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EFECTO DEL HONGO MEDICINAL Ganoderma lucidum, RECURSO GENETICO
MEXICANO, SOBRE LA INFLAMACION Y LA PLASTICIDAD SINAPTICA EN
CEREBRO, OCASIONADOS POR UNA DIETA ALTA EN GRASAS Y AZUCARES EN
UN MODELO IN VIVO: IMPLICACIONES PARA LAS COMUNIDADES RURALES Y
LA SOCIEDAD MEXICANA

Elda del Carmen Cortés Gonzalez, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2022
RESUMEN

El consumo cronico de dietas altas en grasas saturadas y azlcares inducen
neuroinflamacion y dafio cognitivo como consecuencia de alteraciones homeostaticas.
Una de las estrategias para contrarrestar estos problemas es la prevencion mediante la
ingesta de dietas balanceadas integrando alimentos funcionales y medicinales. El Centro
de Biotecnologia de Hongos Comestibles, Funcionales y Medicinales (CB-HCFM), ha
generado nuevos productos de alto valor agregado con propiedades benéficas para la
salud. El extracto natural y organico de Ganoderma lucidum, posee propiedades
antioxidantes, anticarcinogénicas, hipocolesterolémicas, hipoglicémicas, y anti-
inflamatorias, de acuerdo con evidencias cientificas generadas a partir de modelos in
vitro, in vivo, y pruebas clinicas exploratorias. En el presente estudio se evaluo el efecto
de dos extractos hidroalcohdlicos estandarizados de G. lucidum, recurso genético
mexicano, sobre un modelo biolégico de ratones C57BL/6, alimentado durante 17
semanas, con una dieta alta en grasas y azucares. Los extractos se caracterizaron y
administraron en diferentes tiempos a distintos grupos experimentales para evaluar sus
efectos como tratamientos preventivos y curativos. Los resultados de los parametros en
suero demostraron que el extracto con mejores efectos, tanto tratamiento preventivo
como curativo, es aquel obtenido a partir de basidiocarpos cultivados en aserrin de
encino mas acido acetilsalicilico (GI-2). Se observaron niveles mas bajos de glucosa,
colesterol, triglicéridos y LDL, con el mismo efecto en los niveles de transaminasas (AST,
ALT). En cuanto a las pruebas conductuales, se observan mejores calificaciones con el
extracto de G. lucidum obtenido a partir de basidiocarpos producidos en aserrin de
encino (GI-1), tanto en el porcentaje de alternancia en la prueba de T, como en la prueba
de anidamiento, indicando mejor memoria de trabajo y la capacidad para realizar
actividades propias de su vida diaria, respectivamente. Se discuten los resultados
obtenidos con los marcadores de inflamacion evaluados con la técnica de Western blot,
los cuales indicaron tendencias de reduccion en la expresion de proteinas, aunque no
presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos experimentales,
sugierendo que el fendmeno de inflamacién no fue de tipo lineal.

Palabras clave: dafio cognitivo, dieta alta en grasas y azlcares, extractos, Ganoderma
lucidum, México, recurso genético.



EFFECT OF THE MEDICINAL MUSHROOM Ganoderma lucidum, A MEXICAN
GENETIC RESOURCE, ON INFLAMMATION AND SYNAPTIC PLASTICITY IN THE
BRAIN, CAUSED BY A DIET HIGH IN FATS AND SUGARS USING AN IN VIVO
MODEL: IMPLICATIONS FOR RURAL COMMUNITIES AND MEXICAN SOCIETY

Elda del Carmen Cortés Gonzélez, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2022
ABSTRACT

Chronic consumption of diets high in saturated fats and sugars induce neuroinflammation
and cognitive damage as a consequence of homeostatic alterations. One of the strategies
to counteract these problems is prevention through the intake of balanced diets
integrating functional and medicinal foods. The Centre of Biotechnology of Medicinal,
Functional and Edible Mushrooms (CB-HCFM), has generated new products with high
added value having beneficial properties for health. The natural and organic extract of
Ganoderma lucidum has antioxidant, anticarcinogenic, hypocholesterolemic,
hypoglycemic, and anti-inflammatory properties, according to scientific evidence
generated from in vitro and in vivo models, as well as exploratory clinical tests. In the
present study, the effects of two standardized hydroalcoholic extracts of G. lucidum, a
Mexican genetic resource, was evaluated on a biological model of C57BL/6 mice, fed for
17 weeks, administering a diet high in fats and sugars. The extracts were characterized
and administered at different times to differing experimental groups for evaluating their
effects as preventive and curative treatments. The results of serum parameters showed
that the extract having the best effects, both preventive and curative treatment, is the one
obtained from basidiocarps cultivated on oak sawdust plus acetylsalicylic acid (Gl-2).
Lower levels of glucose, cholesterol, triglycerides, and LDL were observed, as well as on
transaminase levels (AST, ALT). Regarding the behavioral tests, better scores were
observed with the G. lucidum extract obtained from basidiocarps produced on oak
sawdust (GI-1), both in the percentage of alternation in the T test and in the nesting test,
indicating better working memory and the ability to perform activities of daily living,
respectively. The results obtained with the inflammation markers evaluated with the
Western blot technique are discussed, which indicated trends of reduction in protein
expression, although there were no statistically significant differences between
experimental groups, suggesting that the inflammation phenomenon was not linear.

Keywords: cognitive damage, diet high in fats and sugars, extracts, Ganoderma lucidum,
genetic resource, Mexico.
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I. INTRODUCCION

En México una gran proporcion de la poblacién consume dietas de tipo industrializado,
con altos niveles de grasas y azUcares, esto derivado del cambio en el patrén oferta-
demanda de alimentos consecuencia de fendmenos como la globalizacion, la firma del
Tratado de Libre Comercio (TLC), cambios tecnolégicos en la industria alimentaria, entre
otros. El consumo crénico de dietas altas en grasas saturadas y azlcar promueven dafo
cognitivo. La interaccion de diferentes procesos se ha propuesto como causa principal
del declive cognitivo relacionado con la dieta, o que incluye el estrés oxidativo, la
inflamacion, el aumento en la permeabilidad de la barrera hematoencefalica, la reduccion

de la expresion de factores neurotroéficos y la sensibilidad a la insulina.

El consumo crénico de dietas altas en grasas saturadas y azucares promueven
cambios metabdlicos a nivel periférico, como son el aumento del estrés oxidativo, el
incremento de lipopolisacaridos en plasma, un estado de inflamacion crénica, resistencia
a la insulina, entre otros eventos que repercuten en la salud del cerebro, por ser un
organo sensible al metabolismo periférico. En cerebro se observan cambios como el
fenomeno de resistencia a la insulina, la neuroinflamacion, el aumento del estrés
oxidativo, la disminucion de la expresion de proteinas como el de BDNF (brain-derived
neurotrophic factor; factor neurotréfico derivado del cerebro) y la PSD-95 (postsynaptic
density protein 95; proteina de densidad postsinaptica 95), y la hiperfosforilacion de la
proteina Tau, lo que se traduce en dafio cognitivo. La ingesta de dietas balanceadas y la
introduccion de alimentos funcionales pueden revertir el dafio causado por las dietas
altas en grasa. El Centro de Biotecnologia de Hongos Comestibles, Funcionales y
Medicinales (CB-HCFM), tiene entre sus objetivos promover un mayor consumo de estos
alimentos y suplementos alimenticios, por lo que se estan generando investigaciones

sobre su impacto positivo en la salud humana.

Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst. es un hongo medicinal cosmopolita que ha
sido consumido por mucho tiempo sobre todo por la sociedad asiatica, debido a sus
propiedades antioxidantes, anticarcinégenas, hipocolesterolémicas, e hipoglicémicas,
ademas de los efectos positivos demostrados sobre enfermedades metabdlicas como la

diabetes y las enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer, estudiados en



modelos in vitro e in vivo especificos. Sin embargo, no existen investigaciones sobre el
efecto de los recursos genéticos mexicanos de G. lucidum sobre los dafios cognitivos
relacionados con las dietas altas en grasas y azUcares. Se sabe que los compuestos
bioactivos de G. lucidum varian entre aislados dependiendo de su origen geografico. El
CB-HCFM produce un extracto hidroalcohdlico estandarizado a partir de los recursos
genéticos mexicanos, con una metodologia patentada, del cual ya se tiene evidencia
positiva sobre las rutas de proliferacion, migracién y apoptosis en células cancerigenas,
asi como propiedades hipolipogénicas y preobidticas en modelos murinos alimentados
con dietas altas en grasas. A partir de estas investigaciones se hizo un sondeo en cerebro

y se encontré que el extracto aumenta la expresion de BDNF y PSD-95.

Con base en lo anterior se planted esta investigacion, en la cual se midieron los
efectos preventivos y curativos del extracto hidroalcohdlico estandarizado obtenido a
partir de los basidiocarpos de G. lucidum, recurso genético mexicano cultivado sobre
aserrin de encino (Gl-1), asi como del extracto de los basidiocarpos de G. lucidum
cultivados sobre aserrin de encino adicionado con acido acetilsalicilico x 10 (Gl-2). Los
extractos estandarizados se administraron en el modelo biolégico de ratones C57BL-6,
el disefio experimental incluyé grupos de ratones que recibieron a la par el extracto (G-
1 o GI-2) y la dieta alta en grasas y azucares (HFSD) durante 17 semanas (efecto
preventivo) y otros grupos que recibieron la HFSD durante 13 semanas y posterior a esto
se administré durante un mes el extracto de Gl-1 o GI-2 (efecto curativo). El modelo
murino C57BL-6 ha sido previamente estudiado por diversos grupos en donde se
observan los efectos de la dieta HFSD sobre fenomenos como la inflamacion, aumento
en el estrés oxidativo, cambios morfolégicos y fisioldégicos de espinas dendriticas,
disminucién en los niveles de expresion de neurotrofinas y proteinas sinpticas, con
consecuencias sobre fendbmenos como la plasticidad sinaptica y dafios cognitivos.
Tomando en cuenta los antecedentes de las investigaciones del CB-HCFM vy los
antecedentes bibliograficos, se procedio a estudiar el impacto de los extractos Gl-1y G-
2 sobre parametros como la ganancia de peso, indicadores plasmaticos (glucosa,
colesterol, triglicéridos, lipoproteinas de baja densidad), su influencia sobre pruebas
conductuales y, finalmente, sobre la expresion de la proteina PSD-95 y marcadores de

inflamacion en el sistema nervioso central



1.1 Planteamiento del problema

México presenta una crisis de salud publica derivada del patron dietario hegemaénico que
domina desde la década de los noventa del siglo pasado, caracterizado por su alto
contenido en azlcares, grasas Yy harinas refinadas, asi como pobre en nutrientes y fibras.
Esta crisis genera diferentes problemas de largo plazo, entre las que destacan el costo
economico, social y de salud. EI cambio en el patrén oferta- demanda de alimentos en
México afecta a toda la poblacion de manera general, sin embargo, el estrato
socioecondmico bajo es el que resulta mas afectado pues tiene menor acceso a los

alimentos en cantidad y en calidad.

Se ha relacionado el consumo de dietas altas en grasas y azUcares con dafios en
la funcion cognitiva, tanto en humanos como en animales. El exceso de tejido adiposo
es metabolicamente muy activo y susceptible a liberar mediadores proinflamatorios,
ademas de inducir la produccién de ROS, acompafiada por niveles elevados de
adipocinas y TNF-a. Este tipo de dieta provoca un aumento en la expresion de citocinas
proinflamatorias en el tejido adiposo, desde donde son liberadas hacia el torrente
sanguineo. El cerebro es un 6rgano altamente vascularizado y sensible al metabolismo
periférico (Thinschmisdt et al., 2015), las citocinas proinflamatorias son capaces de
infiltrarse hacia el cerebro, influyendo sobre la morfologia del hipocampo y la plasticidad,

lo que se refleja en dafio a la funcidén cognitiva (Porter et al., 2010).

Las enfermedades cognitivas y neurodegenerativas no son de reporte obligatorio,
por lo que los datos estadisticos que proporciona el INEGI sobre estas enfermedades no
reflejan un panorama real de su frecuencia. Sin embargo, los datos de ENSANUT 2018,
http://www.codajic.org/node/4182 reportaron que la mayoria (mas del 80%) de la
poblacién consume de manera regular bebidas endulzadas, asi como casi un 40% de la
poblacién tiene un consumo cotidiano de postres, botanas y cereales. También se
reportd el incremento en la prevalencia de enfermedades como la obesidad, el sindrome
metabolico y la diabetes, enfermedades que pueden derivar del consumo crénico y
abundante de dietas hipercaldricas. Estos datos, mas las evidencias cientificas que
vinculan el consumo de dietas altas en grasas y azUcares con dafios cognitivos, son

datos de alarma sobre lo que ocurre con una gran proporcion de la poblacién en México.



Nuestro pais atraviesa por una crisis econémica importante derivada de malas
administraciones gubernamentales, actualmente el sector salud destina el mayor
porcentaje de su presupuesto a enfermedades derivadas de la mala alimentacién en la
poblacion, es por lo tanto imperativo encontrar soluciones como la ingesta de alimentos
funcionales y medicinales mejoren el estado de salud de la poblacién al integrarlo a su
dieta. En la presente investigacion, se propone el consumo del extracto del hongo
medicinal Ganoderma lucidum, recurso genético mexicano, con el fin de confirmar y

generar conocimiento sobre sus propiedades neuroprotectoras.
1.2 Justificacion

Existe evidencia de que alimentos funcionales sobre todo de origen vegetal y microbiano
tienen la capacidad para modular algunos efectos negativos de las dietas HFSD, y por
consiguiente reducir los dafios cognitivos. Ganoderma lucidum es un hongo medicinal
comun en las regiones templadas y subtropicales de México, el cual es conocido como
repisas en las comunidades indigenas y campesinas de México. Se le atribuyen
propiedades anti-inflamatorias, antioxidantes, ademas de su capacidad para regular el
metabolismo de los acidos grasos y la glucosa. EI CB-HCFM del Campus Puebla del CP,
produce un extracto de G. lucidum, recurso genético mexicano, cuyas propiedades
hipocolesterolémicas, antioxidantes, inmunomoduladoras, anti-inflamatorias,
anticancerigenas, y prebioticas se han demostrado en modelos in vitro, in vivo, asi como
en pruebas clinicas exploratorias (Martinez-Carrera et al., 2016; Meneses et al., 2016;
Romero-Cordoba et al., 2018, 2021). Dada la problematica que se deriva del alto
consumo de grasas y azlcares en la dieta de la poblacion mexicana, es necesario buscar
estrategias sustentables que deriven en un efecto positivo a nivel econdémico, social y de

salud en México.

En este trabajo, se utiliza el modelo biolégico C57BL/6 administrandole una dieta
alta en grasas y azucares de manera subcroénica, con la finalidad de lograr un equivalente
del estilo de dieta que consume la mayor parte de la poblacion mexicana, y estudiar
marcadores de inflamacion y estrés oxidativo en cerebro, ademas de evaluar el dafio
cognitivo. El extracto de G. lucidum se evaluara como posible tratamiento curativo y

preventivo, considerando un disefio experimental en condicién patoldgica.



Existen diversos trabajos en los que se han probado dietas altas en porcentajes
de grasa desde el 25% al 60%, administradas en ratones C57BL/6J que son capaces de
generar inflamacion, estrés oxidativo y resistencia a la insulina (Busquets et al., 2017,
Kothari et al., 2017; Liu et al., 2015; Petrov et al., 2015). Ademas, existe evidencia de
gue una dieta alta en grasas y azucares refinados es capaz de reducir los niveles de

BDNF en hipocampo de ratas Sprague Dawley (Molteni et al., 2002).

Una de las estrategias que se consideran mas eficientes para evitar el desarrollo
de enfermedades neurodegenerativas, es la prevencion mediante la ingesta de dietas
balanceadas y la introducciéon de alimentos funcionales. G. lucidum es considerado un
alimento funcional y medicinal, cuyos compuestos bioactivos tienen efectos positivos
sobre diversas enfermedades. Por ello, es importante tener conocimiento de los
beneficios que puede tener sobre alteraciones fisioldgicas a nivel cerebro que promueven
la aparicion de dafios cognitivos y enfermedades neurodegenerativas. Actualmente, en
México se han realizado trabajos en los que se estudia este fendmeno, utilizando
alimentos funcionales como el nopal, el aceite de chia, la soya y la cdrcuma (Sanchez-
Tapia et al., 2017; Syeda et al., 2018); sin embargo, no se han considerado los beneficios
de los hongos comestibles, funcionales y medicinales. En la presente investigacion, se
enfatiza la importancia de los hongos comestibles, como alimentos funcionales y
medicinales importantes para la prevencion de enfermedades neurodegenerativas, que
tienen como factores de riesgo la obesidad y la diabetes derivadas de dietas altas en

grasas y azUcares (HFSD).



ll. OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivo general

Determinar el efecto de los extractos estandarizados del hongo medicinal Ganoderma

lucidum, sobre procesos fisioldgicos alterados a nivel de sistema nervioso central

derivados de una dieta alta en grasas y azucares (HFSD) administrada al modelo in vivo

seleccionado, asi como también las consecuencias sobre el dafio cognitivo y la

plasticidad sinaptica. Esto con la finalidad de desarrollar estrategias de desarrollo que

promuevan el consumo de hongos comestibles, funcionales y medicinales y sus

productos (extractos naturales y organicos) en la dieta, para prevenir y retrasar el

desarrollo de enfermedades neurodegenerativas en las comunidades rurales y la

sociedad mexicana en general.

2.20bjetivos especificos

1)

2)

3)

4)

Caracterizar fisicoguimicamente los extractos hidroalcohdlicos estandarizados de
Ganoderma lucidum, incluyendo sus propiedades antioxidantes.

Determinar el efecto de los extractos hidroalcoholicos estandarizados de
Ganoderma lucidum sobre la ingesta, la ganancia de peso, los parametros
bioquimicos en suero, asi como en las pruebas cognitivo-conductuales del modelo
in vivo seleccionado, al que se administré una dieta subcrdnica alta en grasas y
azucares (HFSD).

Establecer si existe una relacion entre la administracion de una dieta subcronica
alta en grasas y azucares (HFSD) al modelo in vivo seleccionado y los marcadores
de inflamacién o estrés oxidativo en estructuras especificas del cerebro (corteza
prefrontal, hipocampo).

Generar una estrategia que promueva el consumo de hongos comestibles,
funcionales y medicinales, con el fin de coadyuvar en la prevencién y retraso de
enfermedades neurodegenerativas que tienen como factores etioldgicos el
sindrome metabdlico, la obesidad y la diabetes tipo 2 en comunidades rurales y la

sociedad mexicana en general.



2.3 Hipotesis

El consumo de los extractos hidroalcohdlicos estandarizados del hongo medicinal
Ganoderma lucidum en el modelo in vivo estudiado, tendra un efecto benéfico
sobre los parametros bioquimicos en suero, asi como en la disminucion del dafio

cognitivo ocasionado por una dieta subcronica alta en grasas y azucares (HFSD).



ll. REVISION DE LITERATURA
3.1 Problemética del cambio en el patrén oferta-demanda de alimentos en México

El fendmeno de globalizacion, la firma del Tratado de Libre Comercio de América del
Norte (TLCAN), y las innovaciones tecnoldgicas en el sector agroalimentario generaron
un cambio en la forma de producir y consumir alimentos en México, provocando una
transicion de una dieta heterogénea y rica en nutrientes, que cumplia con los principios
fundamentales de una alimentacion sana y equilibrada, a una dieta globalizada de tipo
industrializada con altos niveles de aditivos, entre los que destacan azUcares y grasas.
Este tipo de dieta fue rapidamente aceptada por buena parte de la sociedad mexicana 'y
esto influye en la prevalencia actual del problema de salud publica que deriva de los
padecimientos asociados al exceso de peso y acumulacion de grasa corporal (Torres &
Rojas, 2018).

La encuesta ENSANUT (2018) http://www.codajic.org/node/4182 reportd un
consumo cotidiano de bebidas endulzadas en aproximadamente el 80% de la poblacion
de todos los grupos de edad que se encuentran por encima del afio de edad, ademas de
gue un 35% la poblacion que supera el afio de edad tiene un consumo frecuente de
botanas, dulces, postres y cereales, datos que reflejan un patrén dietario alto en azlicares

y grasas en la poblaciéon mexicana.

El consumo de este tipo de dietas se ha reflejado en el detrimento de la salud de
los mexicanos. Rojas et al. (2010) analizaron la prevalencia del sindrome metabdlico en
la poblacion mexicana mayor a 20 afios, con datos de la ENSANUT 2006, considerando
un total de 45,446 personas Yy utilizando tres diferentes definiciones de sindrome
metabolico. Encontraron lo siguiente: de acuerdo con la definicion de ATPIII, la
prevalencia fue de 36.8%, con AHA/NHLBI 41.6%, y con IDF fue de 49.8%. Aunque los
nameros variaron dependiendo de la definicién utilizada, la prevalencia fue mayor en
mujeres, aumentd conforme a la edad, fue ligeramente mayor en poblacion residente del
area metropolitana y fue mayor en personas con menor nivel de escolaridad, bajo las

tres definiciones.



El sindrome metabdlico es el antecedente fisiologico para el desarrollo de la
diabetes tipo 2. Tanto la obesidad como la diabetes representan un reto importante de
salud publica para nuestro pais, debido a los altos indices de prevalencia que presentan.
Segun la ENSANUT 2012 (Gutierrez et al., 2012), el 72 % de los mexicanos adultos se
ven afectados por diabetes y obesidad. Es importante mencionar que, de acuerdo con
estas encuestas, el 24.5% de los pacientes diabéticos tienen un control adecuado de la
enfermedad. En cuanto a datos de sobrepeso y obesidad, ENSANUT 2012 (Gutierrez et
al., 2012) report6 que 7 de cada 10 mexicanos presentan sobrepeso y de estos la mitad

presentan obesidad.

El analisis de las tendencias en las encuestas de salud ENSA 2000, ((Valdespino
et al.,, 2000), ENSANUT 2006 (Olaiz-Fernandez et al., 2006, 2012), respecto a la
diabetes, reportd un diagndstico médico previo de diabetes de 9.2% (ENSANUT, 2012),
mostrando un incremento respecto a ENSA 2000 (5.8%) y la ENSANUT 2006 (7%). Al
hacer las comparaciones por grupo de edad para 2000, 2006 y 2012, tanto en hombres
como en mujeres, se observd un ligero incremento en el diagnostico médico previo de
diabetes conforme aumenta la edad. En cuanto a la obesidad, la velocidad de incremento
en el periodo 2006 a 2012 fue menor (sobrepeso= 0.2%, obesidad= 10.7%) que el
observado en el periodo 2000-2006 (sobrepeso= 2.9%, obesidad= 24.7%).

Estas enfermedades constituyen, a su vez, factores de riesgo para el desarrollo
de otras enfermedades, como son aquellas de tipo neurodegenerativo como el Alzheimer
y las demencias relacionadas (Rojas et al., 2010), asi como factores de vulnerabilidad y

muerte ante las pandemias globales (e.g., COVID-19).

3.1.1 Consecuencias sociales del cambio en el patron oferta-demanda de alimentos

en México

Tanto los estratos sociales de ingresos econdémicos altos como los de ingresos bajos
enfrentan una oferta alimentaria basada en productos industrializados, sin embargo, los
primeros pueden incorporar a su dieta una mayor cantidad, de mejor calidad y precios
elevados, mientras que los segundos muchas veces no soélo sacrifican la cantidad sino

también la calidad de los alimentos consumidos (Torres & Rojas, 2018).



En estratos de nivel alto se presentan padecimientos como sobrepeso y obesidad
asociados a una alimentacion costosa desbalanceada. De igual forma, en estratos de
bajos ingresos se observan estos padecimientos, ademéas de desnutricion asociados a
dietas deficientes, caracterizadas por el exceso de alimentos ricos en grasas, azucares
refinados y pobres en fibras, el aumento de alimentos y bebidas industrializadas, de bajo
costo, alta densidad energética y mala calidad que sustituyen a la dieta tradicional
basada en granos, cereales y leguminosas. Tanto la falta de alimentos como su ingesta
excesiva y el desbalance en el consumo de macro y micronutrientes repercute en lo que

se conoce hoy en dia como la doble carga de la malnutricion (Cepal & WFP, 2017).

El rezago en la produccion de alimentos basicos, a partir de 1965, frente a la
dinamica de crecimiento demogréfico, la decision del Estado de renunciar a producir los
alimentos que consumia la poblacion mexicana para buscar los precios mas baratos en
el mercado internacional, pero sobre todo la dependencia alimentaria artificial que se
cre0 a causa de la especializacion productiva en bienes que permiten la mayor obtencion
de divisas (frutas y hortalizas) para pagar la cuenta de las importaciones crecientes de
los bienes basicos y de mayor frecuencia en el consumo de los mexicanos (granos,
oleaginosas, carnicos y lacteos), coadyuvaron a la transicién alimentaria del pais que
afecto la estructura de la produccion interna, la composicién de la oferta y la destruccion

gradual de los patrones alimentarios locales (Trapaga, 2002).
3.2 Homeostasis en cerebro y sus caracteristicas cognitivas

El cerebro es un tejido altamente heterogéneo e interconectado que contiene varios tipos
celulares, tales como neuronas, neuroglia y otras células que varian entre regiones
anatomicas. Las células no neuronales estan ampliamente categorizadas en: 1)
Astrocitos, 2) Glia radial, 3) Oligodendrocitos, 4) Células ependimarias, y 5) Microglia. El
papel de cada tipo celular esta bien definido; ademas de que su interaccién es esencial
para la funcidon neuronal del sistema nervioso central. La comunicacién celular esta
substancialmente relacionada con el establecimiento de los principales padecimientos

neurologicos (Pham & Gupta, 2009).
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Anatomicamente, la materia gris y blanca conforman regiones que incluyen el
cortex cerebral, el talamo, el hipotalamo, el tallo cerebral y el cerebelo. Las areas
sensoriales del cortex cerebral estan relacionadas con la percepcion de informacién
sensorial: &reas motoras, control ejecutivo, movimientos voluntarios y la asociacion de
areas gue promueven funciones integrativas complejas como la memoria, rasgos de
personalidad y la inteligencia. El sistema limbico promueve un rango de emociones que
incluyen placer, dolor, afecto, miedo y enojo. El talamo recopila casi todas las entradas
sensoriales del cortex cerebral y contribuye a funciones motoras al transmitir informacion
desde al cerebelo al nucleo basal del cértex cerebral. El hipotdlamo controla e integra
actividad del sistema nervioso autbnomo, regula patrones emocionales y conductuales,
asi como ritmos circadianos. El cerebelo coordina las contracciones del musculo
esquelético, regula la postura y el balance, y puede jugar un papel en el aprendizaje y el
lenguaje (Soueid et al., 2015). El hipocampo modula la consolidacion de la memoria,
navegacion espacial, procesamiento temporal y emocional. Esta estructura tiene forma
de platano, esta constituido morfolégicamente por distintas subregiones que incluyen el
gyrus dentado, CA3 y CAl. Estas areas exhiben perfiles moleculares diferenciales en
respuesta a numerosos paradigmas de comportamiento y tratamientos farmacoldgicos y

genéticos (Sultan, 2013).

La funcion del cerebro esta determinada por la comunicacion entre neuronas
eléctricas excitables y células de la glia que las rodean. La microglia esta constituida por
células fagociticas residentes en el cerebro, que forman parte de los mecanismos de
defensa (Ransohoff & Cardona, 2010). La microglia se encarga de censar lo que sucede
en el cerebro, esta implicada en la poda de las sinapsis, tanto durante el desarrollo
embrionario, los primeros afos de vida y en la vida adulta. Por lo anterior, juega un papel
muy importante al regular la homeostasis en la plasticidad sinaptica (Schafer et al., 2012).
Los astrocitos también expresan una amplia variedad de receptores para
neurotransmisores funcionales que son esenciales para censar la actividad neuronal
(Verkhratsky et al., 2006).

Cuando se desencadena una reaccion inflamatoria local en el cerebro, se

incrementan los niveles de mediadores proinflamatorios como el TNF-a y prostaglandina
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2 que puede alterar las propiedades de la red de la glia y de la red neuronal (Vesce et
al., 2001).

3.3 Mecanismos propuestos como responsables de los dafos cognitivos

inducidos por dietas altas en grasas y azucares (HFSD)

El consumo cronico de dietas altas en grasas saturadas y azUcares promueve cambios
metabdlicos a nivel periférico, como son el aumento del estrés oxidativo, el incremento
de lipopolisacaridos (LPS) en plasma, el estado de inflamacién cronica, resistencia a la
insulina, entre otros eventos que repercuten en la salud del cerebro, por ser un 6rgano
sensible al metabolismo periférico. En el cerebro se observan diversos cambios, como
son la neuroinflamacion, el estrés oxidativo, el fendbmeno de resistencia a la insulina, la
disminucién de la expresion de neurotrofinas como el BDNF y de proteinas sinpticas
como PSD-95, entre otros, lo que se traduce en dafio cognitivo (Vinuesa et al., 2019). Se
considera que una alimentacién hipercalérica de este tipo puede ser un factor clave para
el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer y otros tipos de

demencia.
3.3.1 Inflamacion

La inflamacién es uno de los mediadores mas importantes del dafio cognitivo inducido
por dietas (Vinuesa et al., 2019). La inflamacion puede ser promovida por los altos niveles
de &cidos grasos libres y la hiperglicemia debido a que alteran la permeabilidad de la
barrera hematoencefélica (BHE), lo que causa la activacion de la microglia y la liberacién
de citocinas proinflamatorias (Ferreira et al., 2018), en donde se identifica un aumento
en la expresion de NF-kB y del radio pJNK/JNK (Busquets et al., 2019). La microglia
ademas de regular las respuestas inflamatorias a partir de diferentes estimulos, también
proveen apoyo neurotrofico, actuando como jugadores clave en la modulacién de la

conectividad al remodelar y sintonizar sinapsis (Conde & Céaceres, 2009).

Se ha observado que, bajo condiciones de inflamacion, la microglia responde
liberando diferentes tipos de vesiculas. Por ejemplo, la activacion por LPS, hace que la
microglia libere vesiculas que contienen citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-6.

Evidencia experimental demuestra que la administracion de una dieta alta en grasas
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(HFD) promueve el aumento de 50% en la expresiéon de genes inflamatorios (IL-6, TNF-
a, Ikbkb) en hipotalamo (Thaler et al., 2012). Otros autores observaron que un periodo
de 14 semanas con dieta alta en grasas y azucares, activa MAPK, p38, JNK y NF-kB
(Kothari et al., 2017). Vinuesa et al. (2019) publicaron que después de 40 dias de
administracion de una dieta HFD 45% del dia 21 al 60 de vida de ratones C57BL-6, se

observa activacion de Ibal y un aumento en la expresion de TNF-a e IL-6.
3.3.2 Estrés oxidativo

Cuando los oxidantes exceden las defensas antioxidantes, los sistemas biol6gicos sufren
estrés oxidativo, provocando dafio a biomoléculas y dafios funcionales. El cerebro es
inherentemente sensible al estrés oxidativo debido a su alta demanda energética, a la
mayor cantidad de lipidos, hierro y catecolaminas auto-oxidables y a sus bajos niveles

de antioxidantes enddgenos (Hall, 2015; Jang et al., 2019).

El término especies reactivas de oxigeno (ROS) incluye radicales derivados de
oxigeno como el modestamente reactivo radical superéxido (O2") y el altamente reactivo
radical hidroxilo (- OH), asi como los no radicales como el peréxido de hidrogeno (H202)
y el peroxinitrito (ONOO"), a menudo referido como especies reactivas de nitrogeno
(RNS) (Jang et al., 2019).

La produccion incrementada de radicales libres reactivos (i.e., estrés oxidativo)
causa dafio oxidativo en lipidos y proteinas celulares, lo que lleva a un compromiso
funcional y puede conducir a la muerte celular tanto en el cerebro microvascular, como
en compartimentos parenquimatosos. La principal forma de dafo oxidativo inducido por
radicales involucra el ataque oxidativo sobre los acidos grasos poliinsaturados (PUFA)
de la membrana celular, desencadenando el proceso de peroxidacion de lipidos. La
peroxidacién de lipidos se inicia cuando radicales de oxigeno altamente reactivos (- OH,
‘NO2, -COs3) reaccionan con acidos grasos poliinsaturados como el acido araquidonico,
acido linoleico, &cido eicosapentaenoico, 0 docosahexaenoico, resultando en
disrupciones de la integridad celular y de la membrana. El proceso de partida de reaccion
en cadena de radicales libres esta caracterizada por tres pasos: iniciacion, propagacion

y terminacion (Hall, 2015).
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La alta demanda y consumo de oxigeno, a lo largo de la densidad mitocondrial,
resulta en una sensibilidad particular del sistema nervioso al estrés oxidativo. En las
mitocondrias como consecuencia del metabolismo oxidativo, el oxigeno es reducido a
agua. Los productos de esta reaccién incluyen a los radicales superéxido e hidroxilo, que
son producidos en cantidades excesivas y que pueden promover la disrupcion de la
homeostasis. Las altas cantidades de PUFAs en las membranas de las células del
sistema nervioso son la razén de la formacién de cantidades excesivas de especies
reactivas de oxigeno (ROS) (Abuja & Albertini, 2001).

En modelos animales, una de las formas de inducir estrés oxidativo es la
suplementacion de dietas con grasas y altas cantidades de fructosa (Francik et al., 2014).
Las células inmunes activadas producen altos niveles de ROS, mediadas principalmente
por el factor nuclear kappa B (NF-kB) y citosinas proinflamatorias. El estrés oxidativo
juega un papel importante en el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas. El
cerebro es altamente sensible y vulnerable a la oxidacion debido a la presencia de
grandes cantidades de &cidos grasos no saturados y el oxigeno que sirve como sustrato
para la peroxidacion de lipidos (Lépez et al., 2018).

3.3.3 Resistencia a lainsulinay disminucién del BDNF

La obesidad causada por dietas hipercaléricas estd asociada a una capacidad disminuida
de las células a responder a la accion de la insulina, provocando resistencia a insulina,
este fendbmeno de desregulacion metabdlica tiene efectos adversos sobre la funcién y
estructura del cerebro, teniendo un mayor impacto perjudicial sobre zonas como el
hipocampo. Entre las alteraciones que se presentan, se incluye la pérdida de neuronas,
arborescencia axodendritica, reduccion de la plasticidad sinaptica, reduccion de la
neurogénesis y proliferacion celular. Se ha demostrado que pacientes con obesidad y
resistencia a la insulina tienen un riesgo elevado para desarrollar diversos dafios
cognitivos, declive cognitivo, dafio cognitivo leve e incluso Alzheimer (Moloney et al.,
2010; Kanoski et al., 2011; Talbot et al., 2012; Sposato et al., 2019; Busquets et al., 2019.
Ademas, se ha observado que las dietas altas en grasas y azUcares disminuyen la
expresion de neurotrofinas como el BDNF, lo que influye de manera negativa sobre el

aprendizaje y la memoria (Molteni et al., 2002).
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Estudios en los que se administré una dieta alta en grasas y azucares (HFSD) a
modelos bioldgicos in vivo, algunos representados por el raton C57BL-6 (Liu et al., 2015;
Petrov et al., 2015; Kothari et al., 2017; Busquets et al., 2017; Busquets et al., 2019),
demuestran una relacién con la presencia de marcadores moleculares, asociados con el
fenomeno de resistencia a la insulina en la via de sefalizacion PI3-Akt, como son: la
disminucién en la activacion del receptor de la insulina (IR) (Busquets et al., 2019, del
receptor de sustrato de la insulina (IRS) (Liu et al., 2015; Kothari et al., 2017), y de la
principal proteina efectora de la via Akt (Petrov et al., 2015; Calvo-Ochoa et al., 2015).
Por otro lado, también se ha visto afectada la via de sefializacion Ras-Erk, en donde se

ve disminuida la activacion de sus componentes (Liu et al., 2015).

Se han encontrado mecanismos moleculares relacionados con la disminucion de
la sensibilidad a la insulina y las dietas altas en grasas y azUcares, como son la
inflamacion. Entre las consecuencias de la reduccion de la sensibilidad a la insulina en
cerebro, se pueden mencionar la disminucion de la expresion de factores de
transcripcion, como el CREB, relacionados con el aprendizaje y la memoria (Liu et al.,
2015), cuya expresion es regulada por la via Ras-Erk, asi como del S6K regulado por
Akt (Calvo-Ochoa et al., 2015). Estos factores de transcripcion se relacionan con la
expresion de proteinas sinapticas, en donde las dietas altas en grasas y azUcares
pueden causar una disminucién en la expresion de PSD-95 y Arc (Kothari et al., 2017).
Ademas, se visto que las dietas HFSD promueven un aumento en la fosforilacion de la
proteina Tau (Petrov et al., 2015; Kothari et al., 2017) en modelos animales de fenotipo
silvestre (Petrov et al., 2015), Tau en ser 404, caracteristicas que modifican la plasticidad

sindptica.

3.4 Consecuencias de las dietas altas en grasas y azUcares sobre la plasticidad

sinaptica
3.4.1 Reduccion en la expresion de PSD-95

La proteina de densidad postsinaptica 95 (PSD-95) es parte de las cinasas guanilato
asociadas a sinapsis. Esta proteina esta relacionada con el marcaje sinaptico de los

receptores y proteinas de sefializacion, asi como en la regulacion de la morfologia de
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espinas dendriticas. La mayoria de las espinas dendriticas se caracterizan por complejos
grandes de estructuras electrodensas definidas como PSD, consideradas la marca de
los contactos sinapticos. Dentro de la matriz PSD, las vesiculas sinapticas comprenden
el neurotransmisor excitatorio glutamato y su receptor (AMPA o NMDA). Las alteraciones
morfologicas de las espinas dendriticas dependen principalmente de la activacion de los
receptores NMDA y contribuyen a la formacion de nuevas sinapsis durante la induccién
de la potenciacion a largo plazo (LTP) y la regresion de las sinapsis existentes durante
la induccion de la depresion a largo plazo (LTD). En la PSD se ha encontrado que la
proteina de plegamiento PSD-95 interactla directamente con muchos receptores NMDA,
proteinas de membrana y muchas moléculas sefializadoras. Por lo tanto, la PSD-95

facilita la conduccién de sefiales en la PSD (Husseini et al., 2000).

Se ha observado que las dietas altas en grasas (HFD) disminuyen la expresién de
PSD-95. En ratones C57BL6J de 6 semanas que inician con dieta HFD, a los 3 meses
disminuye la expresion de PSD-95 (Hao et al., 2016). Asimismo, en ratones C57BL6J
que inician con dieta HFD al destete durante 16 semanas (Kothari et al., 2017).

3.4.2 Cambios morfoldgicos de las espinas dendriticas

Las espinas dendriticas son sitios primarios para las sinapsis excitatorias, se han ligado
a la plasticidad sinéptica y a la cognicion. EI compartimento dendritico de las neuronas
recibe entradas de miles de neuronas excitatorias de diversas partes del cuerpo a través
de las sinapsis y las espinas dendriticas representan los lugares donde la mayoria de las
sinapsis ocurren. Las espinas dendriticas se componen de cabeza y un cuello delgado
gue los conecta con la hendidura sindptica y que puede tener una variedad de
morfologias que parecen ser criticas desde el punto de vista funcional. Dado el hecho de
gue las espinas mas largas son capaces de reclutar mas componentes PSD, en particular
una mayor cantidad de receptores AMPA, la asociacion directa al tamafio de las espinas
y la longitud de las sinapsis se vuelven evidentes. Las espinas mas largas son
consideradas maduras y capaces de tener corrientes postsinapticas mas fuertes, lo que
ejerce influencia sobre la actividad neuronal a una mayor extension (Vinuesa et al.,
2019).
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Se ha vinculado el consumo de dietas HFD con dafios en poblaciones neuronales
afectando su densidad y su morfologia. Por ejemplo, en ratones C57BL6J de 6 semanas
de edad que inician con dieta HFD, a los 3 meses hay reduccién en la densidad de
espinas dendriticas (Hao et al., 2016). En ratones C56BL/6J y Cx3crl de 8 semanas
alimentados durante 12 semanas con dieta HFD, se observa disminucion en la densidad
de espinas dendriticas en GD y CA1 (Cope et al., 2018). Vinuesa et al. (2019) observaron
gue la morfologia de las espinas dendriticas se ve afectada en etapas tempranas en
ratones alimentados con dieta HFD, presentando una predominancia de espinas
inmaduras en CAL, sin cambios en la densidad total de las espinas, lo que sugiere déficits
sinapticos como consecuencia de alteraciones metabdlicas y de neuroinflamacion
inducida. Es importante mencionar que la morfologia de las espinas dendriticas maduras
se relaciona con un mayor reclutamiento de proteinas singpticas y con una mejor
actividad neuronal, por lo que al medir la expresion de proteinas sinapticas se puede
inferir sobre la densidad y morfologia de las espinas dendriticas y el estado de actividad

neuronal.
3.4.3 Reduccion de los niveles de expresion de BDNF

El factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF, brain-derived neurotrophic factor) es
una proteina de la familia de las neurotrofinas, estas proteinas en el cerebro humano
adulto participan en la plasticidad sinaptica. EI BDNF se ha relacionado con la
potenciacion a largo plazo (LTP) y la depresién a largo plazo (LTD), por lo tanto, también
con el aprendizaje dependiente de la experiencia (Mamounas et al., 2000; Lu, 2003). El
BDNF es un factor importante que se relaciona con la regulacion de la densidad de
espinas hipocampales y la forma de las espinas, y estos efectos parecen ser mediados
por la sefializacién del BDNF via TrkB (Von Bohlen et al., 2018). Se ha visto que los
niveles de BDNF se reducen después de administrar una dieta alta en grasas y azucar.
Molteni et al. (2002) encontraron una disminucion del BDNF mRNA en hipocampo, pero

no en cortex, después de 2, 6 meses y 2 afios en ratas alimentadas con dieta HFD.

Para conocer como las dietas altas en energia se traducen a disminucion de
niveles de BDNF, Molteni et al. (2004), utilizando el mismo protocolo del estudio previo,
demostraron que estas dietas disminuyen la expresion del BDNF, sin-1, GAP-43, CREB,
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y afectan el reconocimiento espacial, estos dafios fueron revertidos en ratas a las que se
les permitié correr voluntariamente durante 2 meses. Ademas, encontraron niveles mas
bajos de estrés oxidativo en ratas con acceso a dieta HFD y correr en ruedas. Por ello,
propusieron que el estrés oxidativo es uno de los principales eventos que ocurren de
forma mas temprana después de la dieta HFD y que estas especies reactivas de oxigeno

pueden jugar un papel en la reduccion del BDNF y la disfuncién cognitiva.

También existen trabajos que explican como las dietas HFD inducen los cambios
en la expresion del BDNF mediados por las citocinas inflamatorias. La expresion del
BDNF en hipocampo siguiendo el aprendizaje contextual es bloqueado por la
administracion intra-hipocampo de IL-1p (Barrientos et al., 2004). Se ha visto que las
dietas HFD, inducen la liberacién de citosinas aun cuando se administren por periodos
cortos, pero se requiere de una exposicion mas prolongada antes de que se pueda ver
la disminucion de factores neurotroficos. Por ejemplo, se han visto cambios a nivel
inflamatorio, pero no cambios en BDNF después de un mes de dieta (Beilharz et al.,
2014). Otros estudios han reportado una disminucion de BDNF, CREB, GAP-43 y
sinapsina después de 2 meses de dieta alta en grasas y azucares (Molteni et al., 2002).

3.5 Modelos biolégicos utilizados en el estudio del efecto de las dietas altas en

grasas y azucares sobre cerebro a nivel de “hipocampo y cértex”

Actualmente, existe una gran diversidad de trabajos de investigacion en donde se
demuestra que la administracion de dietas altas en grasas y/o azlUcares a modelos
biolégicos tiene repercusiones en cerebro, principalmente hipocampo y coértex. Se
reporta un aumento del estrés oxidativo y de la inflamacién, ademas de modificaciones
a nivel cognitivo que a su vez se relacionan con cambios morfolégicos vy fisiologicos en
cerebro, como son la modificacion de la morfologia de las espinas dendriticas y la
disminucién en la expresion de proteinas sinapticas. De forma mas detallada, esto se
presenta el Cuadro 1 (por motivos de formato, se encuentra al final de la tesis), en donde
se puede identificar el modelo biolégico utilizado, el tipo de dieta y proporciones, y
finalmente los principales efectos encontrados. También es importante mencionar que
estos dafios se reportan con diferente duracion de la dieta y utilizando animales de

distintas edades, por ejemplo, los trabajos de Vinuesa et al. (2019), Boitard et al. (2014),
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Boitard et al. (2012), entre otros, demostraron que la administracion de dietas altas en
grasas y azucares en animales juveniles tiene mayor impacto sobre hipocampo y cortex,

gue cuando se inicia con esta dieta cuando los animales ya son adultos.
3.6 Ganoderma lucidum

Ganoderma es un género de hongos conocidos como poliporaceos, clasificados dentro
del reino Fungi, Phylum Basidiomycota, Clase Agaricomycetes, Orden Polyporales, y
Familia Ganodermataceae (Du et al., 2019). Actualmente, se estima que existen mas de
200 especies pertenecientes a este género, se trata de hongos saprofitos de madera
dura, que se localizan de manera cosmopolita, pero dominan en las regiones tropicales
(Loyd et al., 2018). Debido al uso extensivo de este género y a que aun se tienen
aspectos taxondémicos por resolver, se emplea de manera genérica el nombre cientifico
de Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst., para referirse la especie con propiedades

funcionales y medicinales, ampliamente estudiada, la cual presenta un pileo laqueado.

G. lucidum es un hongo medicinal que ha sido utilizado desde hace mas de 2000
afios por comunidades asiaticas debido a sus diferentes propiedades benéficas para
salud (Staments, 2000), entre las que destacan efectos antioxidantes,
anticarcinogénicos, hipocolesterolémicos, hipoglicémicos, inmunomoduladores, y
efectos antivirales (Baby et al., 2015; Heleno et al., 2012). En México, esta especie es
conocida por las comunidades indigenas y campesinas como repisas (Martinez-Carrera
et al., 2016). Guzman et al. (2008) mencionaron que es un hongo utilizado por el grupo

Tzeltal a manera de té, para calentar un cuerpo frio.
3.6.1 Ganoderma lucidum y su efecto sobre el cerebro

Se han generado pocas investigaciones sobre los efectos que tiene Ganoderma lucidum
en el cerebro. Entre ellos, puede mencionarse que el extracto de G. lucidum tiene un
efecto neuroprotector al reducir el estrés oxidativo en condiciones de hipoxia (Zhao et
al., 2004), isquemia (Zhou et al., 2010), lesiones intracerebrales (Zhou et al., 2012), y
traumatismo craneoencefalico (Ozevren et al., 2017). Se han demostrado propiedades
anti-inflamatorias (Cai et al., 2017), neuroregenerativas (Ozevren et al., 2017), y
antiapoptoticas (Sun et al., 2017).
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También se han demostrado efectos benéficos del extracto de G. lucidum sobre
modelos in vitro e in vivo de la enfermedad de Alzheimer. Se ha reportado que tiene la
capacidad de antagonizar la neurotoxicidad causada por los péptidos AB al reducir la
fosforilacion de las cinasas del estrés (Lai et al., 2008), y reducir los depositos amiloides
(Huang et al., 2017). También se ha observado que interviene en el metabolismo y
expresion de proteinas no amiloidogénicas, actuando de manera similar a la neurotrofina
NGF (Pinweha et al., 2008). Tiene efecto contra la muerte celular, al funcionar de manera
similar a las neurotrofinas NGF y BDNF (Zhang et al., 2011). Ademas, tiene la capacidad

de inducir la neurogénesis en ratones APP/PS1 (Huang et al., 2017).

En el Cuadro 2, se muestra a manera de resumen las principales investigaciones
sobre el impacto de Ganoderma lucidum en el cerebro, los trabajos se clasificaron de
acuerdo con los modelos experimentales in vitro o in vivo. Se presenta la referencia
bibliografica, el origen geografico de la cepa utilizada, en donde cabe resaltar que todos
los materiales biologicos provienen de Asia, siendo China el origen mas frecuente;
asimismo, se describen los objetivos del trabajo, el modelo utilizado, y los principales
resultados obtenidos.

3.6.2 Efecto de Ganoderma lucidum sobre la diabetes, la hiperglicemia, y la

resistencia a lainsulina

Ganoderma lucidum se ha utilizado como tratamiento adyuvante para la diabetes por sus
efectos hipoglicémicos (Chang, 2015). Ademas, el proteoglicano Fundan-Yueyang
Ganoderma lucidum (FYGL) inhibe la sobreexpresion de la PTP-1B, evaluado en tejidos
hepéaticos de ratones C57BL/6 ob/ob. promoviendo la fosforilacion de IRS1 en la Tyr 612
(b) Yang Z et al., 2018).
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Cuadro 2. Antecedentes principales de las investigaciones sobre el efecto de

Ganoderma lucidum (GI) en el cerebro utilizando diferentes modelos de estudio.

Modelos in vitro

Referencia Objetivos Origen Modelo utilizado Resultados
bibliografica geografico
de la cepa
Zhao et al. Verificar si los Gl Se examinaron los El extracto de G| aumentd
(2004) polisacaridos de recolectada | efectos de los la viabilidad neuronal
Gl tienen un en la polisacaridos de Gl después de un dafio
efecto que provincia de | sobre el dafio de causado por
contrarreste el Fujian, hipoxia/reoxigenacion en | hipoxia/reoxigenacion,
dafio causado por | China neuronas corticales de redujo el contenido
la hipoxia- ratén Sprague-Dawley de | malondialdehido, asi como
reoxigenacion un dia de edad, la produccioén de especies
cultivadas in vitro reactivas de oxigeno y el
incremento de la actividad
del manganeso superoxido
dismutasa (Mn-SOD). Los
polisacéaridos aislados del
extracto de Gl pueden ser
Gtiles tratando el estrés
oxidativo causado por
hipoxia/reoxigenacién y la
Mn-SOD juega un papel
critico en el efecto
neuroprotector de Gl
Lai et al. Probar si el Gl Cultivo in vitro de Pretratamiento con
(2008) extracto acuoso recolectada neuronas corticales alas | extracto acuoso de Gl a
de Gl antagoniza | enla que se les administro 100ug/ml, preservéd
la neurotoxicidad | provincia de | péptidos ABa 10 uM morfologia de las neuronas
causada por los Fujian, y red de neuritas.
péptidos AB China Nivel de fosforilacion de
cinasas del estrés, en
neuronas expuestas a A
se observo un incremento
significativo de fosforilacion
de JNK, c-JUN y MAPK
p38, el extracto produjo
una disminucion
dependiente de la dosis en
la fosforilacion de MAPK
p38
Pinweha et Verificar si los Cepas Cultivo in vitro de células | El extracto de Gl con una
al. (2008) metabolitos donadas por | del neuroblastoma SH- concentracién de 1p/ml
secundarios del el Royal SY5Y, tratadas con Gl aumentoé en un 250% la
extracto micelial Chitralada expresion de sAPPa,
de Gl acttan de Projects medido mediante un

manera similar al
NGF, sobre la
expresion y
metabolismo de
proteinas no
amiloido-génicas
(sAPPa)

Western blot.

Al utilizar bloqueadores del
NGF para ver en que via
de sefalizacién interviene
Gl , se observé que la
secrecion de sAPPa fue
inhibida cuando se usaron
los bloqueadores de ERK y
P13, extracto ejerce su
actividad en estas vias.
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Continuacion Cuadro 2.

Referencia Objetivos Origen Modelo utilizado Resultados
bibliografica geografico
de la cepa
Zhang et al. Observar si 8 Gl Fibroblastos expresando | Se probaron efectos de
(2011) triterpenoides de recolectada TrkA'y TrkB, tratados con | triterpenoides contra la
Gl tienen efectos enla triterpenoides 0.001 a 50 | muerte celular inducidos
similares a los de provincia de pg/ml por 48 horas por la limitaciéon de NIH-
la activacion del Fujian, 3T3/TrkA 'y NIH-3T3/Trk-B.
complejo Trk- China Dos de los 8 triterpenoides
neurotrofina sobre tuvieron efectos parecidos
la supervivencia al NGF, 3 triterpenoides
celular tuvieron efectos similares a
los del BDNF
Cai et al. Observar el efecto | Shangai, Cultivos in vitro de Los polisacaridos de Gl
(2017) que tiene la China células BV2 y células de | sub-regulan las citocinas
fraccion la microglia primaria pro-inflamatorias inducidas
polisacarida de Gl pretratados con por los lipopolisacaridos y
sobre la expresion polisacaridos de Gl en los péptidos ARy
de citocinas proy varias concentraciones promueven la expresion de
anti-inflamatorias por 2 h (1 ng/ml-* ug/mi citocinas anti-inflamatorias
de la microglia 'y para células BV2y de 0.3 | en células BV-2 y microglia
cémo se regula en ng/ml-t pg/ml para primaria. Ademas de
cerebro microglia primaria, al final | atenuar la inflamacion
del tratamiento se relacionada con la
afnadieron 1pg/ml de migracion de la microglia,
lipopolisacaridos o 10uM | alteraciones morfolégicas y
de oligémeros ABa42 la probabilidad de
fagocitosis.
Las interleucinas 18y 6
inducidas por la presencia
de lipopolisacéaridos se
redujeron efectivamente
con el tratamientoa 0.1y 1
pug/ml, y la expresion de
iINOS (inducible nitric oxide
synthase) se redujo con la
administracion de 1 pg/ml
de Gl
Sun et al. Conocer lo Fuzhou, Se uso peréxido de Gl suprime la apoptosis
(2017) mecanismos China hidrégeno (H202) para desencadenada por el

moleculares en
los que participa
Gl para brindar
efectos
protectores contra
la apoptosis en
neuronas
expuestas a
isquemia

inducir la apoptosis en
células granulares del
cerebelo de ratas
Sprague-Dawley,
cachorras

H20z, disminuyendo la
expresion de la caspasa 3
(induce la apoptosis de
manera exacerbaday
activa la expresion de
genes inflamatorios), Bax y
Bim (proteinas pro-
apoptéticas), e
incrementando Bcl-2
(proteina anti-apoptética).
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Continuacion Cuadro 2.

Modelos in vivo

Referencia Objetivos Origen Modelo utilizado Resultados
bibliografica geografico
de la cepa
Zhou et al. Estudiar los Gl Se usaron ratas macho Las ratas tratadas con
(2010) efectos recolectada Sprague-Dawley, con los | extracto tuvieron un area
neuroprotectores enla siguientes tratamientos: de infarto menor que las
de los provincia de | control Sham, ratas no tratadas con Gl
polisacaridos de Fujian, isquemia/reperfusion,
Gl solubles en China isquemia/reperfusion
agua, en ratas mas 100 mg/kg de GlI, lo
con isquemia mismo, pero con 200 y
cerebral 400 mg/kg
Zhou et al. Probar si la Gl Ratas macho Sprague- Se observoé que el grupo
(2012) administracion de | recolectada Dawley, a los que se les de ratones administrado
esporasde Glen | enla administraron 2, 4y 8 con esporas de Gl en
cerebro de provincia de | g/kg de esporas de Gl. concentracion de 8 g/kg
ratones produce Fujian, Tres semanas después presentan menor estrés
un efecto China de iniciado el tratamiento, | oxidativo, menor pérdida
neuroprotector se les provocé una lesiéon | de la memoria y del
intracerebral ventricular e | aprendizaje
inoculacion intracraneal
con estreptozotocina
Yoon et al. Evaluar los Busan, Se investigaron los El extracto alcohdlico de Gl
(2013) efectos Korea efectos inhibitorios del inhibe reacciones
inhibitorios del extracto de Gly el inflamatorias, al inhibir el
extracto etandlico mecanismo de accion factor nuclear kB y las vias
de Glenla anti-inflamatoria contra la | de sefializacion de los
produccion de respuesta pro- receptores tipo Toll, lo que
mediadores de la inflamatoria estimulada sugirié que el extracto
inflamacion y por lipopolisacéridos, en puede ser Util para el
citocinas en células BV2 de la tratamiento de
células BV2 de microglia murina enfermedades
microglia murina neuroinflamatorias y
estimuladas con neurodegenerativas
lipopolisacéridos
Huang et al. | Probar silos Shanghai, Se usaron ratones Se observé que en los
(2017) polisacaridos de China transgénicos APP/PS1 ratones APP/PS1, tratados
Gly su extracto para medir neurogénesis, | con Gl se promovié la
promueven la depdsitos amiloideos, neurogénesis, hubo una
neurogénesis en expresion de marcadores | reduccion en los niveles de
hipocampo de de proliferacién aplicando | depésitos amiloides,
ratones con tratamientos con Gl y comparado con ratones
Alzheimer vehiculo como control gue solo recibieron el
negativo. Ademas, se vehiculo. Por otro lado, Gl
usaron ratones sin también tiene efectos en
enfermedad ratones sin enfermedad
promoviendo la
proliferacién de neuronas
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Continuacion Cuadro 2.

Referencia Objetivos Origen Modelo utilizado Resultados
bibliografica geografico
de la cepa
Ozevren et Investigar el Provincia de | Se utilizaron ratones Al analizar los niveles de la
al. (2017) efecto protector Shadong, Sprague-Dawley a los superéxido dismutasa
como agente China gue se les traumatizé en | (enzima que protege

antioxidante de
los polisacaridos
de Gl sobre los
dafios en cerebro
provocado por
traumatismo en
ratas

la cabeza dejandoles
caer 300g de peso desde
1 m de altura, se
dividieron en GlI, trauma,
trauma + Gl (20 ml/kg por
dia via géstrica)

contra dafio a tejidos por
especies reactivas de
oxigeno), se observa una
disminucion de la enzima
después del traumatismo y
niveles casi normales
después de recibir el
tratamiento con Gl. Los
niveles de malondialdehido
(indicador de la
peroxidacion de lipidos) en
el grupo trauma aumenté
significativamente, los
niveles de glutation
disminuyeron, y se observo
peroxidacion de lipidos, Gl
restaurod los niveles. Se
sabe que la disminucién de
p38 MAPK, causa pérdida
neuronal. El tx con Gl
reestablece los niveles.
Ademas, el traumatismo
provoca la disminucién de
la expresion de CD68 en
las a-células fagociticas de
la glia, con el tratamiento
la expresion de CD68 en
células de la microglia
alrededor de las vesiculas
es positivo, por lo que se
ve que Gl induce la
fagocitosis. Un aumento en
los niveles de ligandos
VEGF inducen la
angiogénesis y
neurogénesis, al estimular
las células endoteliales y
los progenitores neurales
de los tejidos dafiados, los
niveles de VEGF
aumentan gradualmente
con el tratamiento con Gl.
Por lo anterior, se
considera que los
polisacéridos de Gl son
una alternativa de uso
después de un
traumatismo cerebral, para
reducir la inflamacion y
edema
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IV. MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se realiz6 en el Centro de Biotecnologia de Hongos Comestibles,
Funcionales y Medicinales (CB-HCFM), del Campus Puebla del Colegio de
Postgraduados, contando con la aprobacion CIB-CB-HCFM-002 del Comité Interno de
Bioética del CB-HCFM, en cumplimiento de los Lineamientos para el Cuidado y Uso de

Animales de Laboratorio en el Bioterio.
4.1 Disefio experimental

Se utilizaron 60 ratones macho C57BL/6 obtenidos a través de la colaboracion
académica con el bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubiran (INCMNSZ). Su peso inicial varié entre 11 a 25 g, tenian 4 semanas de edad
aproximadamente y se mantuvieron en periodo de adaptacion por 4 dias con una dieta
tipo chow y agua ad libitum. Los ratones se alojaron en cajas de policarbonato (1 raton
por caja) a una temperatura controlada de 22+2°C, con ciclos de luz-obscuridad de 12 h
y una humedad relativa del 455%. Al término del periodo de adaptacién, se repartieron
de manera aleatoria en 7 grupos experimentales (8 ratones por grupo), durante 17
semanas. Al grupo 1 “Control-AIN-93” (8 ratones), se le administro6 la dieta control AIN-
93 y agua. Al grupo 2 “Control-HFSD” (8 ratones), se le administré una dieta alta en
grasas, substituyendo el almidén de la dieta control AIN-93 hasta lograr 45% kcal de
grasas (aceite de coco hidrogenado, manteca de cerdo, aceite de soya), y azUcares
(agua con 50 g/L; fructosa 55%, sacarosa 45%). Al grupo 3 “HFSD+GI-1P” (8 ratones),
también se le administré una dieta alta en grasas, substituyendo el almidén de la dieta
control AIN-93 hasta lograr 45% kcal de grasas (aceite de coco hidrogenado, manteca
de cerdo, aceite de soya), y azUcares (agua con 50 g/L; fructosa 55%, sacarosa 45%),
mas extracto hidroalcohdlico estandarizado GIl-1 de Ganoderma lucidum al 1% de su
dieta para analizar su posible efecto preventivo, el cual se obtuvo a partir de
basidiocarpos cultivados sobre aserrin de encino como descrito en investigaciones
previas (Martinez-Carrera et al., 2016; Meneses et al., 2016; Romero-Cérdoba et al.,
2021). Al grupo 4 “HFSD+GI-2P” (8 ratones), se le administré una dieta alta en grasas,
substituyendo el almidon de la dieta control AIN-93 hasta lograr 45% kcal de grasas
(aceite de coco hidrogenado, manteca de cerdo, aceite de soya), y azucares (agua con
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50 g/L; fructosa 55%, sacarosa 45%), mas extracto hidroalcohdlico estandarizado GI-2
de G. lucidum al 1% de su dieta para analizar su posible efecto preventivo, el cual se
obtuvo a partir de basidiocarpos cultivados sobre aserrin de encino adicionado con acido
acetil salicilico (AAS, 10 mM; Sigma-Aldrich, E.U.A.), como descrito en investigaciones
previas (Meneses et al., 2016; Romero-Cordoba et al., 2021). Al grupo 5 “HFSD+GI-
1C” (8 ratones), se le administré una dieta alta en grasas, substituyendo el almidon de
la dieta control AIN-93 hasta lograr 45% kcal de grasas (aceite de coco hidrogenado,
manteca de cerdo, aceite de soya), y azlcares (agua con 50 g/L; fructosa 55%, sacarosa
45%) por 13 semanas, agregando a partir de este periodo el extracto hidroalcohdlico
estandarizado GI-1 de G. lucidum al 1% de su dieta durante las 4 semanas siguientes,
para analizar su posible efecto curativo. Al grupo 6 “HFSD+GI-2C” (8 ratones), se le
administré una dieta alta en grasas, substituyendo el almidén de la dieta control AIN-93
hasta lograr 45% kcal de grasas (aceite de coco hidrogenado, manteca de cerdo, aceite
de soya), y azucares (agua con 50 g/L; fructosa 55%, sacarosa 45%) por 13 semanas,
agregando a partir de este periodo el extracto hidroalcohdlico estandarizado GI-2 de G.
lucidum al 1% de su dieta durante las 4 semanas siguientes, para analizar su posible
efecto curativo. Finalmente, el grupo 7 “HFSD+M” (8 ratones), se le administr6 una dieta
alta en grasas, substituyendo el almidén de la dieta control AIN-93 hasta lograr 45% kcal
de grasas (aceite de coco hidrogenado, manteca de cerdo, aceite de soya), y azucares
(agua con 50 g/L; fructosa 55%, sacarosa 45%), agregando el medicamento metformina
0.1% de su dieta (Dabex, 500 mg, liberacion prolongada; Martin-Montalvo et al., 2013).
En la Figura 1, se observa la descripcion de la dieta por cada grupo experimental, asi

como su administracion, el disefio experimental y parametros evaluados.
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DISENO EXPERIMENTAL

60 ratones macho C57BL6/), al destete *,,
Se dividieron en 7 grupos (8 ratones por
grupo). Mas 4 ratones extra.

Parametros evaluados

Registro del consumo de

GRUPO EXPERIMENTAL [ Mest § Mes2 | wes3 | comida y agua, control de
1) Dieta control + agua peso semanal

2) Dieta alta en grasas (45%) + FS en agua 42g/L (Fructosa 55%/Sacarosa 45%) -

Pruebas cognitivas: T-Maze,
3) Dieta alta en grasas (45%) + FS en agua 42g/L (Fructosa 55%/Sacarosa 45% + EPM y Nesting
Ganoderma lucidum 1, 1%
4) Dieta alta en grasas (45%) + FS en agua 42g/L (Fructosa 55%/Sacarosa 45%) + Glucosa, perfil de lipidos:
Ganoderma lucidum 2, 1% colesterol, triglicéridos, Ldl-c,

Perfil hepatico: AST y ALT

5) Dieta alta en grasas (45%) + FS en agua 42g/L (Fructosa 55%/Sacarosa 45%) Gl1

6) Dieta alta en grasas (45%) + FS en agua 42g/L (Fructosa 55%/Sacarosa 45%) Gl2 Medicion de proteinas por
western blot

7) Dieta alta en grasas (45%) + FS en agua 42g/L (Fructosa 55%/Sacarosa 45%)

Figura 1. Diagrama del disefio experimental utilizado en la presente investigacion, asi como los pardmetros
evaluados.

4.2 Método

4.2.1 Elaboracién del extracto hidroalcohdlico de Ganoderma lucidum, para

tratamiento curativo y preventivo
4.2.1.1 Seleccion de la cepade G. lucidum y su cultivo

Se utilizé la cepa CP-145 gue fue aislada de la naturaleza a partir de basidiocarpos que
crecian en un tronco en proceso de degradacion en el Estado de Morelos, México. Esta
cepa esta depositada en la coleccion de la plataforma de investigacion cientifica,
tecnolégica y de innovacion P-ICTI-1 Recursos Genéticos del Centro de Biotecnologia
de Hongos Comestibles, Funcionales y Medicinales (CB-HCFM) del Campus Puebla del
CP. EIl cultivo de G. lucidum se realiz6 con base en la metodologia descrita en
investigaciones previas (Martinez-Carrera et al., 2016; Meneses et al., 2016; Romero-
Cérdoba et al., 2021). La fase micelial in vitro en caja de Petri, se cultivé en placas
estériles de agar con extracto de malta, incubadas a 24°-26°C. La semilla se elabor6 con
el protocolo estandar, utilizando granos de trigo estériles con 60-70% de humedad,
inoculados con la cepa CP-145 e incubados a 24°-26°C hasta completa colonizacion

micelial. La obtencion de los basidiocarpos frescos se llevo a cabo inoculando la cepa de
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estudio en aserrin de encino esterilizado en bolsas de polipropileno (47x13.5 cm), con
un microfiltro de 0.5 micrones para permitir el intercambio de gases. El substrato de
cultivo testigo consistié en aserrin de encino con un contenido de humedad entre 70-
80%, mientras que el substrato de cultivo tratado fue aserrin de encino (70-80% de
humedad) adicionado con acido acetilsalicilico (AAS, 10 mM; Sigma-Aldrich, E.U.A.). Las
bolsas inoculadas, se incubaron y fructificaron en los mddulos de produccion
manteniendo las condiciones adecuadas de humedad relativa, temperatura, luz, y
aireacion hasta la diferenciaciéon y cosecha de los basidiocarpos frescos. Estos se
cortaron en rebanadas y se deshidrataron a 40°C en un secador de aire forzado por 5

dias y se conservaron a -80°C dentro de bolsas de polipropileno.
4.2.1.2 Elaboracion del extracto hidroalcohdlico de G. lucidum

El extracto hidroalcohdlico se obtuvo de acuerdo con la patente registrada de Martinez-
Carrera et al. (MX322035-B, Julio 8, 2014). Se elaboraron un total de 120 sobres con 10
g cada uno de G. lucidum molido cultivado en aserrin de encino testigo (AE testigo, GlI-
1), y 120 sobres con 10 g cada uno de G. lucidum cultivado en aserrin de encino
adicionado con 10 mM de AAS (AE AAS x 102, GI-2). En el Cuadro 3, se muestran las
fechas de cosecha y molido de los basidiocarpos que se emplearon para elaborar los

extractos.

Cuadro 3. Material fungico utilizado para la elaboracién de los extractos estandarizados
de Ganoderma lucidum (cepa CP-145).

Clave Tratamiento Fecha de cosecha Fecha de molido
Gl-1 Aserrin de encino, testigo Junio 2017 Junio 2017
Gl-1 Aserrin de encino, testigo Septiembre 2017 Enero 2017
Gl-2 Aserrin de encino + AAS x 107 Septiembre-octubre 2015 Mayo 2017
Gl-2 Aserrin de encino + AAS x 1072 Mayo-julio 2015 Abril 2017

Primero se obtuvo el extracto de G. lucidum testigo (Gl-1) y posteriormente se hizo el
extracto de G. lucidum AAS x 102 (GI-2). Se obtuvo el concentrado de la extraccion de

20 macerados por dia. El proceso de obtencion del extracto consistio en un macerado
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de 24 h de los sobres con G. lucidum molido en 150 ml de tequila. Se recupero el
macerado, se filtr, y se concentré en un rotavapor Buchi-Pro-220, con vacio a 33y 81
mbars durante 2 horas y media. Se obtuvieron aproximadamente 150 ml de extracto por
cada 20 sobres, hasta lograr una concentracion de 250 mg/ml. En la Figura 2, se observa
la representacién esquematica de la elaboracion de los extractos hidroalcohdlicos

estandarizados.

4.2.2 Caracterizacion fisicoqguimica de los extractos hidroalcohdlicos de G.

lucidum

Se midié la conductividad (ps/cm), resistividad (Q), pH y sélidos disueltos totales
mediante el medidor multiparametro Mettler Toledo, en los extractos estandarizados de

G. lucidum. Ademas, se midieron los grados Brix, mediante el refractometro Pall (Atago).
4.2.3 Cuantificacion de glucanos totales, a y 8 glucanos

Se cuantificaron glucanos totales, a-glucanos, y p-glucanos en los extractos
estandarizados de G. lucidum, utilizando las indicaciones del kit comercial de la marca
Megazyme (K-YBGL 07/11).

4.2.4 Determinacion del contenido de polifenoles

El contenido total de compuestos fendlicos se determind por el método colorimétrico de
Folin-Ciocalteu, adaptado para su aplicacién en microplacas de 96 pozos (Cheung et al.,
2003). Serealizaron 4 repeticiones de la curva de acido galico (Sigma, E.U.A.), utilizando
las siguientes concentraciones (0.25, 50, 100, 150, 200 g/ml) y 4 repeticiones de las
muestras, utilizando los extractos concentrados de G. ucidum (250 mg/ml) y con dilucién
de 1/100 (extracto de Gl / tequila), se agrego reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich,

E.U.A)), de acuerdo con la metodologia establecida en el CB-HCFM.
4.2.5 Determinacion de la actividad antioxidante DPPH

Se realiz6 la prueba de DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo) para determinar la potencial
capacidad de barrido de radicales libres de los extractos estandarizados de G. lucidum,

mediante esta metodologia de reaccion fija en el tiempo. Es un método colorimétrico Util
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para evaluar las propiedades antioxidantes. EI DPPH es un radical estable en solucion,
tiene un color parpura y una absorbancia de 515 nm en metanol. EI DPPH acepta un
atomo de H de la molécula barredora “antioxidante” resultando en la reduccion del DPPH
a DPPH2, el color purpura cambia entonces a amarillo con un descenso concomitante
en la absorbancia a 515nm. ElI cambio de ~color es monitoreado
espectrofotométricamente y utilizado para la determinacion de pardmetros de sus
propiedades antioxidantes (Oztiirk et al., 2011). Se realizaron curvas con los siguientes
antioxidantes: BHA, BHT, acido ascérbico y a-Tocoferol, utilizando concentracion de 0 a
20 mg/ml y para los extractos se hicieron las curvas con concentraciones de 0 a 2000

mg/ml.
4.2.6 Prueba ABTS

Se determind la capacidad de reducir el radical cation acido 2,2’azinobis-
(3etilbenzotiazolina)-6-sulfonico (ABTS -+) disuelto en persulfato de potasio a ABTS en
presencia de los extractos estandarizados de G. lucidum y de antioxidantes estandar
después de 10 min de incubacién, a 734 nm, en el lector Epoch (BioTek Instruments,

E.U.A.). Se sigui6 la metodologia utilizada por Oztiirk et al. (2011).
4.2.7 Prueba B-caroteno - acido linoleico

El contenido de B-carotenos se determiné por el método de blanqueamiento y lectura de
la densidad Optica en espectrofotébmetro, basado en la prueba de B-caroteno-linoléico,
de acuerdo con la metodologia de Prieto et al. (2012).
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1. Pesado de
basidiocarpos(10 g)

Cepa CP-145
Ganoderma lucidum

2. Acondicionamiento
de sobres y macerado

240 sobres
36 litros

3. Maceradopor 24 h

10 g de G. lucidum por
150 ml

4. Recuperaciondel
macerado por
filtraciony prensado
de la muestra

Recuperacionde
2,650 ml, en 20
macerados

5. Concentracion del
macerado en
rotavapor

Buchi-R-220 Pro
Bafio maria 40°C
Chiller-10°C

Vacio 81y 33 mBar

6. Esterilizacion porel
sistema Sterifil (Merk-
Millipore)

20 macerados
equivalentesa mas o
menos 150 ml

Figura 2. Diagrama de la extraccién hidroalcohdlica estandarizada de compuestos bioactivos a partir de
los basidiocarpos molidos de Ganoderma lucidum, cultivados en aserrin de encino testigo (AE testigo, G-

1), y aserrin de encino adicionado con 10 mM de AAS (AE AAS x 1072, GI-2).
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4.3 Dieta alta en grasas y azucares (HFSD)

Se selecciond una dieta alta en grasas, 45% kcal de grasas (aceite de coco hidrogenado,
manteca de cerdo, aceite de soya), y azUcares (agua con 50 g/L; fructosa 55%, sacarosa
45%), teniendo como base la dieta AIN-93. En el Cuadro 4, se observan los componentes

de las dietas y las cantidades correspondientes.

Cuadro 4. Composicion de las dietas estudiadas (g/100g).

Ingrediente Dieta Kilocalorias Dieta alta | Dieta alta en grasas Kilocalorias
control en grasas | mas extracto GI-1 6
Gl-2
Almidén 39.775 159.0 23.903 23.903 95.612
Fabpsa (Puebla,
México)
Sacarosa 10 40 7.778 7.778 31.112

Great Value (México)

Caseina (>85% 20.000 80.0 24 24 96
proteina) INDEL
(México)

Dextrina 13.200 52.8 10.267 10.267 41.068

Fabpsa (Puebla,
México)

Fibra celulosa 5.000 20 5.000 5.000 20

Fabpsa (Puebla,
México)

Mezcla de minerales 3.500 - 3.500 3.500 -
(AIN-93G-MX), MP
Biomedicals (México)

Mezcla de vitaminas 1.000 - 1.000 1.000 -
(AIN-93-VX), MP
Biomedicals (México)

Cisteina (Sigma- 0.300 - 0.300 0.300 -
Aldrich, Nueva

Zelanda)

Bitartrato de Colina 0.2500 - 0.2500 0.2500 -

(41.2%; Sigma-Aldrich,
Nueva Zelanda)

Aceite de soya 7 63 35 35 315

(Soyaplus, México)
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Continuacién Cuadro 4.

Ingrediente Dieta Kilocalorias Dieta alta | Dieta alta en grasas Kilocalorias
control en grasas | mas extracto Gl-1 6
Gl-2
Aceite de coco (Colima, | - - 3.5 3.5 315
Mexico)
Manteca de cerdo - - 17 17 153

JC Fortes (México)

Extracto GI-1 o GI-2 - - - 1 4

4.4 Administracion del extracto hidroalcohélico de G. lucidum

Se administraron los dos extractos hidroalcohdlicos de Ganoderma lucidum estudiados
(GI-1, GI-2). El extracto GI-1 se administré al grupo 3 (para evaluar su efecto como
posible tratamiento preventivo) y al grupo 5 (para evaluar su efecto como posible
tratamiento curativo), mientras que el extracto GI-2 se administré al grupo 4 (para evaluar
su efecto como posible tratamiento preventivo) y al grupo 6 (para evaluar su efecto como

posible tratamiento curativo), representando el 1% de su dieta diaria.
4.5 Pruebas conductuales

Se aplicaron tres pruebas conductuales en dos tiempos; al término del tercer mes de la
administracion de los tratamientos con las dietas estudiadas, asi como al cuarto mes.
Esto con la finalidad de evaluar el efecto de los tratamientos preventivos y curativos de
los extractos naturales y estandarizados de Ganoderma lucidum. Se emplearon pruebas
cognitivas para evaluar el aprendizaje y la formacién de la memoria. Se ha visto una
relacion entre alteraciones morfologicas y el grado de formacién de espinas dendriticas

derivadas de la dieta con niveles de aprendizaje y memoria (Van der Zee, 2015).
4.5.1 Prueba de laberinto de T-maze

La prueba de laberinto T (Figura 3) se aplicé a los ratones en dos momentos diferentes:
1) Tres meses después de iniciados los tratamientos preventivos en el Grupo 3
“‘HFSD+GI-1P” y el Grupo 4 “HFSD+GI-2P”, antes de iniciar con la administracion de los

tratamientos curativos; y 2) Un mes después de iniciado el tratamiento curativo en el
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Grupo 5 “HFSD+GI-1C” y el Grupo 6 “HFSD+GI-2C”. La prueba de laberinto T también
se aplico al resto de los grupos estudiados: Grupo 1 “Control-AIN-93”, Grupo 2 “Control-
HFSD”, y Grupo 7 “HFSD+M”. El T-maze es un aparato que, como su nombre indica,
tiene forma de T, elaborado con acrilico transparente. Consiste en tres brazos, dos
brazos objetivos de 50 x 20 x 30 cm, un brazo inicial de 60 x 30 x 10 cm, y una divisién
central de 30 x 10 cm. Esta prueba involucra dos fases. La primera fase de muestreo o
de entrenamiento consiste en colocar al raton en el brazo inicial y permitir que elija entre
los brazos objetivo uno (izquierda) o dos (derecha), dandole un minuto y medio para la
seleccion del brazo. Durante esta fase, la divisién central se coloca entre los dos brazos
objetivo. Una vez que el animal ha elegido uno de los brazos se le encierray se le deja
en ese lugar por 30 segundos al cerrar la puerta guillotina. Después de esto, el animal
se remueve del T-maze y se coloca de regreso en su caja casa por dos min, regresandolo
al cuarto de alojamiento. En la segunda fase de prueba o de seleccién. El animal se
coloca de nuevo en el brazo inicial, pero sin la division central y se le permite elegir el
brazo. Si el animal elige un brazo diferente al previamente seleccionado durante la fase
muestreo, se considera una alternacion. Entre la fase de prueba y entrenamiento del
mismo ratdn se hizo cambio del aserrin, y entre ratones se cambio el aserrin y se realizé

la limpieza del aparato con alcohol al 70%

Un total de tres repeticiones de la fase de eleccion de muestra se hacen por animal
cada dia, en dos dias consecutivos. La proporcién de respuestas correctas (alternacion
de entrada en brazo), se calcul6 para cada grupo experimental (Lopez et al., 2018),
realizando un ANOVA.

2 minutos
Fase de muestreo

Fase de seleccion

Created in BioRender.com bio

Figura 3. Prueba del laberinto T-maze.
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4.5.2 Prueba de laberinto elevado plus-maze

El laberinto elevado plus-maze (EPM) es una prueba con la que se busca medir el
comportamiento relacionado con la ansiedad en ratones, la cual se aplicé en todos los
grupos estudiados: Grupo 1 “Control-AIN-93”, Grupo 2 “Control-HFSD”, Grupo 3
“‘HFSD+GI-1P”, Grupo 4 “HFSD+GI-2P”, Grupo 5 “HFSD+GI-1C”, Grupo 6 “HFSD+GI-
2C”, y Grupo 7 “HFSD+M". Se utilizé un laberinto fabricado en madera y pintado de color
gris, consiste en 4 brazos que forman un signo de mas (+), 2 abiertos sin paredes y 2
cerrados por paredes de 15.25 cm de altura, 30 cm de longitud y 5 cm de ancho. Cada
brazo del maze esta unido a patas de metal que esta elevadas 40 cm de altura y se siguio
la siguiente metodologia: los ratones se colocaron en la conjuncién de los cuatro brazos
del maze, dando la cara hacia el brazo abierto. Las entradas y duracién en cada brazo
fueron registradas en el momento y grabadas con un sistema de video durante 5 min
(Frye & Walf, 2007). Se realiz6 un ANOVA con las siguientes variables: el tiempo
transcurrido en brazos abiertos; tiempo transcurrido en brazos cerrados; tiempo en el
centro; tiempo en el centro y en brazos cerrados; tiempo de inmovilidad; nimero de

entradas a brazos abiertos; y numero de entradas a brazos cerrados.
4.5.3 Prueba de anidamiento (nesting)

La prueba de anidamiento (nesting) se aplicé en todos los grupos estudiados: Grupo 1
“Control-AIN-93”, Grupo 2 “Control-HFSD”, Grupo 3 “HFSD+GI-1P”, Grupo 4 “HFSD+GI-
2P”, Grupo 5 “HFSD+GI-1C”, Grupo 6 “HFSD+GI-2C”, y Grupo 7 “HFSD+M”. Se realiz6
en dos momentos diferentes: 1) Tres meses después del inicio de los experimentos, al
finalizar la prueba de T; y 2) En el cuarto mes de experimentacién, después de las
pruebas de T-maze y EPM. Se colocaron 3 g de algodén comprimido (Nestlet, Ancare,
E.U.A)) en cada caja, aproximadamente una hora antes de la fase obscura, a la mafiana
siguiente se observé el porcentaje de algodén rasgado y su disposicion, con la finalidad
de evaluar si el raton construia o no un nido y sus caracteristicas. Se asigné un puntaje

del 1 al 5 de acuerdo con las siguientes caracteristicas presentadas:

1) Nestlet casi intacto (mas del 90% de algodon sin rasgar).

2) Nestlet parcialmente desgarrado (50-90% permanece intacto).

35



3) La mayoria del nestlet desgarrado pero disperso, menos del 50% permanece
intacto, pero menos del 90% estéa dispuesto dentro de un cuarto de la caja.

4) Mas del 90% del nestlet desgarrado, nido plano.

5) Mas del 90% del nestlet desgarrado y el nido tiene aspecto de un crater, paredes

rodean el cuerpo del raton.

El andlisis de datos se hizo con pruebas estadisticas no paramétricas (Mann-

Whitney), U test, or Kruskal-Wallis ANOVA, o comparacién multigrupo por rangos.

4.6 Evaluaciéon de los efectos de Ganoderma lucidum sobre parametros

fisiologicos periféricos
4.6.1 Crecimiento y consumo de aguay alimento

Se llevo un registro cada 48 h del consumo de comida y agua. Ademas, se registro el
peso de cada raton semanalmente. La comparacion de los valores en suero y las pruebas
conducturales entre diferentes grupos experimentales se realizé a través de un analisis
de Variazan (ANOVA de un factor), la comparacion entre cada par de medias se hizo
mediante la prueba de t de Student, utilizando el programa JMP®, Version <14>. SAS
Institute Inc., Cary, NC, 1989-2021.

4.6.2 Determinacion de glucosa, triglicéridos y colesterol

Se empled el equipo COBAS C111 (Roche Diagnostics Ltd, Suiza), para conocer las
concentraciones séricas de glucosa, colesterol, triglicéridos totales, colesterol de baja
densidad (LDL-c), alanina transaminasa (ALT), aspartato transaminasa (AST), una vez
terminados los experimentos, con un ayuno previo de al menos seis horas. La
comparacion de los valores en suero y las pruebas conducturales entre diferentes grupos
experimentales se realiz6 a través de un andlisis de Variazan (ANOVA de un factor), la
comparacion entre cada par de medias se hizo mediante la prueba de t de Student,
utilizando el programa JMP®, Version <14>. SAS Institute Inc., Cary, NC, 1989-2021.
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4.7 Eutanasia, extraccion de plasmay cerebro y diseccién de hipocampo bilateral

y cortezas prefrontales bilaterales
4.7.1 Eutanasia

Los ratones se sacrificaron utilizando una dosis de letal de 150-300 pl de pentobarbital
sédico de uso veterinario (Aranda, Salud Animal, Registro SAGARPA Q-0449-124,
formula: 1ml contiene 65 mg de pentobarbital sédico, dosis: 150 mg/kg, i.p.).

4.7.2 Extraccién de plasma

Se realiz6 la toma de muestra sanguinea mediante tubos capilares con heparina de 75
mm de largo, con un diametro interno de 1.1-1.2 mm y un didmetro externo de 1.5-1.6
mm, con numero de catalogo 1292 R. Se colecto la sangre en microtubos de 2 ml, a los
gue se les colocaron 5 pl de heparina antes de recuperar la sangre. Para recuperar el
plasma se colocaron los tubos con las muestras de sangre en la centrifuga durante 4 min
a 4500 rpm, pasado este tiempo se separé el plasma y se almacené a 4°C, hasta su

analisis.
4.7.3 Extraccion del cerebro

La extraccion del cerebro se realizé de acuerdo con la metodologia de Soueid et al.
(2015), que consiste en un protocolo de seis pasos realizados con mucho cuidado para

no dafiar el 6rgano.
4.7.4 Diseccién de corteza prefrontal e hipocampo

Una vez realizada la extraccidon de cerebro, el 6rgano se transfirié a una camara fria para
realizar la diseccidn de corteza prefrontal e hipocampo. El cerebro se pone sobre un

papel filtro estéril humedecido con solucion salina, realizando el siguiente protocolo:

1) Se acomodoé el cerebro colocando los bulbos olfatorios hacia el frente con la
finalidad de dar la orientacién de los hemisferios, una vez realizado esto se hizo

el corte de los bulbos olfatorios con un bisturi.
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2) Se hizo el corte de corteza prefrontal izquierda, inmediatamente después del corte
se coloca en un tubo Eppendorf previamente rotulado y se congela con nitrogeno
liquido. Se hace lo mismo con la corteza prefrontal derecha.

3) Se hizo un corte interhemisférico, y se realizé un corte del cerebelo con el bisturi.

4) Se acomodo el hemisferio izquierdo, orientando el bulbo olfatorio hacia el lado
izquierdo, para posteriormente girar 180° respecto al bulbo olfatorio, dejando
visible el lado interno del hemisferio izquierdo, se sujeté de manera suave con una
espatula redonda la parte de la corteza y con otra espatula se jal6 hacia abajo
desde el cuerpo calloso, para dejar visible el hipocampo, que se distinguié por un
color mas claro y con forma de platano o medialuna. Se hizo lo mismo con el

hipocampo del lado derecho.
4.8 Estudio del efecto de Ganoderma lucidum sobre el cerebro

La corteza prefrontal bilateral y los hipocampos bilaterales se conservaron a -80°C, hasta

su utilizacién.
4.8.1 Analisis por Western blot

Los tejidos de hipocampo y de cértex prefrontal (izquierdo y derecho), se mantuvieron

almacenados en un ultracongelador a -80°C hasta su utilizacion.
4.8.1.1 Extraccién de proteinas

La extraccion de proteinas se realiz6 homogeneizando con un TissueRuptor (Qiagen)
por separado hipocampo derecho y corteza prefrontal derecha, agregando 300 pl de
buffer de lisis RIPA: 150mM de NacCl, 1% Triton X-100, 0.5% de deoxicolato de sodio, en
TRIS 50Mm, pH 8. Se prepar6 primero el TRIS 50mM, pH 8, y posteriormente se le
agregaron los demas ingredientes. Este buffer se almacend a 4°C hasta su uso. Al
momento de la homogeneizacion, se preparo el buffer de lisis de la siguiente forma, para
cada 1000 pl, se agregaron 930 ul de RIPA, 40 pl de cOmplet ya preparado (pastilla
cOmplet 100 mM + 2 ml de agua desionizada), 10 pl de fluoruro de sodio (100 mM) -25X,

10 pl de ortovanadato de sodio, y 10 ul de PMSF. En el Cuadro 5, se enlistan los reactivos
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con sus respectivas marcas, numeros de catalogo y lote, utilizados para la preparacion

de Buffer de lisis descrito.

Cuadro 5. Reactivos, marcas y codigos utilizados para la preparacion del buffer de lisis
RIPA.

Reactivo Marca

NacCl AMRESCO, Biotechnology grade,
Code: 0241-1 Kg, Lot#: 2423C309, EC
231-598-3

Triton TM X-100 Sigma Life Science, Lote: SLBN8333V,

PCode: 1002135495

Sodium deoxycholate Sigma-Aldrich, Lote: SLBX6408
PCode:1002722088

TRIS BIO-RAD, Cat #1610716

cOmplete, EDTA-free protease | Roche Diagnostics GmbH, Lote,

inhibitor cocktail tablets 1444500, Ref 11 873 580 001

Fluoruro de sodio (NaF) E, Merck, D-6100 Darmstadt, Germany
B287549

Ortovanado de sodio SIGMA, Chemical Company, No. S-

6508 Lote 46F-3425

Phenylmethyl-sulfonyl fluoride (PMSF) | SIGMA, Lote: 22F-0330

4.8.1.2 Cuantificacién de proteinas

Las proteinas se cuantificaron por el método de Bradford, mediante un espectrofotometro
a 595 nm y se infirid la concentracion de las muestras a partir de una curva de

concentracion de albumina.
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4.8.1.3 Migracién y separacion de proteinas en gel de poliacrilamida con dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE)

Se prepararon geles de 10 carriles con dos porcentajes distintos de acrilamida: en la
parte superior o concentradora, que corresponde a la parte en la que se colocé el peine
para formar los carriles, el gel quedd con un 4% de acrilamida, mientras que, para la
parte inferior del gel o parte separadora de proteinas, se utiliz6 una concentracion de 9%.
Se prepararon un total de 4 geles por cada n. En el Cuadro 6 se muestran los reactivos

utilizados para preparar las dos fases del gel.

Cuadro 6. Composicion del gel de acrilamida-SDS utilizado en esta investigacion,
considerando la cantidad necesaria de reactivo para preparar 1 gel.

Gel separador 9% acrilamida Gel concentrador 4% acrilamida

H20 desionizada 4.7 ml | H20 desionizada 3.05 ml
Tris 1.5 M pH 8.8 25ml | Tris1.5MpH 8.8 1.25 ml
Acrilamida 3 ml Acrilamida 0.65 ml
SDS al 10% 100 pyl | SDS al 10% 50 pl
Reactivo de TEMED 10 pl Reactivo de TEMED 10 pl
Persulfato de amonio al 10% | 100 ul | Persulfato de amonio al 10% | 50 pl

Se hicieron los calculos para colocar 60 ug de proteina por cada carril. Asimismo, se
decidi6 colocar en cada gel todos los grupos experimentales correspondientes aunany

se colocaron en el siguiente orden:
Carril 1: Precision plus protein TM standards Cat 16-0374

Carril 2 al 8: se colocaron las muestras de hipocampo o corteza prefrontal derecha, en
el carril 2: Grupo 1 “Control-AIN-93"; carril 3: Grupo 2 “Control-HFSD”; carril
4: Grupo 7 “HFSD+M?”; carril 5: Grupo 3 “HFSD+GI-1P”; carril 6: Grupo 4

40



‘HFSD+GI-2P”; carril 7: Grupo 5 “HFSD+GI-1C”; carril 8: Grupo 6
“HFSD+GI-2C”.

Se colocé en cada dilucion 1/5 parte de sample buffer y, antes de colocar la
muestra en los carriles, se hirvieron durante 5 min las muestras con la finalidad de
desnaturalizar las proteinas. Los geles se corrieron a 120 volts, durante

aproximadamente una hora.

4.8.1.4 Transferencia del gel a una membrana de difluoruro de polivinilideno

(PVDF) y bloqueo de membrana paraincubar con anticuerpos primarios

La transferencia de las proteinas desde el gel de acrilamida-bisacrilamida hacia la
membrana de PVDF, se hizo durante toda la noche en una camara de transferencia con
un refrigerante y en agitacion. Al dia siguiente, se recortaron las membranas utilizando
como guia la escalera de peso molecular, recortando sobre los 50 KD para tener un
fragmento de la membrana con las proteinas que tienen un peso superior a los 50 KD:
pNF-kB, NF-kB, TLR-4 y PSD-95, mientras que el otro fragmento de la membrana con
las proteinas de peso por debajo de los 50 kD: TNF-a y B-actina (utilizada como proteina
constitutiva). Las membranas se bloquearon con leche svelty cero grasas al 5% durante
45 min, después de 3 lavados de 5 min con TBS + Tween 10 al 0.1%, se colocaron los
anticuerpos primarios previamente diluidos en BSA (suero de albumina bovina) al 0.1%
mas TBS Tween, y se dejaron incubando en agitacion y refrigeracion durante toda la
noche (12-16 h). En el Cuadro 6 se indica la dilucién utilizada para cada anticuerpo. Al
dia siguiente, se hicieron lavados con TBS + Tween 20, en dos tiempos de 5 min y dos
de 10 min, para luego incubar las membranas durante 45 min con su respectivo
anticuerpo secundario. En Cuadro 7, se presenta la lista de los anticuerpos primarios
estudiados con la dilucién empleada, asi como su respectivo anticuerpo secundario. Al
finalizar la incubacion se hicieron 4 lavados con TBS + Tween de entre 5 a 10 min y un
lavado final de 5 min con TBS. Justo antes de revelar la membrana, se coloca 1 ml de

luminol sobre cada membrana y se deja incubando en movimiento durante 5 min.

Se hicieron 4 membranas para cada n, 2 con muestras de hipocampo derecho y
2 con muestras de corteza prefrontal derecha, debido al peso molecular de las proteinas
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seleccionadas en este estudio. Primero se utilizaron para los siguientes anticuerpos: 1
membrana para NF-kB y TNF-a y otra membrana para pNF-kB y B-actina de corteza
prefrontal derecha y lo mismo para hipocampo. Una vez reveladas las membranas se

realizo el protocolo de Stripping, para poder colocar los otros anticuerpos faltantes.

Cuadro 7. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados.

Proteina para evaluar

Anticuerpo primario y

concentracion utilizada

Anticuerpo secundario y

concentracion utilizada

Anti-TNF alpha antibody
(ab6671)

Abcam

TNF-a (rabbit polyclonal
antibody, ab6671)

Concentracion 200 pg at
Img/ml

Dilucion utilizada, 1:200

Isotype-rabbit

1:20 000

Phospho-NF-kB p65
(Ser536) (93H1)

Phopho-NF-kB p65
(Ser536) rabbit mAb
(#3033)

Tamafio-3033S 100 pl

Cell Signaling
Technology

Dilucién utilizada: 1:100

Isotype: rabbit
Pierce ® Antibody
Host Goat Anti-

Antigen: Rabbit IgG
(H+L)

Label: Horseradish
peroxidase. Thermo
Scientific. Prod # 31 460

Dilucion 1:10 000 y
1:5000
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Continuacion Cuadro 7

Proteina para evaluar

Anticuerpo primario y
concentracién utilizada

Anticuerpo secundario y

concentracion utilizada

NF-kB p65

NF-kB p65
(D14E12) XP® Rabbit
mAD (#8242)

Tamafio - 8242S 100 pl

Cell Signaling
Technology

Concentracion, 1:1000

Isotype: rabbit

Dilucién 1:20 000

TLR4 (25) AC
TLR4 (mouse

monoclonal antibody, sc-
293072)

Santa Cruz
Biotechnology Tlir4
antibody

Catalogo: sc-293072 AC

Concentracion: 500
pg/ml, 25% ag

Clonalidad: monoclonal

Dilucién utilizada, 1:1000

Isotype-mouse
Code:115-035-003

Perosidase-conjugated
Anti-Mouse IgG (H+L)

Jackson Immuno

Research

1:10 000

PSD-95

Invitrogen

PSD-95 monoclonal
antibody (7E3-1B8)

Catalogo #MA1-046
100uL

Dilucion 1: 2000

Dilucion utilizada, 1:3000

Isotype -mouse

1:10 000
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4.8.1.5 Densitometrias y analisis estadistico

Utilizando el escaner para quimioluminiscencia Fusion Fx Vilver ® se hizo el revelado

de las membranas colocandolas en una placa de cuarzo e introduciéndolas al lector.

El software arrojo una imagen con las bandas obscuras que representan la identificacion
de las distintas proteinas estudiadas, a partir de las cuales se hizo la cuatificacién por
densidad Optica (grosor de la banda). Las unidades obtenidas de la medicién son

arbitrarias.

Las unidades normalizadas se obtuvieron al utilizar el cociente de la densitometria que
pertenece la proteina de interés (PSD-95, NFkB, p NFkB, TNF-a y TLR-4), entre la
densitometria de la proteina constitutiva (B-tubulina), obteniendo un cociente. Este
cociente posteriormente se multiplico por 1 (valor asignado para todas las muestras
Control-AIN-93) y se dividié entre el cociente de la proteina de interés / la B-tubulina de

la muestra Control-AIN-93.

La comparacién entre diferentes grupos experimentales se realizo a través de un analisis
de Variazan (ANOVA de un factor), la comparacién entre cada par de medias se hizo
mediante la prueba de t de Student, utilizando el programa JMP®, Version <14>. SAS
Institute Inc., Cary, NC, 1989-2021
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Obtencion de los extractos de Ganoderma lucidum

Los extractos estudiados se obtuvieron de acuerdo con la metodologia patentada por
Martinez-Carrera et al. (2014, 2016). Estos extractos tienen la caracteristica de ser de
tipo hidro-alcohdlico, algo altamente deseable, pues las diversas estructuras quimicas y
propiedades fisicoquimicas tienen afinidad por diferentes solventes. Se sabe, por
ejemplo, que los polisacaridos de alto peso molecular (Zhao et al., 2010) son solubles en
agua, mientras que los triterpenoides son solubles en solventes apolares (Dudhgaonkar
et al., 2009). Los hongos medicinales poseen una variedad de compuestos bioactivos
con propiedades inmunomoduladoras, como los polisacaridos, polisacaropéptidos,
compuestos fendlicos, proteinas, componentes lipidicos y terpenoides (Zhao et al.,
2020). Las pruebas in vitro pueden darnos una idea de algunas propiedades, pero sin
duda es con el modelo in vivo que se veran mejor reflejadas, sobre todo por la diversidad

de compuestos bioactivos que no pudieron ser evaluados mediante pruebas.

Es muy importante mencionar que las propiedades funcionales y medicinales que
se le atribuyen a las distintas especies del género Ganoderma, incluida la especie G.
lucidum, se deben a la actividad sinérgica que hay entre los diversos compuestos
bioactivos, por su efecto multiblanco y por reducir la posibilidad de promover resistencia,
por lo que es deseable que un extracto tenga la mayor diversidad de compuestos
bioactivos posibles (Bishop et al., 2015). En las siguientes secciones se observan los
resultados de analisis fisicoquimicos y cuantificacion de B-glucanos, asi como su

capacidad como barredor de radicales libres.
5.1.1 Rendimiento

Se obtuvieron dos extractos estandarizados, uno proveniente de Ganoderma lucidum
cultivado en aserrin de encino (AE testigo, Gl-1) y otro cultivado en aserrin de encino
adicionado con acido acetilsalicilico x 102 (AE AAS x 10, GI-1). Se obtuvieron 300 ml
de los dos extractos, se logro ajustar la concentracion de estos a 250 mg/ml. En el Cuadro
8, se observa el promedio y la desviacion estandar obtenidos al medir el rendimiento a

partir de 5 muestras.
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Cuadro 8. Rendimiento de los extractos hidroalcohdélicos de Ganoderma lucidum

Cepa Cddigo Tratamiento Rendimiento (mg/ml)
CP-145 Gl-1 AE testigo 250.27+0.31
CP-145 Gl-2 AE AAS x 102 250.93+0.61

5.1.2 Caracterizacion fisicoguimica

En el Cuadro 9 se muestra el promedio y la desviacién estdndar de las medidas
fisicoquimicas: conductividad, resistividad, pH, sélidos disueltos totales y azUlcares.

Cuadro 9 Caracterizacion fisicoquimica de los extractos hidroalcohdlicos de Ganoderma
lucidum. El asterisco indica diferencias significativas entre los extractos analizados con

la prueba de T.

Cepa Cadigo Tratamiento Conductividad Resistividad | Ph Sélidos Azlcares
(us/cm) (Q) disueltos (°B)
totales
CP-145 | GI-1 AE testigo 51,067.66+306.54 | 11.0+0.0 5.13+0.0026 | 20681.3+38.033 27.88+0.053
CP-145 Gl-2 AE AASx1072 48,725.64+11.36* 11.6+0.4 5.22+0.006 19237.66+54.186* | 29.5+0.033*

5.1.3 Cuantificaciéon de glucanos totales, a y B glucanos

En la Figura 4, se observa a simple vista como los dos extractos tienen una ligera
coloracién rosada que denota la presencia de glucanos, estas reacciones colorimétricas
se leyeron en el espectrofotometro de microplacas. Los datos de la densidad Optica de
la lectura de las microplacas se analizaron mediante la calculadora Mega-Calc™. En la
Figura 8 se observa el porcentaje peso/peso (w/w %) de glucanos totales en color verde,
de B-glucanos en color amarillo y a-glucanos en color azul, de los dos extractos: AE
testigo (GI-1) y AE AAS x 102 (GI-2).
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Figura 4. Prueba de glucanos totales, a y B glucanos, en los extractos estandarizados de Ganoderma
lucidum, AE testigo (GI-1) y AE AAS x 1072 (GI-2).
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Figura 5. Porcentaje peso/peso de glucanos totales, a y B-glucanos de los extractos estandarizados de
Ganoderma lucidum, AE testigo (GI-1) y AE AAS x 102 (GI-2).

La pared celular de los hongos comestibles consiste en polisacaridos, y
aproximadamente la mitad de estos son [-glucanos, que se caracterizan por ser
polisacéaridos formados por cadenas de glucosa unidas por enlaces glicosidicos de tipo
B (1-3), y glucosas unidas a lo largo de la cadena mediante enlaces B (1-6). Esta
caracteristica los hace potentes inmunoestimuladores para el ser humano. Su organismo
no sintetiza estos polisacaridos, por lo que son reconocidos como moléculas no propias,
induciendo respuestas inmunoldgicas innatas y adaptativas, lo que ofrece protecciéon
contra infecciones por bacterias, toxinas ambientales y carcinogénicas. Una

caracteristica de los hongos comestibles, funcionales y medicinales que promueven
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estimulacién inmunolégica es que son ricos en B-glucanos y bajos en a-glucanos,

tipicamente del 10-40% y <5%, respectivamente (Chen, 2007; McCleary y Draga, 2016).

En el trabajo de Mallard et al. (2019), se cuantifico el porcentaje de B-glucanos y
a-glucanos en extractos comerciales de hongos de la especie Ganoderma lucidum, y se

reportan porcentajes del 21% al 38% y del 1% al 17%, respectivamente.

Se puede concluir que los niveles de a- glucanos para los extractos AE testigo (Gl-
1) y AE AAS x 102 (GI-2) son mas altos y los de B-glucanos mas bajos que los que se
reportan en la bibliografia. Esto podria estar relacionado con que se requiere de un
método adicional para romper la pared celular de los basidiocarpos de G. lucidum y de
esta forma conseguir que mas B-glucanos en los extractos. Por otro lado, un nivel
elevado de a-glucanos en hongos no se encuentra de forma natural y puede indicar la
presencia de glucanos de otras especies, asi como los encontrados en medios de cultivo
(papa dextrosa, arroz café, o excipientes como la maltodextrina (Chen, 2007), es posible
que un excipiente del extracto esté haciendo que los niveles de a-glucanos sean

superiores al 10% o que sea una caracteristica propia del recurso genético mexicano.

5.1.4 Determinacion del contenido de polifenoles mediante la prueba de Folin

Ciocalteau

Se cuantificaron los fenoles totales en los dos extractos estandarizados de Ganoderma
lucidum, AE testigo (GI-1) y AE AAS x 102 (GI-2), después de dos horas de incubacion
en la obscuridad, se hizo la lectura de las microplacas a 760 nm en el espectrofotdbmetro
EPOCH, para demostrar la presencia de fenoles mediante la oxidacion de los iones
fenolatos de los extractos y la reduccion de reactivo de Folin-Ciocalteau, que tiene como
consecuencia el viraje de un cromoéforo complejo amarillo a un complejo azul
fosfotungstico-fosfomolibdico. Como estandar se utilizé el &cido galico a diferentes
concentraciones. En la Figura 6, del lado izquierdo se aprecia la curva de acido galico,
donde a mayor concentracion aumenta la coloracion azul, del mismo lado en la parte
inferior se observa como reaccioné el extracto AE testigo (GI-1) a 250 mg/mly a 2.5
mg/ml. De esta ultima dilucién, se utilizo la lectura para conocer la concentracion de

fenoles totales, en las 4 columnas del centro de la placa se pueden observar los blancos
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y del lado derecho se observa la reaccion del extracto AE AAS x 102 (GI-2) a 250 mg/ml
y a 2.5 mg/ml con el reactivo de Folin. Con los datos graficados de la curva de calibraciéon
del acido galico en Excel, se determiné la ecuacion para el calculo de polifenoles totales,
de lo anterior se obtienen los siguientes valores mostrados en el Cuadro 10.

Al comparar los mg GAE/g de los extractos estudiados de G. lucidum con lo
reportado en otros trabajos, se observan datos interesantes. Por ejemplo, Bidegain et al.
(2020) formularon un extracto final de tipo hidroalcohdlico hecho a partir de una
extraccion en etanol y una infusion acuosa, promovieron la fusion de ambas fases con
un adelgazador. Los distintos procesos del extracto fueron caracterizados para medir
polifenoles, reportando datos de 5.8 mg Eq de acido galico para la infusién acuosa y de
2 mg Eq en el extracto etandlico, al fusionar ambas fases y medir los polifenoles se
obtuvieron 4.8 mg Eq en el extracto hidroalcohdlico. En el presente trabajo se observan
cantidades mas elevadas, lo que demuestra que el solvente que se utiliza para hacer las
extracciones de G. lucidum, tiene afinidad por distintos tipos de fenoles sin necesidad de
hacer la mezcla de dos extractos, como se hizo para el trabajo de Bidegain et al. (2020).
Es importante reconocer que existen solventes mas efectivos para los polifenoles, como
es el caso de los extractos hechos con fenol, en donde cuantifican 28.68 mg Eq de acido

galico (Heleno et al., 2012), sin embargo, este solvente resulta toxico para el ser humano.
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Figura 6. Microplaca con reaccion de reactivo de Folin contra acido gélico y los extractos estandarizados
de Ganoderma lucidum, AE testigo (GI-1) y AE AAS x 107 (GI-2).
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Cuadro 10. Determinacion de polifenoles totales mediante la prueba de Folin Ciocalteau
en los extractos estandarizados estudiados de Ganoderma lucidum, AE testigo (GI-1) y
AE AAS x 10 (GI-2).

Cadigo Muestra mg GAE/g
Gl-1 AE testigo 7.673+0.328
Gl-2 AE AAS x 1072 6.280+0.251

5.1.5 Determinacion de antioxidantes en los extractos hidroalcohélicos de G.
lucidum por DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo)

Se probd la capacidad antioxidante de los extractos, haciendo que reaccionaran con
DPPH en metanol, se utilizé la metodologia de reaccion fija en el tiempo. El cambio de
color de parpura a amarillo derivado de que el DPPH acepta un atomo de H de la
molécula antioxidante, se monitored espectrofotométricamente en el EPOCH con una
lectura a 517 nm, a los 30 min de incubacién. En la Figura 7, se observa a simple vista
el viraje de color parpura a amarillo, al poner los extractos a una concentracion de 750
mg/ml en adelante. Los datos de las absorbancias se procesaron en Excel, para generar
una ecuacion de tercer grado a partir de la cual se calcul6 la EC50. Para lo anterior, se
utilizaron las plantillas de Excel generadas en el trabajo de Adebayo et al. (2018). Se
graficé la capacidad de barrido de radicales libres de los extractos vs. la concentracion
de extracto, los resultados se muestran en la Figura 8, a partir de la cual se generé una
ecuacion de tercer grado para hacer el calculo de la EC50. Como controles se incluyeron
los antioxidantes estandar (BHA, BHT, a-tocoferol, acido ascorbico) en la Figura 9, se
aprecia el porcentaje de barrido de los radicales libres de DPPH contra diferentes
concentraciones de los antioxidantes estandar. Los valores de EC50 se muestran en el
Cuadro 11.

Respecto a los valores de EC50 que se obtuvieron de los antioxidantes estandar,
se puede concluir que ninguno de los dos extractos se comporta como estos, ya que se
requieren concentraciones mucho mayores para poder llegar a la EC50. Al comparar con

datos generados de mediciones de otros extractos hechos con Ganoderma lucidum, se
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observa que son menos eficientes que el extracto etandlico de micelio reportado en el
trabajo de Saltarelli et al. (2009), en donde reportan una ECso de 0.3 mg/ml, o que el
extracto fendlico de basidiocarpo de Heleno et al. (2012) con una EC so de 0.14 mg/ml,
pero tanto el extracto AA testigo como el AE AAS x 10-2son mas eficientes que el extracto
fenolico de micelio de Heleno et al., 2012 con una EC 50 DE 0.965 mg/ml y el extracto
de Mau et al., 2002, con una EC 50 de 0.75 mg/ml.

Figura 7. Microplaca con reaccion de DPPH en metanol contra los extractos estandarizados de
Ganoderma lucidum, AE testigo (GI-1) y AE AAS x 1072 (GI-2).
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Figura 8. Determinacion de la capacidad de barrido de radicales libres de DPPH por los extractos
estandarizados de Ganoderma lucidum, AE testigo (GI-1) y AE AAS x 102 (GI-2).
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Figura 9. Determinacién de la capacidad de barrido de radicales libres de DPPH por los antioxidantes
estandares BHA, BHT, alfa-tocoferol, y &cido ascoérbico.

Cuadro 11. Valores de EC50 de los antioxidantes estandar y aquellos de los extractos
AE testigo (GI-1) y AE AAS x 10 (GI-2) en la prueba de DPPH.

Antioxidante estandar EC50
0 muestra

BHT 27.35 pg/ml
BHA 7.11 pg/ml
a-Tocoferol 31.02 pg/ml
Acido ascorbico 9.99 ug/ml

AE testigo (GI-1) 547.796 pug/ml
AE AAS x 102 (GI-2) | 532.194 pg/ml
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5.1.6 Determinacion de la capacidad antioxidante en los extractos hidroalcohdlicos
de G. lucidum por ABTS

Se determind la capacidad de reducir el radical cation acido 2,2'azinobis-
(3etilbenzotiazolina)-6-sulfonico (ABTS +) disuelto en persulfato de potasio a ABTS en
presencia de los extractos AE testigo (Gl-1) y AE AAS x 102 (GI-2) y de antioxidantes,
después de 10 min de incubacién leyendo a 734 nm en el espectrofotometro EPOCH=EnN
la Figura 10, se observa la microplaca con diferentes concentraciones de los extractos,
reaccionando con el ABTS+, en donde a simple vista se observa que a mayor
concentracion de los extractos, el color azul se hace mas tenue. Ademas, en las Figuras
11 y 12 se observa la concentracion de los extractos vs. el porcentaje de barrido de
radicales libres, asi como de los antioxidantes estdndar vs. el porcentaje de barrido de
radicales libres, respectivamente. En el Cuadro 12, se muestran los valores calculados
de EC50.

k ML .,.\ ; \' ,/(, 2 -‘. T A

Figura 10. Microplaca con reaccion de ABTS+ con persulfato de potasio a ABTS, en presencia de los
extractos estandarizados de Ganoderma lucidum, AE testigo (GI-1) y AE AAS x 102 (GI-2).
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Figura 11. Determinacion de la capacidad de barrido de radicales libres de ABTS, de los extractos
estandarizados de Ganoderma lucidum, AE testigo (GI-1) y AE AAS x 1072 (GI-2).
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Cuadro 12. Valores de EC50 de los extractos AE testigo (Gl-1) y AE AAS x 10?2 (GI-2)
de Ganoderma lucidum en la prueba de ABTS.

Antioxidante estandar o muestra EC 50%

BHA 4.9698 Mm

BHT 1.39 Mm

a tocoferol 17.78 uM

Acido ascorbico 10.47 Mm

AE testigo 890.73 Mm

AE AAS x 1072 922.46 UM

5.1.7 Determinacion de la capacidad de blanqueamiento de B-carotenos de los

extractos hidroalcohdlicos de G. lucidum

El poder reductor de los extractos se midié con la prueba de B-caroteno-acido linoleico.
En las Figuras 13 y 14, se muestra la inhibiciébn por blanqueamiento de los extractos
estandarizados de G. lucidum y de los antioxidantes estandar, respectivamente. La mejor
actividad se registr6 en el extracto AE AAS x 102 (GI-2). En el trabajo de Heleno et al.
(2012), se encontré que en el extracto hecho a partir de basidiocarpos observaron una
inhibicién por blanqueamiento de ECso 0.26 mg/ml, mientras que en los extractos de
cultivos fue ECso 69.64 mg/ml. En este trabajo, se observo que ninguno se comporta de
manera tan eficiente como los antioxidantes estandar, y el extracto AE AAS x 102 (GI-2)
fue mas eficiente que el AE testigo. En el Cuadro 13, se presentan los valores de ECso

para los antioxidantes estandar y los dos extractos estudiados de G. lucidum.
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Figura 13. Determinacion del porcentaje de blanqueamiento de B-carotenos, de los extractos
estandarizados de Ganoderma lucidum, AE testigo (GI-1) y AE AAS x 1072 (GI-2).
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Cuadro 13. Valores de EC50 de los extractos AE testigo (Gl-1) y AE AAS x 10?2 (GI-2)
de Ganoderma lucidum en la prueba de B-carotenos.

Antioxidante estandar o muestra EC 50%
BHA 1.4241 Mm
BHT 1.3076 uM
a-Tocoferol 5.2147 M
Acido ascorbico 28.1180 uM
AE testigo (GI-1) 2,952.81 uM
AE AAS x 102 (GI-2) 1,455.29 uM

8.2 Modelo in vivo

Los 60 ratones con los que se inicid el tratamiento experimental estuvieron vivos a la
semana 17. No hubo decesos. Se observaron, en algunos ratones, situaciones propias
del estrés por aislamiento crénico, como son la falta de pelo en algunas zonas de su
cuerpo y la activacion de heridas por rascado continuo, esto se resolvio principalmente
con la administracion de VeteriBac en aerosol (Esteripharma). En el Cuadro 14, se
presenta la media de los gramos aumentados y peso corporal final, asi como los

parametros bioquimicos medidos en plasma sanguineo.
8.2.1 Ganancia de peso

En general, como esperado, se observo una tendencia a ganar peso a lo largo del
experimento (Figura 15), a pesar de que algunos ratones tuvieron lapsos en los que
bajaron o se mantuvieron constantes. Sin embargo, se registraron grupos que
aumentaron mas gramos de manera estadisticamente significativa (p <0.05), respecto a
los otros grupos. En la Figura 16 se observa la ganancia de peso en gramos que hubo
de la semana 0 a la semana 17, siendo los grupos experimentales con promedios
mayores el HFSD+GI-1P con una ganancia de 22 g, y el Control-HFSD con 20.1 g, de

manera opuesta el grupo Control-AIN-93 que el que menos gramos aumentd. Es
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importante mencionar que no hubo diferencias estadisticamente significativas entre este
grupo y los demas grupos HFSD-GI-2P, HFSD-GI-2C, HFSD+GI-1C, y HFSD+M. Por
ello, se puede sugerir que el extracto Gl-2 de Ganoderma lucidum obtenido a partir de
basidiocarpos cultivados en aserrin de encino adicionado con acido acetilsalicilico (AAS),
tuvo un efecto tanto preventivo como curativo sobre el metabolismo energético, mientras
gue el extracto Gl-1 tuvo un efecto positivo como tratamiento curativo, evitando que los
ratones, a pesar de consumir grasas y azlcares, ganaran tanto peso como los grupos
Control-HFSD y HFSD+GI-1, ademas es interesante que el extracto Gl-2, administrado
como tratamientos preventivo y curativo, tiene el mismo comportamiento que el grupo al
gue se administré6 metformina. También debe mencionarse que este fenbmeno no se
atribuye a un menor consumo de la dieta, ya que en cuanto a la ingesta no hay diferencias
estadisticamente significativas (p <0.05) entre los grupos alimentados con HFSD
(Control-HFSD, HFSD+GI-1P, HFSD+GI-2P, HFSD+GI-1C, HFSD+GI-2C, HFSD+M,

como se puede apreciar en la grafica 9.

Ratdn 5, Control-AIN-93 Ratdn 2, Control-HFSD

Figura 15. Efecto de la dieta alta en grasas y azucares, a simple vista en la semana 13 de administracion,
sobre la ganancia de peso en dos grupos experimentales de ratones macho C57BL/6, Control-AIN-93

(dieta control AIN-93) y Control-HFSD (dieta alta en grasas y azUcares).
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Cuadro 14. Ganancia de peso y parametros plasmaticos en los grupos experimentales
de ratones macho C57BL/6, los cuales consumieron una dieta alta en grasas y azUcares
durante 17 semanas, incluyendo la administracion de los extractos Gl-1 y GI-2 de
Ganoderma lucidum bajo un tratamiento preventivo y otro curativo. Los grupos
experimentales son: Control-AIN-93: dieta control AIN-93. Control-HFSD: dieta alta en
grasas y azUcares. HFSD+GI-1P: dieta alta en grasas y azuUcares + extracto GIl-1 de
Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento preventivo. HFSD+GI-2P: dieta alta
en grasas y azUcares + extracto Gl-2 de G. lucidum al 1% de su dieta, tratamiento
preventivo. HFSD+GI-1C: dieta alta en grasas y azUcares + extracto Gl-1 de Ganoderma
lucidum al 1% de su dieta, tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+GI-2C.:
dieta alta en grasas y azucares + extracto Gl-2 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta,
tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+M: dieta alta en grasas y azUcares
+ metformina al 0.1% de su dieta, a partir de la semana 13. Los valores representan la
media + SE. Los datos se analizaron estadisticame mediante ANOVA de un factor,
medias comparadas con t-student, donde diferentes letras sefalan diferencias

estadisticamente signficativas entre grupos.

Parametr Control-
0s Control- HFSD+ GI-

- HFSD+GI-1P HFSD+GI-2P HFSD+GI-2C HFSD+M
plasmatic HFSD 1Cc
AIN-93
0s
Peso
Gramos 9.42+3.05 18.07+4.53 19.72+3.2 14.87+5.17 12.45+6.25 13.76+3.84 12.44+7.80
ganados
C AB A ABC BC ABC ABC
(sem 0-17)
Peso total 31.84+2.98 42.33+4.99 43.80+4.55 38.09+6.17 35.7246.2 38.1+4.29 35.87+8.68
@
C AB A ABC BC ABC ABC

Glucosa  244.38+36.3 334514429  323.58+35.9 256.47+47.18 284.79+47.9  265.89+52.0  248.47+35.0
(ma/dL) 8 1 2 2 6 5
c
c A AB ABC c c
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Continuacién Cuadro 14

Parametr
0s Control- Control HFSD+ Gl

» ontrot- HFSD+GI-1P HFSD+GI-2P " HFSD+Gl-2C HFSD+M
plasmétic HFSD 1C

AIN-93
os

Colesterol 96.34+20.95 183.4+38.80 167.2+24.96 133.06+27.93 134.2+30.60 117.9+21.79 128.89+19.3

(mg/dL) 0
C A AB BC BC Cc
BC
Triglicérido ~ 53.06+11.12 71.95+9.96 66.63+10.56 55.0445.86 56.10+10.95 57.80+16.33 54.08+8.50
s (mg/dL)
B A AB B AB AB B
LDL 17.7946.69 43.01+7.5 35.45+7.08 30.82+9.99 30.07+11.27 20.82+2.46 25.42+8.83
(mg/dL
D A AB BC BC CD BCD
ALT (U/L)  38.14%17.76 62.23+14.16 59.87+25.88 55.01+21.48 50.92+13.40 35.96+10.10 41.85+12.14
AST (U/L)  102.4+26.06 101.5+15.26 92.87+14.03 91.88+22.52 77.78+10.09 73.36+12.03 100.78+16.3
6
A A AB AB AB B
AB

La supresion de la obesidad a causa del consumo de productos derivados de
Ganoderma lucidum, en diferentes modelos murinos ya ha sido reportado, con extractos
acuosos de micelio en ratas Wistar (Chang et al., 2015), y con polisacaridos de esporas
en ratones C57BL/6J (Sang et al., 2021), quienes han atribuido este efecto a las
propiedades funcionales de G. lucidum que regulan el microbiota intestinal, mantienen la
funcion de la barrera intestinal, disminuyen la endotoxemia, entre otros efectos benéficos.
Las fibras dietarias y los polisacaridos no digeribles protegen contra la obesidad
provocada por las dietas altas en grasa, a través del extracto de esporas de G. lucidum
en dosis de 100-300 mg/kg.

La media de peso corporal de los ratones del grupo Control-AIN-93 al finalizar el

estudio fue de 31.84+2.98 g, mientras que en los ratones alimentados con dieta alta en
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grasas y azucares fue de 42.33+4.99 g. En el trabajo de Kothari et al. (2017), los controles
llegaron a 25.6+0.85 g, y los HFSD 38.5+0.95 g, aunque en este caso los ratones estaban

en grupo y los controles comieron dieta tipo chow.

AB A

" — ABC —— ABC

= ABC

15.9
148

Ganancia de peso (g)

Control-AIN-93 Control-HFSD HFSD+GI-1P HFSD+GI-2P HFSD+GI-1C HFSD+GI-2C HFSD+M
Grupo experimental

Figura 16 Aumento de peso promedio en los grupos experimentales de ratones macho C57BL/6 (n= 8),
los cuales consumieron una dieta alta en grasas y azlcares durante 17 semanas, incluyendo la
administracion de los extractos Gl-1 y GI-2 de Ganoderma lucidum bajo un tratamiento preventivo y otro
curativo. Los grupos experimentales son: Control-AIN-93: dieta control AIN-93. Control-HFSD: dieta alta
en grasas y azUcares. HFSD+GI-1P: dieta alta en grasas y azlcares + extracto Gl-1 de Ganoderma lucidum
al 1% de su dieta, tratamiento preventivo. HFSD+GI-2P: dieta alta en grasas y azUlcares + extracto GI-2 de
G. lucidum al 1% de su dieta, tratamiento preventivo. HFSD+GI-1C: dieta alta en grasas y azlcares +
extracto Gl-1 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento curativo a partir de la semana 13.
HFSD+GI-2C: dieta alta en grasas y azUcares + extracto GI-2 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta,
tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+M: dieta alta en grasas y azlcares + metformina al
0.1% de su dieta, a partir de la semana 13. En la parte superior de cada columna, se observa la media de
gramos de peso aumentados. Columnas con letras diferentes en la parte superior son estadisticamente
significativas (p <0.05). Los valores representan la media + SE. Los datos se analizaron estadisticame
mediante ANOVA de un factor, medias comparadas con t-student, donde diferentes letras sefialan
diferencias estadisticamente signficativas entre grupos.

5.2.2 Ingesta de alimentos sélidos y bebidas

La ingesta de alimentos sélidos y bebidas fue monitoreada cada tercer dia en los grupos
experimentales de ratones macho C57BL/6 (Figura 17). En la Figura 19 se observa el
promedio de kilocalorias consumidas en total, se sumé el aporte de alimentos solidos y
bebidas, Unicamente el grupo experimental alimentado con dieta AIN-93 fue
estadisticamente diferente a los demas, con un consumo mas bajo de kilocalorias diarias.
En la Figura 20 se observan las kilocalorias que consumieron con la ingesta de la dieta

sélida, en donde el grupo experimental AIN-93 es el que consumié mas kilocalorias
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diarias, siendo estadisticamente diferente al resto de los grupos HFSD+GI-2P, HFSD+GI-
1C y HFSD+M. Esto podria estar relacionado con la palatabilidad de las galletas. En la
Figura 21 se observa el aporte de kilocalorias proporcionado por el agua y agua con
sacarosa/fructosa, en donde se observa que la ingesta de kilocalorias del grupo
experimental AIN-93 es estadisticamente diferente a los deméas. Esto permitié conocer
gue el aporte caldrico del agua con sacarosa/fructosa provoco diferencias en el total de
kilocalorias consumidas por dia entre el grupo AIN-93 y los demas grupos. Arcego et al.
(2014) también observaron una preferencia por la dieta alta en carbohidratos comparada
con la dieta alta en grasas, lo que resultd en que las ratas alimentadas con dietas altas
en carbohidratos tuvieran un consumo mayor de kilocalorias comparado con aquel de
las ratas alimentadas con dieta alta en grasa y dieta chow.

HFSD + GI1

Gonzdlez
Carmen Cortés
PONSABLE: Eida del

RATONES: C57BLE

2021
FECHA DE INGRESO: 19/ 07/ 20
NTAL: 23 /07/ 2021

RESH

NICIO DIETA EXPERIME
z 18. 56-51-36

CEL: 55-18

RESPONSABLE: Elda del Carmen Cortés Ganzdles
RATONES: C57R5
FECHA DE INGRESO: 19/ 07/ 2021
INICID DIETA EXPERIMENTAL: 23 /07/ 2021

CEL: 55-18. 565136

Ratén del grupo HFSD+GI-1P consumiendo galletas Ratén del grupo HFSD+M consumiendo agua
(sacarosa/ fructosa)

Figura 17. Ejemplos de ingesta de alimentos sélidos y bebidas en dos grupos experimentales de ratones
macho C57BL/6, HFSD+GI-1P (izquierda; dieta alta en grasas y azlcares + extracto Gl-1 de Ganoderma
lucidum al 1% de su dieta, tratamiento preventivo) y HFSD+M (derecha; dieta alta en grasas y azlUcares +
metformina al 0.1% de su dieta, a partir de la semana 13).
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Figura 18. Promedio de kilocalorias diarias ingeridas cada 24 h por los grupos experimentales de ratones
macho C57BL/, los cuales consumieron una dieta alta en grasas y azUcares durante 17 semanas,
incluyendo la administracion de los extractos Gl-1 y GI-2 de Ganoderma lucidum bajo un tratamiento
preventivo y otro curativo. Los grupos experimentales son: Control-AIN-93: dieta control AIN-93. Control-
HFSD: dieta alta en grasas y azlicares. HFSD+GI-1P: dieta alta en grasas y azlcares + extracto GI-1 de
Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento preventivo. HFSD+GI-2P: dieta alta en grasas y
azlcares + extracto GI-2 de G. lucidum al 1% de su dieta, tratamiento preventivo. HFSD+GI-1C: dieta alta
en grasas y azlcares + extracto Gl-1 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento curativo a
partir de la semana 13. HFSD+GI-2C: dieta alta en grasas y azlcares + extracto Gl-2 de Ganoderma
lucidum al 1% de su dieta, tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+M: dieta alta en grasas y
azucares + metformina al 0.1% de su dieta, a partir de la semana 13. En la parte superior de cada columna,
se observa la media de kilocalorias ingeridas diariamente. Columnas con letras diferentes en la parte
superior son estadisticamente significativas (p <0.05). Los valores representan la media + SE. Los datos
se analizaron estadisticame mediante ANOVA de un factor, medias comparadas con T-student, donde
diferentes letras sefialan diferencias estadisticamente signficativas entre grupos.
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Figura 19. Promedio de kilocalorias diarias procedentes de alimentos sélidos ingeridas cada 24 h por los
grupos experimentales de ratones macho C57BL/6 (n= 8), los cuales consumieron una dieta alta en grasas
y azUcares durante 17 semanas, incluyendo la administracién de los extractos Gl-1 y GI-2 de Ganoderma
lucidum bajo un tratamiento preventivo y otro curativo. Los grupos experimentales son: Control-AIN-93:
dieta control AIN-93. Control-HFSD: dieta alta en grasas y azlUcares. HFSD+GI-1P: dieta alta en grasas y
azucares + extracto GI-1 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento preventivo. HFSD+GI-2P:
dieta alta en grasas y azulcares + extracto GI-2 de G. lucidum al 1% de su dieta, tratamiento preventivo.
HFSD+GI-1C: dieta alta en grasas y azUlcares + extracto Gl-1 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta,
tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+GI-2C: dieta alta en grasas y azlcares + extracto Gl-
2 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+M: dieta
alta en grasas y azucares + metformina al 0.1% de su dieta, a partir de la semana 13. En la parte superior
de cada columna, se observa la media de kilocalorias ingeridas diariamente. Columnas con letras
diferentes en la parte superior son estadisticamente significativas (p <0.05). Los valores representan la
media + SE. Los datos se analizaron estadisticame mediante ANOVA de un factor, medias comparadas
con t-student, donde diferentes letras sefialan diferencias estadisticamente signficativas entre grupos.
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Figura 20. Promedio de kilocalorias diarias procedentes de bebidas ingeridas cada 24 h (agua, agua con
sacarosa/fructosa) por los grupos experimentales de ratones macho C57BL/6 (n= 8), los cuales
consumieron una dieta alta en grasas y azUcares durante 17 semanas, incluyendo la administracion de los
extractos Gl-1 y GI-2 de Ganoderma lucidum bajo un tratamiento preventivo y otro curativo. Los grupos
experimentales son: Control-AIN-93: dieta control AIN-93. Control-HFSD: dieta alta en grasas y azUcares.
HFSD+GI-1P: dieta alta en grasas y azUcares + extracto Gl-1 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta,
tratamiento preventivo. HFSD+GI-2P: dieta alta en grasas y azucares + extracto GI-2 de G. lucidum al 1%
de su dieta, tratamiento preventivo. HFSD+GI-1C: dieta alta en grasas y azUcares + extracto Gl-1 de
Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+GI-2C: dieta
alta en grasas y azlcares + extracto Gl-2 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento curativo a
partir de la semana 13. HFSD+M: dieta alta en grasas y azlcares + metformina al 0.1% de su dieta, a partir
de la semana 13. En la parte superior de cada columna, se observa la media de kilocalorias ingeridas
diariamente. Columnas con letras diferentes en la parte superior son estadisticamente significativas (p
<0.05). Los valores representan la media + SE. Los valores representan la media + SE. Los datos se
analizaron estadisticame mediante ANOVA de un factor, medias comparadas con t-student, donde
diferentes letras sefialan diferencias estadisticamente signficativas entre grupos.

5.2.3 Parametros bioquimicos medidos en suero
5.2.3.1 Glucosa

En la Figura 21 se observa que el grupo experimental que tuvo mayor concentracion de
glucosa en suero fue el Control-HFSD, siendo de 335 mg/dL estadisticamente diferente
(p <0.05) al resto de los grupos HFSD+GI-2P (256 mg/dL), HFSD+GI-2C (266 mg/dL),
HFSD+M (248 mg/dL), y Control-AIN-93 (244 mg/dL). Los valores mas bajos de glucosa

en suero se registraron en los ratones a los que se les administré el extracto Gl-2, tanto
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en el tratamiento preventivo (grupo HFSD+GI-2P) como en el tratamiento curativo (grupo
HFSD+GI-2C), en el grupo Control-AIN-93, asi como en el grupo HFSD+M, al cual se le
administré metformina en el Ultimo mes, estos grupos sin diferencias estadisticamente
significativas entre ellos. Esto demostro el efecto positivo del extracto GIl-2 de
Ganoderma lucidum en el metabolismo de la glucosa, tanto en el tratamiento preventivo

como en el tratamiento curativo.

Los niveles de glucosa (mg/dL) que se midieron de los ratones del presente
estudio son mas elevados que aquellos reportados en otros trabajos. Se obtuvieron
niveles de 244.30+36.66 (mg/dL) en ratones del grupo Control-AIN-93, y de
334.51+42.91 (mg/dL) en ratones alimentados con dieta alta en grasas y azUcares
(Control-HFSD), mientras que Kothari et al. (2017) reportaron un promedio de 153.6+9.6
para los ratones machos C57BL/6 alimentados durante 20 semanas con dieta control y
de 159.2+14.3 mg/dL para la dieta HFSD. También en el trabajo de Softic et al. (2017)
reportaron que al suplementar dieta chow con bebidas endulzadas con sacarosa o
fructosa, no hubo diferencias en los niveles de glucosa en ayunas. Sin embargo, los
ratones alimentados con dietas altas en grasas y a los que se les administré agua sin
azucar aumentaron sus niveles de glucosa a 186+6 mg/dL, observandose un mayor
aumento en ratones con dieta HFD + fructosa 202+9 mg/dL, aunque con la dieta HFD +
sacarosa tuvieron niveles de 143 + 11 mg/dL. Al analizar las razones que podrian haber
ocasionado esta diferencia, se detectdé que los ratones se mantuvieron viviendo en
grupos de 3-4 ratones por caja. Al comparar con la presente investigacion, existe la
posibilidad de que el aislamiento crénico al que estuvieron sometidos los ratones
ocasionara estrés cronico (aislamiento social), induciendo respuestas como la activacion
del sistema simpato-adrenomedular, la liberacién de catecolaminas y la activacion del
eje hipotalamo-hipofisario-suprarrenal, lo que culmina en la liberacibn de
glucocorticoides. Los efectos metabdlicos de estos incluyen un incremento en la glucosa
plasmatica, debido a la gluconeogénesis y la degradacion del glicogeno, asi como la
inhibicién de la captacién de glucosa por parte de algunos tejidos, la movilizacién de

aminodacidos desde el tejido hepatico (Arcego et al., 2014).
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Figura 21. Glucosa promedio en suero en ayunas (mg/dL) registrada en los grupos experimentales de
ratones macho C57BL/6 (n= 8), los cuales consumieron una dieta alta en grasas y azUcares durante 17
semanas, incluyendo la administracion de los extractos Gl-1 y GI-2 de Ganoderma lucidum bajo un
tratamiento preventivo y otro curativo. Los grupos experimentales son: Control-AIN-93: dieta control AIN-
93. Control-HFSD: dieta alta en grasas y azUcares. HFSD+GI-1P: dieta alta en grasas y azlicares + extracto
Gl-1 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento preventivo. HFSD+GI-2P: dieta alta en grasas
y azlcares + extracto GI-2 de G. lucidum al 1% de su dieta, tratamiento preventivo. HFSD+GI-1C: dieta
alta en grasas y azlcares + extracto Gl-1 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento curativo a
partir de la semana 13. HFSD+GI-2C: dieta alta en grasas y azlcares + extracto GI-2 de Ganoderma
lucidum al 1% de su dieta, tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+M: dieta alta en grasas y
azucares + metformina al 0.1% de su dieta, a partir de la semana 13. En la parte superior de cada columna,
se observa la media de glucosa en suero sanguineo. Columnas con letras diferentes en la parte superior
son estadisticamente significativas (p <0.05). Los valores representan la media + SE. Los datos se
analizaron estadisticame mediante ANOVA de un factor, medias comparadas con t-student, donde
diferentes letras sefialan diferencias estadisticamente signficativas entre grupos.

5.2.3.2 Perfil lipidico

Las dietas altas en grasa tienen entre sus consecuencias promover la hiperlipidemia, en
este estudio se observo que los ratones alimentados con la dieta HFSD, tuvieron las
cantidades mas elevadas de colesterol (Figura 22), triglicéridos (Figura 23), y lipoproteina
de baja densidad (LDL; Figura 24). En cuanto al efecto de los extractos, se observo una
consistencia en la reduccion de los pardmetros del perfil lipidico al administrar los
tratamientos preventivo y curativo del extracto GI-2, mientras que el extracto GI-1 tuvo
mejor efecto como tratamiento curativo. En la Figura 22, se demostré que los niveles de

colesterol en el grupo HFSD+GI-2C son aun menores que aquellos del grupo HFSD+M.
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Se observo el mismo efecto en el colesterol de baja densidad en la Figura 24 Meneses
et al. (2016) y Romero-Cérdoba et al. (2021) reportaron que los extractos Gl-1 y GI-2 son
capaces de reducir los niveles séricos de colesterol, LDL vy triglicéridos, y de regular
genes lipogénicos, en ratones C57BL/6 con colesterol incluido en su dieta. En este
trabajo, se confirmé la capacidad de estos extractos para reducir los niveles de lipidos
en plasma, aun cuando se administré una dieta alta en grasas y azucares (agua con
sacarosa Yy fructosa), y el periodo experimental se realiz6 durante un tiempo mas
prolongado. Otros autores, como Sang et al. (2021), encontraron que los polisacéridos
extraidos de las esporas de Ganoderma lucidum también son capaces de reducir los
niveles de colesterol y de lipidos de baja densidad (LDL) en ratones C57BL/6
alimentados con dieta HFD, pero a diferencia de lo que se observo en el presente trabajo,
dichos autores no reportaron niveles significativos en la reduccion de los triglicéridos. Li
et al. (2021) observaron una disminucion en los niveles de triglicéridos de conejos
alimentados con dietas altas en grasa, a los cuales se les administré aceite de esporas
de G. lucidum, con un contenido de triterpenoides ganodéricos del 18.1% y polvo de
esporas de G. lucidum con un contenido total de triterpenos de 1.01% y 3.1% de
polisacaridos. Una de las ventajas de utilizar un extracto hidroalcohdlico es tener una
gama mas amplia de componentes bioactivos, comparado con el uso exclusivo de

polisacéaridos con los que no se presenta un efecto reductor de los niveles de triglicéridos.

Al comparar los niveles de colesterol entre los grupos Control-AIN-93 y Control-
HFSD, con otros trabajos, se tienen valores similares a los reportados aqui, en donde el
colesterol del grupo control fue de 100+0.0 (Kothari et al., 2017) y en este trabajo se
calcul6 una media de 96.34+20.95 mg/dL, en el control-HFSD 173.4+21.4 vs.
183.4+38.80 mg/dL; mientras que en triglicéridos 55.8+2.7 vs. 53.06+11.12 mg/dL y
60.4+4.4 vs. 71.95£9.96 mg/dL, respectivamente. Estos valores fueron bastante

similares, a diferencia de lo que ocurrié con la glucosa.
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Figura 22 Colesterol promedio en suero registrado en los grupos experimentales de ratones macho
C57BL/6 (n= 8), los cuales consumieron una dieta alta en grasas y azUcares durante 17 semanas,
incluyendo la administracion de los extractos Gl-1 y GlI-2 de Ganoderma lucidum bajo un tratamiento
preventivo y otro curativo. Los grupos experimentales son: Control-AIN-93: dieta control AIN-93. Control-
HFSD: dieta alta en grasas y azlicares. HFSD+GI-1P: dieta alta en grasas y azucares + extracto GI-1 de
Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento preventivo. HFSD+GI-2P: dieta alta en grasas y
azucares + extracto GI-2 de G. lucidum al 1% de su dieta, tratamiento preventivo. HFSD+GI-1C: dieta alta
en grasas y azUcares + extracto Gl-1 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento curativo a
partir de la semana 13. HFSD+GI-2C: dieta alta en grasas y azlcares + extracto GI-2 de Ganoderma
lucidum al 1% de su dieta, tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+M: dieta alta en grasas y
azucares + metformina al 0.1% de su dieta, a partir de la semana 13. En la parte superior de cada columna,
se observa la media de colesterol en suero. Columnas con letras diferentes en la parte superior son
estadisticamente significativas (p <0.05). Los valores representan la media + SE. Los valores representan
la media + SE. Los datos se analizaron estadisticame mediante ANOVA de un factor, medias comparadas
con t-student, donde diferentes letras sefialan diferencias estadisticamente signficativas entre grupos.
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Figura 23. Triglicéridos promedio en suero registrados en los grupos experimentales de ratones machos
C57BL/6 (n= 8), los cuales consumieron una dieta alta en grasas y azUcares durante 17 semanas,
incluyendo la administracién de los extractos Gl-1 y GI-2 de Ganoderma lucidum bajo un tratamiento
preventivo y otro curativo. Los grupos experimentales son: Control-AIN-93: dieta control AIN-93. Control-
HFSD: dieta alta en grasas y azucares. HFSD+GI-1P: dieta alta en grasas y azlcares + extracto Gl-1 de
Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento preventivo. HFSD+GI-2P: dieta alta en grasas y
azlcares + extracto GI-2 de G. lucidum al 1% de su dieta, tratamiento preventivo. HFSD+GI-1C: dieta alta
en grasas y azUcares + extracto Gl-1 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento curativo a
partir de la semana 13. HFSD+GI-2C: dieta alta en grasas y azUcares + extracto GI-2 de Ganoderma
lucidum al 1% de su dieta, tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+M: dieta alta en grasas y
azlcares + metformina al 0.1% de su dieta, a partir de la semana 13. En la parte superior de cada columna,
se observa la media de triglicéridos en suero. Columnas con letras diferentes en la parte superior son
estadisticamente significativas (p <0.05). Los valores representan la media + SE. Los valores representan
la media + SE. Los datos se analizaron estadisticame mediante ANOVA de un factor, medias comparadas
con t-student, donde diferentes letras sefialan diferencias estadisticamente signficativas entre grupos.
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Figura 24 Lipoproteina de baja densidad (LDL) promedio en suero registrada en los grupos experimentales
de ratones macho C57BL/6 (n= 8), los cuales consumieron una dieta alta en grasas y azlcares durante 17
semanas, incluyendo la administracion de los extractos Gl-1 y GI-2 de Ganoderma lucidum bajo un
tratamiento preventivo y otro curativo. Los grupos experimentales son: Control-AIN-93: dieta control AIN-
93. Control-HFSD: dieta alta en grasas y azlicares. HFSD+GI-1P: dieta alta en grasas y azUcares + extracto
Gl-1 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento preventivo. HFSD+GI-2P: dieta alta en grasas
y azucares + extracto Gl-2 de G. lucidum al 1% de su dieta, tratamiento preventivo. HFSD+GI-1C: dieta
alta en grasas y azUcares + extracto Gl-1 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento curativo a
partir de la semana 13. HFSD+GI-2C: dieta alta en grasas y azUcares + extracto GI-2 de Ganoderma
lucidum al 1% de su dieta, tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+M: dieta alta en grasas y
azlcares + metformina al 0.1% de su dieta, a partir de la semana 13. En la parte superior de cada columna,
se observa la media de LDL en suero. Columnas con letras diferentes en la parte superior son
estadisticamente significativas (p <0.05). Los valores representan la media + SE. Los datos se analizaron
estadisticame mediante ANOVA de un factor, medias comparadas con t-student, donde diferentes letras
sefialan diferencias estadisticamente signficativas entre grupos.

5.2.3.3 Perfil hepético

El consumo excesivo de kilocalorias provenientes de alimentos altos en grasa y bebidas
azucaradas es considerado como el mayor riesgo para el desarrollo de higado graso. La
sacarosay la fructosa son componentes importantes de las bebidas industrializadas, por
lo que es importante sefialar que la glucosa puede ser utilizada por cualquier célula del
cuerpo mientras que la fructosa so6lo es metabolizada en el higado. Se ha visto que el
consumo excesivo de estos azucares tiene incidencia sobre distintos procesos

patolégicos. A diferencia de la glucosa que promueve la secrecion de insulina, el
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metabolismo de la fructosa no se regula por la insulina. La diferencia mas importante en
el metabolismo de la fructosa y aquel de la glucosa es su potencial lipogénico, la fructosa
incrementa de forma importante la expresion de enzimas relacionadas con la sintesis de
acidos grasos (Softic et al., 2017). Diversos autores han reportado que el suministro de
bebidas con glucosa a ratones alimentados con dieta HFD, se asocia con una
acumulacion de triglicéridos a nivel hepatico, mientras que la fructosa se asocia con un
aumento en la sintesis de acidos grasos y resistencia a la insulina a nivel hepatico (Softic
et al., 2017).

La a-alanina aminotransferasa (ALT) y la aspartato aminotransferasa (AST) son
dos importantes marcadores para evaluar la funcién hepatica. Cuando existen procesos
inflamatorios, hay necrosis, envenenamiento y dafio hepaticos, los niveles de ALT y AST
fluyen hacia el plasma sanguineo, lo que resulta en niveles elevados de ALT y AST en
suero (Cioffi et al., 2017; Kim et al., 2022).

Al comparar los niveles de ALT que reportan en la bibliografia, se observa que las
dietas altas en grasa (60%) provocan mayor dafo (Kim et al., 2022). En este trabajo, se
demostré que con un 45% kcal de grasas, se provoca menor dafio que con un porcentaje
mas alto (Kim et al., 2022), pero la suma de una dieta alta en grasas (45%) y azucares
(agua con 50 g/L; fructosa 55%, sacarosa 45%) es mucho mas dafiina (Cao et al., 2020)
o afadir fructosa al 30% (Cioffi et al., 2017). Similar fue el caso en los niveles de AST,
con la diferencia de que los valores coinciden con aquellos de la dieta HFD 60%. Esta

comparacion de valores puede observarse en el Cuadro 15.

En cuanto al efecto de los extractos se observa como GI2 administrado como
tratamiento curativo, es capaz de disminuir de manera importante ambos marcadores
(Figura 25 y 26), y de manera estadisticamente significativa los valores de AST (Figura
26). Ademas, algo interesante es que los valores de AST del grupo experimental HFSD-
TC-GI2 son incluso mas bajos siendo estadisticamente distintos a los del grupo HFSD-
metformina lo que sugiere que este extracto actla reduciendo el dafio que causan las
dietas altas en grasa, azucar y fructuosa a nivel hepatico y que su actividad es incluso

mejor 0 menos citotoxica que la de la de la metformina.
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Cuadro 15. Comparacion de niveles de a-alanina aminotransferasa (ALT) y la aspartato

aminotransferasa (AST) en modelo in vivo, alimentado con dieta alta en grasas (HFD)

y/o azlcares (sacarosa, fructosa).

Autores Modelo/tiempo dieta Chow o AIN- | HFD y/o sacarosa | Chow o AIN- | HFD y/o sacarosa
93: ALT ylo fructosa: ALT 93: AST ylo fructosa: AST
(UL (UL (U/L) (UL
Este C57BL/6, 17 semanas AIN-93: HFSD 45% AIN-93 HFSD 45%
trabajo HFSD (45% grasas)
38.14+17.76 | 62.23+14.16 102.4+26.06 | 101.5+15.26
Cao et Ratas Sprague-Dawley, 8 | Chow HFD 45% Chow HFD 45%
al. (2020) | semanas
17 32+10 12 26
Cioffi et Ratas Sprague Dawley, 4 | 16.8+1 Fructosa 30% 43.0+£3.1 Fructosa 30%
al. (2017) | meses
27.3£1 65.2+3.3
Kim et al. | Ratones C57BL/6, 16 Control HFD 60% Chow HFD 60%
(2022) semanas
11 160410 52420 105+15
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Figura 25. La a-alanina aminotransferasa (ALT) promedio en suero registrada en los grupos
experimentales de ratones macho C57BL/6 (n= 8), los cuales consumieron una dieta alta en grasas y
azucares durante 17 semanas, incluyendo la administracion de los extractos Gl-1 y GI-2 de Ganoderma
lucidum bajo un tratamiento preventivo y otro curativo. Los grupos experimentales son: Control-AIN-93:
dieta control AIN-93. Control-HFSD: dieta alta en grasas y azUcares. HFSD+GI-1P: dieta alta en grasas y
azlcares + extracto GI-1 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento preventivo. HFSD+GI-2P:
dieta alta en grasas y azUcares + extracto GI-2 de G. lucidum al 1% de su dieta, tratamiento preventivo.
HFSD+GI-1C: dieta alta en grasas y azUcares + extracto Gl-1 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta,
tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+GI-2C: dieta alta en grasas y azUcares + extracto Gl-
2 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+M: dieta
alta en grasas y azucares + metformina al 0.1% de su dieta, a partir de la semana 13. En la parte superior
de cada columna, se observa la media de ALT en suero. Columnas con letras diferentes en la parte superior
son estadisticamente significativas (p <0.05). Los valores representan la media + SE. Los valores
representan la media + SE. Los datos se analizaron estadisticame mediante ANOVA de un factor, medias
comparadas con t-student, donde diferentes letras sefialan diferencias estadisticamente signficativas entre
grupos.
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Figura 26. La aspartato aminotransferasa (AST) promedio en suero registrada en los grupos
experimentales de ratones machos C57BL/6 (n= 8), los cuales consumieron una dieta alta en grasas y
azucares durante 17 semanas, incluyendo la administracion de los extractos Gl-1 y GI-2 de Ganoderma
lucidum bajo un tratamiento preventivo y otro curativo. Los grupos experimentales son: Control-AIN-93:
dieta control AIN-93. Control-HFSD: dieta alta en grasas y azlUcares. HFSD+GI-1P: dieta alta en grasas y
azucares + extracto Gl-1 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento preventivo. HFSD+GI-2P:
dieta alta en grasas y azUcares + extracto GI-2 de G. lucidum al 1% de su dieta, tratamiento preventivo.
HFSD+GI-1C: dieta alta en grasas y azUcares + extracto Gl-1 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta,
tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+GI-2C: dieta alta en grasas y azUcares + extracto Gl-
2 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+M: dieta
alta en grasas y azucares + metformina al 0.1% de su dieta, a partir de la semana 13. En la parte superior
de cada columna, se observala media de ALT en suero. Columnas con letras diferentes en la parte superior
son estadisticamente significativas (p <0.05). Los valores representan la media + SE. Los datos se
analizaron estadisticame mediante ANOVA de un factor, medias comparadas con t-student, donde
diferentes letras sefialan diferencias estadisticamente signficativas entre grupos.
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5.2.4 Pruebas cognitivas
5.2.4.1 Prueba de T-maze

Los resultados de las pruebas del laberinto T-maze, antes y después de la administracion
del tratamiento curativo, demostraron que todos los grupos experimentales tienen una
tasa de alternancia por debajo de lo tipico (Figuras 28 y 29), estimado en 85% al 90%,
con el argumento de que se utilizé la division central en el laberinto (Figura 27). La
tendencia natural de los roedores es alternar su eleccion de los brazos objetivo, como
reflejo de la motivacion del animal a explorar su ambiente en busca de beneficios
(Deacon & Rawlins, 2006; Dember & Fowler, 1958). Las areas del sistema nervioso
central que estan relacionadas con la alternacion espontanea son el sistema septal
hipocampal, el cerebelo, y la substancia innominada (Deacon & Rawlins, 2005; Ekstrom
&Ranganath, 2018). Una explicacion de este comportamiento sugiere que el estrés
generado por el aislamiento crénico tuvo repercusiones negativas sobre el hipocampo,
esta estructura es uno de los principales blancos de dafio relacionados con el estrés. El
aislamiento social crénico resulta en un incremento de los comportamientos depresivos
y ansiosos (Todorovi¢ & Filipovi¢, 2017), y puede acelerar el dafio en la memoria (Mudra
Rakshasa & Tong, 2020).

Figura 27. Prueba del laberinto T-maze, se muestra el raton 1 del grupo experimental HFSD+GI-1P en la
fase de seleccion (izquierda) con la division central del laberinto, asi como la fase de muestreo (derecha).
En este caso, se observa un ejemplo de alternancia en la selecciéon del brazo objetivo.
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Figura 28. Nivel promedio de alternancia espontanea en el laberinto T-maze, antes de la administracion
del tratamiento curativo con los extractos estudiados de Ganoderma lucidum. Los grupos experimentales
de ratones macho C57BL/6 (n= 8), los cuales consumieron una dieta alta en grasas y azUcares durante 17
semanas, incluyendo la administracion de los extractos GIl-1 y GI-2 de G. lucidum, son: Control-AIN-93:
dieta control AIN-93. Control-HFSD: dieta alta en grasas y azUcares. HFSD+GI-1P: dieta alta en grasas y
azlcares + extracto Gl-1 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento preventivo. HFSD+GI-2P:
dieta alta en grasas y azUcares + extracto GI-2 de G. lucidum al 1% de su dieta, tratamiento preventivo.
HFSD+GI-1C: dieta alta en grasas y azUcares + extracto Gl-1 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta,
tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+GI-2C: dieta alta en grasas y azUcares + extracto Gl-
2 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+M: dieta
alta en grasas y azucares + metformina al 0.1% de su dieta, a partir de la semana 13. En la parte superior
de cada columna, se observa la media de alternancia espontanea. Columnas con letras diferentes en la
parte superior son estadisticamente significativas (p <0.05). Los valores representan la media + SE. Los
valores representan la media + SE. Los datos se analizaron estadisticame mediante ANOVA de un factor,
medias comparadas con t-student, donde diferentes letras sefialan diferencias estadisticamente
signficativas entre grupos.
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Figura 29. Nivel de alternancia espontanea en el laberinto T-maze, después de la administracion del
tratamiento curativo con los extractos estudiados de Ganoderma lucidum. Los grupos experimentales de
ratones macho C57BL/6 (n= 8), los cuales consumieron una dieta alta en grasas y azUcares durante 17
semanas, incluyendo la administracion de los extractos GI-1 y GI-2 de G. lucidum, son: Control-AIN-93:
dieta control AIN-93. Control-HFSD: dieta alta en grasas y azlcares. HFSD+GI-1P: dieta alta en grasas y
azucares + extracto GI-1 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento preventivo. HFSD+GI-2P:
dieta alta en grasas y azUcares + extracto GI-2 de G. lucidum al 1% de su dieta, tratamiento preventivo.
HFSD+GI-1C: dieta alta en grasas y azUcares + extracto Gl-1 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta,
tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+GI-2C: dieta alta en grasas y azlcares + extracto Gl-
2 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+M: dieta
alta en grasas y azlcares + metformina al 0.1% de su dieta, a partir de la semana 13. En la parte superior
de cada columna, se observa la media de alternancia espontanea. Columnas con letras diferentes en la
parte superior son estadisticamente significativas (p <0.05). Los valores representan la media + SE. Los
valores representan la media + SE. Los datos se analizaron estadisticame mediante ANOVA de un factor,
medias comparadas con t-student, donde diferentes letras sefialan diferencias estadisticamente
signficativas entre grupos.

La prueba del laberinto T-maze se realiz6 con un intervalo de retencion de 2 min, por lo
que se llevo a cabo una prueba de alta demanda cognitiva, con el fin de aumentar la
posibilidad de detectar los efectos de los tratamientos. Ademas, se tratd una prueba
dificil, ya que el tiempo entre la fase de seleccion y la fase de muestreo de la siguiente

prueba fue muy amplio.

El ANOVA indic6 diferencias significativas entre los grupos estudiados. En la

Figura 28, en la cual se presenta el nivel de alternancia en la prueba antes de la
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administracion del tratamiento curativo, se observé un mayor porcentaje de alternancia
en el grupo HFSD+GI-1P, siendo estadisticamente diferente al grupo Control-HFSD,
grupo que tuvo el menor porcentaje de alternancia. Esto indicé un dafio en la memoria
de trabajo del grupo Control-HFSD, opuesto a lo que ocurrié en el grupo HFSD+GI-1P
gue consumio la dieta alta en grasas y azucares mas el extracto Gl-1 de Ganoderma
lucidum, el cual tuvo mejor desempefio que los demas ratones indicando un efecto
positivo en la funcion cognitiva de estos ratones debido al consumo del extracto. Sin
embargo, en los resultados de la prueba que se realizd después de la administracion del
tratamiento curativo (Figura 29), se observé que el grupo HFSD+GI-1C tuvo un menor
porcentaje de alternancia, mientras que en el grupo HFSD+GI-2C se registraron los
mayores porcentajes de alternancia. Se puede observar que el extracto GI-2 de G.
lucidum tuvo un efecto positivo administrado de forma breve como tratamiento curativo,
mientras que lo observado en el grupo Control-HFSD podria atribuirse al efecto hedonico
de las comidas hipercaldricas. Yoshizaki et al. (2020) observaron que la dieta HFD
fortalece el trabajo de memoria en la prueba de T-maze en ratones C57BL/6J y reduce

el comportamiento de ansiedad en la prueba de eleveted plus maze.

La memoria de trabajo es un constructo que requiere mantenimiento de un
objetivo, control de la interferencia y capacidad de dominio de la memoria, ademas de la
corteza prefrontal, el hipocampo es un substrato anatomico para la memoria de trabajo.
El dafio en la memoria de trabajo es un sintoma de disfuncién cognitiva en humanos,
gue ocurre en el envejecimiento, cuando hay dafo en el cerebro y en las enfermedades

de tipo psiquiatrico y degenerativo (Duda & Wesierka, 2021).
5.2.4.2 Prueba Elevated Plus Maze (EPM)

Con esta prueba se miden los comportamientos que evitan riesgos, utilizando el miedo
innato de los ratones por las alturas, los espacios luminosos y brillantes o los brazos
abiertos, contrastado con la curiosidad que los conduce a una exploracién espontanea
(Figura 30). EI EPM también mide el comportamiento de ansiedad al evaluar el
comportamiento adaptativo en ausencia de amenazas explicitas, castigo o recompensas
(Biedermann et al., 2017).
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Los parametros conductuales en el EPM brindan informacion acerca del
comportamiento de aproximacién y el comportamiento de evasion, asi como de la
actividad general de los roedores. Los parametros mejor establecidos para medir
ansiedad reflejan la evasidn de los brazos abiertos, asi como el tiempo total transcurrido
en los brazos abiertos (tiempo en brazos abiertos y nimero de entradas a los brazos

abiertos).

En las Figuras 31-35 se observan los parametros de tiempo transcurrido en brazos
abiertos (Figura 31), tiempo transcurrido en brazos cerrados (Figura 32), tiempo
transcurrido en brazos cerrados y centro (Figura 33), tiempo de inmovilidad (Figura 34),
y numero de entradas a los brazos abiertos (Figura 35). El analisis estadistico (ANOVA)
de cada uno de estos parametros no mostro diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos. En roedores, evitar los brazos abiertos esta relacionado con ansiedad
elevada, mientras que la entrada a estos esta relacionada con busqueda novedosa y
curiosidad. En Cuadro 16 se observan los tiempos promedio en brazos abiertos, cerrados
y centro, informaciéon que se complementa con las Figuras 31-35, para confirmar que
todos los grupos experimentales pasaron la mayoria del tiempo en los brazos cerrados
y en centro. Es importante mencionar que en los tratamientos con los extractos
estandarizados de Ganoderma lucidum (grupos HFSD+GI-1P, HFSD+GI-2P, HFSD+GI-
1C, HFSD+GI-2C), se observé una tendencia de los ratones a pasar menos tiempo en
los brazos cerrados, aunque no hubo significacia estadistica. Comparado con otros
trabajos, en donde los controles pasaron un tiempo promedio de 200 s en los brazos
cerrados (lfiiguez et al., 2014), la presente investigacion registrdo 178 s. Asimismo, los
ratones a los que se les promovié estrés reportaron 230 s (Ifiiguez et al., 2014), mientras
gue en este estudio, los grupos con mayores tiempos en brazos cerrados fueron Control-
HFSD y HFSD+M, lo que sugiere un menor grado de estrés en aquellos grupos que

consumieron los extractos de G. lucidum.
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Figura 30. Prueba del laberinto Elevated Plus-Maze (EPM), se muestra el ratén 1 del grupo HFSD+GI-2P
en la posicién inicial de principio de la prueba. Pueden observarse el aparato en forma del signo de mas
(+), los brazos laterales que corre7ponden a los brazos abiertos, asi como aquellos de la parte superior a
la inferior de la imagen que corresponden a los brazos cerrados.

Cuadro 16. Promedio de los tiempos transcurridos (segundos) en brazos abiertos,
cerrados, centro, asi como el nimero de entradas a los brazos abiertos. Los grupos
experimentales de ratones macho C57BL/6, los cuales consumieron una dieta alta en
grasas y azUcares durante 17 semanas, incluyendo la administracion de los extractos Gl-
1y GI-2 de G. lucidum, son: Control-AIN-93: dieta control AIN-93. Control-HFSD: dieta
alta en grasas y azucares. HFSD+GI-1P: dieta alta en grasas y azucares + extracto GI-1
de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento preventivo. HFSD+GI-2P: dieta
alta en grasas y azucares + extracto Gl-2 de G. lucidum al 1% de su dieta, tratamiento
preventivo. HFSD+GI-1C: dieta alta en grasas y azucares + extracto Gl-1 de Ganoderma
lucidum al 1% de su dieta, tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+GI-2C:
dieta alta en grasas y azucares + extracto Gl-2 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta,
tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+M: dieta alta en grasas y azlUcares
+ metformina al 0.1% de su dieta, a partir de la semana 13.

Medidas AIN-93 HFSD HFSD-GI1 HFSD-GI2 HFSD-TC-GI1 HFAS-TC- HFSD-

Gl2 metformina
Tiempo 25.5+28.48 7.87+14.47 18.55+29.38 3.88+9.87 62.82+100.38 16.87+22.00 14.57+20.08
transcurrido
en brazos
abiertos (s)

Tiempo 178.9+77.12 | 202.62+44.72 148.66+53.61 | 185.22+96.64 | 157.12+87.98 189.5+74.96 218.62+71.16
transcurrido
en brazos
cerrados
(s)

Tiempo 274.5+28.48 | 282.125+42.57 281.44+29.38 | 296.22+9.92 236.75 273.37+43 287.25+19.29
transcurrido +100.16
en centroy
brazos
cerrados
(s)

Tiempo de 34.4+32.03 33+34.30 16.14+20.13 45.75+87.03 15.8419.62 19.5+17.82 18.57+24.21
inmovilidad
(s)

NUmero de 1.8+1.93 1.3+1.68 1+1.06 0.375+0.744 2.14+1.5 1.14+1.06 1.12+1.35
entradas a
los brazos
abiertos (n)
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Figura 31. Prueba del laberinto EPM (elevated plus maze), promedio de tiempo (segundos) transcurrido
en brazos abiertos. Los grupos experimentales de ratones macho C57BL/6 (n= 8), los cuales consumieron
una dieta alta en grasas y azlcares durante 17 semanas, incluyendo la administracion de los extractos Gl-
1y GI-2 de G. lucidum, son: Control-AIN-93: dieta control AIN-93. Control-HFSD: dieta alta en grasas y
azlcares. HFSD+GI-1P: dieta alta en grasas y azUcares + extracto Gl-1 de Ganoderma lucidum al 1% de
su dieta, tratamiento preventivo. HFSD+GI-2P: dieta alta en grasas y azUcares + extracto GI-2 de G.
lucidum al 1% de su dieta, tratamiento preventivo. HFSD+GI-1C: dieta alta en grasas y azlcares + extracto
GI-1 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+GI-
2C: dieta alta en grasas y azUucares + extracto GI-2 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento
curativo a partir de la semana 13. HFSD+M: dieta alta en grasas y azUcares + metformina al 0.1% de su
dieta, a partir de la semana 13. En la parte superior de cada columna, se observa el promedio del tiempo
transcurrido. Los valores representan la media + SE. Los datos se analizaron estadisticamente con el
ANOVA, indicando que no hubo diferencias estadisticamente significativas en el tiempo transcurrido en los
brazos abiertos entre los siete grupos experimentales (p <0.05).
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Figura 32. Prueba del laberinto EPM (elevated plus maze), promedio de tiempo (segundos) transcurrido
en brazos cerrados. Los grupos experimentales de ratones macho C57BL/6 (n= 8), los cuales consumieron
una dieta alta en grasas y azUcares durante 17 semanas, incluyendo la administracion de los extractos Gl-
1y GI-2 de G. lucidum, son: Control-AIN-93: dieta control AIN-93. Control-HFSD: dieta alta en grasas y
azucares. HFSD+GI-1P: dieta alta en grasas y azUcares + extracto Gl-1 de Ganoderma lucidum al 1% de
su dieta, tratamiento preventivo. HFSD+GI-2P: dieta alta en grasas y azlcares + extracto GI-2 de G.
lucidum al 1% de su dieta, tratamiento preventivo. HFSD+GI-1C: dieta alta en grasas y azUcares + extracto
Gl-1 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+GlI-
2C: dieta alta en grasas y azUcares + extracto GI-2 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento
curativo a partir de la semana 13. HFSD+M: dieta alta en grasas y azucares + metformina al 0.1% de su
dieta, a partir de la semana 13. En la parte superior de cada columna, se observa el promedio del tiempo
transcurrido. Los valores representan la media + SE. Los datos se analizaron estadisticamente con el
ANOVA, indicando que no hubo diferencias estadisticamente significativas en el tiempo transcurrido en los
brazos cerrados entre los siete grupos experimentales (p <0.05).
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Figura 33. Prueba del laberinto EPM (elevated plus maze), promedio de tiempo (segundos) transcurrido
en brazos cerrados y centro. Los grupos experimentales de ratones macho C57BL/6 (n= 8), los cuales
consumieron una dieta alta en grasas y azUcares durante 17 semanas, incluyendo la administracién de los
extractos Gl-1y GI-2 de G. lucidum, son: Control-AIN-93: dieta control AIN-93. Control-HFSD: dieta alta en
grasas y azlcares. HFSD+GI-1P: dieta alta en grasas y azucares + extracto Gl-1 de Ganoderma lucidum
al 1% de su dieta, tratamiento preventivo. HFSD+GI-2P: dieta alta en grasas y azUcares + extracto GI-2 de
G. lucidum al 1% de su dieta, tratamiento preventivo. HFSD+GI-1C: dieta alta en grasas y azlcares +
extracto Gl-1 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento curativo a partir de la semana 13.
HFSD+GI-2C: dieta alta en grasas y azUcares + extracto GI-2 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta,
tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+M: dieta alta en grasas y azlcares + metformina al
0.1% de su dieta, a partir de la semana 13. En la parte superior de cada columna, se observa el promedio
del tiempo transcurrido. Los valores representan la media + SE. Los datos se analizaron estadisticamente
con el ANOVA, indicando que no hubo diferencias estadisticamente significativas en el tiempo transcurrido
en los brazos cerrados y centro entre los siete grupos experimentales (p <0.05).
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Tiempo de inmovilidad (s)

Figura 34. Prueba del laberinto EPM (elevated plus maze), promedio de tiempo (segundos) de inmovilidad.
Los grupos experimentales de ratones macho C57BL/6 (n= 8), los cuales consumieron una dieta alta en
grasas y azUcares durante 17 semanas, incluyendo la administracion de los extractos GI-1 y GI-2 de G.
lucidum, son: Control-AIN-93: dieta control AIN-93. Control-HFSD: dieta alta en grasas y azlcares.
HFSD+GI-1P: dieta alta en grasas y azucares + extracto Gl-1 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta,
tratamiento preventivo. HFSD+GI-2P: dieta alta en grasas y azucares + extracto GI-2 de G. lucidum al 1%
de su dieta, tratamiento preventivo. HFSD+GI-1C: dieta alta en grasas y azUcares + extracto Gl-1 de
Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+GI-2C: dieta
alta en grasas y azUcares + extracto Gl-2 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento curativo a
partir de la semana 13. HFSD+M: dieta alta en grasas y azUcares + metformina al 0.1% de su dieta, a partir
de la semana 13. En la parte superior de cada columna, se observa el promedio del tiempo de inmovilidad.
Los valores representan la media + SE. Los datos se analizaron estadisticamente con el ANOVA, indicando
gue no hubo diferencias estadisticamente significativas en el tiempo de inmovilidad entre los siete grupos
experimentales (p <0.05).
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Figura 35. Prueba del laberinto EPM (elevated plus maze), nimero promedio de entradas a los brazos
abiertos. Los grupos experimentales de ratones macho C57BL/6 (n= 8), los cuales consumieron una dieta
alta en grasas y azUcares durante 17 semanas, incluyendo la administracion de los extractos Gl-1 y GI-2
de G. lucidum, son: Control-AIN-93: dieta control AIN-93. Control-HFSD: dieta alta en grasas y azucares.
HFSD+GI-1P: dieta alta en grasas y azUcares + extracto Gl-1 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta,
tratamiento preventivo. HFSD+GI-2P: dieta alta en grasas y azucares + extracto GI-2 de G. lucidum al 1%
de su dieta, tratamiento preventivo. HFSD+GI-1C: dieta alta en grasas y azlcares + extracto Gl-1 de
Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+GI-2C: dieta
alta en grasas y azlcares + extracto Gl-2 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento curativo a
partir de la semana 13. HFSD+M: dieta alta en grasas y azUcares + metformina al 0.1% de su dieta, a partir
de la semana 13. En la parte superior de cada columna, se observa el nUmero de entradas. Los valores
representan la media + SE. Los datos se analizaron estadisticamente con el ANOVA, indicando que no
hubo diferencias estadisticamente significativas en el nimero de entradas entre los siete grupos
experimentales (p <0.05).

5.2.4.3 Prueba de anidamiento (nesting)

Se llevo a cabo un analisis univariante de un factor para evaluar estadisticamente los
resultados de la prueba de anidamiento (nesting). En la Figura 37 se observan los
resultados de la prueba que se realizd antes de la administracion de los tratamientos
curativos de los extractos de Ganoderma lucidum. En los promedios de las calificaciones
de las pruebas, se agruparon las calificaciones mas bajas 1 y 2 (otorgando 1), la
calificacion 3 quedo igual, y se agruparon las calificaciones mas altas (4 y 5). El analisis
revelé diferencias estadisticamente significativas entre los grupos Control-HFSD vy
HFSD+GI-1P (p 0.0240), los grupos Control-AIN-93 y Control-HFSD (p 0.0356), y los
grupos HFSD+GI-1P y HFSD+M (p 0.0498). Se demostré que el grupo HFSD+GI-1P no
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tuvo puntajes de 1 o 2, en este caso la mayor parte de los ratones construyeron nidos
con un alto puntaje de 5y 4, es decir, nidos bien construidos en crater o planos. Este
mismo efecto, se continud observando después de administrar el tratamiento curativo
con los extractos de G. lucidum (Figura 38). Shi et al. (2020) reportaron que la
suplementacion de la dieta de ratones con carbohidratos accesibles para la microbiota
tuvo un efecto benéfico, ya que los mejores nidos fueron hechos por aquellos ratones
con la microbiota intestinal mas diversa. Esto puede explicar los resultados obtenidos
con el grupo HFSD+GI-1P, ya que Meneses et al. (2016) demostraron el efecto prebidtico

de los extractos estudiados de G. lucidum en los ratones C57BL/6.

Figura 36. Registro de los tipos de nido hechos por los ratones C57BL/6 de diferentes grupos
experimentales, 24 h después de colocar el nestlet en la jaula.

En la parte inferior, se presenta la calificacion de los nidos elaborados, de acuerdo con la escala de
Deacon.

87



AB

2.5

ABC
ABC ABC

20 BC

1.5

1.0

Puntaje prueba de
anidamiento

05

Control-AIN-93  Control-HFSD HFSD+M HFSD+GI-1P HFSD+GI-2P HFSD+GI-1C HFSD+GI-2C

Grupo experimental

Figura 37 Puntaje promedio de las calificaciones obtenidas en la prueba de anidamiento (nesting), antes
de la administracion del tratamiento curativo, de los grupos experimentales de ratones macho C57BL/6 (n=
8), los cuales consumieron una dieta alta en grasas y azlcares durante 17 semanas, incluyendo la
administracion de los extractos Gl-1 y GI-2 de G. lucidum. Los grupos experimentales son: Control-AIN-93:
dieta control AIN-93. Control-HFSD: dieta alta en grasas y azlUcares. HFSD+GI-1P: dieta alta en grasas y
azucares + extracto Gl-1 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento preventivo. HFSD+GI-2P:
dieta alta en grasas y azUcares + extracto GI-2 de G. lucidum al 1% de su dieta, tratamiento preventivo.
HFSD+GI-1C: dieta alta en grasas y azUcares + extracto Gl-1 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta,
tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+GI-2C: dieta alta en grasas y azlcares + extracto Gl-
2 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+M: dieta
alta en grasas y azucares + metformina al 0.1% de su dieta, a partir de la semana 13. En la parte superior
de cada columna, se observa la media de las calificaciones obtenidas. Columnas con letras diferentes en
la parte superior son estadisticamente significativas (p <0.05 Los valores representan la media + SE. Los
datos se analizaron estadisticame mediante ANOVA de un factor, medias comparadas con t-student,
donde diferentes letras sefialan diferencias estadisticamente signficativas entre grupos.
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Grafica 38 Puntaje promedio de las calificaciones obtenidas en la prueba de anidamiento (nesting),
después de la administracién del tratamiento curativo, de los grupos experimentales de ratones macho
C57BL/6 (n= 8), los cuales consumieron una dieta alta en grasas y azUcares durante 17 semanas,
incluyendo la administracion de los extractos Gl-1 y GI-2 de G. lucidum. Los grupos experimentales son:
Control-AIN-93: dieta control AIN-93. Control-HFSD: dieta alta en grasas y azUcares. HFSD+GI-1P: dieta
alta en grasas y azUcares + extracto Gl-1 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento preventivo.
HFSD+GI-2P: dieta alta en grasas y azlcares + extracto GI-2 de G. lucidum al 1% de su dieta, tratamiento
preventivo. HFSD+GI-1C: dieta alta en grasas y azUucares + extracto Gl-1 de Ganoderma lucidum al 1% de
su dieta, tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+GI-2C: dieta alta en grasas y azUcares +
extracto Gl-2 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento curativo a partir de la semana 13.
HFSD+M: dieta alta en grasas y azUcares + metformina al 0.1% de su dieta, a partir de la semana 13. En
la parte superior de cada columna, se observa la media de las calificaciones obtenidas Los datos se
analizaron estadisticamente con el ANOVA, indicando que no hubo diferencias estadisticamente
significativas de las calificaciones entre los siete grupos experimentales (p <0.05).

5.3Extraccién del cerebro

Los cerebros de los ratones se extrajeron después de la fractura del craneo. En la Figura
39 se observa la parte superior e inferior del cerebro de uno de los ratones del presente
trabajo. En la Figura 40se observan hipocampo izquierdo y derecho y las cortezas
prefrontales izquierda y derecha. En la Figura 41 se observan el nimero de estructuras
(corteza e hipocampo) que se extrajeron de manera Optima.
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Figura 39. Vista superior (A) e inferior (B) del cerebro de uno de los ratones experimentales del presente
estudio. A: Se observan los bulbos olfatorios en la parte inferior del cerebro, en medio los hemisferios
izquierdo y derecho del cerebro, y el cerebelo en la parte superior del cerebro. B: Se aprecian los bulbos
olfatorios en la parte inferior del cerebro, en la parte central el hipotalamo rodeado de los hemisferios
izquierdo y derecho, y el cerebelo en la parte superior del cerebro. La cuadricula equivale a 1x1 cm.
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Figura 40. Estructuras cerebrales de uno de los ratones experimentales del presente estudio. A: Los
hipocampos izquierdo y derecho. B: Las cortezas prefrontales bilaterales. La cuadricula equivale a 1x1 cm.
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HIPOCAMPO HIPOCAMPO E:g;ﬁ.i’i AL CORTEZA PRE
Grupo experimental IZQUIERDO DERECHO 1ZQUIERDA FRONTAL DERECHA

Control-AIN 93 18(8) 1-8(8) 1-8(8) 1-8(8)

Control-HFSD 1-8(8) 1-8 (8) 1-8(8) 1-8(8)

HFSD+Gl-1P 1-8(8) 1-8(8) 1-8(8) 1-8(8)

HFSD+GI-2P 1-8(8) 1-8 (8) 1-8(8) 1-8(8)

HFSD+G/-1C 1-8(8) 1-8(8) 1-8(8) 1-8(8)

HFSD+GI-2C 1-8(8) 1-8 (8) 1-8(8) 1-8(8)

HFSD+M 17(7) 17(7) 18(8) 1-8(8)

TOTAL 59 tubos 59 tubos 60 tubos 60 tubos

Figura 41. Estructuras que se diseccionaron (A) y su colocacion y etiquetado en tubos Eppendorf para su
almacenamiento a -80°C (B), procedentes de los cerebros de los ratones macho C57BL/6 (n= 8) que
consumieron una dieta alta en grasas y azUcares durante 17 semanas, incluyendo la administracién de los
extractos Gl-1y GIl-2 de G. lucidum. Los grupos experimentales son: Control-AIN-93: dieta control AIN-93.
Control-HFSD: dieta alta en grasas y azUcares. HFSD+GI-1P: dieta alta en grasas y azUcares + extracto
Gl-1 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento preventivo. HFSD+GI-2P: dieta alta en grasas
y azlcares + extracto GI-2 de G. lucidum al 1% de su dieta, tratamiento preventivo. HFSD+GI-1C: dieta
alta en grasas y azlcares + extracto Gl-1 de Ganoderma lucidum al 1% de su dieta, tratamiento curativo a
partir de la semana 13. HFSD+GI-2C: dieta alta en grasas y azUcares + extracto Gl-2 de Ganoderma
lucidum al 1% de su dieta, tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+M: dieta alta en grasas y
azlcares + metformina al 0.1% de su dieta, a partir de la semana 13.

5.4 Estudio por Western blot de la expresion de proteina

Concluida la obtencion y almacenamiento de las estructuras cerebrales, se procedio a la
deteccidn de proteinas mediante la técnica del Western blot. Las imagenes de las bandas
obtenidas corresponden a una de las membranas de PVDF que se revelaron por
guimioluminiscencia, para posteriormente procesarlas a través del andlisis
densitométrico con el programa Image J, cuyos datos se transfieren al programa

estadistico Graph Pad Prism.

5.4.1 Efecto de los extractos de Ganoderma lucidum sobre la expresion de la

proteina singptica PSD-95

Como resultado del Western blot con el anticuerpo PSD-95 se observaron 3 bandas, la
superior que esta justo por debajo de los 100kD, la segunda que esta sobre o justo por
encima de los 75 kD, y la tercera banda que esta justo por debajo de los 75 Kd (Figura
42A). La hoja técnica del anticuerpo sefiala que se debe observar una banda de 80 kD,
por lo que se decidié hacer la densitometria de la segunda que esta alrededor de los

80kD. En la Figura 42B, se observan las gréaficas obtenidas con los resultados de las
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densitometrias. No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
grupos. Las graficas de la izquierda corresponden a la corteza prefrontal derecha y la
gréfica de la derecha corresponde al hipocampo, observandose que el tratamiento
experimental HFSD+GI-2C, HFSD+M, y Control-HFSD mostraron una expresion de PSD-
95 mayor al Control-AIN-93, mientras que los demas grupos experimentales tuvieron una
expresion menor a aquella del control. En la corteza prefrontal derecha, también se
observé una mayor expresion de PSD-95, comparada con el Control-AIN-93, en los
grupos Control-HFSD y HFSD+GI-2C. Sin embargo, a diferencia de lo que se observo
en hipocampo, el grupo de HFSD+M, al igual que HFSD+GI-1P, HFSD+GI-2P, y

HFSD+GI-1C tuvieron menor expresion de esta proteina.

Shi et al. (2020) encontraron una disminucion en la expresion de la proteina PSD-95 en
los ratones alimentados con una dieta HFD y un aumento de la expresion de PSD-95 en
los ratones que recibieron dieta suplementada con carbohidratos accesibles para la
microbiota intestinal. Otros estudios han confirmado que las dietas altas en grasas y
azucares pueden causar una disminucion en la expresion de PSD-95 (Kothari et al.,
2017), ya que, al reducirse la expresion de proteinas, se reduce la fuerza sinaptica y se
ve debilitada la neurotransmision. Sin embargo, otras investigaciones han demostrado
gue al realizar pruebas de aprendizaje y memoria a diferentes tiempos que van desde
los 10 dias hasta las 21 semanas, en los primeros dias de dieta se registra un menor
desempeiio en las pruebas cognitivas, pero conforme pasa el tiempo los puntajes entre
los animales alimentados con dietas control y con dieta HFSD se asemejan hasta el punto
de igualarse. Es decir, los pobres desempefios de las pruebas de memoria tienden a
corregirse con la cronicidad de las dietas altas en grasas (Denver et al., 2018). Esto
puede explicar los resultados obtenidos en la presente investigacién con los niveles de
PSD-95.

92



A

PSD-95, N1, Corteza prefrontal derecha PSD-95, N1, Hipocampo derecho
Control- Control HFSD HFSD HFSD HFSD+ HFSD+ - - -
PSS i S W GRS PSD9S S i U U U U
> - —— — < - - -
75KD ’_g!;‘—— 75KD !_!!;!_
Actina Actina
45 KD > 45 KD >
B
1.5+
2.5
©
c o 2.0
T 1.0 { [ s
a = 2 § 1.8
o 2 8 a ]
@ ® = & 1.04 & -
D 0-5- g . : T z
@ 7] 2 B =
- o 0.5 8
0.0- T T 0.0~ — T
S N § 5 O e R OO
SIS Iy TLSFIF &
Tty TS558 8
$ S S
§ < < & § I E K
Grupo experimental Grupo experimental
N4, sin DES p 0.6212 N4- sin DES p 0.6233

Figura 42. Expresion de la proteina sindptica PSD-95 en las estructuras cerebrales estudiadas en los
grupos ratones macho C57BL/6 (n= 4) que consumieron una dieta alta en grasas y azlcares durante 17
semanas, incluyendo la administracion de los extractos Gl-1 y GI-2 de G. lucidum. A: Membranas
representativas de PVDF reveladas por quimioluminiscencia, con bandas resultantes después del Western
blot con el anticuerpo PSD-95, y su referencia respectiva B-actina. En el lado izquierdo, se observa la
deteccion de PSD-95 en corteza prefrontal derecha. En el lado derecho, se presenta la deteccion de PSD-
95 en hipocampo derecho. Los carriles corresponden a lo siguiente: Marcador de peso molecular (1),
Control-AIN-93 (2), Control-HFSD (3), HFSD+M (4), HFSD+GI-1P (5), HFSD+GI-2P (6), HFSD+GI-1C (7),
y HFSD+GI-2C (8). B: Densitometrias correspondientes a cada uno de los grupos experimentales
estudiados, datos correspondientes a las medias + la desviacion estandar, sin diferencias estadisticamente
significativas (DES).

5.4.2 Efecto de los extractos de Ganoderma lucidum sobre la expresion de la

proteina TLR-4

Aungue no se registraron diferencias estadisticamente significativas en la expresion de
TLR-4 en los grupos experimentales estudiados, tanto en la corteza prefrontal como en

el hipocampo se observd una menor expresion de TLR-4 en el grupo alimentado con
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dieta alta en grasas y azUcares (Control-HFSD). En el grupo HFSD+GI-2P se observé
la menor expresion de TLR-4 (Figura 43). Aunque varios estudios han mostrado que los
grupos experimentales alimentados con dietas altas en grasas tienen mayor expresion
de TLR-4 (Liu et al., 2018; Paraswani et al., 2018), otras investigaciones encontraron que
el Ganodermatriol limito la activacion de TLR4-MyD88, mediando la sefializacion de NF-

kB (Hu et al., 2020).
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Figura 43. Expresion de la proteina TLR-4 en las estructuras cerebrales estudiadas en los grupos ratones
macho C57BL/6 (n= 4) que consumieron una dieta alta en grasas y azUcares durante 17 semanas,
incluyendo la administracion de los extractos Gl-1 y GI-2 de G. lucidum. A: Membranas de PVDF reveladas
por quimioluminiscencia, con bandas resultantes después del Western blot con el anticuerpo TLR-4 y su
referencia respectiva B-actina. En el lado izquierdo, se observa la deteccion de TLR-4 en corteza prefrontal
derecha. En el lado derecho, se presenta la deteccion de TLR-4 en hipocampo derecho. Los carriles
corresponden a lo siguiente: Marcador de peso molecular (1), Control-AIN-93 (2), Control-HFSD (3),
HFSD+M (4), HFSD+GI-1P (5), HFSD+GI-2P (6), HFSD+GI-1C (7), y HFSD+GI-2C (8). B: Densitometrias
correspondientes a cada uno de los grupos experimentales estudiados, datos correspondientes a las

medias * la desviacion estandar.
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5.3.3 Efecto de los extractos de Ganoderma lucidum sobre la expresion de la

proteina TNF-a

Aunque no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre grupos
(Figura 44 B), tanto en el hipocampo como en la corteza prefrontal se registré una menor
expresion del TNF-a en los grupos experimentales que consumieron los extractos de
Ganoderma lucidum (HFSD+GI-1P, HFSD+GI-2P, HFSD+GI-1C, HFSD+GI-2C), en
comparacion con los grupos Control-AIN-93 y Control-HFSD (Figura 21). Yang Y et al.
(2018) reportaron que, bajo condiciones de inflamacion, existe un aumento de vesiculas
extracelulares con citocinas proinflamatorias TNF-a e IL-6, las cuales son capaces de
propagar la inflamacion mediada por citocinas y afectar regiones del cerebro aledafnas y
distantes al sitio inicial de inflamacion. Vinuesa et al. (2019) administraron una dieta HFD
a ratones en el periodo de vida de adolescencia durante 40 dias y observaron un
incremento en los niveles de TNF-a. Asimismo, Shi et al. (2020) observaron mayor
expresion del TNF-a en ratones alimentados con dieta HFSD, asi como una disminucion
de su expresion en el grupo murino alimentado con carbohidratos accesibles para la
microbiota. Estas evidencias cientificas son similares a los resultados de la presente
investigacion, ya que la tendencia de los grupos experimentales a los que se les
administraron los extractos estandarizados de G. lucidum, tanto el tratamiento preventivo
como curativo, correspondié a una menor expresion del TNF-a, comparativamente con
el grupo Control-HFSD. Diversos trabajos indican la capacidad de diferentes especies de
Ganoderma para reducir los niveles del TNF-a en células alveolares inflamadas con
metaloproteasas que lo activan (Lin et al., 2010), o que suprimen los niveles séricos de
las citocinas proinflamatorias TNF-a e IL-5 en un modelo de raton estimulado con LPS
(Cai et al., 2017).
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Figura 44. Expresion de la proteina TNF-a en las estructuras cerebrales estudiadas en los grupos ratones
macho C57BL/6 (n= 4) que consumieron una dieta alta en grasas y azUcares durante 17 semanas,
incluyendo la administracion de los extractos Gl-1y GI-2 de G. lucidum. A: Membranas de PVDF reveladas
por quimioluminiscencia, con bandas resultantes después del Western blot con el anticuerpo TNF-a y su
referencia respectiva B-actina. En el lado izquierdo, se observa la deteccion de TNF-a en corteza prefrontal
derecha. En el lado derecho, se presenta la deteccién de TNF-a en hipocampo derecho. Los carriles
corresponden a lo siguiente: Marcador de peso molecular (1), Control-AIN-93 (2), Control-HFSD (3),
HFSD+M (4), HFSD+GI-1P (5), HFSD+GI-2P (6), HFSD+GI-1C (7), y HFSD+GI-2C (8). B: Densitometrias
correspondientes a cada uno de los grupos experimentales estudiados, datos correspondientes a las
medias * la desviacion estandar.
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5.4.4 Efecto de los extractos de Ganoderma lucidum sobre la expresion de NF-kB
total y pNF-kB

Aunque no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
experimentales, tanto en la corteza prefrontal derecha como en el hipocampo, se observo
una menor expresion del NF-kB total en los grupos que consumieron los extractos de
Ganoderma lucidum (HFSD+GI-1P, HFSD+GI-2P, HFSD+GI-1C, HFSD+GI-2C), en
comparacion con los grupos Control-AIN-93 y Control-HFSD (Figura 22). En contraste,
aungque tampoco hubo diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
experimentales, se registré una mayor expresion de pNF-kB en los grupos a los que se
les administraron los extractos de Ganoderma lucidum (HFSD+GI-1P, HFSD+GI-2P,
HFSD+GI-1C, HFSD+GI-2C), sobre todo en el hipocampo (Figura 23).

Los factores de transcripcion NF-kB/Rel estdn presentes en el citosol en un
complejo de estado inactivado junto con las proteinas inhibitorias IkB. La activacion
ocurre via la fosforilacién de IkBa en la Ser32 y Ser36, seguida por la degradacion de
proteasoma que resulta en la liberacion y translocacion nuclear del NF-kB. TLR-4 es el
receptor de los lipopolisacaridos, induce la interaccion de TLR-4 con MyD88 y resulta en
la activacion del NF-kB para la induccion de mediadores inflamatorios, esta respuesta
inflamatoria excesiva o sobreregulada esta implicada en la exacerbacién varias
enfermedades crénicas inflamatorias, como son la diabetes tipo 2 y las enfermedades
neurodegenerativas, entre otras. La forma activa del NF-kB, el pNF-kB, se encuentra de

forma extracelular y continta el proceso de inflamacion.

Los resultados de la presente investigacion indicaron un nivel menor en la
expresion de pNF-kB en los grupos experimentales que consumieron los extractos de
Ganoderma lucidum (HFSD+GI-1P, HFSD+GI-2P, HFSD+GI-1C, HFSD+GI-2C), sin
diferencias en la expresion en la forma inactivada, ni en la forma activa del NF-kB. Por
ello, se recomienda que ademas del estimulo agudo previo de grasas y azucares en la
dieta, realizar el andlisis comparativo entre la fraccibn citoplasmatica vy

extracitoplasmatica para detectar diferencias.
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Aungque en este trabajo no se observaron efectos inhibitorios de los extractos
estandarizados de G. lucidum sobre mediadores inflamatorios y citocinas, diversas
investigaciones han mostrado la actividad de los compuestos bioactivos de la especie
como inhibidores de la sintesis de citocinas pro-inflamatorias como la IL-1B3, o la
supresion de la translocacién y la actividad transcripcional del NF-kB (Yoon et al., 2013).
Zhang et al. (2003) reportaron que los polisacaridos de G. lucidum protegen las células
pancreaticas contra el dafio inducido por el quimico alloxan al inhibir la actividad de NF-
kB. Asimismo, el extracto acuoso de G. lucidum en un modelo de hipoxia hiperbarica
disminuyd la activacion del NF-kB, asi como de otras citocinas pro-inflamatorias (Sharma
& Tulsawani, 2020). El ganodermatriol previene la activacion de TLR4-MyD88, mediando
la sefalizacion de NF-kB. Los lipopolisacaridos estimulan la fosforilacion de p65 (p-p65)
en la Ser32, con ganodermatriol se hipofosforila y también atenta la fosforilacion IkBa en
la Ser32, lo que genera un incremento de IkBa total (Hu et al., 2020). Es importante
mencionar que estos efectos han sido probados en modelos celulares in vitro, por lo que

es importante considerar esta posibilidad a futuro.
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Figura 45. Expresion del NF-kB total en las estructuras cerebrales estudiadas en los grupos ratones macho
C57BL/6 (n= 4) que consumieron una dieta alta en grasas y azlcares durante 17 semanas, incluyendo la
administracion de los extractos Gl-1 y GI-2 de G. lucidum. A: Membranas de PVDF reveladas por
qguimioluminiscencia, con bandas resultantes después del Western blot con el anticuerpo NF-kB total y su
referencia respectiva B-actina. En el lado izquierdo, se observa la deteccion de NF-kB total en la corteza
prefrontal derecha. En el lado derecho, se observa la deteccion de NF-kB total en el hipocampo derecho.
Los carriles corresponden a lo siguiente: Marcador de peso molecular (1), Control-AIN-93 (2), Control-
HFSD (3), HFSD+M (4), HFSD+GI-1P (5), HFSD+GI-2P (6), HFSD+GI-1C (7), y HFSD+GI-2C (8). B:
Densitometrias correspondientes a cada uno de los grupos experimentales estudiados, datos
correspondientes a las medias * la desviacién estandar.
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Figura 46. Expresion del pNF-kB en las estructuras cerebrales estudiadas en los grupos ratones macho
C57BL/6 (n=4) que consumieron una dieta alta en grasas y azlcares durante 17 semanas, incluyendo la
administracion de los extractos GI-1 y GI-2 de G. lucidum. A: Membranas de PVDF reveladas por
guimioluminiscencia, con bandas resultantes después del Western blot con el anticuerpo pNF-kB y su
referencia respectiva B-actina. En el lado izquierdo, se observa la deteccion de pNF-kB en la corteza

100



prefrontal derecha. En el lado derecho, se presenta la deteccion de pNF-kB en el hipocampo derecho. Los
carriles corresponden a lo siguiente: Marcador de peso molecular (1), Control-AIN-93 (2), Control-HFSD
(3), HFSD+M (4), HFSD+GI-1P (5), HFSD+GI-2P (6), HFSD+GI-1C (7), y HFSD+GI-2C (8). B:
Densitometrias correspondientes a cada uno de los grupos experimentales estudiados, datos
correspondientes a las medias * la desviacién estandar.
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VI. CONCLUSIONES

En la presente tesis, se confirmaron los efectos benéficos de los extractos estudiados de
Ganoderma lucidum, recurso genético mexicano, cultivados en aserrin de encino (Gl-1)
0 en aserrin de encino mas acido acetilsalicilico (GI-2), sobre los parametros plasmaticos
(glucosa, colesterol, triglicéridos, lipoproteinas de baja densidad, transaminasas), en los
grupos ratones macho C57BL/6 estudiados. A diferencia de los disefios experimentales
realizados por Meneses et al. (2016) y Romero-Cérdoba et al. (2021), quienes
administraron una dieta alta en colesterol durante 43 dias, en la presente investigacion
se administr6 una dieta alta en grasas, 45% kcal de grasas, y azUcares (agua con 50 g/L;
fructosa 55%, sacarosa 45%), en un experimento de tipo subcronico con una duracion
de 17 semanas, probando el efecto de los extractos de G. lucidum como tratamiento
curativo o como tratamiento preventivo, y utilizando a la metformina como farmaco

control.

Se demostro el efecto positivo del extracto estandarizado GI-2 para reducir los
niveles de glucosa en suero en ayunas, logrando un efecto hipoglicémico administrado
tanto de forma preventiva como curativa, sin diferencias estadisticamente significativas
con el grupo de ratones administrado con la metformina, medicamento empleado
frecuentemente en pacientes diabéticos. Es importante ademas mencionar que al
evaluar los niveles de ALT y AST (importantes marcadores bioquimicos que se elevan
cuando hay algun tipo de dafio hepatico), se registraron valores mas bajos en el grupo
experimental HFSD+GI-2C en comparacion con el grupo tratado con metformina
(HFSD+M). Estos valores son estadisticamente significativos para AST. Por lo tanto, se
puede generar un tratamiento terapéutico mas eficiente para reducir los niveles de

glucosa en suero, con menor dafio a nivel hepatico.

Un comportamiento similar se observé en el perfil lipidico, donde los niveles de
colesterol y lipoproteinas de baja densidad son menores en los grupos HFSD+GI-2C y
HFSD+M (metformina), incluso en el caso de los triglicéridos los valores mas bajos se
registraron en el grupo HFSD+GI-2P, lo que demostro la presencia de un mayor nimero

de metabolitos secundarios en este extracto que tienen efecto para contrarrestar el dafio
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provocado por las dietas altas en grasas y azUcares. Ademas, estos parametros

demostraron una alta efectividad del extracto Gl-2 como tratamiento curativo.

A nivel periférico, se puede establecer que el extracto Gl-2, con base en los
parametros plasmaticos obtenidos y del peso de los ratones, evitd que los ratones
tuvieran una ganancia de peso excesiva en comparacion con los ratones que solo
consumieron la dieta alta en grasas y azUcares. Tanto el sobrepeso como la obesidad
son condiciones que generan inflamacion crénica lo repercute directamente en la salud

del organismo.

Un hallazgo importante ocurrié con las pruebas de conducta, ya que se registro
un efecto diferenciado de los extractos estandarizados de G. lucidum. Se observé un
mejor desempefio del grupo experimental HFSD+GI-1P, administrado con el extracto Gl-
1 como tratamiento preventivo a los tres meses de consumo, en la prueba del laberinto
T-maze. Sin embargo, los resultados de la prueba al término del experimento fueron
mejores para el grupo HFSD+GI-2C, el cual consumié el extracto GI-2 como tratamiento
curativo. El efecto del extracto Gl-1 sobre las pruebas conductuales se confirmé en la
prueba de anidamiento (nesting) realizada al tercer mes, ya que el grupo HFSD+GI-1P
obtuvo el mejor puntaje en la construccion de nidos. Los resultados de esta investigacion
demostraron que el extracto GI-2 tuvo mejor efecto para reducir los niveles de glucosa,
triglicéridos, lipoproteinas de baja densidad, y colesterol, mientras que el extracto de Gl-
1 tuvo mejores efectos en las pruebas de conducta. En general, los ratones a los que se
les administro el extracto GI-1 tuvieron un comportamiento mas relajado durante todo el

experimento.

Las dietas altas en grasas y azUcares promueven la permeabilidad de la barrera
hematoenceféalica (BBB), lo que activa la microglia y en consecuencia se liberan citocinas
pro-inflamatorias, de acuerdo con los hallazgos encontrados por diversos autores
(Ferreira et al., 2018; Busquets et al., 2019). Ademas, investigaciones recientes revelaron
gue las perturbaciones del eje intestino-cerebro y las dietas altas en grasas (HFD), junto
con otros factores de riesgo, contribuyen con un desbalance homeostatico que
incrementa la permeabilidad de la barrera intestinal y facilita la translocacion de
endotoxinas (lipopolisacaridos) hacia la circulacion sanguinea induciendo respuestas
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inflamatorias mediadas por TLR-4, provocando un estado bajo pero crénico de
inflamacion (Cani et al., 2007). Los marcadores de inflamacion que se midieron en la
presente investigacion mostraron tendencias de reduccion en la expresion de proteinas,
aunque no presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
experimentales. Esto coincide con lo reportado por otros autores que tampoco
encontraron cambios en la expresion de marcadores de inflamacion en modelo in vivo
con una dieta alta en grasas (Liu et al., 2015). Ademas, se ha observado que el cuerpo
tiene la capacidad de proteger contra los dafios de una inflamacion crénica, y en
determinado momento, aunque el estimulo inflamatorio persista, los niveles de citocinas

pro-inflamatorias disminuyen en el tiempo.
6.1 Contrastacion de hipotesis

Con los resultados obtenidos se acepta la hipotesis planteada, ya que los extractos de
Ganoderma lucidum tuvieron efectos benéficos evidentes al influir sobre los parametros
plasmaticos, disminuyendo los niveles de glucosa, colesterol, triglicéridos y LDL con
respecto al grupo Control-HFSD. Ademas, tuvieron un efecto positivo sobre pruebas

conductuales como el laberinto de T-maze y el anidamiento (nesting).
6.2 La estrategia
a) Propuesta

Se inicia a partir de los principales resultados obtenidos. Se confirmaron las propiedades
de los extractos estadarizados de Ganoderma lucidum (GI1 y GI2), para reducir los
niveles de colesterol, triglicéridos, LDL y glucosa, asi como la evidencia generada de un
efecto importante para reducir la ganancia de peso. En comparacién con el medicamento
metformina, se observé que los extractos Gl1 y GI2 tienen efectos igual de importantes
para la reduccion de dichos parametros con un efecto menos citotoxico. Ademas, se
registrd un importante efecto en las pruebas conductuales que evalian la memoria de
trabajo y la realizacion de tareas cotidianas. Con estos fundamentos, se propone una
estrategia de difusion de los beneficios que generan los extractos, sobre todo en
personas con problemas de salud por consumir dietas altas en grasas y azUcares, para

su posterior promocion del consumo.
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b) Objetivos

Promover la apropiacion del conocimiento sobre los efectos positivos que se producen

en el organismo cuando se consumen los extractos estudiados.
c) Objetivos especificos

- Dar a conocer la problematica de alimentacion que existe dentro de la poblacion
mexicana en materia de obesidad y enfatizar los hallazgos de las investigaciones

realizadas.

-Abordar los problemas cognitivos que se presentan en la poblacién que consume dietas
altas en grasas y azucares, sefalando los efectos positivos de los extractos estudiados
en pruebas conductuales, asi como los efectos positivos que se han observado en los

ensayos clinicos.
d) Plan de accion

Realizar foros de difusion de la informacidn cientifica generada en diversas instituciones
de salud, por ejemplo hospitales y centros de salud importantes, con el fin de integrar a
los hongos comestibles, funcionales y medicinales, asi como sus productos, en la dieta

de la poblacion.
e) Actores de la estrategia

Expertos de diversas instituciones que difundan el conocimiento generado por este
conjunto de investigaciones, y promuevan el consumo de hongos comestibles,

funcionales y medicinales.
f) Beneficiarios

Los consumidores de los extractos y de los hongos comestibles, funcionales y

medicinales, que tengan la capacidad econémica de consumirlos.

g) Evaluacion
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Como parte de la estrategia de promocion, entre los consumidores, aplicar el protocolo
de seguimiento clinico en voluntarios informados sobre el monitoreo de parametros

fisiologicos y bioquimicos, para brindar confianza a la sociedad.
Estrategias para continuar con la investigacion

Por otro lado, se plantea continuar con las investigaciones que confirmen los efectos
benéficos de los extractos hidroalcohdlicos estandarizados de Ganoderma recurso
genético mexicano, con la finalidad de lograr un conjunto amplio de evidencias cientificas
para promover su consumo por la poblacion mexicana. Los principales efectos benéficos
de los extractos de G. lucidum, se observan en los pardmetros bioquimicos en suero
(glucosa, perfil lipidico, perfil hepético), las pruebas cognitivo-conductuales, asi como en

la tendencia en la disminucién de los procesos de inflamacién en el cerebro.

En las investigaciones a desarrollar, se propone el estudio del impacto de los
extractos de G. lucidum sobre metabolismo energético regulado desde el cerebro. Por
ejemplo, ya que se ha comprobado que tiene un efecto claro al reducir los niveles de
glucosa, colesterol, y triglicéridos en suero, se pueden estudiar las vias Erk/ICREB y AKT
activadas por BDNF e insulina. Tanto la insulina como el BDNF son moléculas que tienen
diversas funciones en cerebro, y por lo tanto al verse alterados sus niveles de expresion,
los receptores a los que se pueden unir y/o las vias que regulan van a alterar las
funciones metabdlicas, fisioldgicas y bioquimicas que afectan la salud. Por ejemplo, la
enfermedad de Alzheimer, es multifactorial, y entre sus factores de riesgo se encuentran
la resistencia a insulina (Arnold et al.,, 2018), problema de salud publica que se ha
reportado en ascenso en la sociedad mexicana, sobre todo en las comunidades rurales.
Algo interesante es que, durante esta enfermedad, también se reducen los niveles de
expresion de la neurotrofina BDNF, por lo que los extractos de G. lucidum pueden ayudar
en el tratamiento de esta enfermedad, asi como en las demencias y los dafios cognitivos

ocasionados por la resistencia a la insulina en el cerebro.

Con las evidencias de que los extractos de G. lucidum tienen efectos sobre las
vias de sefializacion de la insulina y el BDNF, se abren campos de investigacion como

la regulacion de patrones metabdlicos del hipotdlamo hacia el higado o tejido adiposo.
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Tanto la insulina como el BNDF son reguladores de vias orexigénica y anorexigénica, y
regulan el consumo de comida por lo que su balance mantiene la homeostasis
energética, los dafios en estas vias pueden causar sindrome metabolico y enfermedades
neuroldgicas (Rios et al., 2001; Fulgenzi et al., 2020). Ademas, el BDNF tiene una funcién
reguladora del metabolismo que es independiente del sistema nervioso central, ya que
es secretado por células del musculo y su union con el receptor TrkB.T1 de células B del
pancreas promueve la liberacién de calcio desde almacenes internos, aumentando la
secrecidn de insulina inducida por la glucosa. El BDNF derivado del musculo puede ser
un factor clave para mediar el aumento en el metabolismo de la glucosa en respuesta al
ejercicio, lo que tiene implicaciones para el tratamiento de la diabetes y enfermedades
metabolicas. Otra importante linea de investigacion consiste en estudiar la relacion BDNF
e insulina al administrar los extractos estandarizados de G. lucidum a un modelo con
diabetes tipo 2, enfocando las técnicas en lo que ocurre en el hipotalamo, el pancreas,
el higado, y el tejido adiposo. Actualmente, se buscan farmacos cuyas actividades

puedan mimetizarse con aquellas de la insulina y el BDNF (Chan et al., 2019).

Debido a que se trata de extractos con propiedades funcionales y medicinales de G.
lucidum, no es sencillo desarrollar una estrategia para su consumo y su uso inmediato
en la sociedad, sin embargo, poco a poco se van sumando evidencias cientificas sobre

sus efectos positivos en los modelos de obesidad y metabolismo energético.
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Cuadro 1. Modelos biolégicos alimentados con dietas altas en grasas y/o azUcares y sus efectos sobre el cerebro.

Autores, Modelo Edad a la | Duracion de | Dieta alta en Tipo de grasa | Con o sin | Glucosa, En cerebro que En otros
afio, pais | animal que se la dieta grasas sacarosa | insulina, vias presentan organos
/sexo inicia la / fructosa | triglicéridos efectos
dieta
Busquets | C57BL/6J | Destete Hasta HFD Aceite Sin No se Usando tincion, No se evaluaron
et al. / no se cumplir los (Research hidrogenado evaluaron, se se observan
(2017), menciona 16 meses diets) — de coco da por hecho mayores
Espafia D08061110 depositos de
AB, menor
45% namero de
células troncales
Kothari et | C57BL/6N | Desde la | Durante 14 HFD (cat. # Manteca de Con 42 Incremento lexpresion de -
al. (2017), | Hsd/ semana semanas 5TJN, Test cerdo, grasa g/litro de | significativo de | Glut-1y Glut-3.
machos 7 Diet, St. Louis, | de leche,y azucar HOMA-IR
E.U.A. MO)- HFWD crisco (aceite en agua Inactivacion de
vegetal radio IRS-1.
40% hidrogenado) 55% Activacion de
fructosa/ MAPK, p38y
45% JNK
sacarosa
1 dela

expresion de
NF-«kB

lla expresion de
PSD-95y Arc

1 de expresion
de BACE
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Continuacién Cuadro 1.

Autores, Modelo Edad a la | Duracion de | Dieta alta en Tipo de grasa | Con o sin | Glucosa, En cerebro que En otros
afio, pais | animal que se la dieta grasas sacarosa | insulina, vias presentan organos
/sexo inicia la / fructosa | triglicéridos efectos

dieta

Liu et al. C57BL/6J | Desde Durante 12 HFD (Harlan Manteca de Alimento | Hiperglicemia | | GLUT3y En higado | de

(2015), los 3 semanas Tekland TD. cerdo y aceite | incluye desde semana | GLUT4. IRS-1/Akt
meses 0.6414 60%) de soya sacarosa | 8. (inactivacion)

China, de edad Inactivacion de

E.U.A. 1 HOMA-IR IRS-1 Activacion de

No hubo
respuestas
inflamatorias,
sin incremento
en la expresion
de NF-B, ni
Inos

Afectacion de la
via Ras/Raf/Erk

l

Fosforilacion de
c-RAS, c-Raf,
ERK1/2 y CREB

Electrofisiologia-
reduccion de las
respuestas
input/output
indicativas de la
fuerza de la
plasticidad
sinaptica

MAPK, p38 y
INK

1t dela
expresion de
NF-kB
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Continuacién Cuadro 1.

1 de glucosa
en ayunas

estadistica-
mente
significativo
so6lo para
transgénicos

afectado un
porcentaje del
grupo
Hiperfosforilacio
n de Tau en ser
404 (WH vs.
WC)IRS1/2
niveles de
expresion
normalesNiveles
de activacién de
IRS1 normales

IRS2 1 en WH
vs. WC. (IRS1
coértex, IRS2 en
hipotalamo)

ERK1/2y
CDK5/p35
sobreactivadas
en WH vs. WC.
Akt, inhibida en
todos los grupos
comparada con
wcC

Autores, Modelo Edad a la | Duracion de | Dieta alta en Tipo de grasa | Con o sin | Glucosa, En cerebro que En otros
afio, pais | animal que se la dieta grasas sacarosa | insulina, vias presentan organos

/sexo inicia la / fructosa | triglicéridos efectos

dieta

Petrov et | Machos Al 5 meses (se | HFD 25% Coco - Hiperinsuline- | 1 de péptidos 1- | -
al. (2015), | APPswe/P | destete sacrificaron grasa hidrogenado mia en ayunas | 40y 1-42 en

S1De9y (21 dias) | alos 6 (Research hipocampo y
Espafia, C57BL/6J meses de Diets Inc., 1 de cortex en
México edad) D08061110) triglicéridos en | APP/PS1, en

ayunas C57BL solo
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Continuacion Cuadro 1

Autores, Modelo Edad a la | Duracion de | Dieta alta en Tipo de grasa | Con o sin | Glucosa, En cerebro que En otros
afio, pais | animal que se la dieta grasas sacarosa | insulina, vias presentan organos

/sexo inicia la / fructosa | triglicéridos efectos

dieta

Busquets | Machos Al Hasta HFD 45% Acido - - Sobreregulaciéon | Reduccion en la
et al. C57BL/6J | destete cumplirlos 9 | (Research palmitico de la expresion sensibilidad a la
(2019), WTy meses de diets, D12451) de Mapk 8,9y insulina
Espafia, knock-out edad 10 en animales
México para HFD

Mapk9

gen que Inmunoblot en

codifica hipocampo: el

para JNK2 radio

pJNK/proteina

total fosforilado
1, inhibicion de
IR

1 de PTP1B en
todos los grupos
vs. CT WT

ldela
expresion de
InsSR en todos
los grupos vs.
control
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Continuacion Cuadro 1

PCR).Estudio
Dil: menor
proporcion de
protusiones
maduras. WB:
sin diferencias
en PSD-95, con
diferencias de
Shank
2.Elevated Plus
MazeNovel
Object location,
se conserva la
capacidad para
reconocer
nuevos objetos,
pero con un
indice de
discriminacién
mas bajo.
Disminuye
capacidad para
generar nuevas
neuronas (|
Ki67 marcador
de proliferacion,
y aumento de
células
inmaduras DCX)

Autores, Modelo Edad a la | Duracion de | Dieta alta en Tipo de grasa | Con o sin | Glucosa, En cerebro que En otros
afio, pais | animal que se la dieta grasas sacarosa | insulina, vias presentan organos
/sexo inicia la / fructosa | triglicéridos efectos
dieta
Vinuesa Machos Alos 21 Del dia 21 al | HFD: 22.5% Palmitato Sin 1 10 veces Inflamacion Iba Insulina
et al. C57BL/6J | dias 60 (6 carbohidratos, mas en los 1 activada, sin pancreatica |
(2019), semanas) 22.8% niveles cambios en significativa-
proteinas, plasmaticos de | densidad celular | mente
Argentina, 21.1% grasas IL-1B, sin 1 de Tnf-avy IL-
Italia cambios en 1B en
Gepsa Feeds TNF-a hipocampo (RT-
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Continuacién Cuadro 1.

unos grupos
con doenjang
(proteina de
soya)

de proteinas
induce
expresion de
(HO-1) IL-6,
TNF-q, caspasa
1, TLR4, MCP1
1 en HFD,
ademas de
activacion de
GFAP.

En HFD 1
Productos de
ruptura de la a-
espectrinay
marcador de
estrés de
reticulo
endoplasmico,
con doejang
disminuyen.
HFD inactiva
CREBYy
subregula BDNF
mMRNA, revertido
por doejang.

Autores, Modelo Edad a la | Duracion de | Dieta alta en Tipo de grasa | Con o sin | Glucosa, En cerebro que En otros
afio, pais | animal que se la dieta grasas sacarosa | insulina, vias presentan organos
/sexo inicia la / fructosa | triglicéridos efectos

dieta
Ko et al. Machos A partir 11 semanas | HF 45.2% Kcal | - - - HFD 1 -
(2019), C57BL/6J | dela de grasay 1% peroxidacion de

semana colesterol lipidos (TBARS)
Korea 5 y carbonilacion
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Continuacién Cuadro 1.

presentes.Inmun
ofluorescencia
con anticuerpo
Ibal, CD68Yy
GFAP
Morfologia de
Ibal era propia
de microglia
activada,
evidenciada por
el incremento
del indice de
circularidad y la
diminucion del
indice de
ramificacion de
CA1l, CA3yDB
del hipocampo
vs. el grupo
carbohidratos
disponibles.

Autores, Modelo Edad a la | Duracion de | Dieta alta en Tipo de grasa | Con o sin | Glucosa, En cerebro que En otros
afio, pais | animal que se la dieta grasas sacarosa | insulina, vias presentan organos
/sexo inicia la / fructosa | triglicéridos efectos
dieta
Shi et al. Machos A partir 15 semanas | HF 31% Aceite de soya | - - BBB- reduccion | Reduccion de
(2020), C57B1/6J | dela 55gy de ocludina en 10 veces carga
China semana manteca de hipocampo en bacteriana de
12 cerdo 260 g, HFD. Activacion | heces en grupo
deficiente en de la microglia HF y bajo en
fibra 5% de en hipocampo, fibra
fibra (muy Ibal y GFAPHF-
bajo) y dieta FD exhibié un Carbohidratos
5% grasay incremento de accesibles
carbohidratos Ibal y GFAP, aumentan o-
disponibles namero y diversidad,
morfologia de la | previenen
microglia 'y degradacion de
astrocitos la barrera de

mucosas, mayor
cantidad de
citocinas
proinflamatorias
en HFD
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Autores, Modelo Edad a la | Duracion de | Dieta alta en Tipo de grasa | Con o sin | Glucosa, En cerebro que En otros
afio, pais | animal que se la dieta grasas sacarosa | insulina, vias presentan organos
/sexo inicia la / fructosa | triglicéridos efectos
dieta
Sanchez- | Ratas Iniciode | 7 meses Dieta alta en Manteca de 5% Hiperinsuline- | Se observa Aumento de 30
Tapia et Wistar/ dieta grasa 45% cerdo sacarosa | mia, neuroinflamacié | veces de la APP
al. (2017), | machos HFD a intolerancia a n en tejido
los 6 la glucosa adiposo en HFD
México meses tenla
concentracion
de
malondialdehido
HFD
Antunes Ratas Inicio de 19 semanas | Dieta alta en Manteca de - Aumento en -- -
et al. Wistar/ dieta grasas 45% cerdo los niveles de
(2016), machos entre 200 HOMA-IR
Brasil y 300 g
(mes/
mesy
medio)
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