.5), metionina Aspergillus terreus 188.3 mg/L © Al 2011b
(2.5), solucion de elementos traza (10 mL). N
. Aspergillus sp. cepa 9,9 mg/l - Mangunwardoyo
Med kD
edio Czapek Dox de coleccion 858 g/L © etal., 2012

a

Medio agotado
Micelio
Mezcla de micelio y medio agotado.

b

c
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zado es el de Alberts et al., (1980) consistente basica-
mente de (g/L): pasta de tomate 40, glucosa 12, harina
de avena 10, glucosa 10, licor de maiz 5 y 10 ml/L
de una solucion de elementos traza como fuente de
macro y microelementos (Chen et al., 1980; Gunde-
Cimerman et al., 1993; Novak et al., 1997; Hajjaj et al.,
2001). Posterior a la obtencion del in6culo vegetativo,
se utiliza un medio para la formacion del producto,
compuesto basicamente por una o dos fuentes de car-
bono, una o dos fuentes organicas de nitrégeno y es
comun el acompanamiento de una solucién de ele-
mentos traza; este medio de produccién es siempre
mas pobre en nutrientes que el medio de propagacion
celular, debido a que su funcién principal es dirigir el
metabolismo secundario del hongo hacia la biosintesis
de estatinas o sus precursores. Otros autores prefieren
inocular directamente con hifas o esporas el medio
de produccion sin utilizar previamente un medio de
propagacion celular. Se ha reportado que el compor-
tamiento de la fermentacién no es afectado por el mé-
todo de inoculacién (hifas o esporas), sin embargo, se
prefiere el uso de esporas que proporcionan un indcu-
lo mas consistente y cuantificable (Lopez et al., 2003).
Ademas, debe tenerse en cuenta que al utilizar como
inoculo esporas provenientes de cultivos viejos de no
menos de 16 dias de inoculacién, se obtienen mayo-
res titulos de lovastatina (Porcel et al., 2006).

C. Tipo del proceso fermentativo

Para los procesos fermentativos se prefiere el uso de
reactores sobre el cultivo convencional en matraces,
debido a que en los primeros se pueden controlar las
condiciones de aireacién y agitacion, siendo mas co-
munes las fermentaciones tipo lote y las de tipo lote ali-
mentado. Para estas dltimas, se han obtenido mejoras
hasta del 37% en la produccion de estatinas respecto
a la fermentacion tipo lote, pero no asi la productivi-
dad total del proceso. Correlacionado con lo anterior,
no son recomendables mas de dos alimentaciones
debido a que se produce la autolisis de la células del
cultivo microbiano, que se hace evidente cuando los
pellets son improductivos, huecos y esféricos (Novak
et al., 1997). En las fermentaciones tipo lote alimenta-
do discontinuas es ventajosa la combinacion de dos
fuentes de carbono para la produccion de lovastati-
na comparado con fermentaciones en las cuales se
utiliza un solo sustrato (Pecyna y Bizukojc, 2011). Se
ha reportado ademas, que la acumulacién durante la
fermentacion o adicion de lovastatina al medio de cul-
tivo, suprime su biosintesis (Loépez et al., 2004b). Una
estrategia para incrementar la produccion consiste en
diluir la lovastatina presente en el caldo de fermenta-
cién implementando un proceso de fermentacion de

dos fases que consisten en una fase inicial por lote/
lote alimentado y una fase de cultivo semi-continua en
la cual los pellets son retenidos al interior del reactor
y el medio de alimentacién utilizado consiste en una
solucion de sales y biotina (Porcel et al., 2008).

D. Aireacion

Todas las fermentaciones ocurren de forma aerébica
requiriéndose la agitacion y/o la aireacion del medio
de cultivo. La concentracion de oxigeno es uno de los
principales factores que afecta la produccién, siendo
comun que la cantidad producida del metabolito au-
mente a medida que aumenta la concentracion del ele-
mento (maximo 80% v/v) en los gases de aireacion. La
tension de oxigeno disuelto (DOT) recomendada para
los cultivos en reactores es del 70%, tensién con la
cual la morfologia del cultivo, en el caso de A. terreus,
es consistente con hifas periféricas ramificadas, grue-
sas y cortas. Cuando la DOT es mantenida en el 80%
de saturacion, la alta velocidad de agitacion necesaria
para alcanzar la DOT causa una disrupcion del micelio
y se obtiene un crecimiento pobre y una baja produc-
cion de lovastatina. En el caso que la DOT sea dema-
siado baja (35%), el suministro de oxigeno es pobre y
no permite alcanzar altas tasas de biosintesis (Novak et
al., 1997). Dado que el oxigeno molecular es requeri-
do en la sintesis, la tensién de oxigeno probablemente
afecta algln paso importante en la ruta biosintética,
mejorando la concentracién final de lovastatina (L6-
pez et al., 2004a). En los estudios realizados por Lai et
al., (2005) sobre el efecto del oxigeno disuelto (DO)
a diferentes niveles de saturacion del aire, en lo con-
cerniente a la morfologia del pellet y la producciéon
del metabolito, se establece que con un nivel de DO
de un 20% en la saturaciéon del aire, se logran pellets
esféricos, compactos, con un tamano de distribucién
uniforme de 0,95 mm, apropiados para la produccién
de lovastatina.

E. Morfologia del pellet y agitacion

El crecimiento en pellet del micelio se ha relaciona-
do con una mayor produccién de las estatinas com-
parado con el crecimiento filamentoso (Kumar et al.,
2000), que en caso de ser descontrolado, se asocia
con sustratos metabolizados rapidamente, donde el
medio aumenta su viscosidad en corto tiempo vy el
crecimiento filamentoso impide la transferencia de
oxigeno (Lopez et al., 2003; Lopez et al., 2004a). Para
la produccion de lovastatina por A. terreus se ha es-
tablecido que al dia 7 del proceso fermentativo, se
requiere la formacion de pellets lisos, de tamafo uni-
forme con un didmetro 6ptimo comprendido entre
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0.85y 1.05 mm (Lai et al., 2003). Uno de los factores
que mas afecta la morfologia del pellet, su diametro
y la produccion de lovastatina es la velocidad de
agitacion. Velocidades > 600 rpm dafan los pellets,
mientras que a bajas velocidades los pellets alcanzan
diametros de ~2500 pm, que para A. terreus produ-
cen altos titulos de lovastatina (Lopez et al., 2005).
Sin embargo, los resultados obtenidos por Lai et al.,
(2005) indican que es inadecuado aplicar una agita-
cién constante a lo largo del proceso fermentativo,
debido al efecto que la misma ejerce sobre la frag-
mentacién del micelio, segin las diferentes etapas
fisiologicas del hongo.

F.  Efecto del pH

Con respecto al pH, se ha establecido que la actividad
de enzimas policétido sintetasas importantes en la sin-
tesis (pksM), expresan actividad durante el crecimiento
del hongo, por lo tanto, la acidificacion del medio a las
48 horas puede servir como una respuesta importante
en los procesos de optimizacion del medio de cultivo
para la produccion de lovastatina. El ajuste manual del
pH en el medio de cultivo a diferentes niveles (5.5,
6.5 o 7.5) durante el proceso fermentativo, luego de
48 horas de iniciada la fase de produccién, no tuvo
ningun efecto sobre la biosintesis de los bioactivos (Lai
et al., 2005). Como pH inicial cominmente se han uti-
lizado valores en el rango 5.5 a 6.5, sin embargo, la
lovastatina es producida en un amplio rango de pH
(7-9). Osman et al., (2011) obtuvieron el pico maximo
de produccién cuando el pH inicial fue ajustado a 8.5
(66.69 pg/mL).

G. Efecto de la temperatura

Se ha reportado que los procesos fermentativos para
la obtencion de estatinas generalmente se realizan a
28 °C. Cuando se aplicaron cambios en la temperatura
de 28 a 23 °C, a las 96 h, la produccién de lovastati-
na se incrementd en un 25% alcanzando 572 mg/L,
comparado con una fermentacién homogénea a 28 °C
(Lai et al., 2005). Recientemente Osman et al., (2011)
reportaron que la maxima produccién de lovastatina
se da cuando la temperatura de incubacién es de 30°C
(50.9 pg/mL después de 8 dias de incubacion).

H. Efecto de la luz

En la naturaleza la luz es uno de los factores ambien-
tales mas cruciales. Se ha encontrado que tanto la luz
roja como la azul, afectan el desarrollo de Monascus,
influenciando los procesos de formacion del micelio
y de las esporas, asi como la produccién de metaboli-

tos secundarios. La luz roja estimula la produccién de
lovastatina mientras que la luz azul no (Miyake et al.,
2005). Estos resultados indican que el efecto de la luz
roja sobre la biosintesis de metabolitos es diferente,
sugiriendo que afecta mas la regulacion en la sintesis
de los policétidos que su productividad. Los autores
proponen que Monascus, Neurospora, Aspergillus y
muchos otros hongos, poseen mecanismos para de-
tectar la calidad de la luz en una variedad de vias, des-
tacando esos sistemas luz - sensibles por su importante
valor para aplicaciones comerciales.

Fermentacién en Estado Sélido

La fermentacion en estado sélido (FES), es definida
como cualquier proceso de fermentacion desarrollado
en materiales no solubles que actian como soporte
fisico y fuente de nutrientes en ausencia de liquido
sobrenadante, también puede darse en un sustrato
inerte como soporte solido (Pandey, 2003; Couto y
Sanroman, 2006). Genéricamente, corresponde a un
sistema de cultivo microbiano que los paises orienta-
les han empleado desde hace centurias para la pre-
paracion de diversos alimentos fermentados (Wei et
al., 2007), empleando como sustrato cereales (soya y
arroz) y hongos pertenecientes al género Monascus,
entre ellos M. purpureus (Su et al., 2003), M. pilosus
(Chen y Hu, 2005) y M. ruber (Xu et al., 2005). En los
dltimos 20 anos se han desarrollado diferentes siste-
mas no tradicionales de FES con potencial aplicacion
industrial. Estudios comparativos ponen de manifiesto
que en algunas ocasiones la FES presenta ventajas so-
bre la FEL, incluyendo mayor y mas rapida obtencién
del producto. La produccion de lovastatina a escala
industrial empleando FES esta aprobada por la United
States Food and Drug Administration-USFDA. Estas
fermentaciones son realizadas en biorreactores o en
fermentadores de bandejas incubadas en cuartos con
regulacion de temperatura (Barrios-Gonzélez y Miran-
da, 2010). Los sustratos naturales mas utilizados inclu-
yen cereales como el salvado de trigo, la cebada, la
harina de soya y residuos de frutas o mezclas de éstos
(Valera et al., 2005). La cantidad de lovastatina biosin-
tetizada esta intimamente ligada a la clase de sustrato
empleado y a la cepa del hongo. Es asi como Bafos
et al. (citado por Barrios- Gonzalez y Miranda, 2010)
desarrollaron un método empleando espuma de poliu-
retano como sustrato inerte para producir lovastatina,
utilizando una cepa silvestre de A. terreus TUB F-514
y un sistema con la espuma impregnada del medio de
cultivo. Al comparar los resultados obtenidos con los
arrojados por FEL realizada en condiciones andlogas,
se encontré una produccién de lovastatina 14 veces
mayor en FES. Los autores encontraron que el para-
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metro de mayor incidencia es la aireacion y que por
lo tanto el procedimiento con la espuma impregnada
facilita el contacto directo con el flujo de aire favore-
ciendo la produccién de lovastatina. El empleo de FES
en soportes inertes impregnados con un medio liquido
constituye una herramienta de gran potencial para es-
tudios cientificos y podria convertirse en un sistema
comercial de alta produccién (Banos et al., 2009). En
otros estudios comparativos Barrios-Gonzélez et al.,
(2008) citado por Barrios-Gonzalez y Miranda (2010)
indican que la diferencia en la produccién del meta-
bolito es atribuible a la expresion de los genes LovE
y LovF, la cual se ve afectada por el estado fisico del
medio de cultivo.

Los estudios realizados por Valera et al., (2005) con
Aspergillus flavipes ponen de manifiesto que la pro-
duccién de lovastatina mediante FES presenta muchas
dificultades y limitaciones ya que son muchas las va-
riables del proceso que se requieren controlar. Los
investigadores evaluaron el uso de diferentes sustra-

tos solidos, encontrando que el salvado de trigo fue
el méds adecuado para la produccién de lovastatina,
estableciendo ademas que la adicion de fuentes de
carbono externas como sacarosa y lactosa, o fuentes
de nitr6geno como urea, sulfato de amonio y nitrato
de amonio, inhiben la produccién del metabolito. Dos
anos después Wei et al., (2007) realizaron un trabajo
similar con Aspergillus terreus estableciendo que tanto
el arroz como la harina de trigo son los sustratos idea-
les. En la tabla 3 se citan los medios de cultivo utiliza-
dos para la produccién de estatinas por FES.

Aparte de la produccién de lovastatina por hongos
micromicetos se ha reportado su presencia en los
cuerpos fructiferos de los macromicetos del género
Pleurotus, especificamente en las especies ostreatus,
saca y sapidus obtenidos por FES (Gunde-Cimerman et
al., 1993). En 1995, los mismos autores determinaron el
contenido de lovastatina en los extractos preparados a
partir de los esporocarpos y su distribucién durante el
ciclo de vida. Los resultados encontrados indican que

Tabla 3. Medios de cultivo utilizados para la produccién de estatinas por fermentacién en estado sélido (FES)

Composicion del medio de cultivo

Hongo

Rendimiento

Bibliografia

Harina de trigo

Aspergillus flavipes

16.65 mg/g LOV

Valera et al., 2005

BICC 5174
100g de arroz, harina de soya 20%, glicerol
M ber MG0OO1 4-6 LOV Xu et al., 2005
3%, NaNOs 0.2 %, acido acético 0.4 % onascus ruber ms/g ueta
A I i
rroz 0 salvado de trigo, A. terreus ATCC 20542 | 2.9 mg/g LOV Wei et al., 2007

glucosa 5%, peptona 0.5%

Salvado de trigo y torta de aceite de
cacahuete (1:1), (%p/v) glucosa (11),
maltosa (5), glicerol (16), (NH4):HPO4
(2.3), MgSOs (0.75), KH.PO. (2.0)

Penicillium
brevicompactum
WA2315

0,815 mg/g COM

Shaligram et
al., 2008

Soporte de poliuretano, impregnado con
medio de cultivo 2.5X: (%) lactosa (4),

harina de soya (0.3), KNO;(0.2%), KH,PO.4 A. terreus TUB F-514 15 mg/g LOV Banos et al., 2009
(0.3), % MgSO.4.7H.O (0.05, NaCl (0.05) y
de una solucién de elementos traza (0.125)
Salvado de trigo con 30% p/v de )
3,004 £ 25 P
K:HPOs, y 30% p/v de una solucion A. terreus UV 1718 m,g/g LOV Siings:;;?/;gm

i6nica hasta una humedad de 66,8%.

LOV Lovastatina
COM Compactina
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la lovastatina esta uniformemente distribuida en los es-
porocarpos pequefios y no se encuentran diferencias
significativas cuando se compara su contenido en el
pileo y en el estipite. Cuando el esporocarpo esta com-
pletamente maduro (didmetro aproximado del pileo
de 15 cm), el contenido de lovastatina en las lamelas
disminuye en comparacién con los esporocarpos mas
pequenos e inmaduros (figura 5) (Gunde-Cimerman y
Cimerman, 1995).

El interés en la obtencién de estatinas a partir de Pleu-
rotus spp. se ha fundamentado principalmente en las
propiedades nutricionales y medicinales de este hon-
go basidiomicete comestible (Kalac, 2009; Lavi et al.,
2010; Kanagasabapathy et al.,, 2011). La obtencion de
cuerpos fructiferos es un proceso de largo tiempo que
incluso puede llegar a necesitar de meses, motivo por
el cual se ha preferido para la produccién de estatinas
el cultivo sumergido, permitiendo la obtencién de un
producto con una composicién constante, en un cor-
to periodo de tiempo, mediante la implementacién de
condiciones controladas como es un medio de cultivo
ecolégicamente puro y de composicion definida. En
hongos basidiomicetes del género Pleurotus producto-
res de lovastatina la cantidad del metabolito obtenido
varia segun el tipo de fermentacion (cultivo sumergido
o fermentacién en superficie) y de la especie. Para el
caso de la fermentaciones en estado sélido es nece-
sario tener en cuenta que el contenido de lovastatina

diam.: 2 cm diam.: 5 cm diam.: 10 cm

diam.: 2 cm diam,: 5 cm

en los cuerpos fructiferos de Pleurotus ostreatus no es
constante incluso en la misma cepa y depende prin-
cipalmente de la variabilidad del sustrato (Wasser y
Reshetnikov, 2002).

Productos comerciales

Las propiedades de las estatinas y la relativa facili-
dad de su obtencién por procesos fermentativos, han
contribuido a la obtencién de productos de uso co-
mercial con las caracteristicas mencionadas anterior-
mente propias de estos bioactivos. Tal es el caso de
los derivados fermentados con especies de Monascus
que incluyen M. ruber, M. vitreus, M. pilosus, M. anka,
M. purpureus, entre otras, siendo M. anka y M. purpu-
reus las especies tradicionalmente mas empleadas en
los paises asiaticos para la preparacion de alimentos
fermentados y de bebidas (Manzoni y Rollini, 2002).

Dentro de los productos comerciales con buen con-
tenido de estatinas es el mas comdn el arroz rojo fer-
mentado por FES, mediante el empleo de Monascus,
siendo poseedor de una larga tradicién en paises de
Asia del este (Erdogrul y Azirak, 2004). Su actividad hi-
pocolesterolémica esta asociada a la presencia de una
mezcla de estatinas que incluyen monacolina K, J, L,
M, X'y sus formas hidroxiacidas, compactina y dihidro-
monacolinas (Li et al.,, 2004). Una de las desventajas
de estos productos es el contenido de la micotoxina

5000 - 6000 pglg
4000 - 5000 ug/g

3000 - 4000 ug/g
2000 - 3000 ug/g
1000 - 2000 ug/g

0 - 1000 pg/g

diam.: 15

Figura 5. Contenido de lovastatina en las diferentes partes de los esporocarpos de Pleurotus ostreatus de diferentes medidas. La
extraccion fue realizada con A. MeOH:H,O y B. N2 + MeOH:H,O (Gunde-Cimerman y Cimerman, 1995).
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citrinina (Lee et al., 2007), pero debe tenerse en cuen-
ta que su producciéon se encuentra condicionada por
la cepa, el sustrato, el tipo y las condiciones de fermen-
tacion (Li et al., 2003). La tabla 4 resume las variables
estudiadas en la optimizacién de produccién de estati-
nas en el arroz rojo fermentado.

Otro de los productos comerciales que contienen
lovastatina, es el té Pu-Erh conocido también como
té rojo, nombre que proviene de la region Pu-Erh de
Yunnan China, de donde procede. Al igual que otros
alimentos y bebidas tradicionales, se prepara por pro-
cedimientos empiricos e inicia con el secado en cru-
do de hojas de té verde y un posterior proceso de
fermentacion que puede tardar entre 2 y 60 afos
(Yang y Hwang, 2006). Su composicion, en términos
de los microorganismos que participan en la segun-
da fermentacion, esta mayoritariamente representada
por Aspergillus niger pero con la presencia de otros
hongos como el Blastobotrys adeninivorans (Abe et
al., 2008), Actinoplanes aurantiacus, Actinoplanes pa-
llidoaurantiacus, Actinoplanes purpeobrunneus, Strep-
tomyces bacillaris, Streptomyces cavourensis subsp.
cavourensis y Streptomyces cinereus (Lu y Hwang,
2008; Hou et al., 2009; Chen et al., 2010). El produc-
to final exhibe actividad antioxidante, anticancerigena,
hipocolesterolémica, hipotensora e hipoglicemian-
te. Jeng et al., (2007) determinaron que las cepas de
Streptomyces cinereus y Streptomyces bacillaris en un

té con pocos dias de fermentacion son las que generan
el mayor contenido de estatinas, dcido y-aminobutirico
y polifenoles. Con respecto a la toxicidad del té, segin
reporte del 2011 no presentaron muertes ni senales
de toxicidad durante los 14 dias que duro el estudio
ni se observaron cambios de peso de los érganos ni
alteraciones histopatoldgicas durante los 91 dias de
administracion (Wang et al., 2011).

La nata, postre gelatinoso y traslicido, es un snack
popular en Filipinas y corresponde a un alimento fer-
mentado por la accién de la bacteria Leuconostoc me-
senteroides y se caracteriza por tener alto contenido
de fibra y una textura suave. Recientemente, se desa-
rrollé un complejo Monascus-nata, un nuevo producto
alimenticio obtenido por la fermentacion de dos cepas
del hongo (M. ruber y M. pilosus) dentro de celulosa
bacteriana, denominada por los autores como nata
de coco, obtenida desde jugo de coco fermentado
con Acetobacter, en un medio condicionado. Combi-
na la funcién de las estatinas producidas por el hongo
filamentoso vy la fibra dietaria bacteriana. En el 2004 se
efectud un estudio que determiné que un medio com-
puesto por 5% glucosa 'y 1,5% de (NH4);sPO4 a pH 6,0-
7,0 produce la mayor cantidad de lovastatina (157mg/l),
observandose que la lovastatina en el alimento es resis-
tente al lavado y a cambios de pH pero no a procesos
térmicos y de enfriamiento (Shu y Lung, 2004).

Tabla 4. Variables analizadas para optimizar el proceso de obtencién de estatinas en el arroz rojo fermentado.

Cepa empleada Variable estudiada Metabolito Referencia
Monascus purpureus MTCC 369 Temperatura, tiempo de fermentacion,
LOV Panda et al., 2010
Monascus ruber MTCC 1880 volumen del inéculo y pH andaeta
LOVA, COM
) . ! ! Chairote et al., 2008;
Monascus purpureus CMUOO1 Tipo de arroz glutinoso MMA, LOV, Chairote et al.. 2010
MM, DLOV N
Fuentes de carbon y nitrégeno,
Monascus purpureus NTU 601 L. . LOV Wang et al., 2003
acidos grasos o aceites
E i bi
Monascus SPecies, cepas y camblos LOV Tsukahara et al., 2009
temperatura durante el proceso
LOV: Lovastatina
LOVA: Hidroxiacido lovastatina
COM: Compactina
MMA: Hidroxiacido Monacolina M
MM: Monacolina M
DLOV: Dihidrolovastatina
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La soya fermentada es un producto de reciente apari-
cion, data del 2007 y se produce por la fermentacién
de una clase de soya con Monascus. Lim et al., (2010)
caracterizaron las propiedades fisicoquimicas de leche
de soya fermentada con Monascus (MFS) preparada
por FES, encontrando que presenta una mayor solubi-
lidad que el control sin fermentacién. La MFS contiene
lovastatina (475 pg/g) y esta enriquecida en agliconas
de isoflavonas con ausencia de citrina. Como conclu-
sion, la MFS tiene un gran potencial en el desarrollo de
productos basados en soya, que ademas dado su con-
tenido de estatinas pueden ayudar a reducir el riesgo
de enfermedades cardiovasculares (Lim et al., 2010).
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Conclusiones

En lo referente a las estatinas, la biotecnologia se ha
constituido en una de las herramientas mas poderosas
para mejorar los actuales sistemas de produccién e in-
crementar los rendimientos obtenidos a la fecha. La ex-
ploracion de la aplicabilidad de las condiciones de los
bioprocesos consignadas en esta revision permitiran,
mediante aplicaciéon directa o modificaciones de las
mismas, realizar la bdsqueda mas exhaustiva de nuevas
especies de hongos tropicales que conforman nuestra
biodiversidad y que podrian ampliar el rango de espe-
cies productoras de estos valiosos bioactivos, que por
sus diferentes efectos pleiotropicos exhibidos, se han
constituido en un hallazgo valioso para la humanidad.
Sin embargo, es importante tener en cuenta que en el
momento de comenzar la bdsqueda de las estatinas,
bien sea en un género, especie e incluso una cepa que
no se ha estudiado, es necesario evaluar la forma en
que cada una de las variables en esta revision descritas,
afecta el proceso de obtencion de los bioactivos.
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