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RESUMEN
La obesidad es una enfermedad que estd presente en gran parte de la poblacién y estd asociada a

enfermedades como la esteatosis hepatica no alcohdlica. Esta patologia puede abordarse
mejorando las defensas antioxidantes. Ganoderma lucidum es utilizado en China, Japdn y otros
paises como un alimento para preservar un buen estado de salud gracias a sus compuestos
bioactivos con actividad antioxidante. Se desarrollé un modelo de obesidad con ratones de la cepa
C57BL/6 al ser alimentados con dieta alta en grasa y azucares, se evalud el efecto de dos extractos
de una cepa mexicana de G. lucidum con crecimiento en sustratos diferentes, uno en sustrato de
encino (GI1) y otro en sustrato de encino enriquecido con &cido acetilsalicilico (AAS) (GI2). Los
ratones se asignaron aleatoriamente a los siguientes tratamientos con una n=8 cada uno: CTRL,
HFSD, HFSD+GI1, HFSD+GI2, HFSD+GI1 TX, HFSD+GI2 TX, HFSD+MET TX. Se analiz6 la
ingesta calorica, peso, perfil lipidico (triglicéridos, colesterol y LDL-c), glucosa, actividad
antioxidante y transaminasas en plasma. Se evalud la expresion génica (catalasa (CAT),
superdxido dismutasa 1 (SOD1) y glutation peroxidasa 1 (GPX1)) y proteica (CAT, SOD1 vy el
factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2 (NRF2)) antioxidante en tejido hepatico. Los
resultados indicaron que los tratamientos con los extractos de G. lucidum tienden a disminuir el
aumento de peso, perfil lipidico y glucosa de manera similar al farmaco metformina. La actividad
antioxidante en plasma fue estadisticamente mayor en el tratamiento CTRL con respecto a los
demas tratamientos, lo que sugiere el estado oxidativo presente en la obesidad. La alanina
aminotransferasa (ALT) no mostro diferencias estadisticamente significativas entre ninguno de los
tratamientos, sin embargo, la aspartato aminotransferasa (AST) fue menor en el tratamiento
HFSD+GI2 TX con respecto a los demas tratamientos. El peso proporcional del higado fue menor
de manera significativa en el tratamiento HFSD+GI2 TX con respecto al tratamiento HFSD+GI1,
en los demas grupos no se observaron diferencias. Las histologias de higado mostraron que el
tratamiento HFSD present0 esteatosis mientras que en los tratamientos HFSD+GI1 y HFSD+GI1
TX se observo una esteatosis moderada. Los resultados de expresion génica y Western Blot
coinciden, mostrando una mayor expresion tanto de genes como de proteinas antioxidantes en los
tratamientos adicionados con G. lucidum se observo una notoria reduccion en la acumulacion de
lipidos. Los resultados del presente estudio indican que el consumo de los extractos de G. lucidum

podrian mejorar los efectos causados por una dieta alta en grasa y azUcares a través de mecanismos



moleculares que involucran un cambio en la expresion de genes y proteinas antioxidantes gracias

a la presencia de compuestos bioactivos con actividad antioxidante.

Palabras claves: Actividad antioxidante, esteatosis hepética no alcoholica, Ganoderma lucidum,

obesidad.



I. INTRODUCCION

La obesidad se define como una acumulacién anormal y excesiva de grasa. Es considerada uno de
los principales problemas de salud publica, debido a que afecta a aproximadamente a 671 millones
de personas en el mundo (NCD-RisC, 2017). En México, existe una prevalencia de obesidad en el
36.1 % de la poblacion adulta (ENSANUT, 2018). Esta enfermedad esta asociada al desarrollo de
patologias como esteatosis hepatica no alcohdlica, diabetes y enfermedad cardiovascular (De
Lorenzo et al., 2019). La obesidad puede ser contrarrestada al implementar un mejor estilo de vida
(actividad fisica y dieta saludable). Ademas, se han realizado estudios enfocados al hallazgo de
tratamientos médicos mas seguros y eficaces, como los que involucran compuestos bioactivos

provenientes de fuentes naturales con actividad antioxidante (Herranz-L6pez et al., 2015).

Los antioxidantes son moléculas endogenas o exdgenas con la capacidad de prevenir o retrasar la
oxidacion en el organismo, que es ocasionada por los radicales libres. Los antioxidantes enddgenos
son propios del organismo, consisten en diversas enzimas y compuestos no enzimaticos, asi como
en proteinas de transferencia que secuestran metales prooxidantes e inhiben su participacion en las
reacciones redox (Da Costa et al., 2012). Los antioxidantes exdgenos se obtienen de los alimentos
y funcionan como un apoyo externo a la via endogena que confiere proteccion al organismo ante
diferentes patologias (Zamora, 2007). Entre los alimentos con actividad antioxidante destacan los

hongos medicinales.

G. lucidum es un hongo polyporal, perteneciente a la familia Ganodermataceae. Su carp6foro es
persistente y va aumentando de tamafio. Su pileo es coriaceo, de color café y de forma semicircular
o arrifonada (Tortella et al., 2008). Este hongo produce pudricion blanca y es capaz de
descomponer lignina y celulosa (Eastwood et al., 2011). Es conocido como “Ling zhi”” en China y
“Reishi” en Japon. Ancestralmente, ha sido utilizado en la medicina tradicional de las culturas
orientales para prevenir o tratar diversas enfermedades. En la actualidad, estudios farmacoldgicos
han demostrado la actividad antioxidante de G. lucidum, que se debe principalmente a los

polisacaridos, polifenoles, terpenoides y esteroles (Smina et al., 2011).

Los compuestos bioactivos presentes en G. lucidum han resultado eficaces en la prevencion y
tratamiento de la obesidad, asi como de los trastornos relacionados a esta enfermedad. Ademas,

no presentan efectos secundarios ni toxicidad (Liang et al., 2018). Por ejemplo, Chang et al. (2015)



sugieren que el extracto acuoso de G. lucidum podria inhibir la obesidad a través de la modulacion
intestinal, la cual se debe principalmente a la actividad antioxidante de los polisacaridos contenidos
en este hongo. Otro estudio afirma que el extracto etandlico de G. lucidum aumenta los niveles de
enzimas antioxidantes y disminuye la produccion de perdxidos de lipidos que podria contrarrestar
de manera eficaz el estrés oxidativo y optimizar la capacidad antioxidante del cuerpo (Zhang et
al., 2022). También se ha reportado que el extracto hidroalcohdlico de G. lucidum reduce la
acumulacion de grasa, la esteatosis hepéatica y la hiperlipidemia (Sang et al., 2021). Estos
resultados sugieren que este hongo podria usarse como un tratamiento seguro y eficaz contra la
obesidad y sus enfermedades relacionadas. Sin embargo, los estudios del efecto antioxidante de

G. lucidum para tratar la obesidad siguen siendo escasos.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar dos extractos hidroalcohdlicos de G. lucidum
en un modelo de obesidad inducido por una dieta alta en grasa y azlcares. Los resultados obtenidos
indican que el consumo de los extractos de G. lucidum podrian mejorar los efectos causados por
una dieta alta en grasa y azucares en el organismo a través de mecanismos moleculares que
involucran un cambio en la expresion de genes y proteinas antioxidantes debido a la presencia de
compuestos bioactivos con actividad antioxidante, obteniendo un resultado benéfico mayor con el

extracto Gl2.

I1. REVISION DE LITERATURA
2.1 Obesidad

La obesidad fue declarada epidemia mundial por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
en 1997 (OMS, 1998). La obesidad es una enfermedad crénica, causada por una ingesta caldrica
mayor a la que el cuerpo necesita. Es precursora para el desarrollo de esteatosis hepatica,
diabetes, enfermedades cardiovasculares, cancer, inflamacion de bajo grado y otras
enfermedades que reducen la esperanza de vida (Hoyt et al., 2014, Ganesan y Xu, 2018;
Komshilova y Troshina, 2018; Desharnais et al., 2022).

En el 2014, los gastos médicos para tratar esta enfermedad se estimaron en 151 894 millones de
pesos. Esta cifra equivale al 34% del gasto publico en salud y causa una pérdida de productividad
estimada en 71 669 millones de pesos (0.4% del PIB) por afio (ENSANUT, 2018).



2.1.1 Clasificacion de la obesidad

Para determinar el grado de obesidad se puede emplear la clasificacion propuesta por la OMS, que
esta basada en el indice de masa corporal (IMC) (Cuadro 1). Se calcula dividiendo el peso del
individuo expresado en kilos entre el cuadrado de la altura en metros. También, la ATP Il (Tercer
Reporte de Panel de expertos en deteccion, evaluacién y tratamiento de concentraciones elevadas
de colesterol en adultos) ha establecido criterios indicadores de obesidad abdominal, cuyas

medidas son de 88 cm en mujeres y 102 cm (Cordova-Pluma et al., 2020).

Cuadro 1. Clasificacion de la obesidad segun la OMS.

Peso corporal IMC (Kg/m?)
Normal 185y 24.9
Sobrepeso 25y 29.9
Obesidad clase | 30y 34.9
Obesidad clase 11 35y 39.9
Obesidad clase 111 >40

2.1.2 Epidemiologia de la obesidad

La prevalencia de la obesidad a nivel mundial ha aumentado a un ritmo alarmante. En el 2008,
aproximadamente 500 millones de personas en el mundo presentaba obesidad clase I1. Para el 2016
este nimero aumentd a 671 millones (NCD-RisC, 2017) y se estima que para el 2050 el 45% de
la poblacion podria padecerla (Desharnais et al., 2022). De acuerdo con los datos de World
Obesity, los paises con mayor prevalencia de obesidad son Estados Unidos (36.2%), Arabia
Saudita (35.4%), Libia (32.5%), Turquia (32.1%), Egipto (32%), Nueva Zelanda (30.8%), Iraq
(30.4%), Fiji (30.2%) vy las Islas Salomon (22.5%) (Figura 1). Esta enfermedad se presenta en
mayor porcentaje en mujeres, tanto en paises en desarrollo como en paises desarrollados (Rana et
al., 2021). En México, la obesidad esta presente en el 36.1% de la poblacién total (ENSANUT,
2018) y se estima que el 70% de los adultos y el 40% de los nifios la padecen. Estas cifras
convierten a la obesidad en uno de los principales problemas de salud publica en el mundo y en
México. Ademas, se calcula que causa la muerte de 2.8 millones de personas al afio (INCy TU,
2016).
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Figura 1. Estimaciones de prevalencia de obesidad en adultos. Obesidad IMC > 30 kg / m?
(World Obesity, 2021).

2.1.3 Etiologia de la obesidad

El origen de la obesidad se debe a condiciones genéticas del individuo (genes implicados y
sindromes monogénicos) y a los factores ambientales (nutricién, microbiota intestinal, actividad
fisica, aspectos psicoldgicos y sociales) (Farrera-Rozman, 2013). Sin embargo, una dieta alta en
grasa representa una contribucion importante para su padecimiento. Una dieta alta en grasa es
aquella que esta conformada con al menos el 35% de calorias provenientes de grasa y que supera
los requerimientos energéticos necesarios en un individuo (Krisanits et al., 2020). Por ende, un
peso saludable esta estrechamente relacionado con un consumo y gasto energético adecuados
(Martinez-Vizcaino et al., 2021). El desequilibrio energético produce el incremento del tejido
adiposo y peso corporal, consecuentemente, obesidad y sus enfermedades relacionadas ((De
Lorenzo et al., 2019).



2.1.4 Fisiopatologia de la obesidad
2.1.4.1 Tejido adiposo

El tejido adiposo (TA) es un importante érgano endocrino, representa entre el 20 y 28 % de la
masa corporal en individuos sanos y hasta el 80 % en individuos con obesidad. De acuerdo con su
distribucion y localizacion se determina su funcion. El tejido subcutaneo se localiza debajo de la
piel y corresponde al 80% de la grasa corporal total. El tejido visceral comprende el 10% de la
grasa corporal total y rodea el rifion, los intestinos, las gdnadas, la vasculatura y el corazon
(Frigolet y Gutiérrez-Aguilar, 2020).

El TA, segln su funcion también se divide en tejido adiposo blanco (TAB), tejido adiposo pardo
(TAP) y tejido adiposo beige. EI TAB almacena grasa y secreta citocinas; el TAP distribuye la
energia por termogénesis y el tejido adiposo beige aparece en respuesta a estimulos como el
gjercicio, la exposicion al frio y a algunas hormonas. Estas Gltimas se acumulan en depdsitos de

TAB, pero tienen caracteristicas de adipocitos pardos (Frigolet y Gutiérrez-Aguilar, 2020).

2.1.4.2 Adipocitos

Los adipocitos se originan de células fibroblasticas. Puede desarrollarse a partir de dos procesos:
por hipertrofia (aumentando su tamafio) o por hiperplasia (aumentando el nimero de células). Este
desarrollo esta mediado por varios factores, como una dieta alta en grasa. Los adipocitos con
hipertrofia tendran una anomalia en su funcion, es decir, una disminucion en la sensibilidad a la
insulina, hipoxia, estrés intracelular, autofagia, apoptosis e inflamacion de los tejidos (Suérez-
Carmona, et al.,, 2017). Los adipocitos estimulados por sefiales infecciosas o inflamatorias
producen reactantes de fase aguda y mediadores de la inflamacion como TNF-a, IL-1p, IL6, ILS,
IL10y IL15 TNF-a, IL-1B, IL6, IL8, IL10 y IL15 (Bastarrachea et al., 2007).

2.1.4.3 Macrdéfagos

Los macrofagos se relacionan con el desarrollo y mantenimiento de la inflamacién producida por
la obesidad, producen moléculas proinflamatorias que en su funcién paracrina provocan una
disminucion en la sensibilidad a la insulina en los hepatocitos, que desarrollan finalmente una
lesién hepatica. Asimismo, existe una correlacion positiva entre la cantidad de macrofagos en el

tejido adiposo con la obesidad, ya que los macrdéfagos pueden atraer, englobar y almacenar lipidos



para convertirse en células espumosas aterosclerdéticas, que son el inicio de la formacion de la placa

aterosclerotica (Bastarrachea et al., 2007).

2.1.4.4 Adipocinas

Existen alrededor de 50 adipocinas diferentes, entre las que destacan la adiponectina, el TNF-a y
la IL-6. Uno de los principales efectos de las adipocinas es el proceso de homeostasis. Las
adipocinas intervienen en los procesos de consumo de alimento, el equilibrio energético, la accion
de la insulina y metabolismo de la glucosa. El aumento en la sintesis y secrecién de las adipocinas
esta relacionado con el desarrollo de la obesidad, ademas, surge un decremento de las adipocinas
antiinflamatorias (adiponectina), que influyen en la resistencia a la insulina y otras patologias

asociadas (Mufioz-Sanchez et al., 2005).

2.1.4.5 Factor de necrosis tumoral-a (TNF- a)

El TNF-a es una citocina proinflamatoria secretada por el sistema inmune por monocitos y
macrofagos, por linfocitos T y B, células NK 'y por leucocitos polimorfonucleares. La expresion
de TNF-a en los adipocitos esté ligada a la obesidad, a la inflamacion crénica y a la resistencia a
lainsulina. Se ha descrito una mayor expresion de TNF-a en tejido adiposo de sujetos obesos. L0S
mecanismos moleculares por los que TNF-a induce la resistencia a la insulina se deben a que
interviene como inhibidor de la actividad tirosina cinasa del receptor de la insulina y de la via de
sefializacion de la insulina (Ramirez-Alvarado y Sanchez-Roitz, 2012).

2.1.4.6 Interleucina-6 (IL-6)

La interleucina-6 es una citocina proinflamatoria producida monocitos, macrofagos, linfocitos Ty
B, fibroblastos, células endoteliales, sinoviocitos, células de la glia, adipocitos y células epiteliales
intestinales. Los principales estimulos para su sintesis y liberacion son la accidn de otras citocinas,
como la IL-1, TNF-a. Tiene efectos tanto proinflamatorias como antinflamatorias, gracias a su
pluripotencial. A diferencia de la IL-1y el TNF-a y sus efectos proinflamatorios, los efectos de la
IL-6 en la inmunidad dependen del ambiente, de su disposicion, de otras proteinas reguladoras que
actuan en la via de transduccion de sefiales y de la concentracion de su receptor soluble (Saavedra-
Ramirez et al., 2011). Los niveles en plasma de IL-6 se ven incrementados en la obesidad,
produciendo a su vez resistencia a la insulina (Wunderlich et al., 2010).



2.1.4.7 Resistencia a la insulina

La resistencia a la insulina (RI) se define como la disminucion de la accién de la insulina a nivel
celular, lo que provoca alteraciones sus funciones fisiologicas en el metabolismo de glucidos,
lipidos y proteinas (Pollak, 2016). Esta relacionada con patologias como la diabetes mellitus tipo
2, el sindrome metabdlico y obesidad. La obesidad produce un aumento en la produccién de
citoquinas inflamatorias y una disminucién de la adiponectina, lo que induce RI en el tejido
adiposo, higado y musculo (Ros-Pérez y Medina-Gémez, 2011).

2.1.5 Enfermedades asociadas a la obesidad

La obesidad est& asociada con multiples comorbilidades, que reducen la calidad y esperanza de
vida. Estas son principalmente de caracter cronico degenerativas. Entre ellas se pueden nombrar a
la esteatosis hepatica no alcoholica, las enfermedades cardiovasculares, la diabetes mellitus, las
enfermedades cerebrales, las enfermedades respiratorias y la osteoartritis (De Lorenzo et al.,
2019).

La esteatosis hepética no alcohdlica se caracteriza por la acumulacion de lipidos en el higado, que
generan dafios similares a los causados por el consumo del alcohol, pero en individuos sin historial
de consumo cronico. La acumulacién de lipidos puede ser macro o microvesicular mayor al 5 %
del peso total del higado (Aguilera-Méndez, 2018). La esteatosis hepatica no alcohdlica es la
enfermedad hepatica mas comun y de no ser tratada a tiempo podria desarrollar esteatosis, cirrosis
y hepatitis (Marchesini et al., 2008; Yilmaz y Younossi, 2014; Zhou et al., 2020).

Las enfermedades cardiovasculares se refieren a los trastornos del corazén y de los vasos
sanguineos. Entre estos se incluyen a la enfermedad coronaria, la insuficiencia cardiaca, la
fibrilacion auricular, las arritmias ventriculares y la muerte subita. La distribucion de la grasa
corporal podria ser la mejor forma de establecer el riesgo del desarrollo de las enfermedades
cardiovasculares, pues ha relacionado al TA visceral con factores de riesgo de enfermedad
cardiovascular (Pérez-Miguelsanz et al., 2010). Ademas, los niveles altos de colesterol
transportado por las LDL se pueden acumular en las paredes de las arterias, donde se pueden
modificar y participar en los procesos implicados en el desarrollo de la placa aterosclerética. Este
proceso puede originarse durante las primeras décadas de la vida y progresar a través de los afos,
gracias a la hiperlipemia y otros factores de riesgo cardiovascular como la hipertension, la diabetes

y el tabagquismo. Al aumentar de tamafo las placas pueden obstruir el interior de las arterias y
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disminuye el flujo sanguineo de los tejidos y el suministro de oxigeno (isquemia) (Cachofeiro,
2009). También, se ha reportado que el miocardio de los sujetos obesos realiza un trabajo mayor,
debido a que la masa de tejido adiposo requiere de un incremento en la vascularizacién (Lépez-
Alvarenga y Gonzalez-Garcia, 2001).

La diabetes mellitus es una enfermedad causada por un funcionamiento anormal de la hormona de
la insulina, la cual regula el metabolismo de la glucosa a nivel celular (Soumaya, 2013). Esta
anormalidad esta relacionada con el exceso de grasa en el cuerpo. Esta involucra diferentes vias
fisiopatoldgicas mediadas por citocinas y leptina (Lopez-Alvarenga y Gonzélez-Garcia, 2001).
Los altos niveles de glucosa en la sangre promueven efectos adversos relacionados con el estrés
oxidativo, respuesta inmune y metabolismo de lipidos, que a largo plazo y sin intervencion médica
influyen en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, enfermedad hepatica, ceguera y

neuropatias (Yang y Cao, 2017).

Las enfermedades neurodegenerativas se relacionan con el proceso de muerte celular, que provoca
la degeneracion del tejido nervioso. La enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson
estan directamente relacionadas con cambios metabolicos y la obesidad (Niero-Mazon et al.,
2017). Se ha determinado que los individuos obesos presentan tres veces mas posibilidades de
desarrollar demencia (Whitmer et al., 2008; Lee et al., 2017), depresién y ansiedad en comparacion
con individuos no obesos (Chen et al., 2018). Los altos niveles de citocinas proinflamatorias
incrementan la inflamacion y originan déficit cognitivo (Niero-Mazon et al., 2017). Estas

enfermedades pueden pasar desapercibidas por afios hasta que se vuelven clinicamente evidentes.

Las enfermedades respiratorias se producen cuando existe una alteracion en las estructuras de las
vias respiratorias. El peso excesivo de los individuos obesos ejerce fuerza contra las paredes de la
cavidad toracica, lo que dificulta una respiracion profunda y continua. Conjuntamente el espacio
de la apertura retrofaringea disminuye, lo que conduce al desarrollo de problemas respiratorios
como asma, bronquitis, neumonia, apnea del suefio y enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(Ajay et al., 2018). Ademas, estudios recientes evidencian que la obesidad es el principal

contribuyente de mortalidad por COVID-19 (Lopez-Barrera y Miljkovic, 2022).

La orteoartritis es una enfermedad que causa la degeneracion del tejido articular. En la obesidad,
los problemas articulares se deben al aumento de la carga que se ejerce en las articulaciones de las

rodillas de tres a seis veces el peso corporal, lo que incrementa el estrés en esa zona y acelera el
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deterioro del cartilago. También se le ha asociado con la osteoartritis en manos; este hallazgo

sugiere que la obesidad es un factor sistémico (Yilmaz y Younossi, 2014).

2.1.6 Relacion entre obesidad y estrés oxidativo

El estrés oxidativo surge por un desequilibrio entre la cantidad de radicales libres y las defensas
antioxidantes en el organismo (Valdecantos et al., 2009). Las especies reactivas de oxigeno (ROS),
son moléculas con alta reactividad, como los radicales libres, el superoxido (02), el hidroperdxido
(H202), el radical hidroxilo (OH), el dxido nitrico (NO) y el peroxinitrilo (ONOO-) (Martinez-
Sanchez, 2005; Valdecantos et al., 2009; Nita y Grzybowski, 2016). El estrés oxidativo in vivo se
mide mediante diversos marcadores, algunos de estos han permitido visualizar una correlacion
positiva entre el aumento del estrés oxidativo con el sobrepeso y la obesidad (Figura 2). Esta
relacion no ha sido dilucidada en su totalidad, sin embargo, se ha observado que la disminucion
de agentes antioxidantes ocurre simultdneamente con un aumento de elementos prooxidantes
(Figura 3) (Vincent y Taylor et al., 2006).

Malonil aldehido (MDA)
- Producen Isoprostanonas (8-iso-PGF2a
Lipidos Perdxidos lipidicos
TBARS
Azticares Producen Carboximetilsilina (CML)
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Interaccionan con

Radicales libres | «—m—o—wuy

Producen Carbonilproteinas'(CP)
—_—— > | Productos derivados de
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ADN — | 8-nitroguanina

8-hidroxi-2-desoxiguanosina
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Figura 2. Principales marcadores indirectos de estrés oxidativo in vivo (Valdecantos et al., 2009).



Se propone que la obesidad promueve el estrés oxidativo mediante dos vias: en la primera el tejido
adiposo en exceso produce citocinas inflamatorias (IL-1, IL-6 y TNF-a) que funcionan como un
estimulo para la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO), disminuyen la actividad de
la cadena respiratoria mitocondrial y aumentan la interaccion de los electrones con 02 para formar
radicales superoxidos; en la segunda las cantidades elevadas de triglicéridos inhiben el
translocador de nucle6tidos de adenina y promueven la generacion de Oz (Martinez-Abundis et
al., 2005; Fenster et al., 2002).

Hiperglicemia Defensas antioxidantes Nivel de lipidos v oxidabilidad
T Glicosilacion de proteinas l Vitaminas E, C, B-carotenos , Atraccién de monocitos
0, yOH . Glutation ;  Formacién de LOOHY O, T
vt Enzimas antioxidantes /
N !+
A Y N 7/
I
Inflamacion cronica S N | + ,’ Fuentes endoteliales de ROS
T Atraccion de monocitos : /) , Formacion de O, y ONOO T
Formacién de ROS o . | ’ ’
~ ~ v / ‘4
~ N / / . . .
e 4 » 4 Hiperleptinemia
L T T 4 OH, H,0, intracelular T
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0,, H,0, - + / N\ e “ 4
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Figura 3. Relaciones entre las influencias prooxidante y antioxidante en el estrés oxidativo inducido

por la obesidad (Vincent y Taylor, 2006).
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2.1.7 Antioxidantes y genes antioxidantes

Los antioxidantes son moléculas que neutralizan radicales libres y especies reactivas de oxigeno
(ERO). Pueden clasificarse en enddgenos o exdgenos. Los primeros son fabricados por la propia
célulay consisten en varias enzimas, compuestos no enzimaticos y de proteinas de union a metales
prooxidantes que inhiben su participacion en las reacciones redox. Los segundos son sustancias
presentes en los alimentos e ingresan al organismo a través de la dieta (Klotz et al., 2003). Ambos
tratamientos de antioxidantes estan estrechamente relacionados y en conjunto confieren proteccion

al organismo ante el estrés oxidativo y las patologias.

El gen SODL1 codifica para la enzima SOD1, que tiene la funcion de proteger del dafio causado por
los radicales libres derivados del oxigeno. Convierte el anion superdxido en perdxido de hidrogeno
(H?0?). En presencia de Fe? el H20? es parcialmente reducido al radical hidroxilo (OH). Este
radical es muy reactivo y puede atacar a los lipidos de la membrana, las proteinas y el ADN,
entonces la eliminacion de H?0? y O? es necesaria y beneficiosa. Existen 3 tipos de SOD:
CuZnSOD (SOD1), presente en el citoplasma, en el nicleo y en las microsomas; MnSOD (SOD?2),
localizada en la matriz mitocondrial y la ECSOD (SOD3) localizada extracelularmente (Carvajal-
Carvajal, 2019). Se ha reportado que en el comienzo del desarrollo de la obesidad se presenta un
aumento de la actividad del superdxido dismutasa, sin embargo, se observé una disminucion de la
actividad cuando la obesidad estd desarrollada (Lewandowski et al., 2020). SOD trabaja en
conjunto con la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPX) para la remocion del H2O? en las

células (Carvajal-Carvajal, 2019).

La catalasa es una enzima que reduce el peroxido de hidrégeno a H>O y oxigeno y que requiere de
la presencia de NADPH para llevar a cabo su funcion (Carvajal-Carvajal, 2019). En la obesidad
la actividad de la catalasa (CAT) disminuye (Cheng et al., 2019).

La glutation peroxidasa (GPX) reduce el peroxido de hidrogeno y los perdxidos organicos (ROOH)
a H?0? 0 alcohol (ROH), respectivamente, utilizando glutation reducido. La GPX se localiza en el
citoplasma y en la mitocondria. El glutatién oxidado debe ser regenerado para poder continuar
funcionando y lo hace a través de la enzima glutation reductasa (Carvajal-Carvajal, 2019). Al inicio
de la obesidad se presenta un aumento de la actividad del superdxido dismutasa, pero su expresion

disminuye conforme la obesidad se desarrolla (Cheng et al., 2019).
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La expresion de las tres principales enzimas antioxidantes (SOD, CAT y GPX) aumente de forma
dependiente del nivel de los ROS. Hay dos reguladores principales de la respuesta celular al estrés
oxidativo, los factores de transcripcion NF-kB y AP-1, pueden unirse a sitios especificos en la
region promotora de los genes de SOD2, GPX y CAT en las células de musculo esquelético y

estimular la produccion de estas enzimas (Carvajal-Carvajal, 2019).

NRF2 es un factor de transcripcion que regula la expresién de numerosos genes de enzimas que
protegen contra el estrés oxidativo, a través de la union a una secuencia especifica del ADN
conocida como ARE (de sus siglas en inglés: "Antioxidant Response Element™), cuya reaccién se
debe a compuestos oxidantes y/o electrofilos de naturaleza quimica muy variada (Konigsberg-
Fainstein, 2007). Entre las enzimas que regular se encuentran la catalasa y la superdxido
dismutasa, también, aumenta los niveles de glutation reducido y NADPH + H+ y reduce la
produccién de superdxido mitocondrial e induccion de la expresion de enzimas de la via de las
pentosas fosfato. Como es factor de transcripcién y no especificamente un antioxidante, entonces
es capaz de desencadenar una respuesta celular amplificada, lo que lo hace sumamente importante
en la busqueda de tratamientos para enfermedades relacionadas al estrés oxidativo (Tebay et al.,
2015).

2.2 Higado y obesidad
2.2.1 Funcion hepatica

El higado es un 6rgano multifuncional con una fisiologia compleja (Figura 4). Tiene funciones
vasculares, metabdlicas (en el metabolismo de proteinas, grasas y carbohidratos, gracias a los
hepatocitos que tiene la funcion de purificar la sangre, eliminar desechos, toxinas y almacenar
nutrientes), secretoras y excretoras (Sibulesky, 2013; Manterola et al., 2017). Tiene un peso
aproximado de 1.4 Kg en mujeres y 1.8 Kg en hombres, es decir, aproximadamente el 2% del peso
total de una persona adulta. Es de aspecto liso, flexible, de color marron y esta rodeada por la
capsula de Glisson (Castaing y Veilhan 2006). ElI 75% de su irrigacion es proporcionada por la
vena porta, que tiene su origen en el bazo e intestino y el 25% por la arteria hepatica, la arteria
hepatica pude presentar variaciones (Figura 5 A). Consta de dos Iébulos, uno derecho y otro
izquierdo, los cuales estan formados por 8 segmentos (Figura 5 B). Cada segmento presenta su
propio pediculo portal con una rama arterial hepatica, una rama de la vena porta, un conducto biliar

y la rama venosa hepatica que lleva el flujo de salida (Sibulesky, 2013).
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Figura 4. Esquema de la fisiologia del higado (Manterola et al., 2017).
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Figura 5. Anatomia del higado. A) Drenaje de la vena porta. B) Anatomia morfoldgica del higado
(Sibulesky, 2013).
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2.2.2 Metabolismo de lipidos en el higado

El higado es el principal sitio del metabolismo de lipidos, participa en la absorcion y en la sintesis
de novo de las grasas. Las grasas dietéticas son disueltas por las sales biliares y absorbidas por el
intestino, y a través de la circulacion enterohepatica llegan al higado para la sintesis de
quilomicrones (Nguyen et al., 2008; Mulaikal y Emond, 2012). Los quilomicrones son
sintetizados durante las fases posprandiales para el transporte de la grasa y es secretado hacia la
linfa para su posterior liberacion a nivel sanguineo y es un activador de la enzima proteina lipasa
(LPL), que participa en el metabolismo y transporte de las lipoproteinas, asi como en la sintesis de
acidos grasos libres y glicerol para el almacenamiento energético (Torres-Arrieta et al., 2021). El
aumento de &cidos grasos libres aumentara la produccion de VLDL, esto ocurre, por ejemplo, en
la obesidad visceral, de resistencia a la insulina y en la diabetes mellitus (Carvajal, 2014).

2.2.3 Esteatosis hepatica no alcohdlica

La esteatosis hepética no alcohdlica es una enfermedad multifactorial. Su fisiopatologia se produce
por un desbalance en la adsorcion y remocion de los triglicéridos en el higado. La teoria mas
aceptada para tratar de explicar su etiologia es la de doble impacto (Day y Oliver, 1998). El primer
impacto es la resistencia a la insulina periférica causada por una acumulacion de grasa en el higado.
Esto provoca un cambio metabdlico que aumenta la lipdlisis en el tejido adiposo y produce una
mayor entrada de acidos grasos en el higado. Esto incrementa la reesterificacion de acidos grasos
y de la lipogénesis hepética de novo. También surge un decremento en la oxidacién de acidos
grasos y de la exportacion de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). El segundo impacto
aparece cuando la acumulacién de lipidos es tdxica y provoca una respuesta de estrés oxidativo en
el higado. Esto promueve la liberacion de catepsinas lisosomales, la disfuncion mitocondrial, el
estrés del reticulo endoplasmico y la apoptosis celular, que origina inflamacion, necrosis y fibrosis
(Figura 6) (Caballeria-Rovira et al., 2008; Martin-Dominguez et al., 2013). Esto predispone el
desarrollo de cirrosis y hepatocarcinoma (Cohen et al., 2011).
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Figura 6. Esquema de la patogenia de la esteatosis hepatica (Martin-Dominguez et al., 2013).

2.3 Ganoderma lucidum

Ganoderma lucidum (Curt.: Fr) P. Karst se clasifica dentro del reino Fungi, phylum Basidiomicota,
clase Agaricomycetes, orden Poliporales, familia Ganodermataceae y género Ganoderma (Du et
al., 2019). En China ha sido considerado una hierba magica, asi como un simbolo de auspicio y se
ha utilizado en la medicina tradicional desde hace mas de 2000 afios para mantener la salud y
prolongar la vida. También se le denomina Lingzhi, ruizhi, Shenzhi y Xiancao, que significan
buena fortuna y poder misterioso (Chen, 2004; Lin, 2019).

Su estipite, cuando esta presente, mide de 2 a 30 cm de largo y es de color blanco a amarillo, y de
forma eventual se torna de color café a negro. Su pileo tiene forma circular, semicircular o
arrifionada, es plano y con un diametro de 5 a 20 cm; de color amarillo, café o rojo con bordes de
crecimiento de color blanco, su color varia segun la cepa y condiciones ambientales (Figura 7). Su
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himenio esta conformado por tubos alargados que se ven como poro de color blanco (Tortella et
al., 2008). El basidiocarpo es suave, humedo y correoso cuando esta fresco; y duro y lefioso
cuando esté seco. Sus esporas son de color café a rojo, elipsoides y de extremo romo, rugosas,
miden 9-12 x 5,5-8 um, con doble pared y con pilares entre las paredes que simulan columnas. El
ciclo de vida de G. lucidum inicia cuando uno de los basidios libera una basidiespora y esta llega
a un sitio favorable para su germinacion. Posteriormente las hifas comienzan a desarrollarse y
forman el micelio. Este se alimenta de la celulosa y lignina del sustrato donde crece. Produce
pudricion blanca y se le considera el degradador de lignina més eficiente. Crece en bosques
humedos y tropicales con temperaturas que oscilan entre 20 °C a 28 °C (Tabares y Toro, 2013). El
género Ganoderma tiene una amplia distribucion que va desde el Amazonas hasta el sur de

Norteamérica y en la mayor parte de Asia (Stamets,1993).

Figura 7. Cuerpo fructifero de Ganoderma lucidum. Imagen del Centro de Biotecnologia de Hongos

Comestibles, Funcionales y Medicinales del Colegio de Postgraduados Campus Puebla.

2.3.1 Actividad antioxidante de Ganoderma lucidum

Por mas de 2000 afios Ganoderna lucidm ha sido utilizado ampliamente en la medicina tradicional

en el continente asiatico (Lee et al., 2001). Actualmente este hongo se ha vuelto popular en paises

16



occidentales y se han desarrollado diversos estudios sobre sus beneficios y la determinacion de sus
principios activos (Delzenne y Bindels, 2015). Se han hallado una gran variedad de compuestos
bioactivos que lo respaldan como alimento de alto valor y con gran importancia farmacolégica.
Entre los compuestos presentes en este hongo se han reportado a los polisacaridos (B-glucanos y
peptidoglucanos), triterpenoides y esteroles (Chang y Buswell, 2008). Los de mayor actividad
farmacoldgica son los triterpenos y los polisacaridos. Dentro de sus propiedades se reporta la
actividad antitumoral, inmunoestimulante, hepatoprotectora, hipoglucemiante,
hipocolesterolemiante y antioxidante. Ademés, Meneses et al. (2016) reportaron que el extracto
de G. lucidum reduce significativamente la concentracion de triglicéridos, colesterol hepatico y
triglicérido hepaticos; ellos asocian este efecto con la reduccidén en la expresion de genes
lipogénicos y genes implicados en el transporte inverso de colesterol, y le atribuyen este efecto a

los a-glucanos y B-glucanos.

Chang et al. (2015) publicaron un articulo acerca de las propiedades antiobesidad de G. licidum;
probaron que la administracién diaria del extracto acuoso de este hongo en concentraciones de 2-
8% en ratones alimentados con una dieta alta en grasa ayudaba a mejorar la obesidad y las
caracteristicas relacionadas con esta enfermedad, debido a la actividad antioxidante de los
polisacaridos. Otro estudio reporté que los polisacaridos de este hongo tienen una alta actividad
antioxidante y de eliminacion de radicales libres (Subedi et al., 2021). Ferreira et al. (2015)

reportan resultados similares en condiciones in vitro.

También se ha encontrado que los péptidos de bajo peso molecular inhiben la peroxidacion de
lipidos y tienen un efecto positivo sobre la sintesis de SOD, CAT y GPX, y a su vez existe un
efecto reductor de hiperlipidemia (Yue et al., 2017). Lee et al. (2020) reportaron que G. lucidum
disminuye la hipertrofia de adipocitos, entonces resulta eficaz en prevencién de la obesidad y la
resistencia a la insulina. Este resultado es similar al de Kim 'y Nho (2004), ellos reportaron que un
compuesto extraido de G. lucidum redujo significativamente los niveles de glucosa en sangre en
una prueba con animales y sugieren que podria ser eficaz en el tratamiento de la diabetes y la

obesidad.

Estas propiedades pueden variar de acuerdo con la cantidad de compuestos bioactivos en el hongo.
Su disponibilidad depende de la cepa, sustrato y condiciones ambientales. En un estudio

comparativo entre una cepa silvestre del Himalaya y uno de cultivo in vitro, se determiné un mayor
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barrido de radicales en G. lucidum silvestre, demostrando su potencial para el desarrollo

nutracedtico por ser una fuente de antioxidantes naturales (Mohsin et al., 2011).

I11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México, la obesidad es uno de los principales problemas de salud publica. De acuerdo con la
Secretaria de Salud, se estima que siete de cada 10 mexicanos padecen esta enfermedad. Ademas,
es un factor de riesgo para el desarrollo de otras enfermedades como la esteatosis hepatica no
alcohdlica. Ademas, en 2019, se registraron mas de 260 mil muertes a causa de la obesidad.
Aunado a los riegos a la salud, la obesidad también gastos médicos elevados para tratar esta
enfermedad. Entonces es importante tomar medidas necesarias para abordar este problema. En este
sentido, durante los Gltimos afios ha surgido el interés sobre los compuestos bioactivos que derivan
de hongos medicinales como G. lucidum para tratar diversas enfermedades. Existe evidencia
acerca del papel que estos compuestos desempefian en la modulacion de procesos de estrés
oxidativo en la obesidad a través de mecanismos moleculares, sin embargo, la mayoria de los
trabajos que existen, son de especies extranjeras. Por tal motivo, es necesario realizar estudios

acerca del efecto antioxidante de la cepa mexicana de G. lucidum.
IV. JUSTIFICACION

La dieta proporciona los nutrientes basicos para las necesidades metabdlicas y también puede
contribuir a una mejor salud. Por ello se tiene interés por el estudio de ciertos compuestos que han
sido reportados como benéficos, como es el caso de los hongos medicinales y especificamente de
G. lucidum. Sin embargo, los estudios acerca del efecto antioxidante de extractos hidroalcoholicos
de este hongo son escasos. Debido a que es un recurso valioso por sus efectos positivos sobre
multiples enfermedades se tiene interés por realizar una investigacion que contribuya a la

importancia de su uso para combatir el estrés oxidativo en la obesidad.

V. HIPOTESIS
5.1 Hipotesis nula

Los extractos hidroalcohdlicos de Ganoderma lucidum no incrementaran la expresion de genes y

proteinas antioxidantes en ratones C57BL/6 con obesidad inducida por dieta.
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5.2 Hipotesis alterna

Los extractos hidroalcoholicos de Ganoderma lucidum incrementaran la expresion de genes y
proteinas antioxidantes en ratones C57BL/6 con obesidad inducida por dieta.

V1. OBJETIVOS
6.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de los extractos de Ganoderma lucidum sobre la expresion de genes y proteinas

antioxidantes en tejido hepético de ratones C57BL/6 con obesidad inducida por dieta.

6.2 Objetivos especificos

1. Conocer el efecto del consumo de los extractos de G. lucidum sobre la ingesta cal6rica y
peso corporal de ratones en cada uno de los tratamientos.

2. Evaluar el efecto de los extractos de G. lucidum sobre las mediciones bioquimicas séricas
de colesterol total, LDL-c, triglicéridos, glucosa, actividad antioxidante y transaminasas de
ratones C57BL/6.

3. Analizar el deposito de lipidos en tejido hepatico de ratones C57BL/6.

4. Determinar la expresion de genes y proteinas antioxidantes en tejido hepatico de ratones
C57BL/6.

VII. MATERIALES Y METODOS

El protocolo experimental de este proyecto fue aprobado por el Comité de Bioética del Colegio de
Postgraduados Campus Puebla, con el registro CIB-CB-HCFM-002.

7.1 Animales de laboratorio

Se emplearon 56 ratones macho de la cepa C57BL/6 obtenidos del bioterio del Instituto Nacional
de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ) con una edad aproximada de 6
semanas. Los animales se mantuvieron en cajas habitacion individuales con sustrato de aserrin
estéril en el bioterio del Centro de Biotecnologia de Hongos Comestibles, Funcionales y
Medicinales del Colegio de Postgraduados, Campus Puebla. Se alimentaron ad libitum con el
tratamiento correspondiente. Se mantuvieron durante todo el experimento en condiciones

controladas de temperatura de 22 + 2 °C y una humedad relativa de 45-55%, con un periodo de
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luz-oscuridad de 12/12 h, iniciando a las 7:00 A.M. Posteriormente, se distribuyeron

aleatoriamente en los tratamientos experimentales con una n= 8.

7.2 Elaboracion del extracto hidroalcohdlico de Ganoderma lucidum

Se utilizé la cepa CP-145, que fue aislada de basidiocarpos silvestres colectados en el estado de
Morelos, México. Estd cepa se encuentra en la coleccion de la plataforma de investigacion
cientifica, tecnoldgica y de innovacion P-ICTI-1 Recursos Genéeticos del Centro de Biotecnologia
de Hongos Comestibles, Funcionales y Medicinales del Colegio de Posgraduados Campus Puebla.
Se realiz6 un cultivo in vitro de micelio en cajas de agar con extracto de malta a una temperatura
de incubacion de 24°C-26°C. La semilla se obtuvo a partir de granos de trigo estériles con 60%-
70% de humedad, inoculados con la cepa CP-145 e incubados a 24°-26°C hasta alcanzar una
colonizacion micelial total. Se inoculd aserrin de encino esterilizado, almacenado en bolsas de
polipropileno (47x13.5 cm) con microfiltro de 0.5 micrones e incubadas bajo condiciones
controladas de humedad relativa, temperatura, luz y aireacion. El sustrato testigo consistio en
aserrin de encino con una humedad de 70%-80%, mientras que el sustrato de cultivo tratado
consistio en aserrin de encino con AAS (10 mM Sigma-Aldrich EE.UU.). Los basidiocarpos se
cortaron en rebanadas y se deshidrataron a 40°C por 5 dias en un secador de aire forzado, se
almacenaron en bolsas de polipropileno y se almacenaron a -80°C (Martinez-Carrera et al., 2016
y Meneses et al., 2016).

El extracto hidroalcohdlico se obtuvo de acuerdo a las especificaciones de la patente registrada de
Martinez-Carrera et al. (MX322035-B, julio 8, 2014). Se elaboraron sobres con 10 g de G. lucidum
molido, cultivados sustrato testigo y sustrato con AAS. Se maceraron por 24 h, se prensaron y
filtraron. La concentracion del macerado se obtuvo en el Rotavapor® R-220 Pro (BUCHI
Labortechnik Switzerland, Alemania) con vacio a 33 y 81 mbars durante 2 h'y 30 min hasta obtener
una concentracion de 250 mg/mL. Se realiz0 una esterilizacion por el sistema Sterifil (Merck-
Millipore).

7.3 Composicion bromatologica de Ganoderma lucidum

La composicién bromatoldgica de G. lucidum fue determinada en el laboratorio del Centro de

Biotecnologia de Hongos Comestibles, Funcionales y Medicinales (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Composicion quimica y analisis de extractos de basidiomas maduros de Ganoderma
lucidum mexicano, cultivados sobre aserrin de Quercus (GI1) y aserrin de Quercus mas AAS (10

mM; GI2).
Anadlisis Gl1 GI2 Unidad Método Técnica
Proteinas totales 0.365 0.315 % AOAC. 1995. No. 991.20 Método Kjeldahl
Carbohidratos 0.58 0.58 % Merrill & Watt. 1973 -
por diferencia®
AOAC. 1995. 1
Glucosa 0.1 0.1 % _Clro_matograﬂa
No. 996.04 1onica
AOAC. 1995. 1
AzUlcares totales 0.1 0.1 % _Clro_matograﬂa
No. 996.04 1onica
. Methods of Analysis for Nutritional
a
Calorias 4 4 /1009 | abelling, AOAC International. 1993
i ietéti AOAC. 2003. alisi
Fibra dietética 0.15 01 % Anal_|5|§ _
total No. 985.29 gravimétrico
Método
0
Glucanos totales 15.96 17.01 % wiw AOAC. No. 995.16 colorimétrico
Método
- 0
a-glucanos 14.19 15.14 % wWiw AOAC. No. 995.16 colorimétrico
B-glucanos 1.77 1.87 %ww  AOAC. No. 995.16 Método
colorimétrico
Polifenoles 2.185 1.858 mg GAE/g  Folin Ciocalteau assay Meto_d o
totales colorimétrico
Especies 350,811.5 376,117.0 umol of Oxygen radical absorbance capacity Ensayo de
- Trolox .
reactivas 0 6 . (ORAC) assay fluorescencia
Equivalent/g
Grasas 0.01 0.01 % AOAC. 2000. 989.05 Analisis
gravimétrico
AOAC. 2000. lisi
Ceniza 0.1 0.1 % Analisis
No. 942.05 gravimetrico
V_|tan_1|naa B1 003 0025 mg/100 g R-Biopharm. 2011. VitaFast Vitamina Er_lsayo_ o
(tiamina) B1 microbioldgico
Vl_tamlna}a B2 0.04 0035 mg/100 g R-Biopharm. 2011. VitaFast Vitamina Er_lsayo_ .
(riboflavina) B2 microbiolégico
V|_tar_n|naa B3 047 0.42 mg/100 g R-Biopharm. 2011. VitaFast Vitamina Er]sayo_ .
(niacina) B3 microbiolégico
V|_ta}m|n_aa B6 001 001 mg/100 g R-Biopharm. 2011. VitaFast Vitamina Er]sayo_ .
(piridoxina) B6 microbiolégico
Vitaminaa B12 . . I
(cianocobalamina 0.05 0.045 1g/100 g g-llglopharm. 2011. VitaFast Vitamina Er]sayo_ .
) microbiolégico
o AOAC. 2009.
Vitaminaa D <2.0 <2.0 1U/100 g HPLC
No. 982.29
AOAC. 2005. i
Calcio 115 11 mg/100 g Espectrometria de
No. 974.14 absorcién atémica
Method CFAN/ORS/DBC/CHCB.
Cobre 120 115 Ppb FDA 2011 ICP-MS
. Method CFAN/ORS/DBC/CHCB.
Hierro 200 335 Ppb FDA 2011 ICP-MS
AOAC. 2005. T
Magnesio 2.35 2.25 mg/100 g Espectr ometr |a_de
No. 974.14 absorcion atdmica
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Manganeso

Poporos

Potasio

Selenio

Sodio

Zinc

120

10.5

36.5

<100

1.9

450

Perfil de acidos organicos:

Acido acético

Acido butirico

Acido citrico

Acido fumarico

Acido glucénico

Acido lactico

Acido malico

Acido oxalico

Acido propidnico

Acido quinico

Acido succinico

Acido tartarico

Fibra cruda

Fructosa

Lactosa

Maltosa

<0.001

<0.001

0.0065

0.002

<0.001

<0.001

0.0175

0.003

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

135

12,5

325

<100

1.85

405

<0.001

<0.001

0.006

0.002

<0.001

<0.001

0.015

0.003

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

Ppb

mg/100 g

mg/100 g
Ppb
mg/100 g

Ppb

%

%

%

%

%

%

%

%

%

%

%

%

%

%

%

%

Method CFAN/ORS/DBC/CHCB.

FDA 2011
AOAC. 2007.

No. 970.39
AOAC. 2005.
No. 974.14

Method CFAN/ORS/DBC/CHCB.

FDA 2011
AOAC. 2005.

No. 974.14

Method CFAN/ORS/DBC/CHCB.

FDA 2011

AOAC. 2000.
No. 986.13
AOAC. 2000.
No. 986.13
AOAC. 2000.
No. 986.13
AOAC. 2000.
No. 986.13
AOAC. 2000.
No. 986.13
AOAC. 2000.
No. 986.13
AOAC. 2000.
No. 986.13
AOAC. 2000.
No. 986.13
AOAC. 2000.
No. 986.13
AOAC. 2000.
No. 986.13
AOAC. 2000.
No. 986.13
AOAC. 2000.
No. 986.13

AOAC. 1990.
No. 962.09
AOAC. 1995.
No. 996.04
AOAC. 1995.
No. 996.04
AOAC. 1995.
No. 996.04

ICP-MS

Spectrophotometr
ic method

Espectrometria de
absorcién atémica

ICP-MS

Espectrometria de
absorcion atdmica

ICP-MS

HPLC

HPLC

HPLC

HPLC

HPLC

HPLC

HPLC

HPLC

HPLC

HPLC

HPLC

HPLC

Andlisis
gravimétrico

Cromatografia
ionica

Cromatografia
ionica

Cromatografia
ionica
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Sacarosa 0 0 % AOAC. 1995. Cromatografia

No. 996.04 i6nica
o AOAC. 2001.
Vitamina A 0 0 1U/100 g HPLC
No. 292.13
Vitamina B9 R-Biopharm. 2011. VitaFast Folic Ensayo
. . 0 0 Hg/100 g A.dp . yb. o
(ac|d0 fo“co) cldo microniologico
Vitamina C 0 0 mg/100 g Brause et al. 2003 HPLC
Vitamina E 0 0 mg/100 g AOAC. 2000.No. 992.03 HPLC
) AOAC. 2002.
Retinol 0 0 1U/100 g HPLC
No. 938.04/2001.13
AOCS. 2002. 1
Omega-3 total n/a n/a mg/100 g qumatografla
muesta No. Ce 1f-96 i6nica
Grasa g/100g AOCS. 2002. Cromatografia
monosaturada n/a n/a o
muesta No. Ce 1f-96 ionica
total
Grasa AOCS. 2002. i
poliinsaturada n/a n/a 9/100 g _C,ro_matografla
muesta No. Ce 1f-96 i6nica
total
Grasa saturada /100 g AOCS. 2002. Cromatografia
n/a n/a o
total muesta No. Ce 1f-96 i6nica
Grasas trans /100 g AOCS. 2002. Cromatografia
n/a n/a o
totales muesta No. Ce 1f-96 i6nica
Alfa linolénico na na mg/100g  AOCS. 2002. Cromatografia
(ALA) muesta No. Ce 1f-96 i6nica
Docosahexaenoic mg/100g  AOCS. 2002. Cromatografia
n/a n/a o
0 (DHA) muesta No. Ce 1f-96 idnica
Docosapentaenoi na na mg/100g  AOCS. 2002. Cromatografia
co muesta No. Ce 1f-96 i6nica
AOCS. 2002. 2
Docosatrienoico n/a n/a mg/100 g grqmatografla
muesta No. Ce 1f-96 ionica
Eicosapentaenoic na na mg/100g  AOCS. 2002. Cromatografia
0 (w-3) (EPA) muesta No. Ce 1f-96 i6nica
Eicosatrienoico mg/100g  AOCS. 2002. Cromatografia
n/a n/a o
(11,14,17) muesta No. Ce 1f-96 idnica

AOAC = Métodos oficiales de analisis de la Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales, EE. UU.
AOCS = Métodos oficiales de analisis de la Sociedad Estadounidense de Quimicos del Aceite, EE. UU.
HPLC = Cromatografia liquida de alta resolucion.

ICP-MS = Espectrometria de masas de plasma acoplado inductivamente.

a Datos calculados basados en estandares especificos.

n/a = No disponible.



7.4 Composicion de dietas

La dieta control (CTRL) se realizd de acuerdo con las normas dietéticas que la American Institute
Nutrition propone para estudios nutricionales en roedores. La American Institute Nutrition formul6
la dieta CTRL AIN-93 para estandarizar las medidas nutricionales adecuadas que se utilizan en los
estudios de laboratorio. Existen dos tipos: la dieta AIN-93G que se emplea en la etapa de
crecimiento y la dieta AIN-93M para las etapas restantes. Para este estudio se emple6 la AIN-93
G (AIN, 1997; AIN, 1980; Reeves et al., 1993). Por otro lado, la dieta alta en grasa (HFD) fue
enriquecida con 30% de manteca de cerdo, 6% aceite de soya 'y 6 % con aceite de coco (Cuadro
3). Ademas, se administro agua azucarada con 50 g de fructosa y sacarosa (con una proporcion de
55/45 respectivamente) por litro de agua. Estas modificaciones se realizaron a partir de la dieta
AIN-93 (Liu et al., 2015; Kothari et al, 2017). Ademas, se administraron dos extractos
hidroalcoholicos de G. lucidum a partir de la cepa CP-145 de la coleccion del Centro de
Biotecnologia de Hongos Comestibles, Funcionales y Medicinales del Colegio de Postgraduados,
Campus Puebla de acuerdo con la patente de Martinez-Carrera et al. (MX322035-B, Julio 8, 2014)
a partir de dos condiciones de crecimiento, en la primera no se adiciond6 AAS (acido
acetilsalicilico) (Gl 1) en el sustrato y en la segunda se adiciond AAS en el sustrato (Gl 2). El
extracto Gl 1 representd el 1% la dieta diaria de ratones, se administro al tratamiento 3 (para
evaluar su efecto como tratamiento preventivo) y al tratamiento 5 (para evaluar su efecto como
tratamiento curativo), mientras que el extracto Gl 2 se administré al tratamiento 4 (para evaluar su
efecto como tratamiento preventivo) y al tratamiento 6 (para evaluar su efecto como tratamiento
curativo). A partir de la formulacion de las dietas se elaboraron galletas para ser consumidas ad

libitum por los ratones de los distintos tratamientos.
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Cuadro 3. Formulacion de las dietas AIN-93 y HFD.

Ingredientes AIN-93 (g/kg) HFD (g/Kg)
L-cistina 3 3
Colina 2.5 2.5
Vitaminas 10 10
Celulosa 50 50
Minerales 35 35
Aceite de soya 70 35
Aceite de coco 0 35
Almidén 397.5 239.03
Dextrina 132 102.67
Sacarosa 100 77.78
Caseina 200 240
Manteca de cerdo 0 170

A continuacion, se describe cada uno de los tratamientos:
CTRL: dieta AIN-93.

HFSD: dieta alta en grasa con 42% de Kcal a partir de grasa (aceite de coco hidrogenado, aceite
de soya y manteca de cerdo) + agua con 50 g/L de fructosa (55%) y sacarosa (45%).

HFSD+GI1: dieta alta en grasa con 42% de Kcal a partir de grasa (aceite de coco hidrogenado,
aceite de soya y manteca de cerdo) + extracto hidroalcoh6lico de G. lucidum 1 (1% de la dieta
total) + agua con 50 g/L de fructosa (55%) y sacarosa (45%).

HFSD+GI2: dieta alta en grasa con 42% de Kcal a partir de grasa (aceite de coco hidrogenado,
aceite de soya y manteca de cerdo) + extracto hidroalcoh6lico de G. lucidum 2 (1% de la dieta
total) + agua con 50 g/L de fructosa (55%) y sacarosa (45%).

HFSD+GI1 TX: dieta alta en grasa con 42% de Kcal a partir de grasa (aceite de coco hidrogenado,
aceite de soya y manteca de cerdo) + agua con 50 g/L de fructosa (55%) y sacarosa (45%)
administrada durante 13 semanas, posteriormente se adiciond extracto hidroalcohdlico de G.

lucidum 1 (1% de la dieta total) durante las 4 semanas siguientes.

HFSD+GI2 TX: dieta alta en grasa con 42% de Kcal a partir de grasa (aceite de coco hidrogenado,

aceite de soya y manteca de cerdo) + agua con 50 g/L de fructosa (55%) y sacarosa (45%)

25



administrada durante 13 semanas, posteriormente se adiciond extracto hidroalcohdlico de G.

lucidum 2 (1% de la dieta total) durante las 4 semanas siguientes.

HFSD+MET TX: dieta alta en grasa con 42% de Kcal a partir de grasa (aceite de coco hidrogenado,
aceite de soya y manteca de cerdo) + agua con 50 g/L de de fructosa (55%) y sacarosa (45%)
administrada durante 13 semanas, posteriormente se adicioné metformina en una concentracion
de 250 mg/Kg (1% de la dieta total), una vez al dia (YYang et al., 2018).

7.5 Determinacion de la ingesta de alimento de los ratones de la cepa C57BL/6

El peso de los ratones se registré una vez por semana para calcular la ganancia de peso. La ingesta
de alimento y el consumo de agua se registraron todos los dias. Se utilizé una balanza de precision
Ohaus modelo AX1502 (Nénikon, Heuwinkelstrasse, Suiza). A partir de estos datos se calculo la
ingesta caldrica tomando en cuenta la composicion de la dieta y que cada gramo de carbohidratos
o proteina equivale a 4 Kcal, mientras que 1 gramo de grasa representa 9 Kcal.

7.6 Mediciones en suero
7.6.1 Determinaciones bioquimicas séricas

Al concluir las 17 semanas de estudio se llevo a cabo el sacrificio de los animales. Se les administro
pentobarbital sédico con una dosis letal de 100-150 mg/Kg via intraperitoneal (como norma
general, el triple de la dosis anestésica). Una vez confirmada la muerte de cada animal, se procedid
con la obtencion de muestras de sangre a partir de los ojos, utilizando capilares especificos, a
continuacion, las muestras fueron centrifugadas para la obtencién del plasma, posteriormente, se
almacenaron a una temperatura de -80°C hasta su andlisis. Las concentraciones en plasma de
colesterol, glucosa, triglicéridos, ALT, AST y LDL fueron medidas en un equipo COBAS C111

analyzer (Roche Diagnostics Ltd., Switzerland).

7.6.2 Determinaciones de la actividad antioxidante total sérica

Para la obtencion de este parametro se utilizo el método de capacidad de absorcion de radicales de
oxigeno (ORAC, por sus siglas en inglés). Este método en presencia de compuestos antioxidantes
mide el retraso de la disminucion de la fluorescencia de la fluoresceina causada por la presencia

de agentes oxidantes. La actividad antioxidante de las muestras se midié usando al Trolox como
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antioxidante de referencia y al AAPH (2,2’-azobis-(2-amidinopropano hidroclorida)), como

agente oxidante. La medicion se realizo en el equipo BioTek Synergy HT (Bio- Tek Instruments).

7.7 Mediciones en tejido hepatico
7.7.1 Andlisis histologico del higado.

Las muestras de tejido hepético fueron fijadas en formalina. Previo a la inclusién en parafina, lo

tejidos fueron tratados de la siguiente manera:
Formol al 10%, 2 hrs.

Alcohol al 96%, 3 hrs.

Alcohol absoluto, 2 hrs.

Partes iguales de xilol absoluto, 1 h.

Xilol, 2 hrs.

A continuacién, los tejidos fueron sumergidos dos veces en parafina. Posteriormente, los tejidos
se incluyeron en bloques de parafina para realizar cortes de 5 um de grosor y se colocaron en

portaobjetos.

La tincidon de hematoxilina-eosina se realizé de la siguiente manera:
Xilol, 5 min

Xilol, 2 min.

Partes iguales de xilol absoluto, 10 bafios.
Absoluto de xilol, 10 bafios.

Alcohol al 96%, 10 bafios.

Hematoxilina de Harris, 3 min.

Alcohol &cido al 1%, 1 bafio.

Carbonato de litio, 1 bafio.

Alcohol al 96%, 1 bafio.
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Eosina, 30 segundos.
Alcohol al 96%, 1 bafio.
Alcohol absoluto, 1 bafio.
Xilol absoluto (2 bafios),
Xilol (3 bafios).

Los tejidos fueron montados para su observacion en el microscopio (Leica DMLS, Wetzlar,
Alemania), se tomaron fotografias con una cdmara digital (Leica DFC295, Wetzlar, Alemania) y
las fotografias fueron procesadas con el software LAS V4.9 para la evaluacion de la arquitectura

hepatica.
7.7.2 Expresion génica

El tejido hepético se deposito en tubos eppendorf con 1 balin y 1 ml de trizol (Invitrogen, Carlsbad,
CA) y se homogeneizo en el Tisssue Lyser (Quiagen, Hilden, Alemania), se afiadieron 200 uL de
cloroformo, se agit6 manualmente durante 30 segundos y se incubd durante 3 min a 16 °C, se
centrifug6 a 14,000 rpm por 15 min a 4°C, se recuperd la fase superior (ARN), se agregaron 500
uL de isopropanol, se agité con vortex por 30 segundos, se dejé incubar por 15 min a 16 °C, se
centrifugd a 14,000 rpm por 15 min a 4°C, se recupero el pellet, se agregd 1 ml de etanol frio al
75%, se centrifugd a 14 000 rpm por 10 min a 4°C, se decant0 el etanol por inversion, se
resuspendio el pellet con 300 uL de H2O libre de ARNasas, se calentd a 55 °C por 5 min. Se
calcul6 la concentracion y pureza del ARN empleando el espectrofotometro NanoDrop (Thermo
Scientific, Wilmington, Delaware, EE. UU.). La cuantificacion se realizé midiendo la longitud de

onda a 260 nm y para la determinacion de la pureza de ARN se midid la absorbancia a 280 nm.

La sintesis de ADNCc se obtuvo agregando un mix con buffer 5X, Oligo DT, DNTP, DTT, inhibidor
y Rt a 6000 ng de ARNm. La amplificacion por PCR se realizd en el termociclador Roche
LightCycle 96 Instrument (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania) y se realizaron
rangos dinamicos para verificar la concentracién 6ptima de ADNc. La determinacion de los
niveles de expresidn génica se realizo por la técnica de PCR en tiempo real a partir de 1.4 pl de
ADNc empleando sondas Tagman® para los genes CAT (Mm00437992_ml), SOD1
(Mm01344233_g1), SOD2 (Mm01313000_m1) y GPX1 (Mm00656767_gl) (ThermoFisher
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Scientific, Massachusetts, EE. UU.). La expresion de cada gen se realizd por triplicado y el gen
constitutivo que se utilizo fue la beta-2-microglobulina (B2M). Se utiliz6 el método delta delta CT

para obtener el valor de la expresion de cada gen estudiado.

7.7.3 Western-Blot

El tejido hepético se deposito en tubos eppendorf y se afiadié 150 pL de buffer RIPA activado, se
agitaron durante 30 min a 4 °C y se centrifugaron a 15000 rpm por 15 min a 4°C. Se colecto el
sobrenadante, se transfirio a tubos nuevos y se agitd con vortex. A continuacion, en placas de 96
pozos se agregaron 5 UL de proteinas, se agregaron 25 L de reactivo Ay 200 pL de reactivo B.
Se incubd durante 15 min a 16 °C y en oscuridad. La concentracion de proteina se determino en
el lector de placas Bio Rad.

Posteriormente las muestras fueron separadas en geles de poliacrilamida. Luego fueron
transferidas a membranas de PVDF en metanol 100% para activarlas, Ponceau S y agua
desionizada. Las membranas fueron bloqueadas con albumina al 2% durante 1 h a 37°C y fueron
incubadas toda la noche con los anticuerpos CAT, SOD2 y NRF2. Posteriormente se agitaron
durante 1 h a 16 °C realizar 3 lavados con TBS. Se agregd el anticuerpo secundario de conejo a
una dilucién de 1:2000 y se incubd durante 40 min a 37 °C. Después se elimino el exceso de
anticuerpo secundario. Las proteinas se identificaron mediante quimioluminiscencia ChemiDoc®
MP Imaging System (Bio-Rad, CA, EE. UU.). La cuantificacion de las sefiales se realiz6 con el

software ImageJ. Los resultados se expresaron en unidades arbitrarias de densitometria (uad).

7.8 Andlisis estadistico

Las diferencias estadisticas entre los tratamientos de estudio se determinaron a partir de un analisis
de varianza de una via, donde se encontraron diferencias estadisticas se aplico la prueba de Tukey.
Se considerd una diferencia estadistica significativa cuando el valor de p<0.05. Se utilizo el
software estadistico GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU).

VIIl. RESULTADOS
8.1 Efecto del consumo del extracto de G. lucidum sobre la ingesta cal6rica ratones C57BL/6

Los resultados de ingesta calorica de dietas de ratones C57BL/6 mostraron una ingesta mayor en
el tratamiento CTRL y una diferencia estadisticamente significativa con el resto de los
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tratamientos. Esto pudo deberse a la palatabilidad de la dieta AIN-93 (Grafica 1 A). Los resultados
de ingesta caldrica de agua de ratones C57BL/6 mostraron una ingesta mayor en el tratamiento
HFSD+MET TX y una diferencia estadisticamente significativa con el tratamiento CTRL, HFSD
y HFSD+GI2. Por su parte, HFSD y HFSD+GI2 no mostraron diferencias significativas con el
resto de los tratamientos; sin embargo, todos los tratamientos fueron estadisticamente diferentes
del tratamiento CTRL que fue administrado con agua simple, por lo tanto, no tuvo una ingesta
calorica (Gréfica 1 B). Para la ingesta caldrica total se sumaron los aportes caléricos de dieta y
agua, los resultados no mostraron una diferencia estadisticamente significativa entre ninguno de
los tratamientos (Grafica 2), que de acuerdo con lo anterior pudo deberse al aporte caldrico del

agua azucarada a la ingesta caldrica de las dietas.
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Gréfica 1. Ingesta caldrica de dieta y agua de ratones C57BL/6. CTRL.: dieta AIN-93; HFSD: dieta alta
en grasas y azucares. HFSD+GI1: dieta alta en grasas y azUcares + extracto Gl1 de Ganoderma lucidum
(1% de su dieta), tratamiento preventivo. HFSD+GI2: dieta alta en grasas y azUcares + extracto Gl-2 de
G. lucidum (1% de su dieta), tratamiento preventivo; HFSD+GI1 TX: dieta alta en grasas y azlcares +
extracto Gl-1 de Ganoderma lucidum (1% de su dieta), tratamiento curativo a partir de la semana 13.
HFSD+GI2: dieta alta en grasas y azlcares + extracto GI2 de Ganoderma lucidum (1% de su dieta),
tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+MET TX: dieta alta en grasas y azlcares +
metformina (0.1% de su dieta), a partir de la semana 13. A) Ingesta caldrica de dieta de ratones C57BL/6.
B) Ingesta calorica de agua de ratones C57BL/6. Los valores representan la media + SEM. Diferentes
letras indican diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (p<0.05); n=8.
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Grafica 2. Ingesta cal6rica total de ratones C57BL/6. CTRL: dieta AIN-93; HFSD: dieta alta en grasas
y azlcares. HFSD+GI1: dieta alta en grasas y azucares + extracto GI1 de Ganoderma lucidum (1% de
su dieta), tratamiento preventivo. HFSD+GI2: dieta alta en grasas y azlcares + extracto GI-2 de G.
lucidum (1% de su dieta), tratamiento preventivo; HFSD+GI1 TX: dieta alta en grasas y azlcares +
extracto Gl-1 de Ganoderma lucidum (1% de su dieta), tratamiento curativo a partir de la semana 13.
HFSD+GI2: dieta alta en grasas y azlcares + extracto GI2 de Ganoderma lucidum (1% de su dieta),
tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+MET TX: dieta alta en grasas y azlcares +
metformina (0.1% de su dieta), a partir de la semana 13. Los valores representan la media £ SEM.
Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (p<0.05); n=8.

8.1.1 Efecto del consumo del extracto de G. lucidum sobre el peso corporal de ratones
C57BL/6

El peso final menos el peso inicial de los ratones de la cepa C57BL/6 permitié obtener la ganancia
de peso promedio de cada tratamiento. El tratamiento con mayor peso promedio fue el tratamiento
HFSD+GI1 y fue estadisticamente diferente a los tratamientos CTRL y HFSD+GI1 TX. El
tratamiento HFSD fue el segundo con mayor peso promedio y fue estadisticamente diferente del
tratamiento CTRL. A pesar de que los tratamientos adicionados con los extractos de G. lucidumy
metformina no presentaron diferencias estadisticamente significativas del tratamiento HFSD, se
logr6 observar una tendencia a la disminucion de ganancia de peso, puesto que tampoco fueron
estadisticamente diferentes del tratamiento CTRL (Grafica 3).
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Grafica 3. Ganancia de peso de ratones C57BL/6. CTRL.: dieta AIN-93; HFSD: dieta alta en grasas y
azlcares. HFSD+GI1: dieta alta en grasas y azUcares + extracto GI1 de Ganoderma lucidum (1% de su
dieta), tratamiento preventivo. HFSD+GI2: dieta alta en grasas y azUcares + extracto GI-2 de G. lucidum
(1% de su dieta), tratamiento preventivo; HFSD+GI1 TX: dieta alta en grasas y azlcares + extracto Gl-
1 de Ganoderma lucidum (1% de su dieta), tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+GI2:
dieta alta en grasas y azlcares + extracto GI2 de Ganoderma lucidum (1% de su dieta), tratamiento
curativo a partir de la semana 13. HFSD+MET TX: dieta alta en grasas y azucares + metformina (0.1%
de su dieta), a partir de la semana 13. Los valores representan la media + SEM. Diferentes letras indican
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (p<0.05); n=8.

8.2 Mediciones bioquimicas séricas
8.2.1 Perfil lipidico (colesterol total, LDL-c, triglicéridos)

Las mediciones del perfil lipidico mostraron que el tratamiento HFSD presentdé mayores
concentraciones de colesterol total y fue estadisticamente diferente del resto de los tratamientos a
excepcion del tratamiento HFSD+GI1, que también fue diferente del resto de los tratamientos y se
pudo observar una tendencia a su disminucién en los niveles de colesterol total en suero. Por su
parte, los tratamientos CTRL, HFSD+GI2, HFSD+GI1 TX, HFSD+GI2 TX y HFSD+MET TX no

fueron diferentes entre si (Grafica 4 A).
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En relacion con los resultados de LDL- ¢ (Grafica 4 B) el tratamiento HFSD mostré6 mayores
concentraciones y diferencias estadisticamente significativas con los tratamientos CTRL,
HFSD+GI1, HFSD+GI2 TX y HFSD+MET TX. Por su parte, el tratamiento CTRL no fue
estadisticamente diferente de los tratamientos HFSD+GI2 TX y HFSD+MET TX, pero si de los
demas tratamientos adicionados con los extractos de G. lucidum, sin embargo, puede observarse

una tendencia a su disminucién comparado con el tratamiento HFSD.
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Grafica 4. Concentraciones de colesterol en suero de ratones C57BL/6. CTRL: dieta AIN-93; HFSD:
dieta alta en grasas y azlcares. HFSD+GI1: dieta alta en grasas y azlcares + extracto GI1 de Ganoderma
lucidum (1% de su dieta), tratamiento preventivo. HFSD+GI2: dieta alta en grasas y azlcares + extracto
GI-2 de G. lucidum (1% de su dieta), tratamiento preventivo; HFSD+GI1 TX: dieta alta en grasas y
azucares + extracto Gl-1 de Ganoderma lucidum (1% de su dieta), tratamiento curativo a partir de la
semana 13. HFSD+GI2: dieta alta en grasas y azucares + extracto GI2 de Ganoderma lucidum (1% de
su dieta), tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+MET TX: dieta alta en grasas y azUcares
+ metformina (0.1% de su dieta), a partir de la semana 13. A) Concentraciones de colesterol total. B)
Concentraciones de colesterol LDL. Los valores representan la media £ SEM. Diferentes letras indican
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (p<0.05); n=8.

En cuanto a los triglicéridos (Grafica 5) el tratamiento HFSD fue el que presentdé mayor

concentracion de triglicéridos y tuvo diferencias estadisticamente significativas con los
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tratamientos CTRL, HFSD+GI2 y HFSD+MET TX. Los tratamientos HFSD+GI1, HFSD+GI1 TX

y HFSD+GI2 TX no presentaron diferencias estadisticamente significativas entre si ni con el resto
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Grafica 5. Concentracién de triglicéridos en suero de ratones C57BL/6. CTRL: dieta AIN-93; HFSD:
dieta alta en grasas y azlcares. HFSD+GI1: dieta alta en grasas y azlcares + extracto GI1 de Ganoderma
lucidum (1% de su dieta), tratamiento preventivo. HFSD+GI2: dieta alta en grasas y azlcares + extracto
GI-2 de G. lucidum (1% de su dieta), tratamiento preventivo; HFSD+GI1 TX: dieta alta en grasas y
azlcares + extracto Gl-1 de Ganoderma lucidum (1% de su dieta), tratamiento curativo a partir de la
semana 13. HFSD+GI2: dieta alta en grasas y azucares + extracto GI2 de Ganoderma lucidum (1% de
su dieta), tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+MET TX: dieta alta en grasas y azlcares
+ metformina (0.1% de su dieta), a partir de la semana 13. Los valores representan la media + SEM.
Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (p<0.05); n=8.

8.2.2 Glucosa

Los resultados de glucosa (Grafica 6) mostraron que el tratamiento HFSD presentd una mayor
concentracion y una diferencia estadisticamente significativa de los tratamientos CTRL,
HFSD+GI2, HFSD+GI2 TX y HFSD+MET TX. El tratamiento HFSD+GI1 no fue
estadisticamente diferentes del tratamiento HFSD, pero se puede observar una tendencia a su
disminucion de los niveles de glucosa en plasma. El tratamiento CTRL present6 la menor

concentracion de glucosa y no presentd diferencia estadisticamente significativa de los
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tratamientos HFSD+GI2, HFSD+GI2 TX y HFSD+MET TX; esto sugiere que el extracto Gl 2
podria presentar un efecto similar a la del farmaco metformina que controla los niveles de glucosa
en sangre.
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Grafica 6. Concentraciones de glucosa en suero de ratones C57BL/6. CTRL.: dieta AIN-93; HFSD:
dieta alta en grasas y azlcares. HFSD+GI1: dieta alta en grasas y azlcares + extracto GI1 de Ganoderma
lucidum (1% de su dieta), tratamiento preventivo. HFSD+GI2: dieta alta en grasas y azlcares + extracto
GI-2 de G. lucidum (1% de su dieta), tratamiento preventivo; HFSD+GI1 TX: dieta alta en grasas y
azlcares + extracto Gl-1 de Ganoderma lucidum (1% de su dieta), tratamiento curativo a partir de la
semana 13. HFSD+GI2: dieta alta en grasas y azUcares + extracto GI2 de Ganoderma lucidum (1% de
su dieta), tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+MET TX: dieta alta en grasas y azlcares
+ metformina (0.1% de su dieta), a partir de la semana 13. Los valores representan la media + SEM.
Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (p<0.05); n=8.

8.2.3 Actividad antioxidante total sérica

La actividad antioxidante mostr6 una diferencia estadisticamente significativa entre el tratamiento
CTRL vy el resto de los tratamientos, sin embargo, se observa una tendencia al aumento de la

actividad antioxidante en los tratamientos con G. lucidum (Gréfica 7).
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Grafica 7. Actividad antioxidante en suero de ratones C57BL/6. CTRL: dieta AIN-93; HFSD: dieta alta
en grasas Yy azUcares. HFSD+GI1: dieta alta en grasas y azUcares + extracto Gl1 de Ganoderma lucidum
(1% de su dieta), tratamiento preventivo. HFSD+GI2: dieta alta en grasas y az(cares + extracto GI-2 de
G. lucidum (1% de su dieta), tratamiento preventivo; HFSD+GI1 TX: dieta alta en grasas y azlcares +
extracto Gl-1 de Ganoderma lucidum (1% de su dieta), tratamiento curativo a partir de la semana 13.
HFSD+GI2: dieta alta en grasas y azucares + extracto GI2 de Ganoderma lucidum (1% de su dieta),
tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+MET TX: dieta alta en grasas y azlcares +
metformina (0.1% de su dieta), a partir de la semana 13. Los valores representan la media £ SEM.
Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (p<0.05); n=8.

8.2.4 Transaminasas (ALT y AST)

El perfil hepatico se midi6 a través de las enzimas alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato
aminotransferasa (AST). ALT no revelo diferencias estadisticamente significativas entre ninguno
de los tratamientos, pero se observo una concentracion mayor en el tratamiento HFSD y una menor
concentracion en los demas tratamientos, especialmente en HFSD+GI2 TX (Gréafica 8 A). Los
resultados AST mostraron una mayor concentracion en el tratamiento CTRL y con diferencias
estadisticamente significativas con los tratamientos HFSD+GI1 TX y HFSD+GI2 TX, que tuvieron
las concentraciones mas bajas. Los tratamientos HFSD+GI1 y HFSD+GI2 presentaron tendencia
a su disminucion, ademas no tuvieron diferencias estadisticamente significativas con los

tratamientos con las concentraciones mas bajas (Grafica 8 B).
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Grafica 8. Transaminasas en suero de ratones C57BL/6. CTRL: dieta AIN-93; HFSD: dieta alta en
grasas y azUcares. HFSD+GI1: dieta alta en grasas y azUcares + extracto GI1 de Ganoderma lucidum
(1% de su dieta), tratamiento preventivo. HFSD+GI2: dieta alta en grasas y azlcares + extracto Gl-2 de
G. lucidum (1% de su dieta), tratamiento preventivo; HFSD+GI1 TX: dieta alta en grasas y azlcares +
extracto Gl-1 de Ganoderma lucidum (1% de su dieta), tratamiento curativo a partir de la semana 13.
HFSD+GI2: dieta alta en grasas y azUcares + extracto GI2 de Ganoderma lucidum (1% de su dieta),
tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+MET TX: dieta alta en grasas y azlcares +
metformina (0.1% de su dieta), a partir de la semana 13. Los valores representan la media £ SEM.
Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (p<0.05); n=8.

8.3 Deposito de lipidos en tejido hepatico de ratones C57BL/6
8.3.1 Peso proporcional del higado

Para el estudio del depdsito de lipidos en tejido hepatico primero se analizé el peso proporcional
del higado y posteriormente se realizaron histologias. En el peso proporcional del higado no mostro
diferencias estadisticamente significativas entre ninguno de los tratamientos, sin embargo, se
observo una tendencia a la disminucién del peso proporcional del higado en los tratamientos con
G. lucidum, especialmente en HFSD+GI2 TX (Gréfica 9).
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Grafica 9. Peso proporcional del higado de ratones C57BL/6. CTRL.: dieta AIN-93; HFSD: dieta alta
en grasas y azlicares. HFSD+GI1: dieta alta en grasas y azUcares + extracto GI1 de Ganoderma lucidum
(1% de su dieta), tratamiento preventivo. HFSD+GI2: dieta alta en grasas y azUcares + extracto Gl-2 de
G. lucidum (1% de su dieta), tratamiento preventivo; HFSD+GI1 TX: dieta alta en grasas y azlcares +
extracto Gl-1 de Ganoderma lucidum (1% de su dieta), tratamiento curativo a partir de la semana 13.
HFSD+GI2: dieta alta en grasas y azlcares + extracto GI2 de Ganoderma lucidum (1% de su dieta),
tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+MET TX: dieta alta en grasas y azlcares +
metformina (0.1% de su dieta), a partir de la semana 13. Los valores representan la media £ SEM.
Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (p<0.05); n=8.

8.3.2 Histologia de higado

Durante la eutanasia, al realizar la extraccion del higado se pudieron ver diferencias de este tejido
entre los tratamientos, el tratamiento CTRL presentd una coloracion rojo-intensa similar a los
tejidos de los demas tratamientos adicionados con los extractos de Gl lo que indica que hubo una
menor acumulacion de lipidos. De manera contraria, el tratamiento HFSD presentd una coloracion

rosacea lo que indica esteatosis (Figura 8 A).

Para corroborar el resultado anterior, se analizaron los tejidos al microscopio y se observo que el
tratamiento HFSD presentaba esteatosis. En el caso de los tratamientos HFSD+GI1 y HFSD+GI1

TX se observo una notoria disminucion de la acumulacion de lipidos (Figura 8 B).
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CTRL HFSD HFSD+GI1 HFSD+GI2

HFSD+GI1 TX HFSD+GI2 TX HFSD+MET TX

Figura 8. Histologias de higados de ratones C57BL/6. CTRL.: dieta AIN-93; HFSD: dieta alta en grasas
y azucares. HFSD+GI1: dieta alta en grasas y azUcares + extracto Gl1 de Ganoderma lucidum (1% de su
dieta), tratamiento preventivo. HFSD+GI2: dieta alta en grasas y azucares + extracto GlI-2 de G. lucidum
(1% de su dieta), tratamiento preventivo; HFSD+GI1 TX: dieta alta en grasas y azUcares + extracto Gl-
1 de Ganoderma lucidum (1% de su dieta), tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+GI2:
dieta alta en grasas y azucares + extracto GI2 de Ganoderma lucidum (1% de su dieta), tratamiento
curativo a partir de la semana 13. HFSD+MET TX: dieta alta en grasas y azUcares + metformina (0.1%
de su dieta), a partir de la semana 13. A) Fotografias de higado después de la eutanasia. B) Cortes
histol6gicos de higado con tincion Hematoxilina-eosina con un aumento de 20X.
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8.4 Determinacion de la expresion génica y proteinas antioxidantes en tejido hepético de
ratones C57BL/6

8.4.1 Determinacion de la expresion de genes antioxidantes

Los genes antioxidantes analizados fueron GPX1, CAT, SOD1y SOD2 (Gréfica 10). La expresion
relativa de GPX1 mostr6 una mayor expresion en el tratamiento HFSD+GI2 TX y es
estadisticamente diferente de todos los tratamientos a excepcion de HFSD+GI1 TX y HFSD+MET
TX (gréfica 10 A). La expresion relativa de CAT mostrd una mayor expresion en el tratamiento
HFSD+GI2 TX y es estadisticamente diferente de los tratamientos HFSD, CTRL, HFSD+GI1 y
HFSD+GI2, pero no se encontrd diferencias con HFSD+GI1 TX y HFSD+MET TX (Grafica 10
B). La expresion relativa de SOD1 mostré una mayor expresion en el tratamiento HFSD+GI2 TX
y es estadisticamente diferente del resto de los tratamientos a excepcion del tratamiento
HFSD+GI1 (Grafica 10 C). La expresion relativa de SOD2 mostr6 una mayor expresion en el
tratamiento HFSD+GI2 TX tuvo una mayor expresion y es estadisticamente diferente de todos los
tratamientos a excepcion de HFSD+GI2 y HFSD+MET TX (Grafica 10 D).
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Grafica 10. Expresion génica relativa de ratones C57BL/6. CTRL: dieta AIN-93; HFSD: dieta alta en
grasas y azuUcares. HFSD+GI1: dieta alta en grasas y azlcares + extracto GI1 de Ganoderma lucidum
(1% de su dieta), tratamiento preventivo. HFSD+GI2: dieta alta en grasas y azlcares + extracto Gl-2 de
G. lucidum (1% de su dieta), tratamiento preventivo; HFSD+GI1 TX: dieta alta en grasas y azlcares +
extracto Gl-1 de Ganoderma lucidum (1% de su dieta), tratamiento curativo a partir de la semana 13.
HFSD+GI2: dieta alta en grasas y azlcares + extracto GI2 de Ganoderma lucidum (1% de su dieta),
tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+MET TX: dieta alta en grasas y azUcares +
metformina (0.1% de su dieta), a partir de la semana 13. A) Expresién génica relativa de GPX1. B)
Expresion génica relativa de CAT. C) Expresion génica relativa de SOD 1. D) Expresion génica relativa
de SOD 2. Los valores representan la media + SEM. Diferentes letras indican diferencias

estadisticamente significativas entre los tratamientos (p<0.05); n=8.
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8.4.2 Determinacion de la expresion de proteinas antioxidantes

Los genes antioxidantes analizados fueron CAT, SOD 2 y NRF2 (Gréfica 11). Las unidades
relativas de CAT no mostraron ninguna diferencia estadisticamente significativa entre los
tratamientos, sin embargo, es visible una tendencia a su aumento en los tratamientos adicionados
con G. lucidum, metformina y el tratamiento CTRL; y una tendencia a su disminucion en el
tratamiento HFSD (Grafica 11 A). Las unidades relativas de SOD 2 mostraron una diferencia
estadisticamente significativa entre HFSD+GI2 TX y los tratamientos HFSD y CTRL, pero estos
tratamientos no presentaron diferencias estadisticamente significativas con lo demas tratamientos
(Grafica 11 B). Las unidades relativas de NRF2 mostraron una diferencia estadisticamente
significativa entre los tratamientos HFSD y los tratamientos HFSD+GI2 TX y HFSD+MET TX, y
fueron estos dos tratamientos los de mayor expresion. El tratamiento HFSD mostr6 una diferencia
estadisticamente significativa con los tratamientos CTRL, HFSD+GI1, HFSD+GI2 y HFSD+GI1
TX, sin embargo, se observa una tendencia al aumento de la expresion de NRF2 en estos

tratamientos (Grafica 11 C).
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Grafica 11. Unidades relativas de proteinas de ratones C57BL/6. CTRL.: dieta AIN-93; HFSD: dieta alta
en grasas y azucares. HFSD+GI1: dieta alta en grasas y azlcares + extracto GI1 de Ganoderma lucidum
(1% de su dieta), tratamiento preventivo. HFSD+GI2: dieta alta en grasas y azUcares + extracto Gl-2 de G.
lucidum (1% de su dieta), tratamiento preventivo; HFSD+GI1 TX: dieta alta en grasas y azlcares + extracto
GI-1 de Ganoderma lucidum (1% de su dieta), tratamiento curativo a partir de la semana 13. HFSD+GI2:
dieta alta en grasas y azucares + extracto GI2 de Ganoderma lucidum (1% de su dieta), tratamiento curativo
a partir de la semana 13. HFSD+MET TX: dieta alta en grasas y azUcares + metformina (0.1% de su dieta),
a partir de la semana 13. A) Unidades relativas de CAT. B) Unidades relativas de SOD 2. C) Unidades
relativas de NRF2. Los valores representan la media £+ SEM. Diferentes letras indican diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos (p<0.05); n=8.

Las imagenes de Western Blot de la proteina CAT muestran una mayor expresion en los
tratamientos HFSD+GI2 y HFSD+MET TX (Figura 9 A). Las imagenes de Western blot de la
proteina SOD 2 muestran una mayor expresion en los tratamientos HFSD+GI1, HFSD+GI2 TX y
HFSD+MET TX (Figura 9 B). Las imagenes de Western blot de la proteina NRF2 muestran una
mayor expresion HFSD+GI2 y HFSD+MET TX (Figura 9 C).
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Figura 9. Imagenes de Western Blot de ratones C57BL/6. A) CAT. B) SOD 2. C) NRF2.

IX. DISCUSION

La obesidad es una enfermedad multifactorial, sin embargo, una dieta alta en grasa influye de
manera importante en el desarrollo de esta enfermedad. Una dieta con un alto contenido de
antioxidantes ayuda a reducir los procesos del estrés oxidativo y por lo tanto el sobrepeso, la

obesidad; y sus comorbilidades asociadas pueden prevenirse (Domingues et al., 2019).

En la presente investigacion no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos en los resultados de ingesta calorica. A pesar de esto, los tratamientos adicionados
con los extractos hidroalcohdlicos de G. lucidum (a excepcién del tratamiento HFSD+GI1) no

presentaron diferencias estadisticamente significativas con el tratamiento CTRL en los resultados

44



de ganancia de peso. El tratamiento HFSD+GI1 TX, fue el que menor incremento de peso mostro,
y de manera significativa en comparacion con los tratamientos HFSD y HFSD+GI1. En un
trabajado similar realizado por Chang et al. (2015), se encontrd que el extracto acuoso de G.
lucidum disminuy0 la ganancia de peso en ratones debido a sus propiedades prebidticas, regulando
la disbiosis inducida por una dieta alta en grasa, asi como también mantiene la integridad intestinal

y reduce la endotoxemia metabdlica.

Los niveles de CT y LDL-c de los tratamientos con G. lucidum y metformina mostraron una menor
concentracion y fueron estadisticamente diferentes del tratamiento HFSD (a excepcion del
tratamiento HFSD+GI1 en LDL-c). Los niveles de TG mostraron una disminucién los tratamientos
con los extractos de G. lucidum y metformina, sin diferencias estadisticamente significativas con
CTRL. De manera similar a este trabajo, Romero-Cordoba et al. (2020) reportaron una
disminucion de los niveles de LDL-c y TG en sangre de ratones alimentados con una dieta alta en
grasa y extracto de G. lucidum, por la activacion del metabolismo de lipidos y los mecanismos de
los receptores X hepaticos (LXR). De igual manera, Meneses et al. (2016) report6 que G. lucidum
puede mejorar la hiperlipidemia a través de la modulacion de LDLR y leptina. Ademas, la cinasa
activada por AMP (AMPK) eleva la oxidacién de acidos grasos hepaticos y la cetogénesis, la
inhibicion de la sintesis de colesterol, la lipogénesis y la sintesis de TG. G. lucidum ha mostrado
tener un efecto inductor en la fosforilacion de AMPK y ACC en hepatocitos y adipocitos. La
activacion de AMPK inhibe la acetil-CoA carboxilasa (ACC) que disminuye la produccion de
malonil-CoA, importante precursor de la sintesis de acidos grasos e inhibidor de la oxidacion de
acidos grasos mediante la carnitina palmitoiltransferasa-1 en el higado. Ademas, regula la
acumulacién de lipidos hepaticos inducida por acidos grasos libres. Por lo tanto, se sugiere que
puede regular el metabolismo de los lipidos activando enzimas lipoliticas en hepatocitos y en
adipocitos (Jung et al., 2018).

Los resultados de los niveles de glucosa mostraron que los tratamientos CTRL, HFSD+GI2,
HFSD+GI2 TX y HFSD+MET TX presentardn diferencias estadisticamente significativas con el
tratamiento con HFSD. Huang et al., 2021 demostraron que ratones con diabetes inducida
mostraban una disminucién en los niveles de glucosa en plasma en los tratamientos con G.
lucidum. Ellos mencionan que este resultado se asocia a la modulacion de la digestion y el

metabolismo de carbohidratos. Se ha reportado que el efecto hipoglucemiante de los polisacaridos
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presentes en este hongo se relacionan con la supresion de enzimas importantes en la
gluconeogénesis y/o glucogenolisis (Xiao et al., 2012; Wang et al., 2015). Estos resultados
sugieren que los tratamientos con el extracto GI2 podrian tener un mayor efecto benéfico en la
regulacion de los niveles de glucosa en sangre de manera similar a la metformina. La metformina
aumenta los niveles AMPK, dando inicio a la translocacion del transportador GLT-4, que aumenta
la captacion muscular de la glucosa. También disminuye la produccién de glucosa en el higado y
disminuye pardmetros inflamatorios en R1. Ademas, la metformina se ha relacionado con la baja
de peso en pacientes con DM vy prediabetes, debido a que las glitazonas (rosiglitazona y
pioglitazona) son agonistas de los receptores nucleares de PPAR- y ¢ incrementan la expresion de
genes involucrados en el metabolismo de glucosa y lipidos; y promueven la maduracion de
adipocitos, reduciendo los viscerales e incrementando los periféricos, posteriormente ocurre una

disminucion de &cidos grasos libres (Pollak, 2016).

En cuanto a la actividad antioxidante en suero el tratamiento CTRL mostro diferencias
estadisticamente significativas con todos los tratamientos, sin embargo, se puedo observar una
tendencia en el aumento de la capacidad antioxidante en los tratamientos adicionados con
G.lucidum, especialmente en los tratamientos HFSD+GI1 y HFSD+GI2. Estos tratamientos fueron
tratamientos curativos, es decir, se administraron durante toda la investigacion para simular una
dieta con consumo recurrente de G. lucidum. Los resultados muestran una actividad antioxidante,
que potencialmente podria regular la homeostasis oxidativa debido a compuestos bioactivos como
polifenoles, polisacéridos, vitaminas, carotenoides y minerales (Kozarski et al., 2015). Liu et al.
(2010) demostraron que los polisacaridos de G. lucidum tienen una importante actividad
antioxidante al captar radicales libres. Por su parte, Hapuarachchi et al. (2016) reportaron que los

polisacaridos de G. lucidum presentan una mayor actividad antioxidante.

En los resultados de transaminasas, la ALT mostrd una mayor concentracién en el tratamiento
HFSD. La AST mostré mayor concentracion en el HFSD+MET TX. Susilo et al. (2019) reportaron
que la administracion de G. lucidum disminuy6 los niveles de ALT y AST. También, Pan et al.
(2021) reportaron una mejora en los niveles de ALT en ratones suministrados con G. lucidum,
incluso en comparacion con metformina. Esto indica que G. lucidum tiene una actividad

hepatoprotectora significativa, que probablemente se deba a su actividad antioxidante.
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El peso proporcional del higado fue menor en el tratamiento HFSD+GI2 TX, y aunque el
tratamiento HFSD+GI1 fue el mayor, no presento diferencia con el tratamiento control. Si bien,
no hubo diferencias estadisticamente significativas en los tratamientos adicionados con los
extractos de G. lucidum, se pudo observar una tendencia de la disminucion del peso proporcional
de este tejido Jung et al. (2018) demostraron que G. lucidum redujo el peso del higado. Las
histologias de higado mostraron que el tratamiento HFSD presentaba esteatosis, mientras que en
los tratamientos HFSD+GI1 y HFSD+GI1 TX se observd una esteatosis moderada, en contraste
con los demas tratamientos adicionados con G. lucidum en los que se pueden observar una
presencia menor de lipidos. Estos resultados concuerdan con los resultados de perfil lipidico. Los
TG acumulados en los hepatocitos se liberan como lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL).
VLDL es un precursor de LDL, con propiedades aterogénicas. La produccion en exceso de VLDL
en el higado favorece la hiperlipidemia (Venkatesan et al., 1993). En el presente estudio, G.
lucidum redujo los niveles de TG y LDL en ratones alimentados con HFSD. Por lo tanto, los
resultados obtenidos muestran que G. lucidum puede mejorar el perfil de lipidos y disminuir el
desarrollo de esteatosis hepatica no alcohélica. Un estudio de tomografias computarizada de grasa
simple mostr6é que la infiltracién de grasa en el higado esta estrechamente relacionada con la
cantidad de grasa abdominal. El exceso de grasa en los tejidos adiposos puede aumentar los acidos
grasos libres circulantes y provocar esteatosis hepatica. Estos resultados indican que el efecto
antiesteatdsico de G. lucidum se debe en parte a la reduccion de la masa grasa intraperitoneal (Jang
etal., 2011).

En cuanto a los resultados de expresion de genes antioxidantes fueron mayores en los tratamientos
con G. lucidum. Los resultados de Western Blot coinciden con los resultados de expresion génica,
mostrado una mayor expresion de proteinas en los tratamientos con G. lucidum y metformina. Se
ha observado que cuando la obesidad persiste durante mucho tiempo, los antioxidantes pueden
agotarse y la actividad enzimatica de SOD y CAT disminuyen. La actividad de SOD y GPX en
personas con obesidad tienen una expresion menor en comparacion con la de personas sanas
(Fernandez-Sanchez et al.,, 2011). La administracion de G. lucidum aumenta la N-
acetilcisteinamiday el piruvato en el higado, que son secuestradores de ERO; asi como los niveles
de betaina, que puede mejorar la actividad antioxidante regulando al alza la expresién de SOD y
CAT. Esto es importante porque SOD elimina radicales libres, ademas, junto con CAT forman un

efecto sinérgico de eliminacion de H202 (Cao et al., 2022). Shi et al. (2013) reportaron que la
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actividad antioxidante de la G. lucidum se debe al suministro de H por parte de los polisacaridos,
que al combinarse con radicales libres forman radicales estables y mejoran la actividad de CAT,
GSH y SOD. De manera similar, Wu. (2018) verifico una mayor expresion de SOD y GPX en los
tratamientos con G. lucidum atribuida a la actividad antioxidante de sus polisacaridos. En el caso
de los tratamientos HFSD+GI1 y HFSD+GI2 en los que GPX1 se vio disminuido puede deberse a
la reduccién en el nivel de GSH por una mayor degradacion inducida por ERO, por su reaccion
con el aumento de peroxidacion lipidica o por su disminucion de sintesis; GHS es una molécula
no proteica muy abundante en los tejidos, con una alta defensa contra ERO vy es sustrato para GPX
(Townsend et al., 2003). Ademas de que la administracién de G. lucidum aumente la expresion de
CAT, SOD y GPX, también promueve el nivel de expresion de NRF2 y su gen HO-1
(hemoxigenasa-1) (Li et al., 2020). El factor 2 esta relacionado con NRF2 que es un regulador
importante en la homeostasis redox y defensa antioxidante en las células, a su vez, regula la
expresion de antioxidantes y enzimas de desintoxicacion de fase Il mediante elementos de
respuesta antioxidante (Xu et al., 2022). Ademas, se ha reportado que la obesidad puede inducir
estrés oxidativo sistémico y dar inicio al desarrollo de otras patologias, pues se ha demostrado que
una dieta rica en grasas y carbohidratos induce un aumento significativo del estrés oxidativo en
personas con obesidad. A su vez, el estrés oxidativo se asocia con una mayor produccion de
adipocinas, que influyen al desarrollo del sindrome metabélico (SM). La sensibilidad de la PCR y
otros biomarcadores de dafio oxidativo es mayor en personas con obesidad y esta directamente
relacionada con el IMC, la oxidacién de LDL vy los niveles de TG; en contraste, los marcadores de
defensa antioxidante son mas bajos segun la cantidad de grasa corporal y la obesidad visceral
(Fernandez-Sanchez et al., 2011).

El hecho de que se observé un efecto benéfico mayor con el extracto de G.I 2 podria deberse a que
las variaciones de las caracteristicas nutricionales dependen del sustrato empleado (Nieto y
Chegwin 2010). Esto se debe al proceso de biotransformacidn por parte de su sistema de enzimas
al biodegradar el sustrato (Nieto y Chegwin, 2010). En este caso, el sustrato de crecimiento
enriquecido con AAS promueve la sintesis de polisacaridos, B-metil glucopiranosido, DL-
arabinitol y ribitol, en comparacion con el extracto convencional (Castafieda-Antonio et al., 2019).
En este sentido, se ha mencionado que el efecto de G. lucidum esta directamente relacionada con

la concentracion de polisacaridos (Chen et al., 2009; Wu, 2018; Susilo et al., 2019).
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X. CONCLUSIONES

Los extractos de G. lucidum tienen un efecto benéfico sobre el sobre peso corporal y la ingesta

calorica de ratones alimentados con dieta alta en grasa.

Se demostro el efecto benéfico de los extractos de G. lucidum sobre las mediciones bioquimicas

séricas de CT, LDL-C, triglicéridos, glucosa actividad antioxidantes y transaminasas.
Los extractos de G. lucidum reducen el deposito de lipidos en tejido hepatico.

Los resultados del presente estudio indican que una dieta alta en grasa y azUcares produce efectos
negativos en el organismo y que el consumo de los extractos de G. lucidum podrian atenuar y/o
mejorar esos efectos a través de mecanismos moleculares que involucran una regulacion al alta en
la expresion de genes y proteinas antioxidantes gracias a la presencia de compuestos bioactivos

con actividad antioxidante.
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