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RESUMEN

Las arqueas metanogénicas (AM) coexisten con la microbiota ruminal y utilizan Hp
como donador de electrones para convertir CO2 en CHa. Este tltimo es un potente gas
atmosférico causante del efecto invernadero que tiene un impacto importante en el ca-
lentamiento global y el cambio climatico. La lovastatina (Lv) es un medicamento para el
tratamiento de hipercolesterolemia en humanos que también reduce la produccion de CH4
en rumiantes. Esta revision demuestra que existen diversos mecanismos sinérgicos que
en conjunto afectan directamente la metanogénesis. El acido mevaldnico es el precursor
clave de la sintesis de isoprenoides, los cuales constituyen la membrana de las AM. La
Lv B-hidroxiacida, que es la forma activa de la molécula, es un inhibidor competitivo de
la enzima reductasa 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMGCR), que es clave para
la produccion de los precursores de isoprenoides que forman la membrana de AM. Este
es el mecanismo al cual se atribuye principalmente la inhibicion de la metanogénesis
con Lv. Se han reportado mecanismos alternos que inciden en la inhibicion de la meta-
nogénesis, tales como la supresion de las enzimas de la metanogénesis que dependen
del cofactor F42o y el aumento de la concentracion de la acetil-coenzima A sintetizada a
partir de metil-tetrahidrometanopterina (metil-H4MPT). Se ha estudiado la expresion de
algunos genes clave en la ruta metabolica de la metanogénesis en Methanobrevibacter
smithii en condiciones de inhibicion con Lv. Se ha demostrado que se increment6 la
expresion del gen de la HMGCR y se redujo la del gen de la NADP-oxidorreductasa
dependiente de la coenzima F420 (NFOR).
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ABSTRACT

Methanogenic archaea coexist within the rumen microbiota, converting CO2 into
CH4 and using Hp as an electron donor. Methane is a potent greenhouse gas that im-
pacts climate change and global warming. Lovastatin (Lv) is a drug used to decrease
hypercholesterolemia in human beings and can be used to reduce CH4 production
from ruminants. This review shows that there are several synergistic mechanisms
that can directly disrupt methanogenesis. Mevalonic acid is a crucial precursor for
the synthesis of methanogen’s isoprenoids. It is also a metabolite found in micro-
organisms of the Eukarya and Archaea domains. The B-hydroxy acid form of Lv
is a competitive inhibitor of the reductase 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme
A (HMGCR), a crucial enzyme for the synthesis of isoprenoid precursors. In most
reports, this is the mechanism for the inhibition of methanogenesis associated with
Lv. However, alternate mechanisms for inhibition of methanogenesis have been
reported, such as inhibition of cofactor F4zo-dependent enzymes and the increase
in the concentration of acetyl-CoA synthesized from methyl-HsMPT. The expres-
sion of some essential genes in the metabolic pathway of Methanobrevibacter
smithii methanogenesis has been studied under conditions of inhibition with Lv
treatment. Results indicated an increased expression of the HMGCR gene, whereas
the expression of NADP-oxidoreductase dependent on coenzyme Fa0 gene (fio)

was significantly reduced.

INTRODUCCION

El CH4 es un gas de efecto invernadero (GEI) que
tiene un impacto importante en el cambio climatico.
Su potencial de calentamiento global es 25 veces mas
potente que el CO2 (Mora et al. 2013) y se estima
que la mayor fuente antropica de CH4 atmosférico es
generada por la ganaderia (Scheehle y Kruger 2006,
Altermann et al. 2018, Saunois et al. 2020).

En general, las comunidades microbianas del ru-
men se asocian para degradar los componentes de la
dieta, generando acidos grasos volatiles (AGV), Ha
y CO; como principales productos de fermentacion
(Leahy et al. 2010). Las arqueas metanogénicas (AM)
que habitan en el rumen emplean estos ultimos dos
compuestos y algunos otros, para producir energia,
lo que a su vez genera CH4 como producto final. Este
fendémeno, también conocido como “emision entérica
de CHy4”, representa aproximadamente el 30 % de las
emisiones globales de CH4 (Leahy et al. 2010). Las
principales arqueas productoras de CH4 en el rumen
pertenecen al género Methanobrevibacter (Tapio et
al. 2017). Estas usan el Hz producido por eubacterias
fermentativas, protozoariosciliados y hongos anae-
robios, como donador de electrones para reducir el
CO2 a CH4 (Cammack et al. 2018). Ademas de su
contribucion en el calentamiento global, la produc-
cion de CHg entérico representa una pérdida del 2 al
12 % de la energia bruta de los alimentos (Jonhson
y Jonhson 1995). En este contexto, la reduccion de

CHgy entérico también podria significar un incremen-
to en la eficiencia del metabolismo energético para
el animal hospedero (Tapio et al. 2017).

Por lo anterior, en los ultimos afios se ha publi-
cado varias propuestas para inhibir la produccion de
CHg entérico, siendo una opcion la suplementacion
con lovastatina (Lv), un farmaco de la familia de
las estatinas que ha mostrado potencial para reducir
las emisiones de CHy4 entérico en rumiantes (Cand-
yrine et al. 2018, Mohd-Azlan et al. 2018). Esto se
debe a su capacidad para alterar la fisiologia de las
AM a diferentes niveles: interrumpe la sintesis de
la membrana celular, impide la cadena respiratoria
de la metanogénesis unida a la membrana y afecta
negativamente el crecimiento de metandgenos (Mi-
ller y Wolin 2001, Gottlieb et al. 2016). Ademas,
se ha propuesto que puede inhibir la actividad de
las enzimas dependientes del cofactor F4zo (Sharma
etal. 2011).

El objetivo de este trabajo fue efectuar una revi-
sidon de los mecanismos por los cuales la Lv afecta
la metanogénesis en AM, y el efecto de este com-
puesto sobre la expresion de los genes implicados.
El alcance de esta revision incluye los siguientes
temas: (i) sintesis de la membrana celular de AM;
(i1) la Lv como inhibidor de la metanogénesis; (iii)
inhibicion de produccion de CH4 en microorganis-
mos del género Methanobrevibactery (iv) efecto de
la Lv sobre la expresion de genes relacionados con
la metanogénesis.
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ARQUEAS METANOGENICAS

Woese y Fox (1977) descubrieron que las se-
cuencias de ARN y otras caracteristicas fisiologicas
de un grupo de procariotas eran diferentes a las de
las bacterias y clasificaron a este grupo en un nuevo
dominio: Archaeabacteria (ahora Archaea). El dominio
Archaea se divide en diferentes filos: Aigarchaeota,
Bathyarchaeota, Crenarchaeota, Crenarchaeota
de aguas termales Euryarchaeota, Korarchaeota,
Nanoarchaeota, Thaumarchaeota, y el mas reciente
Verstraetearchacota (Bapteste et al. 2005, Guy et al.
2014, Vanwonterghem et al. 2016, Berghuis et al.
2019). Con base en las primeras secuencias comple-
tas de genes de arqueas y analisis bioinformaticos,
se sugirio que si bien las arqueas contienen cromo-
somas circulares como las bacterias, las proteinas
implicadas en la replicacion del ADN estan mas
estrechamente relacionadas con las de eucariotas que
con las de bacterias. Desde entonces, los estudios filo-
genéticos, bioquimicos y genéticos han demostrado
la relacion entre los sistemas de replicacion de ADN
de las arqueas y los eucariotas (Gilmore et al. 2017).

En el rumen las AM producen un 1 mol de
metano y consumen 4 moles de hidréogeno, 4H»
+ CO2 — CHg + 2H20 (Demirel y Schere 2008,
Cammack et al. 2018). Estos microorganismos
realizan un tipo de respiracion anaerobia conocida
como metanogénesis, la cual ocurre a potenciales de
oxidacion-reduccion muy bajos en comparacion con
otras formas de respiracion anaerobia (Liu y Whit-
man 2008). De acuerdo con su fuente de energia, las
AM se clasifican en tres grupos: 1) hidrogenotrofi-
cas, que usan H o formiato, 2) metilotroficas, que
usan compuestos de metilo y 3) las acetoclasticas,
que usan acetato (Liu y Whitman 2008). Recien-
temente, la secuenciacion de nuevos genomas y
metagenomas ha dado lugar a la identificacion de
nuevos clados de metandgenos, por ejemplo, el
clado Methanomassiliicoccales (Borrel et al. 2014)
o el clado Methanonatronarchaeia (Sorokin et al.
2017). Debido a que las AM ruminales constituyen
la fuente mas importante de emisiones de CHy, se ha
incrementado el interés para desarrollar estrategias de
mitigacion de metano ruminal (Beauchemin et al. 2020).

Sintesis de la membrana celular en arqueas me-
tanogénicas

La membrana celular de las arqueas es una de
sus caracteristicas mas notables y las distingue de
los dominios Bacteria o Eukarya (Guy et al. 2014).
En las arqueas, las cadenas hidrocarbonadas estan
formadas por grupos de isoprenoides unidos por

enlaces éster de glicerol enantiomérico formando
glicerol-1-fosfato (G1P). Por el contrario, en bac-
terias y eucariotas el glicerol-3-fosfato (G3P) esta
unido por enlaces éster a dos &cidos grasos. Por otro
lado, los grupos de cabeza polar (serina, etanola-
mina, glicerol y mioinositol) se encuentran en los
fosfolipidos de los tres dominios (Jain et al. 2014).

Existe una amplia gama de lipidos relacionados
con las arqueas. Los mas comunes son lipidos de
diéter (o arqueol) y tetraéteres (o caldarqueol),
los cuales forman una monocapa (Gottlieb et al.
2016). Los lipidos unidos a éter no son exclusivos
de las arqueas, también se encuentran en Bacteria
y Eukarya, aunque no estan distribuidos de forma
ubicua y, por lo general, son un componente me-
nor de la membrana lipidica (Koga y Morii 2007,
Jain et al. 2014). Se ha formulado la hipétesis de
que la estéreo-especificidad de los lipidos en la
membrana celular de las arqueas y su estructura
Unica es quimicamente mas estable, con lo cual las
arqueas tienen la capacidad de resistir y prosperar
en condiciones ambientales extremas (Koga 2012).
Sin embargo, los lipidos de las arqueas también
se encuentran en entornos mesofilos de los que
todavia no se ha postulado su funcion estructural
(Jain et al. 2014).

Los isoprenoides se encuentran en los tres domi-
nios y son estructuralmente diversos, formando mas
de 30 mil compuestos diferentes en la naturaleza
que van desde esteroides y quinonas a carotenoides
y lipidos de membrana. Los componentes basicos
de los isoprenoides son subunidades universales de
cinco carbonos llamadas pirofosfato de isopentenilo
(IPP) y pirofosfato de dimetilalilo (DMAPP), que
son isomeros. La via biosintética que conduce a la
sintesis de IPP y DMAPP varia en diferentes orga-
nismos. Hasta ahora, se han informado tres vias:2-
C-metil-D-eritritol 4-fosfato/1 deoxi-D-xilulosa
5-fosfato (MEP/DOXP) y dos vias de mevalonato
(MVA), una clasica y una alterna. Los genes de la via
MEP/DOXP no comparten homologia con los genes
de la via MVA, donde las moléculas de piruvato y
gliceraldehido-3-fosfato se condensan en una sola
para formar 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato (DXP)
que posteriormente se convierte en [IPP y DMAPP
por cinco enzimas. La via MEP/DOXP es la mas
comun entre las bacterias (Jain et al. 2014).

La via del MVA consta de siete reacciones enzi-
maticas en las que se condensan dos moléculas de
acetil-CoA formando acetoacetil-CoA. Esta, a su
vez, también se condensa para producir 3-hidroxi-
3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) y se some-
te a una fosforilacion y descarboxilacion mediada
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por la enzima HMGCR para formar IPP por la ruta
MVA. La via clasica de MVA es comun en los eu-
cariotas, mientras que algunas plantas y eucariotas
fotosintéticos poseen ademas la via MEP/DOXP. La
via alternativa de MVA difiere de la via clasica de
MVA en los ultimos tres pasos. En la via alternativa
de MVA, el fosfomevalonato se descarboxila a fos-
fato de isopentenilo mediante una descarboxilasa,
que posteriormente se fosforila a IPP por la enzima
isopentenil quinasa (Jain et al. 2014).

En general, IPP y DMAPP se sintetizan por la
via MEP/DOXP en la mayoria de las bacterias y
por dos vias de MVA en Eukarya y Arqueas. La
presencia de unidades de isoprenoides sensibles
a estatinas en la membrana celular de las arqueas
permite que las estatinas interfieran selectivamen-
te con el crecimiento de las arqueas sin afectar la
membrana celular de las bacterias (Miller y Wolin
2001). Si bien las bacterias no usan unidades de
isoprenoides en su membrana celular, requieren a los
isoprenoides en otros lugares y en conformaciones
diferentes. Sin embargo, estas unidades bacterianas
de isoprenoides son sintetizadas por la via MEP/
DOXP que no es inhibida por las estatinas. La via
clasica de MVA en Eucariotas y la via alternativa de
MVA en las Arqueas comparten cuatro de sus siete
pasos (Gottlieb et al. 2016).

Las unidades de isoprenoides IPP y DMAPP que
componen las membranas en las arqueas experi-
mentan reacciones de condensacion en serie donde
DMAPP actia como el primer aceptor alilico de
IPP que conduce a la formacién de un compuesto
de 10 carbonos (C10) denominado geranil difosfato
(GPP). Otras reacciones de condensacion proceden
con la adiciéon de moléculas de IPP, donde la longi-
tud de la cadena aumenta cada vez por una unidad
de C5 formando farnesilo (C15), geranilgeranilo
difosfato (C20), farnesilgeranil difosfato (C25) y asi
sucesivamente. Esta reaccion de alargamiento de la
cadena es catalizada por enzimas que pertenecen a
la familia de las preniltransferasas que son comunes
en los tres dominios. Dependiendo de la longitud y
la geometria de la molécula final conformada, las
preniltransferasas pueden tener varios miembros en
su familia. La geometria de las enzimas puede ser cis
o trans, y la longitud de la cadena de isoprenoides
de la forma trans generalmente varia de C10 (como
en los monoterpenos) a C50 (como en la coenzima
Q10). La longitud de la cadena que se encuentra en
los lipidos de la membrana de AM es siempre de la
forma trans y estd compuesta principalmente por
C20 geranilgeranilo difosfato o C25 farnesilgeranil
difosfato (Jain et al. 2014).

Lovastatina y su efecto inhibitorio sobre la meta-
nogénesis

La Lv (Co4H3605, PM 404.54 g/mol) fue la primera
estatina aprobada por la Administracion de Alimentos
y Medicamentos de EUA (FDA por su sigla en inglés)
en 1987 (Endo 2010). Es un metabolito secundario en
hongos y es sintetizada por Aspergillus terreus, Pleu-
rotus ostreatus, Pleurotus eryngii, Monascus ruber,
Monascus purpureus, Monascus pilosus'y Penicillium
citrinum. Estos hongos estan implicados en procesos
fermentativos en modalidades de fermentacion en sus-
trato solido y de cultivo sumergido. La biosintesis de
estatina por estos microorganismos depende tanto de
la cepa de hongo como de su estado metabolico, entre
otros factores (Chegwin 2012, Morgavi et al. 2014).

Uno de los aspectos mas relevantes de la quimica de
las estatinas es su estructura, tanto de anillo abierto (lac-
tona [Lv-L]) como de anillo cerrado (B-hidroxiacido
[Lv-H]). La Lv-L es tres a cuatro veces mas lipo-
filica en comparacion con su forma acida, lo cual
quiere decir que, en la estructura de lactona, la Lv
esta mejor dotada para cruzar las membranas lipi-
dicas (Fong 2014).

La Lv puede inhibir la generacion de CH4 a tra-
vés de los siguientes mecanismos: 1) reduciendo el
crecimiento y reproduccion de las AM mediante la
alteracion de la sintesis de la membrana celular, y 2)
inhibiendo la actividad de enzimas que participan en
la reduccion del CO» (e.g., NADP-oxidorreductasa
dependiente de la coenzima F49 [NFORY]). La alte-
racion de la sintesis de la membrana celular de las
AM ocurre debido a que la Lv tiene la capacidad de
inhibir la actividad enzimatica de HMGCR, enzima
que cataliza la reduccion de HMG-CoA a MVA, el
cual es un precursor de la sintesis de los isoprenoides
que conforman la membrana celular (Seenivasan et
al. 2008). La enzima HMGCR se puede encontrar en
dos formas diferentes: en eucariotas y arqueas como
HMGCR clase I (unida a la membrana) y en algunas
bacterias como HMGCR clase II (citosolica) (Pérez
y Rodriguez 2013).

Ademas de inhibir las enzimas HMGCR clase I
en las AM, la Lv también puede inhibir esta enzima
en los hongos ruminales, lo que podria reducir las
poblaciones de estos microorganismos (Chamilos et
al. 2006). La degradacion de la celulosa por hongos
ruminales genera una gran cantidad de H» (aproxima-
damente el 44 % del gas total del rumen). Ademas, se
ha reportado que los hongos ruminales Neocallimastix
frontalis, Piromyces communis y Caecomyces commu-
nis, producen de siete a 10 veces mas formiato que las
bacterias celuloliticas (Bernalier et al. 1992). Dado que
el Hy y el formiato son los principales sustratos para la
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produccion de CH4 en AM (Demirel y Schere, 2008;
Tapio et al. 2017), la reduccion de las poblaciones de
hongos por efecto de la Lv también puede disminuir
la produccion de CH4 entérico (Jahromi et al. 2013a).

Otro mecanismo mediante el cual la Lv puede
inhibir la produccion de CHgy, es a través de la in-
hibicion de la actividad de enzimas que participan
en la reduccion del CO2 durante la metanogénesis,
especificamente aquellas que requieren de la coenzima
F420 (Sharma et al. 2011). Esta es un transportador de
dos electrones que se encuentra en arqueas y algunas
bacterias, y esta implicada en pasos tempranos de la
metanogénesis, ademas de tener funciones cruciales
en la biosintesis de antibidticos y en la reparacion del
ADN. Su nombre proviene de la intensa absorban-
cia/fluorescencia que presenta a 420 nm (emision
a 480 nm), que depende de la reaccion redox y se
pierde con la reduccion del cofactor F420; ademas, es
responsable de la fluorescencia que caracteriza a las
AM vy fundamenta la metodologia utilizada para su
identificacion (Bashiri et al. 2010).

Experimentos de acoplamiento de proteina-ligando
in silico sugieren que la Lv puede tener una mayor
afinidad por el sitio de union a F4¢ en este tipo de en-
zimas que la misma coenzima F4. En los modelos in
silico, la coenzima F420 se une como grupo prostético
al sitio activo de la enzima, como normalmente ocurre
en la naturaleza. Sin embargo, el estudio de prediccion
de inhibidores reveld que la Lv tiene una afinidad de
reaccion de —22.07 kcal/mol y la mevastatina una
afinidad de reaccion de —21.91 kcal/mol. Esto indica
que existe una mayor afinidad por la estructura modelo
de la enzima NFOR con la Lv en comparacion con
la de la coenzima Fay, la cual tan solo mostré una
afinidad de reaccion de —14.40 kcal/mol. A su vez,
esto sugiere que la Lv y la mevastatina pueden actuar
como inhibidores potenciales de la enzima NFOR,
alterando los pasos de la ruta metanogénica en los
que se encuentre implicada la coenzima F420 (Sharma
et al. 2011). Otra proteina dependiente de Faz9, que
también se utilizd6 como modelo para comprobar en
experimentos in silico la afinidad por el sitio activo de
la Lv, fue la enzima metileno-tetrahidrometanopterina
deshidrogenasa (M-H4sMPTD) dependiente de F420 en
Mbb. smithii, donde se observd nuevamente mayor
afinidad de la Lv en comparacion con la coenzima
nativa F420 (Muskal et al. 2016).

Inhibicion de la generacion de metano en el género
Methanobrevibacter

Se considera que los microorganismos pertenecien-
tes al género Methanobrevibacter son los metandge-
nos dominantes del rumen. Las secuencias tipicas se

dividen en dos clados principales, Mbb. gottschalkii
(33.6 %) (que incluye a Mbb. gottschalkii, Mbb. mi-
llerae y Mbb. thaueri) y Mbb. ruminantium (27.3 %)
(que incluye a Mbb. ruminantium y Mbb. olleyae),
que pueden representar en promedio el 62 % o mas
de las arqueas del rumen (Miller y Lin 2002, Leahy
et al. 2013, Abrego-Garcia et al. 2021).

En los clados de Methanobrevibacter las especies
mencionadas tienen diferencias en la secuencia del gen
16S rRNA menores al 3 %, y la decision de describir
multiples especies se bas6 en gran medida en las
diferencias entre los genomas segun lo determi-
nado por la hibridaciéon de ADN-ADN, asi como
en limitadas diferencias fenotipicas (Janssen y
Kirs 2008). Por esta razoén, los microorganismos
pertenecientes al género Methanobrevibacter en
general se han utilizado como cepas modelo para
estudiar la inhibicién de metano, como se describe
a continuacion.

El trabajo pionero de Miller y Wolin (2001) con ce-
pas puras del género Methanobrevibacter en cocultivo
con bacterias fibroliticas y celuloliticas demostr6 que
la Lv pura en una concentracion de 4 mg/I inhibi6 por
completo la produccién de metano. Este resultado
fue confirmado por Demonfort et al. (2017) en con-
diciones similares, con administracion de Lv pura
en concentraciones de 1, 2 y 4 mg/L con las cepas
Mbb. smitthii, Mbb. oralis, Mbb. masiliense, Mbb.
Arboriphilus y Methanomassiliicoccus luminyensis,
en cocultivo con bacterias anaerobias del sistema
digestivo de seres humanos.

A diferencia de los dos trabajos anteriormente
mencionados, Jahromi et al. (2013a) reportaron que
la tasa de crecimiento y metanogénesis de Mbb.
smithii fue inhibida significativamente con Lv co-
mercial (la cual contenia 98 % en forma de Lv-L)
y con un extracto metandlico de arroz fermentado
(EMAF), el cual contenia 75 % en forma activa
de Lv-H. Con base en esto, las concentraciones
“aparentes” en la forma Lv-H fueron de 0.02, 0.20 y
I mg/L,ydey0.73, 7.3 y 36.5 mg/L para los trata-
mientos con Lv comercial y EMAF, respectivamen-
te. Se observa que ambos tratamientos inhibieron
significativamente el crecimiento y produccion de
CHy4 en Mbb. smithii. Esto probablemente se deba
a que si bien la forma inactiva Lv-L no posee la
estructura conformacional para ser el inhibidor en-
zimatico de la HMGCR, pudo hidrolizarse a Lv-H
en las condiciones del medio de cultivo y tiempo
de incubacion de 72 h (Beltran et al. 2019). Esto
resultaria en un efecto antimetanogénico similar
al de los EMAF, los cuales tenian una proporcion
mayor de Lv-H activa.
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Como se mencion6 anteriormente, se ha postulado
que los efectos de los inhibidores de HMGCR estan
relacionados con la alteracion de la membrana celular
al interferir con la biosintesis de isoprenoides (Gott-
lieb et al. 2016). Sin embargo, existen evidencias de
un mecanismo adicional antimetanogénico asociado a
la Lv (Muskal et al. 2016) y esto podria ser relevante
para explicar algunos de los resultados observados
con diferentes tipos de estatinas.

Laruta metanogénica a partir de la reduccion de CO2
a CH4 requiere de cofactores tinicos (ferredoxina, me-
tanofurano, tetrahidrometanopterina y coenzima F420),
que no se encuentran en la ruta acetoclastica (Ferry
2011). Si bien la metanogénesis en Mbb. smithii puede
proceder s6lo con Hy y CO2, hay evidencia de que Mbb.
smithii puede utilizar otros productos de fermentacion
bacteriana como alcohol y metanol para la metanogénesis
utilizando la enzima NFOR en conjunto con el grupo
prostético de la coenzima Faoo (Samuel et al. 2007).

Por otra parte, Hubert et al. (2018) reportaron en
estudios in vitro que la Lv-L inhibi6 la produccion
de CH4 en muestras de heces de seres humanos don-
de se identifico Mbb. smithii. Sin embargo, la forma
Lv-H activa encargada de disminuir los niveles de
colesterol fue ineficaz para reducir la generacion de
CHjy en el sistema de estudio.

EFECTO DE LA LOVASTATINA SOBRE LA
EXPRESION DE GENES IMPLICADOS EN
LA METANOGENESIS

Jahromi et al. (2013b) evaluaron la expresion
de algunos genes clave en la ruta metanogénica de
Mbb. smithii en condiciones de inhibicion con dos
tratamientos: Lv comercial y EMAF. En general,
los resultados demostraron que ambos tratamientos
incrementan (P < 0.05) la expresion del gen mhg que
codifica para la enzima HMGCR.

El tratamiento con EMAF tuvo un efecto signifi-
cativo sobre la expresion del gen Amd que codifica
para la enzima M-H4sMPTD, la cual lleva a cabo la
conversion del metinil-H4MPT a metileno-HsMPT
en pasos intermedios de la ruta metabolica de la me-
tanogénesis en AM. El gen mrc que codifica para la
metil coenzima M reductasa, enzima final de la ruta
metanogénica, se incrementd con el EMAF.

Los tratamientos de Lv comercial y EMAF redu-
jeron (P <0.05) la expresion del gen fio, que codifica
para la enzima NFOR. Esto coincide con lo reportado
por Sharma et al. (2011), quienes demostraron que
la Lv puede actuar como un inhibidor de la enzima
NFOR en el género Methanobrevibacter.

En el tratamiento con EMAF como conductor de
Lv hubo un incremento significativo sobre la expre-
sion del gen mtr que codifica para la enzima metil-
H4MPT:coenzima M metil-transferasa, que traslada
el grupo metilo de metil-H4MPT al metabolito HS-
coenzima M formando metil-coenzima M (Jahromi
et al. 2013b), asi como del gen mfa que codifica para
la enzima metanol:cobalamina metiltransferasa, la
cual cataliza la conversion de metanol a COR-CHj3
y la produccion de CH4 durante la metanogénesis
(Ferry 2011).

Samuel et al. (2007) observaron que la Lv
disminuy¢ la expresion del gen frno que codifica
para la enzima NFOR en el género Methanobre-
vibacter. La alteracion del gen fno sugiere que la
Lv interfiere con la sintesis del precursor de CHg,
metil-H4MPT en pasos alternos de la metanogé-
nesis debido a la inhibicion de la coenzima Fazo.

La coenzima F4y0 actua en tres diferentes pasos:
dos pasos metabdlicos intermedios contiguos y uno
alterno e independiente en la metanogénesis. La coen-
zima F4y0 es cofactor para la enzima M-H4sMPTD
dependiente de Fao codificada en el gen mitd, la
enzima NFOR codificada en el gen fno, la cual esta
involucrada en una ruta metabdlica alternativa de la
metanogénesis que utiliza metanol y etanol como
sustrato que actia cuando el sustrato H no esta dispo-
nible, y la enzima metileno-tetrahidrometanopterina
reductasa codificada en el gen mer (Ferry 2011).

Todas estas enzimas y genes estan implicados en
pasos cruciales para la formacién de CH4 (Reeve et al.
1997), ya que repercuten en la sintesis del compuesto
metil-H4MPT. Este, a su vez, influye en la acumula-
cion de acetil-CoA, ya que Mbb. smithii es capaz de
utilizar el metil-H4MPT para llevar a cabo reacciones
en la biosintesis de acetil-CoA, el cual se encuentra
como un compuesto intermedio de la metanogénesis.
Esto resulta en la represion por retroalimentacion
de las enzimas y por consecuencia de los genes que
contribuyen a la sintesis de acetil-CoA, un elemento
indispensable en procesos celulares y metabdlicos
(Hendrickson et al. 2007). Asi, pareceria que hay un
mecanismo de accion alternativo con amplia afinidad
de Lv por la coenzima F420, debido a que la inhibicion
de la ruta metabolica de biosintesis de isoprenoides
requiere mayor biosintesis de acetil-CoA, el cual esta
disponible a partir de metil-H4sMPT. Este metabolito
no llega a concretarse como CHgy, razén por la cual
los genes de enzimas implicados en la metanogénesis
en pasos posteriores a la formacion de metil-H4sMPT
estan sobreexpresados (Sharma et al. 2011).

Estudios in vitro han confirmado que la Lv-H
tiene mayor efecto sobre la disminucién de CH4 y el
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crecimiento de Methanobrevibacter en comparacion
con la Lv comercial Lv-L. Se demostré que hubo un
efecto significativo en el gen imd con EMAF pero no
con Lv comercial. Se observo que con Lv comercial
y EMAF se redujo la expresion del gen adh, que co-
difica la enzima alcohol deshidrogenasa dependiente
de NADP, la cual cataliza la reduccion de Fa20 con
NADPH (Berk y Tahuer 1997); sin embargo, esta
subexpresion del gen no se consider6 significativa
(P <0.05) (Jahromi et al. 2013b).

Las transcripciones de los genes hmd, adh y
fno fueron disminuidas en Mbb. smithii después
de la exposicion a Lv. La interferencia de ésta
en la sintesis de los precursores de isoprenoides
puede provocar un aumento de la acumulacion de
acetil-CoA en el grupo metabdlico, lo que resulta
en supresion de los genes que contribuyen a la sin-
tesis de metil-H4MPT. Se observé un decremento
de CHy a pesar de la sobreexpresion de los genes
mcrA y mta implicados en los ultimos pasos de la
metanogénesis. Esta observacion corrobora que en
presencia de Lv, aunque exista una sobreexpresion
de estos genes, éstos no influyen en la produccion
final de CH4 debido a que el consumo del metabolito
intermedio Metil-H4MPT se destina a la sintesis
de acetil-CoA. La Lv comercial no tiene efecto en
la expresion del gen mcr, pero EMAF aumento la
expresion de este gen en Mbb. smithi. En los meta-
nogenos los genes mtr, mcr y mta en presencia de
Lv funcionan en cohorte para disipar los depdsitos
intracelulares de metil-H4MPT ocasionados por la
alta afinidad de la Lv en suplir al cofactor F420 en los
pasos metabdlicos anteriores inmediatos (Jahromi
et al. 2013b). El gen mcrA cataliza el ultimo paso
de la metanogénesis y reduce el grupo metilo uni-
do a la Co-M, liberando CHy4 con la enzima metil
coenzima-M reductasa subunidad alfa, la cual es
la subunidad funcionalmente activa (Ferry 2011).

La presencia de los genes mcr define a un mi-
croorganismo como metanogeno, ¢ histdricamente
las enzimas de mcr han sido las mas estudiadas en
relacionadas con la metanogénesis. Ademas, se consi-
dera un marcador molecular para detectar o clasificar
metanogenos en un consorcio (Evans et al. 2019).

Todos los genes mcr se han caracterizado a partir
de diversos metandgenos, que contienen subunida-
des a, b y g codificadas por los genes mcrA4, mcrB'y
mcrG, respectivamente, ubicados dentro del operon
mcrBDCGA (Reeve et al. 1997).

En otro resultado de investigacion en expresion
génica, Demonfort et al. (2017) reportaron que la
inhibicién del crecimiento de los metanogenos se
correlaciond con una mayor expresion del gen Amg,

que inhibe la sintesis del acido mevalonico durante
la sintesis de la membrana celular. Ademas, la baja
concentracion de acido mevalonico producida por
HMG-CoA no catalizado por HMGCR es el factor de
control para la expresion ascendente del gen hmg. Es-
tas observaciones corroboran que una sobreexpresion
del gen img esta asociada con una baja produccion
de acido mevaloénico y una deficiente sintesis de las
membranas celulares de las AM. En conjunto, estos
resultados sugieren que una reduccion en la generacion
de CHy y el crecimiento deficiente de las AM se debi6 a
la inhibicion de la sintesis de acido acetil-CoAy 4cido
mevalonico por disminucidn de la expresion del gen
frno y mayor expresion del gen hmg, respectivamente.

CONCLUSION

Esta revision demuestra que la inhibicion directa
de ciertos puntos clave en la metanogénesis por di-
versos mecanismos que actiian de manera sinérgica,
da como resultado una produccion disminuida de CHy
utilizando Lv. El 4cido mevalonico, un metabolito in-
termedio comun de los dominios Eukarya y Archaea,
es el precursor clave para la sintesis de isoprenoides
en metanogenos. La Lv-H es un inhibidor competi-
tivo de la HMGCR, enzima clave para la produccion
de los precursores de isoprenoides. Este es el meca-
nismo indirecto al cual se atribuye la inhibicion de
la metanogénesis en la mayor parte de los casos. Sin
embargo, se han reportado mecanismos alternos que
producen la inhibicién por Lv de la metanogénesis,
tales como inhibicion de las enzimas dependientes
del cofactor F4»0 y el aumento de la concentracion del
metabolito acetil-CoA sintetizado a partir de metil-
HsMPT, entre otros.

La evidencia sugiere que la Lv actia a varios
niveles sinérgicos inhibiendo la metanogénesis vy,
por lo tanto, puede ser considerada como una posi-
ble estrategia para mitigar las emisiones de metano
ruminal. Se ha estudiado la expresion de algunos
genes clave en la ruta metabolica de la metanogé-
nesis de Mbb. smithii en condiciones de inhibicion
con Lv. En general, los resultados han demostrado
que la Lv incrementa (P < 0.05) la expresion del gen
de la enzima HMGCR. También hay evidencia de
que estos tratamientos con Lv reducen la expresion
del gen fno, el cual codifica para la enzima NFOR
(P <0.05).

La manera en que podria administrarse Lv a los
rumiantes para que actlie en sitios estratégicos atin no
esta resuelta y plantea un reto a futuro para desarrollar
tecnologias que coadyuven a disminuir la emision
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de CH4 entérico ruminal y contrarrestar sus efectos
sobre el calentamiento global y el cambio climatico.
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NOTACION
AGV acidos grasos volatiles 6 de bajo peso mo-
lecular
AM arqueas metanogénicas
DMAPP pirofosfato de dimetil-alilo
DXP 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato
EMAF extracto metanodlico de arroz fermentado
Fa20 coenzima Fapg
GEI gas de efecto invernadero
GIP glicerol-1-fosfato
G3P glicerol-3-fosfato
GPP geranil difosfato

HMG-CoA  3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A

HMGCR reductasa 3-hidroxi-3-metilglutaril-Co-
enzima A

IPP pirofosfato de isopentenilo

Lv lovastatina

Lv-H lovastatina p-hidroxiacida

Lv-L lovastatina lactona

Mbb Methanobrevibacter

Metil-H4MP  metil-tetrahidrometanopterina
MEP/DOXP 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato/1 deoxi-D-
xilulosa 5-fosfato

M-HsMPTD metileno-tetrahidrometanopterina deshi-

drogenasa
MVA mevalonato
NFOR NADP-oxidorreductasa dependiente de la

coenzima Fao
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