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RESUMEN

La composicion de la microbiota intestinal (MI) es relevante para la salud humana,
ya que la presencia de ciertos grupos microbianos esta asociada con la prevencion
o el tratamiento de enfermedades crénicas y sus sintomas. Entre los prebidticos que
promueven el desarrollo de bacterias benéficas para la salud se encuentran los
polisacéaridos presentes en el basidiocarpo y micelio de especies del género de
hongos basidiomicetes Ganoderma. En este estudio, se evalu6 el efecto de la
suplementacién alimenticia con micelio vegetativo de Ganoderma curtisii en un
modelo de obesidad en raton. Se utilizd un grupo control no obeso alimentado con
dieta estandar (DE), un grupo experimental que recibié una dieta estandar
suplementada con 100 mg/kg/dia de micelio liofilizado (DEM), un grupo obeso
alimentado con una dieta alta en grasa (DAG) (60% de calorias provenientes de
grasas saturadas) y un grupo obeso tratado que recibié la misma DAG,
suplementada con 100 mg/kg/dia de micelio (DAGM). Se determind la composicion
del microbioma, mediante la secuenciacion del ADN, obtenido de excreta de
ratones, empleando la plataforma Illumina MiSeq para generar lecturas pareadas
(reads) 2x276pb, de las regiones V3/V4 del gen de la subunidad 16S de rRNA. Los
resultados muestran que en el grupo de DE la frecuencia relativa de bacterias de
los phylums Firmicutes, Bacteroidetes y Proteobacterias fue de 52.0%, 40.3% y
6.27%, respectivamente. En el grupo DEM el phylum Firmicutes mostré6 una
frecuencia del 30.5%, Bacteroidetes del 64.6% y Proteobacterias del 3.57%. Para
el grupo DAG la frecuencia relativa fue de 12.3% para Firmicutes, de 18.6% para
Bacteroidetes y 61.2% para Proteobacteria. Comparado al grupo DAG, la
suplementacién de la DAG con micelio, DAGM, practicamente duplicé el contenido
de Firmicutes (26.47%) y Bacteroidetes (40.52%); ademas, redujo en 50% el
contenido de Proteobacterias (32.2%). Los resultados sugieren que el micelio de G.
curtisii incrementa la presencia de phyla bacterianos involucrados en actividad
antiobesogénica, degradadoras de polisacaridos y productoras de acidos grasos de
cadena corta, asi como la disminucién de aquellas productoras de metabolitos
implicados en la acumulacién de grasa en el higado. PALABRAS CLAVE:
Microbiota intestinal, Obesidad, Medios de cultivo

Vi



ABSTRACT

The composition of the intestinal microbiota (MI) is relevant to human health, as the
presence of certain microbial groups is associated with the prevention or treatment
of chronic diseases and their symptoms. Among the prebiotics that promote the
development of beneficial bacteria for health, there are polysaccharides present in
the basidiocarp and mycelium of species of the basidiomycete fungi genus
Ganoderma. In this study, the effect of dietary supplementation with vegetative
mycelium of Ganoderma curtisii was evaluated in a murine model of obesity. A non-
obese control group fed a standard diet (DE), an experimental group that received a
standard diet supplemented with 100 mg/kg/day of lyophilized mycelium (DEM), an
obese group fed a high-fat diet (DAG) (60% of calories from saturated fats), and an
obese treated group that received the same high-fat diet supplemented with 100
mg/kg/day of mycelium (DAGM) were used. The composition of the microbiome was
determined by DNA sequencing obtained from feces of mice, using the lllumina
MiSeq platform to generate paired-end reads (2x276pb) of the V3/V4 regions of the
16S rRNA gene. The results showed that in the DE group, the relative frequency of
bacteria from the phylum Firmicutes, Bacteroidetes, and Proteobacteria was 52.0%,
40.3%, and 6.27%, respectively. In the DEM group, a frequency of 30.5%, 64.6%,
and 3.57% was observed for phylum Firmicutes, Bacteroidetes, and Proteobacteria,
respectively. The DAG group showed that the phylum Firmicutes accounted for
12.3% and Bacteroidetes 18.6%, while Proteobacteria represented 61.2%.
Compared to the DAG group, supplementation of the high-fat diet with mycelium,
DAGM, practically doubled the content of Firmicutes (26.47%) and Bacteroidetes
(40.52%). Additionally, it reduced the content of Proteobacteria by 50% (32.2%). The
results suggest that the mycelium of G. curtisii increases the presence of bacterial
phyla involved in anti-obesogenic activity, polysaccharide degradation, and short-
chain fatty acid production, as well as reducing the abundance of phyla with
obesogenic and pro-inflammatory capacity and metabolites involved in fat

accumulation in the liver.
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I. INTRODUCCION

La obesidad es un problema de salud publica mundial que se ha agudizado
en los ultimos afios, la cual se define como una acumulacién anormal o excesiva de
grasa que puede ser perjudicial para la salud (OMS, 2020). Se estima que esta
enfermedad afecta a 400 millones de personas en el mundo y que en México el
36.1% de los adultos la presentan, es decir, con un indice de masa corporal (IMC)
mayor a 30 kg/m? (Bluher, 2019).

La obesidad se relaciona con distintas enfermedades tales como diabetes
mellitus tipo 2, algunos tipos de cancer y enfermedades cardiovasculares, incluidas
la hipertension, la enfermedad coronaria y la trombosis, entre otras. Algunos casos
de obesidad severa también se asocian a enfermedades como la apnea del suefio,
asma, calculos biliares, higado graso, glomeruloesclerosis, dislipidemia y distintas
disfunciones endoteliales. Un aspecto importante en los estudios de obesidad es la
relacion existente entre dicha condicién y el microbioma del tracto digestivo. Los
grupos taxonémicos bacterianos mas estudiados en este aspecto son Bacteroidetes
y Firmicutes, y su aumento o disminucion y su desbalance, conocido como disbiosis,
puede ser sefial de obesidad en un paciente; asi mismo, su equilibrio puede
funcionar como tratamiento y prevencion de dicho padecimiento (Hruby et al., 2016).

Debido a la relacion directa entre la obesidad y la dieta, en las Ultimas
décadas se ha incrementado el interés por evaluar el uso de productos naturales en
el tratamiento de la obesidad. Entre dichas alternativas se ha considerado la
inclusion del consumo de hongos en la dieta como suplemento, alimento funcional
0 nutracéutico. Entre los grupos taxondmicos evaluados en ese sentido, destacan
especies del género Ganoderma, varias de las cuales se han utilizado en la
medicina tradicional china desde hace cientos de afios. No obstante, aun son
escasos los estudios realizados para establecer la relacion entre la suplementacién
de la dieta con hongos y su efecto en la composicion y estructura del microbioma
del tracto intestinal, asi como su posible relacion con la disminucion o control de la

obesidad. Por la anterior, en este trabajo existe el interés de evaluar dichas



relaciones suministrando micelio de una cepa de Ganoderma sp. en la dieta de

ratones obesos.



ll. MARCO TEORICO
II. 1 Obesidad y salud publica

La obesidad es una pandemia que afecta a 400 millones de adultos en el
mundo y que se encuentra asociada a diferentes afecciones tales como diabetes
tipo 2, la hipertension y el cancer. Esta condicion médica se desarrolla cuando el
consumo de energia excede el gasto energético y es definida como el exceso de
grasa corporal al grado que impacta en la salud y en la esperanza de vida de las
personas (Chalvon-Demersay et al., 2017).

En México, la obesidad es el problema de salud publica mas relevante por
su incidencia en la poblacion y su aumento significativo en los ultimos 30 afios.
Durante este periodo, la obesidad en los adultos aumenté en un 42.2%, y en la
altima encuesta nacional se determind que el 36.1% de los adultos eran obesos
(IMC=30 kg/m?), con mayor prevalencia en mujeres que en hombres (Barquera y
Rivera, 2020). La prevalencia de la obesidad en México es similar entre regiones
pobres y zonas con mayores ingresos; sin embargo, las regiones pobres tienen una
mayor mortalidad por la falta de tratamiento adecuado de enfermedades
relacionadas con la obesidad. Dichas enfermedades incluyen enfermedades
cardiovasculares (20.1%), diabetes tipo 2 (15.2%) tumores malignos (10.8%) vy
enfermedades hepaticas (7.6%) (Vardell, 2020). Para la poblacion mexicana, la
energia en la dieta proviene mas que nada de comida ultra procesada; también, el
pais es uno de los mayores consumidores de bebidas azucaradas en el mundo, las
cuales aportan hasta el 10% de la energia consumida en adultos y nifios. Otro factor
significante en la transicion a la obesidad es la falta de inversion en la infraestructura
para la obtencion de agua limpia y potable la cual, su consumo es importante para
distintos procesos metabdlicos que influyen en el peso saludable de las personas
(Colchero et al., 2017).

México es un pais caracterizado por la desigualdad socioeconémica y se
estima que como resultado del COVID-19 el indice de pobreza aumente hasta en
un 48.8% mas en el corto plazo, lo que provocarad que mas personas no puedan
acceder a productos nutritivos de la canasta basica y los protocolos de

confinamiento pueden ser agravadores de obesidad en la poblacion (Herrera y



Lesmes, 2021). A lo anterior hay que agregar la poca inversioén del presupuesto en
programas de prevencion de la obesidad (2.3% del presupuesto federal), como un

factor para el incremento de dicho problema (White y Barquera, 2020).

[1.2 Microbioma

Los microorganismos se han establecido en el planeta desde hace 3.5 mil
millones de afios. Como resultado, los animales y plantas han co-evolucionado con
millones de ellos durante un periodo considerable, en interacciones tan intimas que
ha llevado al establecimiento del concepto de meta-organismos, para referir una
simbiosis con sus huéspedes. A las comunidades de microorganismos de un habitat
o nicho se les conoce como “microbiota”, y a sus genomas asociados “microbioma”
(Chisholm et al., 2006). La microbiota particular de un eucarionte pluricelular,
incluido el ser humano, puede consistir en bacterias, arqueas, hongos, y virus, los
gue colectivamente sobrepasan el numero de células del huésped. Como resultado
de esta coevolucion existe una interdependencia significativa, los microbiomas del
huésped eucariético afectan profundamente su biologia y funcién (Sender et al.,
2016). En particular, la microbiota intestinal esta relacionada con diferentes
reacciones bioquimicas que pueden ser benéficas para su hospedador, entre las
gue se pueden nombrar por su relevancia a la sintesis de vitaminas, como la K2,
B12, biotina y &cido félico por parte de diferentes bacterias de los grupos
Enterococos, Pseudomonas, Sphingomonas y Lactobacilos. Otro proceso relevante
de la microbiota intestinal es la fermentacion de carbohidratos para la produccion
de lactato, propionato, acetato y butirato por bacterias de los taxa Clostridium,
Prevotella, Faecalibacterium y Bifidobacterium (Washabau y Day, 2013).

En todos los meta-organismos, la microbiota cumple un rol critico en la
sintesis de moléculas importantes requeridas por el huésped, en el catabolismo y la
bioconversion de polisacaridos complejos, la regulacién del sistema inmune y la
resistencia a la colonizacion de microorganismos potencialmente patégenos (Bosch
y McFall-Ngai, 2011). La microbiota intestinal humana consta de mas de 10 mil
grupos (o linajes) microbianos, lo que significa que se cuenta con alrededor de 8

millones de proteinas Unicas codificantes de genes. A la unién de la microbiota con



el huésped se le conoce como “holobionte” mientras que al genoma de la microbiota
y el huésped se le llama “hologenoma” (Turner et al., 2013). La mayoria de los
estudios sobre microbioma se han realizado en modelos murinos, por lo que estan
muy bien delimitados sus mecanismos, el ensamblaje y la dinamica de las
comunidades microbianas en estos roedores. El microbioma del ratdn es la opcién
primaria para la investigacion de tratamientos pre-clinicos por su relacion con la
patogénesis de distintas enfermedades humanas de origen metabdlico, inmune,
neuroldgico, gastrointestinal, entre otros (Lynch y Pedersen, 2016).

El arreglo filogenético de la microbiota entre ratones y humanos presenta
algunas similitudes, encontrandose como phyla mayoritarios del tracto intestinal a
los grupos Bacteroidetes y Firmicutes. Esto es similar en diferentes tipos de
mamiferos carnivoros y herbivoros. Entre las diferencias significativas con el ser
humano destaca el phylum Deferribacteres, cuya especie mas abundante es
Mucispirillum schaedleri, la cual se encuentra en gran cantidad en la capa mucosa
del tracto digestivo murino, mientras que en el humano apenas se encuentran trazas
de esta (Young, 2017). Dentro del phylum Firmicutes, en los murinos se encuentra
una especie Unica con morfologia caracteristica, Candidatus arthromitus, la cual es
una bacteria segmentada filamentosa (BSF), que tiene un pronunciado efecto en la
maduracién del sistema inmune innato. Se ha considerado que las BSFs no existen
en el microbioma humano; sin embargo, estudios recientes han comprobado su
presencia en algunos infantes menores de tres afos, pero no se ha podido
demostrar si forman parte del desarrollo del sistema inmune innato como en el caso
de los murinos (The Human Microbiome Project Consortium, 2012).

Un estudio comparativo entre la composicion filogenética del microbioma de
16 humanos y tres lineas frecuentemente usadas de modelos murinos mostré que
son muy parecidas, pero cuantitativamente son muy diferentes. Asi, alrededor de
80 géneros del microbioma son compartidos entre humanos y ratones, nimero que
posteriormente confirmado en una comparacion de base de datos del gen de rDNA
16S (Krych et al., 2013). Recientemente se ha logrado crear un catalogo del
microbioma de los ratones a través de una extensa secuenciacion de su

metagenoma. Esta nueva base de datos se puede comparar facilmente con bases



de datos del microbioma humano, lo que permite confirmar las similitudes entre los

dos modelos (Figura 1) (Nguyen et al., 2015).

- Humano
Alto (>10%) Raton
Lactobacillus  Turicibacter Faecalibacterium
5-10%
Alistipes Roseburia
2
=
1-5% 2 Bifidobacterium
§ Roseburia Dialister Alistipes
S Anaerotruncus  Mucispirillum
L Lactobacillus
001-1% < Pseudoflavinofractor
NardnbeTartia Bifidobacterium
o Pseudoflavinofractor
o Dialister Anaerotruncus Mucispirillum
Dificilmente detectado Faecelibacterium Turicibacter Marvinbryantia

Figura 1. Diferencias entre los géneros del microbioma murino y humano. El centro
de la figura muestra la abundancia relativa de los diferentes géneros del microbioma en el
ratén. Del lado derecho se muestra la abundancia relativa en el humano (Tomada y
traducida de Nguyen et al., 2015).

II. 3 El microbiomay su relacion con la obesidad

La obesidad es considerada como una enfermedad compleja y multifactorial
a la cual se le atribuyen factores de riesgo genéticos, conductuales,
socioeconémicos y ambientales. Hasta hace relativamente poco tiempo se
descubrié que las bacterias intestinales tienen un papel importante en el ambito de
la obesidad (Ghosh y Bouchard, 2017). En modelos murinos, se ha observado que
ratones criados de manera convencional tienen un mayor indice de grasa corporal
que ratones en los cuales se ha impedido experimentalmente el desarrollo de
microbioma intestinal. Se ha demostrado que la composicion de bacterias
intestinales de ratones genéticamente obesos (ob/ob) comparados con ratones de
tipo silvestre (+/+) y delgados (ob/+), bajo la misma dieta rica en polisacaridos,
muestran una reduccién en la abundancia de Bacteroidetes y un incremento en el

namero de Firmicutes (Tseng y Wu, 2019). La microbiota de personas obesas y de
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personas delgadas demuestra un mayor niumero de Firmicutes y un menor nimero
de Bacteroidetes, sin embargo, la relacion (ratio) entre estos dos Fila es
proporcionalmente mayor en personas con obesidad, en personas obesas que
tuvieron dieta baja en grasas de un afio o que se les realizé un baipas gastrico esta
relacion disminuye. También se observé6 una proporcién disminuida de
Bacteroidetes en relacion con los Firmicutes en personas obesas en comparacion
con personas con un IMC normal y personas anoreéxicas (Zhao, 2013).

La disbiosis se define como el desequilibrio en la composicion de la
microbiota que habita en el intestino o en otros lugares del cuerpo, lo que puede
provocar cambios en su funcion y en la salud del huésped (Alvarez et al., 2021). Un
microbioma estable juega un papel importante en la salud humana, ya que un
desbalance o dishiosis de esta se asocia con diferentes condiciones tales como la
enfermedad inflamatoria intestinal, los desérdenes autoinmunes, las infecciones por
Clostridium difficile y la obesidad. Asi, un estudio sobre balance energético en la
dieta revelé6 un aumento de 20% de Firmicutes y una disminucion del 20% de
Bacteroidetes asociada con un aumento en el consumo de 150 kcal al dia en
humanos (Le Chatelier et al.,, 2013). También se ha documentado que las
Enterobacterias productoras de endotoxinas son abundantes en pacientes
morbidamente obesos, y que los Lactobacilos aumentan en adolescentes sometidos
a un programa de pérdida de peso; sin embargo, dichas bacterias abundan en
adolescentes y nifios (Santacruz et al., 2009). De manera interesante,
recientemente se reporté que los prebidticos son beneficiosos en nifios con
obesidad y sobrepeso, ayudandolos en la disminucion de peso corporal, deposicion
de grasa, disminucién en niveles séricos de interleucina 6 (IL-6) y triglicéridos. Dicho
trabajo mostré un aumento de Bifidobacterium spp. y una disminucion de
Bacteroides vulgatus, asociados al suministro del prebiético (Nicolucci et al., 2017).
En los nifios, la regulacion de la microbiota, ya sea a través de la dieta o por
suplementacion, puede ser un tratamiento efectivo para aliviar sintomas de
obesidad y como terapéutico para esta enfermedad (Nicolucci et al., 2017).

El consumo de ciertos alimentos influye directamente con el estado y la

composicién del microbioma, ya que, al tener una dieta con una relacion alta de



nutrientes respecto a calorias, consumo de carbohidratos complejos y alta en fibras,
se diversifica el microbioma y con ello la abundancia de microorganismos
estimulantes del moco intestinal. Esto mantiene intacta la barrera intestinal y se
refleja en sefales a través del nervio vago hacia el hipotdlamo para mantener asi
un control homeostatico del comportamiento de consumo y mecanismos normales
de saciedad. A suvez, una dieta con relacion baja de nutrientes respecto a calorias
y el consumo de azlcares refinados, alimentos altos en grasa y poca fibra,
disminuye la diversidad del microbioma, reduciendo los microorganismos
estimuladores de moco, disminuyéndolo y debilitando la barrera intestinal y su
conformacioén. Esto puede provocar endotoxemia metabdlica y neuroinflamacion,
afectando los mecanismos de saciedad y por ende originando un desbalance en el

comportamiento de ingesta de comida (Figura 2) (Gupta et al., 2020).
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Figura 2. Interaccién entre dietay microbioma. La imagen ilustra los efectos de la dieta
saludable (lado izquierdo) y dieta obesogénica (lado derecho) sobre el microbioma
(Tomado y modificado de Gupta et al., 2020).

Sefales orexigénicas y anorexogénicas que son generadas en intestino y
transmitidas mediante el nervio vago interactian con el hipotalamo, reaccionando
en el proceso de regulaciéon en el consumo de alimentos. Los microorganismos

intestinales y sus metabolitos modulan la liberacion de péptidos tales como la
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insulina, la ghrelina, el péptido YY y el péptido parecido al glucagén (Figura 3)
(Volkow et al., 2013).

DMH
i LH
Slstema' ' Ot
homeostético ( )
Signos ARC Metabolitos
inflamatorios - neuroactivos . e
2 Perturbaciones periféricas
Hipotdlamo
Factores relacionados con la
igéni J Anorexigénico comida
$ ?re?gemco J PYY (| + Tamafio de porcién
1 g:;i:?: J GLP1 * Animal vs vegetal

Contenido de grasa o

Signos D * carbohidratos
periféricos B o2 O Medicamentos, antibiéticos
: 0
oty

Figura 3. Interacciéon del microbioma intestinal con el hipotalamo. El sistema
homeostético y los signos periféricos influyen en el balance del apetito (Tomado y
modificado de Volkow et al., 2013)..

Una de las pruebas mas importantes de la relacién del microbioma con el
estado corporal de las personas son los cambios producidos después de una cirugia
bariatrica. Mediante analisis gendmico se ha identificado que la diversidad
microbiana en personas obesas cambia después de dicha cirugia, provocando una
disminucién de especies del filo Firmicutes tales como Clostridium difficile,
Clostridium hiranonis y Gemella sanguinis asociados con estados de obesidad.
También se ha observado que, al practicar trasplante fecal de personas sanas a
ratones obesos, a las dos semanas estos muestran una reduccion de entre el 26 al

43% de grasa corporal con respecto a ratones control (Tremaroli et al., 2015).

II. 4 Analisis metagendmico

El estudio del material genémico de una muestra compleja se puede realizar
a través de la aproximacion metagendémica, que puede proporcionar el perfil
funcional de los genes analizados en forma directa (Grining et al., 2018). En los

ultimos afos se ha presentado un avance significativo en el desarrollo de



secuenciadores de ADN de alto rendimiento, los cuales han estado comercialmente
disponibles desde 2005. Los secuenciadores mas utilizados hoy en dia son lllumina
una de las mas utilizadas debido a su alta precision y eficiencia. La tecnologia de
secuenciacion por sintesis de lllumina utiliza la amplificacién de cllusteres y la
secuenciacion por sintesis reversible de terminadores fluorescentes para generar
millones de lecturas cortas de alta calidad en una sola ejecucion. La plataforma de
secuenciacion de Nanopore, desarrollada por Oxford Nanopore Technologies,
utiliza nanoporos para detectar cambios en la corriente eléctrica producidos por el
paso de los nucledtidos individuales a través del nanoporo. La secuenciacion en
tiempo real de Nanopore permite la deteccion de modificaciones epigenéticas y la
identificacion de secuencias de ADN de longitud completa, la plataforma de
secuenciacion de PacBio, desarrollada por Pacific Biosciences, utiliza una
tecnologia de secuenciacién de lectura Unica basada en la observacién directa de
la sintesis de ADN en tiempo real. La tecnologia de secuenciacion de PacBio
permite la secuenciacion de largos fragmentos de ADN, lo que resulta Gtil para la
secuenciacion de genomas de alta calidad y para la identificacion de variantes
estructurales, la plataforma de secuenciacién de lon Torrent, desarrollada por
Thermo Fisher Scientific, utiliza una tecnologia de secuenciacién por deteccion de
protones que se produce cuando se libera un ion hidrégeno durante la incorporacion
de nucleétidos en un ADN complementario en crecimiento. La plataforma de
secuenciacion de lon Torrent permite la generacion de lecturas de secuenciacion
de longitud media y es adecuada para la secuenciacion de genes especificos y la
deteccidbn de variantes puntuales (Galloway-Pefia y Hanson, 2020). Las
herramientas metagendmicas han sido la base para el estudio del microbioma, y el
desarrollo de librerias gendémicas de distintas especies, ya que ofrece una
resolucién taxonémica extensa, informacién funcional y se pueden usar muestras

muy pequefas con concentraciones relativamente bajas (Arumugam et al., 2011).
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II. 5 Basidiomicetos y su utilidad como alimento funcional
Los basidiomicetos son hongos que se caracterizan por producir cuerpos

fructiferos con células especializadas denominadas basidios, los cuales producen
cuatro esporas genéticamente distintas denominadas basidiosporas. Muchas de las
especies dentro de este grupo se han utilizado durante varias generaciones en la
medicina tradicional y como alimentos (Sheehan, 2014). Su reproduccién se
caracteriza por tener una fase asexual y una sexual. En la reproduccion asexual se
basa en esporas vegetativas y hay una fragmentacion micelial, la reproduccion
sexual depende de los tipos de apareamiento, que sean heterotalicos u homotalicos,
de sus ciclos haploides y diploides y un estado dicariético (Sheehan, 2014).

En el himenio, que es la parte fértil del hongo, hay un proceso de carogamia
en el que se fusionan dos ndcleos que contienen una copia del genoma entera del
hongo. Posteriormente continua el proceso de meiosis, que genera esporas en una
estructura celular llamada basidio, por lo que se les denomina basidiosporas. Estas
son células haploides que germinan creando un micelio monocarionte haploide,
presentando plasmogamia cuando las hifas que tienen tipos de apareamiento
complementarios, el cual se puede identificar como el sexo del hongo, se uneny
forman un micelio dicarionte. Este micelio continda su crecimiento hasta formar el
basidiocarpo o cuerpo fructifero del hongo (Sheehan, 2014).

Existen mas de dos mil especies de hongos comestibles en la naturaleza,
pero solo alrededor de 25 especies son aceptadas y comercializadas como alimento
funcional. Su principal caracteristica son sus cualidades organolépticas, sus
propiedades medicinales y su significancia econémica (Gung-Ergondl et al., 2013).
El hongo mas cultivado del mundo es Agaricus bisporus, seguido por Lentinus
edodes, Pleurotus spp. y Flamulina velutipes, siendo China el mayor productor
global (Patel y Goyal, 2012).

Los hongos son una fuente alternativa de compuestos antimicrobianos
debido a su capacidad para producir una gran variedad de metabolitos secundarios,
tales como terpenos, esteroides, atraquinonas, derivados del acido benzoico y
quinolonas (Alves et al. 2012). Pero también producen metabolitos primarios de

relevancia meédica y biotecnolégica como el acido oxalico, péptidos y proteinas.
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Tienen un gran valor nutricional, ya que son ricos en proteina, con un importante
contenido de aminoacidos esenciales, fibra, bajos en grasa, pero son fuente
importante de acidos grasos insaturados. Ademas, los hongos comestibles proveen
de vitaminas como B1, B2, B12, C, Dy E. Entre los basidiomicetos mas importantes
se encuentran aquellos dentro del género Ganoderma spp. (Valverde et al., 2015).

Il. 6 El género Ganoderma

Diversas especies del género Ganoderma han sido utilizado para el
tratamiento de distintas enfermedades, particularmente en Asia (Figura 4). Especies
del género se registraron por primera vez en el libro Sheng Nong Ben Jin (Materia
Médica de Shennong) escrito en el afio 100 a.C., en el cual se discute los aspectos
cientificos sobre Ganoderma. Historicamente, las especies del género Ganoderma
se han identificado como “hierba magica” y solo en fechas relativamente recientes
se han considerado los beneficios a la salud que estas pueden ofrecer (Lin, 2015a).
Ganoderma spp. se ha utilizado como medicinales por mas de 2000 afios en China,
como promotor de la salud y para aumentar la esperanza de vida. Esto debido a
que se han demostrado sus funciones como estimuladores del sistema
inmunologico, disminucién de la presion arterial y la glucosa, proteccién hepatica
contra agentes quimicos, anti-radiacion, antitumoral, rejuvenecimiento,
antiinflamatorio, anti-coagulante y alivio de insomnio (Newman y Cragg, 2016).

Ganoderma es un género del reino Fungi, phylum Basidiomycota, clase
Agaricomycetes, orden Polyporales y familia Ganodermataceae. Su distribucién es
mundial y habitan en ecosistemas tanto tropicales como de climas templados,
creciendo como un patdgeno facultativo de especies arbdreas o como saprobionte
en raices y troncos podridos (Lin, 2015a). Entre las especies del género Ganoderma
gue se han estudiado para evaluar su valor medicinal se pueden destacar G.
amboinense, G. applanatum, G. lucidum y G. tsugae, a las cuales se les reconoce,
entre otras cualidades farmacologicas, por tener propiedades anticancerigenas.
Otras especies como G. atrum es conocida por su efecto antidiabético y G. capense,
G. colossus, G. sichuanense y G. sinense son utilizadas por sus propiedades

antiinflamatorias (Lin, 2015b). También se sabe que G. pfeifferi es una buena fuente
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de antioxidantes. G. lucidum es conocida no solo porque se ha investigado en todos
los aspectos previamente mencionados, sino que sus polisacaridos tienen un efecto

terapéutico en algunos problemas cardiovasculares (Li et al., 2007).

Figura 4. Basidiocarpos de Ganoderma spp. en habitat natural. a-f se observa hongo
sujeto a tronco de arbol del cual se nutre. (Tomado de Lin, 2015a).

Entre los principales metabolitos secundarios identificados en Ganoderma
spp. se encuentran los triterpenoides, los cuales incluyen a los derivados
tratraciclicos y pentaciclicos. Estos pueden ser divididos en tres grupos Cszo, Co7 y
C24, dependiendo de su numero de carbonos. Otro grupo de metabolitos del género

son los meroterpenoides, originados por las rutas del acido shikimico y el acido
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mevalonico y que tienen diversas actividades bioldgicas, tales como antioxidantes,
antifibroticos, antialérgicas, antimicrobianas y citotoxicas (Xia et al., 2014).

En China existen 178 farmacos registrados que contienen alguna especie del
género Ganoderma, de las cuales 81 son capsulas, 41 pildoras, 25 granulos, 12
jarabes, 9 vinas (bebidas alcohdlicas), 6 liquidos orales, 2 bolsas de té, una pildora
liquida y una inyeccion. Asi mismo, las especies de Ganoderma son formuladas
como alimento funcional o suplemento alimenticio. Estos suplementos aparecen en
el mercado en forma de capsulas, tabletas, granulos, té y pasta, entre otros (Figura
5) (Wang et al., 2012).

Figura 5. Ejemplos de medicamentos y suplementos en el mercado chino.ay b se
muestran productos de G. lucidum en liofilizado c, d y e pildoras fy g tés.
(Tomado de Lin, 2015a).
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II. 7 Ganoderma spp. como suplemento alimenticio y su efecto en el

microbioma

Se sabe que Ganoderma spp. se ha utilizado a lo largo de los afios para la
modulacion de distintas funciones tales como la estimulacion del sistema
inmunoldgico, la disminucién de la presion arterial, disminucion de la glucosa, contar
con caracteristicas hepatoprotectoras y ser antitumoral y antinflamatorio; también
se le ha descubierto su funcién como prebidtico de microbiota intestinal (Lin, 2015b).
Los prebidticos son aquellos compuestos no digeribles y que no son absorbidos en
la parte superior del tracto intestinal y puede ser usado como sustrato de la
microbiota gastrointestinal, promoviendo su crecimiento y otorgando beneficios para
el huésped (Bindels et al., 2015).

La capacidad antiobesidad de Ganoderma spp. ha sido estudiada utilizando
modelos murinos y la gran mayoria de los trabajos estan enfocados en el empleo
del cuerpo fructifero de este género. También se ha analizado que el uso de extracto
acuoso de Ganoderma lucidum (WEGL, por sus siglas en inglés) a concentraciones
de entre 2-8% de una dieta alta en grasa total de ratones mejora la complexion y
disminuye caracteristicas obesogénicas tales como la cantidad de grasa, la glucosa,
y estados de inflamacion (Figura 6). También reduce polisacaridos circulantes y
previene la activacion de rutas de receptores tipo Toll (Figura 6) (Bindels et al.,
2015).

El WEGL también cambia la abundancia de distintas especies de bacterias
produciendo un cambio horizontal de bacterias pro-inflamatorias a anti-obesidad
mediada por polisacaridos de alto y medio peso molecular y una reduccion del
riesgo de endotoxemia por las toxinas que bacterias gram-negativas pueden
producir (Chang et al., 2015).
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Figura 6. Mejoras metabdlicas proporcionadas de extracto acuoso de Ganoderma
lucidum. ElI WEGL (extracto acuoso de Ganoderma lucidum) promueve un aumento en
bacterias Firmicutes productoras de acidos grasos de cadena corta. (tomado y modificado
de Delzenne y Bindels, 2015).

[1.8 Modificaciones fisiolodgicas inducidas por el consumo del micelio de G.

curtisii en un modelo murino de obesidad.

La obesidad es uno de los principales factores de riesgo para desarrollar
esteatosis hepatica no alcohdlica (EHNA). La acumulacién de grasa en el higado se
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produce como resultado del aumento del tejido adiposo en el cuerpo, lo que lleva a
un aumento de la cantidad de acidos grasos y triglicéridos que circulan en la sangre.
Estos acidos grasos y triglicéridos pueden ser capturados por el higado y
almacenados en forma de grasa, lo que resulta en la acumulacion excesiva de grasa
en el higado (Martin-Dominguez et al., 2013).

La presencia de vacuolas de grasa en los hepatocitos, que se pueden
detectar en secciones tefiidas con hematoxilina y eosina de rutina, se puede
considerar como esteatosis. Cualquier alteracion en el transporte de lipidos y la
secrecion de lipoproteinas puede causar un aumento suficiente en los depdésitos de
lipidos normales para que se califique como esteatosis, y se observan grados leves
de esteatosis sin explicacion aparente con frecuencia (Goodman, 2014).
Tradicionalmente, la esteatosis se ha clasificado histolégicamente segun la
proporcion de parénquima afectado como leve (<1/3), moderada (1/3 a 2/3) o
marcada (>2/3) (Burt et al., 1998).

La dieta juega un papel critico en el desarrollo de la obesidad, el sindrome
metabdlico y EHNA, diversos estudios epidemiolégicos han demostrado
consistentemente asociaciones entre dietas altas en grasas y azUcares refinados
con la incidencia de obesidad y EHNA (Rodriguez-Monforte et al., 2017). Se suele
denominar dieta occidental a aquella que se caracteriza por un alto contenido en
azucares, grasas, carnes procesadas y cereales refinados, y por ser baja en fibra,
esta alimentacion ha sido asociada con varios efectos negativos en la salud, como
la obesidad, resistencia a la insulina, sindrome metabdlico y EHNA. En la actualidad,
se ha acumulado evidencia que sugiere que los cambios en el microbioma podrian
tener un papel importante en los efectos perjudiciales de esta dieta (Turnbaugh et
al., 2009).

La literatura cientifica sobre el perfil del microbioma en pacientes con EHNA
en comparacion con controles sanos o con peso similar presenta resultados
variables. Se ha encontrado que los pacientes pediatricos con EHNA tienen una
presencia mayor de Prevotella y una menor cantidad de Oscillospira que los
controles con peso similar. Por otro lado, los estudios en pacientes adultos con

EHNA han mostrado un aumento en la presencia de Lactobacillus y Escherichia,
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mientras que se ha observado una disminucion en la cantidad de Coprococcus y
Prevotella (Nobili et al., 2018). Sin embargo, hay que tener en cuenta que estos
estudios utilizaron la secuenciacion de ARNr 16s, que solo proporciona informacion
sobre la composicion del microbioma y no sobre su funciéon (Nobili et al, 2018).
Estudios en animales también han demostrado que la modulacion del microbioma
intestinal a través de probidticos o prebidticos puede mejorar la acumulacién de
grasa en el higado y reducir la inflamacion hepatica. se ha observado que varios
metabolitos producidos por bacterias estan relacionados con la enfermedad del
higado graso. Por ejemplo, en un estudio se encontré que los pacientes con EHNA
presentaban niveles elevados de acido butanoico, acido propanoico y acido acético
en las heces. Otro estudio reveld un aumento de propionato e isobutirato en las
heces de pacientes con EHNA (Natividad et al, 2018).

Ganoderma lucidum (GL), ha sido utilizado durante mucho tiempo para
mejorar la salud y la longevidad. Investigaciones previas han demostrado que GL
contiene flavonoides y polifenoles como el acido clorogénico, acido cafeico,
quercetina y kaempferol. Ademas, se han obtenido fracciones de GL que han
demostrado ser efectivas contra el cancer, la diabetes y la hepatotoxicidad (Jung et
al., 2018). En nuestro laboratorio se realiz6 un estudio en el que durante el periodo
de tratamiento se llevaron a cabo diversas pruebas a ratones, incluyendo el registro
de su peso, pruebas de conducta y de tolerancia a la glucosa. Al final del
tratamiento, se tomaron muestras de sangre y tejido para analizar el colesterol total,
los triglicéridos, la glucosa, la esteatosis hepéatica y el tamafio de los adipocitos. A
lo largo del tratamiento, el peso de los ratones no mostré6 cambios significativos y
no se observaron diferencias significativas en los niveles de colesterol total,
triglicéridos y glucosa en suero entre los grupos de animales. Sin embargo, se
encontré que los grupos alimentados con dieta alta en grasas presentaron mas
esteatosis hepatica que los grupos alimentados con la dieta normal. Ademas, se
observo una tendencia a la disminucion del tamafio de los adipocitos y del area
positiva de lipidos en el higado en el grupo alimentado con el micelio de Ganoderma
curtisii en comparacion con el grupo de control. Se observé una tendencia en la

disminucién del area de adipocitos del grupo HFD+G (2569.11+260 uM) comparado
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con el grupo HFD+V (3012.62+596 pM), situacion similar para area positiva de
lipidos presentes en higado (HFD+G:11.85+1.53% vs HFD+V:15.99+3.46%). Estos
resultados indican que el consumo de Ganoderma curtisii puede tener efectos
positivos, reduciendo los efectos de la obesidad en algunos pardmetros (Farias-
Gaytén, 2022; datos no publicados).
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ll. JUSTIFICACION

La obesidad es un problema de salud publica que afecta a mas de 400
millones de personas en el mundo, y los suplementos alimenticios de origen natural
ayudan a prevenir la obesidad y evitar sus co-morbilidades asociadas. En ese
sentido, los hongos, particularmente las especies del género Ganoderma, se han
utiizado exitosamente como fuente de suplementos alimenticios. Se ha
documentado que los suplementos fungicos regulan cambios en el microbioma del
tracto digestivo, aumentando su diversidad y estimulando sus funciones.

Las modificaciones del microbioma intestinal asociadas al consumo de
suplementos alimenticios son benéficas para la salud de las personas obesas y
previenen las comorbilidades asociadas a dicho padecimiento. Por todo esto, se
propone que el uso de micelio de Ganoderma spp. como suplemento alimenticio y
su efecto en el microbioma puede acarrear beneficios en la salud de pacientes

obesos.

20



IV. HIPOTESIS

La suplementacion con el micelio vegetativo de la cepa CMU-0113 de
Ganoderma sp. en la dieta de ratones obesos, modifica significativamente la
comunidad del microbioma del tracto digestivo, incrementando la presencia de

grupos taxonodmicos que favorecen un buen estado de salud gastrointestinal.

V. OBJETIVOS

V.1 Objetivo General
Analizar el cambio en la estructura del microbioma del tracto digestivo en

ratones cuya dieta se suplement6 con micelio de una cepa de Ganoderma sp., con

relacion a individuos que no consumieron dicho suplemento.

V.2 Objetivos Particulares
i. Caracterizar estructura del microbioma del tracto intestinal de ratones obesos y de

peso normal.

ii. Correlacionar la estructura del microbioma del tracto intestinal de ratones de peso
normal y aquellos en los que se ha inducido obesidad con pardmetros de bioquimica

sanguinea.

iii. Correlacionar la estructura del microbioma del tracto intestinal de ratones de peso

normal y aquellos en los que se ha inducido obesidad con pardmetros histoldgicos.
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VIl. MATERIAL Y METODOS

VIl.1 Cepa de estudio y medios de cultivo liquido

Se estudio la cepa CMU-0113 de Ganoderma curtisii. aislada en Michoacéan,
la cual forma parte del Cepario Michoacano Universitario del Laboratorio de
Biotecnologia y Conservacion Microbiana del Centro Multidisciplinario de Estudios
en Biotecnologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

Se empled el medio solido de agar papa dextrosa (PDA; DifcoTM, BD-
Diagnostics) el cual se prepar6 de acuerdo con las especificaciones del proveedor
y se esterilizé en autoclave a 121 °C y 15 Ib/in? de presion, durante 15 min. Este
medio se utilizé para conservar la cepa de estudio y para la obtencion de inéculos
para los ensayos de cinética de crecimiento y obtencion de biomasa.

También se utilizoé el medio Caldo Extracto de Malta (CEM; DifcoTM, BD-
Diagnostics) el cual se prepar6 de acuerdo con las instrucciones del fabricante,
esterilizandolo de la manera previamente descrita. Este medio se empled para la

obtencién de biomasa.

VII.2 Cepa de estudio y medios de cultivo sélido

La cepa de estudio se sembré en cajas de Petri de 9.0 cm de didmetro con
medio PDA y se incubaron durante 6-7 dias a 28 °C, hasta que el micelio cubrio %
de la superficie del medio en la placa. Los inoculos cilindricos para las cinéticas de
crecimiento y la obtencién de biomasa se obtuvieron del borde de la colonia

empleando un sacabocados de 6 mm de diametro interno.

VII.3 Obtencién de biomasa fangica

La biomasa de micelio se obtuvo de la fase estacionaria de cultivos de medio
CEM en matraces de 2 L con 500 mL de medio de cultivo y 12 inoculos obtenidos
de la manera previamente descrita. Después de 9 dias de incubacion, el micelio de
los cultivos se recuperé mediante filtracién al vacio, y la biomasa recuperada se

congeld a -80 °C en un ultracongelador (REVCO) y posteriormente se liofilizo. El

23



micelio liofilizado se homogenizé en un homogeneizador FastPrep-24™ (MP
Biomedicals, LLC). La biomasa homogeneizada obtenida se preservoé a -80 °C hasta

su utilizacion.

VII.4 Modelo murino para lainduccion de obesidad y suplementacion con
biomasa de Ganoderma sp.

Se utilizé un total de 32 ratones de la cepa C57BL/6J. Los ratones se alojaron
en cajas bajo condiciones controladas de temperatura (24.0 £ 0.5 °C), humedad
(55.0 + 5.0%) y fotoperiodo (12 h iluminacion/12 h obscuridad, encendido de la luz
a las 07:00). Los animales tuvieron acceso libre al agua y la cantidad de alimento
adecuado a su fase de crecimiento durante la primera semana de adaptacion.
Después del periodo de adaptacion, los ratones se asignaron al azar en cuatro
grupos de ocho individuos cada uno, incluidos un grupo control, un grupo de dosis
preventiva, un grupo de obesidad y un grupo de obesidad mas el tratamiento, a una
dosis de 200 mg/kg, segun lo reportado por Hu et al. (2018).

Durante un periodo experimental de 11 semanas, tanto el grupo control como
el grupo dosis preventiva se alimentd con una dieta consistente en cereales molidos,
combinacion de pasta de oleaginosas, harina de pescado, subproductos de
cereales, alfalfa, maleza de cafia (Tabla 1). El contenido cal6rico de dicha dieta fue
de 3.15 kcal/lg. El grupo obesidad y el grupo obesidad méas tratamiento se
alimentaron con una dieta alta en grasa (Tabla 2) consistente en almidén, sacarosa,
caseina, celulosa, minerales, vitaminas, aceite, manteca con un contenido de
calorias 5.3 kcal/g.

Durante un periodo experimental de 5 semanas el grupo control se alimenté
con una dieta normal de alimento estandar. El grupo de prevencion se alimenté con
una dieta normal de alimento estandar suplementado diariamente con dosis de
micelio liofilizado de 50 mg/kg/dia. El grupo obesidad se alimenté con una dieta alta
en grasa, mientras que el grupo tratamiento fue alimentado con la misma dosis de
suplemento de micelio liofilizado, pero con una dieta alta en grasa. El liofilizado se

suspendio en solucion salina (NaCl 0.9%) y se administré por canula.
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Tabla 1. Contenido nutrimental de la dieta estandar para raton empleada en este

estudio.!

 Comporene Conterido gkg

Humedad 120

Grasa 30

Cenizas 70

Calcio 10

Proteina 230

Fibra 60

Extracto libre de nitrégeno 490

Fosforo 6

Contenido calérico 3.15 Kcal/g

1 El alimento viene adicionado también con:

Vitaminas: Vitamina A, vitamina B1, vitamina B2, niacina, cloruro de colina, pantotenato de calcio,
vitamina B12, vitamina D, vitamina E, vitamina K.

Minerales: Fosfato dicalcico, roca fosférica, carbonato de calcio, cloruro de sodio, éxido cuprico,
oxido férrico, sulfato ferroso, 6xido de manganeso, yoduro de potasio, yodato de calcio, tiosulfuro
de sodio, 6xido de zinc.

Tabla 2. Aportacion nutrimental de la dieta alta en grasa para ratbn empleada en
este estudio.

Sacarosa 100
Caseina 180
Almidén 253
Manteca de cerdo 320
Aceite de soya 33
Celulosa 50
Mineral Mix 51
Vitamina Mix 13
Contenido calérico 5.3 Kcall/g
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VII.5 Anédlisis del microbioma intestinal

El analisis fue realizado en excretas, las cuales se congelaron en nitrégeno
liquido y se almacenaron a -80 °C y se liofilizaron. Las excretas asi preservadas se
enviaron a la empresa Seqcenter (https://www.seqcenter.com/) en Pensilvania
(USA) para el aislamiento de ADN y la obtencion del metagenoma bacteriano
mediante la secuenciacion de las regiones V3 y V4 del gen de la subunidad 16S de
rRNA. La secuenciacion se realiz6 empleando la plataforma Illlumina mediante
extremos pareados (2x250bp PE). Se analizaron dos muestras independientes de
cada uno de los cuatro grupos de ratones, para un total de 8 muestras. El analisis
de las lecturas obtenidas se realiz6 empleando el paquete QIIME v22021.11 (Bolyen
etal., 2019), la obtencion y caracterizacion de OTUs se realiz6 con ayuda de la base
de datos Silva 138 99% OTUs full-length sequence, la diversidad se evalu6 con la
herramienta R v4.2.1 (R Core Team, 2021). Se determinaron los pardmetros
abundancia relativa, indice de Shannon (diversidad alfa), componentes principales
weithed unic frac, mapas de calor por genero bacteriano y cambios por especie

bacteriana.
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VIIl. RESULTADOS

VIII.1 Aumento de peso en etapa de induccién del cuadro de obesidad
Durante las 11 semanas en etapa de induccion los ratones alimentados con

dieta estandar mostraron un aumento de peso del 5.22% con respecto a sus pesos

iniciales. Por otro lado, los ratones inducidos con dieta DAG alta en grasa

aumentaron un 6.46% con respecto a su peso inicial (Tabla 3 y Figura 7).

Tabla 3. Promedio de peso en etapa de induccion de la semana uno a la doce.

. . Peso promedio Peso promedio
Semana de induccién P P

DE (9) DAG (g)
1 21.10 2213
3 22.52 24.29
9 24.60 28.83
11 24.76 29.20
b
o
o
a a
a8
3, -
I I
DE DAG

Grupos

Figura 7. Cambio de peso corporal en el periodo de induccién. Peso expresado en
gramos. Clave: DE: Dieta estandar; DEM: Dieta estandar con micelio. n= 32 ANOVA
Confiabilidad <0.05, p value= 0.01907. Letras diferentes (a y b) denotan diferencias

significativas.
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VIIl. 2 Aumento de peso en etapa de tratamiento

Durante la etapa de tratamiento se observo que a las cinco semanas en
grupo DE aumenté su peso en un 11% mientras que en el grupo DEM se puede
apreciar un aumento del 9% en el peso corporal. Para el grupo DAG se observa un
aumento del 8.01% de peso corporal mientras que en el grupo DAGM un aumento
del 8.8%. Al realizar una prueba de ANOVA de dos colas se observa que para los
grupos DE y DEM no hay diferencias significativas al igual que entre los grupos DAG
y DAGM sin embargo hay una diferencia significativa entre los grupos a los cuales
se les administro dieta alta en grasas y a los que no. (Tabla 4 y Figura 8).

Tabla 4. Pesos de los grupos durante el tratamiento de la primera a la quinta

semana.

Semar?a de Pesopromedio Pesopromedio Peso promedio prsrizcc)iio
tratamiento DE (g9) DEM (g) DAG (9) DAGM (g)
1 25.16 24.50 28.10 28.67
2 26.24 25.42 29.07 29.88
3 27.33 25.90 29.86 30.99
4 27.45 26. 87 30.11 31.04
5 27.97 26.90 30.35 31.21
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Figura 8. Cambio de peso corporal en ratones sometidos a tratamiento. Peso
presentado en gramos. Clave: DE: Dieta estandar; DEM: Dieta estandar con micelio;
DAG: Dieta alta en grasas; DAGM: Dieta alta en grasas con micelio. Diferencia de
varianza a partir de prueba de ANOVA de dos colas confiabilidad <0.05 p.value=9.21e-06.
n=8/grupo. Letras diferentes (a y b) denotan diferencias significativas.

VIII. 3 Diversidad microbiana

El analisis del microbioma mostré que la diversidad bacteriana de todos los
grupos era alta considerando los indices de diversidad de Shannon (H), obteniendo
valores en el grupo de DE H= 5.493 mientras que el grupo DEM mostro H= 5.170.
El grupo analizado de DAGM y DAG se observdé una H=6.024 Y H= 4.886
respectivamente. Al realizar la prueba de Andlisis de Varianza se puede apreciar

gue no hay diferencia significativa entre los grupos (Figura 9).
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X

H (indice de Shannon)

DE DEM DAG DAGM

Figura 9. Alfa diversidad entre grupos de ratones. Clave: DE: Dieta estandar H= 5.4;
DEM: Dieta estandar con micelio H=5.1; DAG: Dieta alta en grasas= 6.0; DAGM: Dieta
alta en grasas con micelio H= 4.8. P= 0.564. Letras diferentes (a y b) denotan diferencias
significativas.

VIII. 4 UnicFrac PCoA (Analisis de Coordenadas Principales)

Al realizar en andlisis de coordenadas principales se puede observar que en
individuos dentro de los grupos DE, DEM y DAGM no se encuentran diferencias
significativas entre sus componentes, sin embargo, esto solo se muestra en tres
individuos de distintos grupos (Figura 10). Aunque no se encuentran relacion entre
los demas grupos se puede observar una tendencia a la similitud de componentes
en grupos a los que se les administré Micelio de G. curtisii con los grupos a los que

se le administro una dieta estandar sin ser alta en grasa.

30



v DE

+ DEM
g v
a = DAG
5 :
2 DAGM

Axis 1(77.42%)

Figura 10. Beta diversidad entre grupos de ratones. PCoA de la Weighted UniFrac.
Clave: DE: Dieta estandar; DEM: Dieta estandar con micelio; DAG: Dieta alta en grasas;
DAGM: Dieta alta en grasas con micelio

VIII. 5 Abundancia relativa por Fila

Se observo que en el grupo DE que la frecuencia relativa de bacterias del
phylum Firmicutes se encuentra representada con el 52.1% mientras que el phylum
Bacteroidetes representa el 40.3%. El grupo DEM el phylum Firmicutes mostr6é una
frecuencia del 30.5% mientras que Bacteroidetes se encontré6 un 64.6%.
Particularmente, el grupo DAG mostré que el phylum Proteobacteria representaba
el 61.2% Firmicutes 12.3% y Bacteroidetes 18.7%. El grupo DAGM fue representado
por 32.2% de Proteobacteria, 26.4% Firmicutes y 40.5% Bacteroidetes (Figura 11).
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Figura 11. Abundancia relativa entre los distintos grupos. Clave: DE: Dieta estandar;
DEM: Dieta estandar con micelio; DAG: Dieta alta en grasas; DAGM: Dieta alta en grasas
con micelio

VIIl. 6 Géneros representativos

Al observar reads sobre los géneros representativos de bacterias en el tracto
gastrointestinal se encontr6 que el genero Helicobacter en el grupo DE se
obtuvieron 4731 reads, después del tratamiento, en el grupo DEM se obtuvo solo
un read de dicho genero. Para el grupo DAG se encontraron 659 reads y para el
grupo DAGM no se encontré ninguno. Dentro del género Bacteroides para el grupo
DE se encontraron 42868 reads, para el grupo DEM 17815, en los grupos DAG y
DAGM se observaron 1112 y 26723 respectivamente. Sobre el género
Parabacteroides el grupo DE presenté 8544 reads y el grupo DEM 7765, el grupo
DAG 154 y DAGM 3658.
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Parasutterella en el grupo DE mostrd 7754 reads en el grupo DEM 4072, para
el grupo DAG 138 y para el grupo DAGM 6027. Para el género Oscillospira se
obtuvieron 23 reads para el grupo DE, 37 para DEM, 17 para DAG y 99 para DAGM.
En el grupo DE se encontraron 1116 reads del género Alistipes, 17176 en el grupo
DEM, 95 en el DAG y 8362 en el grupo DAGM. EIl género Lactobacillus mostré
16254 reads en el grupo DE, 10705 en el grupo DEM, para el grupo DAG se
encontraron 3937 y para el grupo DAGM 12237 reads.

Dentro del grupo DE se encontraron 668 reads del género Odoribacter, en
grupo DEM 3935, para el grupo DAG no se encontraron reads y para el grupo DAGM
1322 reads. Para el género Mucispirillum en el grupo DE se observaron 41 reads,
para el grupo DEM 178, para el grupo DAG no se enconraron reads y para el grupo

DAGM 36 reads. Para el género Akkermansia solo en el grupo DAGM se

Escala 0-50000

DE DEM DAG DAGM

encontraron 9 reads (Figura 12).

Helicobacter

Bacteroides -

Parabacteroides

Parasutterella
Oscillospira
Alistipes
Lactobacillus
Odoribacter
Mucispirillum

Akkermansia

Figura 12. Heatmap de los géneros representativos. Clave: DE: Dieta estandar; DEM:
Dieta estandar con micelio; DAG: Dieta alta en grasas; DAGM: Dieta alta en grasas con
micelio
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VIII. 7 OTU’S representativos

Dentro del grupo de DE algunos de los OTU’s encontrados fueron

Candidatus, Pantonea carbekii, Streptomyces spp., Vibrio spp., Enterobacter spp.,

Pseudoalteromonas spp., Clostridium cuniculi, entre otras (Tabla 5). Para el grupo

DEM algunos de los OTU’s encontrados fueron Enteroclosters spp., Clostridium

spp., Candidatus, Soleaferrea massiliensis, entre otros (Figura Tabla 6). En el grupo

DAG se encontraron los OTU’s Qipengyuania sediminis, Argonema galeatum,

Blastomonas spp., Tsuneonella spp., Novosphingobium spp., entre otros. Para el

grupo DAGM se encontraron OTU’s tales como Bacteroides spp., Phocaeicola spp.,

Prevotella spp., Flavobacterium spp., Duncaniella muris, entre otros (Tablas 5).

DE DEM DAG DAGM
*

o

Tabla 5. Cambio en OTU’S provocado por dieta o tratamiento.

o

Especie

P. goldsteinii

E. nodatum

R. hominis
C. innocuum
B. longum
M. shaedleri

E. coli

E. faecalis

L. lactis

Género
Blautia

Parabacteroides
Eubacterium
Anaerotruncus
Roseburia
Lachnoclostridium
Bifidobacterium
Mucispirillum

Escherichia-
Shigella
Enterococcus

Oscillibacter
Lactococcus

Staphylococcus

Familia
Lachnospiraceae

Bacteroidaceae
Eubacteriaceae
Ruminococcaceae
Lachnospiraceae
Clostridiaceae
Bifidobacteriaceae
Deferribacteraceae

Enterobacteriaceae

Enterococcaceae
Oscillospiraceae
Streptococcaceae

Staphylococcaceae

Phylum
Firmicutes

Bacteroidetes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes

Actinobacteria
Deferribacteres

Proteobacteria

Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes

Firmicutes

* Cambio producido por micelio de G. curtisii.

= Menos abundante que en grupo Dieta estandar.

o Méas abundante que en grupo Dieta estandar.
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IX. DISCUSION

En este trabajo se evaluo la suplementacion del micelio vegetativo de G. curtisii en
un modelo murino de obesidad, con la finalidad de analizar su efecto sobre la
composicion del microbioma del tracto digestivo. Durante las 11 semanas de
induccion de obesidad se obtuvo un aumento de peso de 5.22% en el grupo DE
sobre el peso inicial, mientras que en el grupo DAG fue de 6.46%, con una diferencia
estadisticamente significativa. Dicho aumento era lo esperado en concordancia con
la dieta alta en grasa en comparacion con una dieta estandar (Chang et al., 2015).
A largo plazo, las dietas altas en grasas pueden aumentar el riesgo de
enfermedades cardiovasculares y disfuncién hepéatica, pueden afectar la microbiota
intestinal de los ratones y aumentar el riesgo de inflamacion cronica y enfermedades
metabdlicas (Lynch et al., 2012).

Para la etapa de la suplementacién con el micelio del hongo, se observé una
tendencia al aumento de peso en los grupos DE y DEM, aunque las diferencias
entre estos no fueron significativas. En el estudio realizado por Chang et al. (2015)
se mostro la misma tendencia durante la administracion de dieta estandar junto con
8% de extracto acuoso de G. lucidum. Para los grupos DAG y DAGM se observo la
misma tendencia de aumento de peso, también sin diferencia significativa. El
aumento de peso en los grupos DEM y DAGM se podria explicar por un aumento
en la masa muscular, sin aumento de grasa corporal, lo cual se ha documentado
previamente para G. lucidum en modelo murino. Asi, Jatwani y Tulsawani (2021)
mostraron que ratones inducidos a hipoxia hipobarica redujeron significativamente
Su peso, y al suministrarles dosis altas (50-200 mg/kg) de un extracto acuoso del
basidiocarpo de G. lucidum se observé una recuperacion significativa de la masa
muscular. A futuro seria necesario evaluar si el consumo de micelio vegetativo de
G. curtisii tiene un efecto en el aumento de masa muscular similar al ejercido por el
extracto acuoso del basidiocarpo de G. lucidum.

El indice de Shannon se basa en la probabilidad de encontrar una especie
en particular en una comunidad dada y se calcula a partir de la informacion sobre el

namero de individuos y el nimero de especies presentes en la comunidad. En
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general, cuanto méas alto es el indice de Shannon, mayor es la diversidad de
especies en una comunidad. El indice de Shannon se expresa matematicamente
como: H= - Z (pi * In(pi)) donde pi es la proporcién de especies (Reese y Dunn,
2017).

Los indices H (1-10) encontrados en todos los grupos son 4<,
considerandose altamente diversos, pero con una tendencia de reduccion en los
grupos DAG y DAGM, sin diferencias estadisticamente significativas. Esto
concuerda con lo encontrado por Romero-Cérdova et al. (2021), quienes utilizando
extractos del cuerpo fructifero de G. lucidum no encontraron diferencias
significativas en los indices H entre el grupo control y el del tratamiento, pero
observaron una tendencia a la disminucién en los grupos alimentados con dietas
altas en grasa, incluidos los suplementados con dicho extracto.

El andlisis de la diversidad del microbioma se puede realizar empleando dos
criterios, pero con la misma herramienta bioinformatica, las cuales se emplearon en
este trabajo. Estas herramientas son Unweighted-UniFrac (UUF) y Weighted-
UniFrac (WUF), siendo su principal diferencia que la primera se basa solo en la
presencia/ausencia de cada OTU, mientras que en la segunda se toma en cuenta
tanto la abundancia como la presencia de cada OTU de la comunidad microbiana
(Lozupone et al., 2011). Al resultado del anélisis UUF se le conoce como diversidad
alfa (o)), mientras que al del WUF se le denomina diversidad beta (B). Al realizar el
analisis de la Weighted UnicFrac PCoA se puede apreciar en la figura 11 que hay
diferencias significativas entre todos los grupos inclusive en individuos de los
mismos grupos. Dicho resultado contrasta con el de Chang et al. (2015) que
encuentran que todos los individuos del mismo grupo de tratamiento presentan
componentes similares en su microbioma.

La abundancia relativa encontrada en el grupo DE muestra que mas del 50%
de los OTUs reportados pertenecen al phylum Firmicutes, mientras que en el grupo
DAG representan mas del 70%. Esto concuerda con lo descrito por Chang et al.
(2015), ya que los grupos control y los de dietas altas en grasa mostraron
abundancias del 50 hasta el 80% de abundancia de este phylum. Los taxa dentro
de Firmicutes son capaces de degradar una amplia variedad de carbohidratos
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complejos presentes en los alimentos, como la celulosa y la hemicelulosa, mediante
la produccion de enzimas especializadas. De esta forma contribuyen a la digestion
de la fibra dietética y a la obtencidn de energia a partir de ella. Algunas especies de
Firmicutes son capaces de sintetizar vitaminas del complejo B y la vitamina K en el
intestino, lo que es importante para la nutricion y la salud del huésped (Nkosi et al.,
2022).

Las bacterias del grupo Firmicutes son capaces de colonizar el tracto
digestivo y competir con otros microorganismos. Algunas especies de Firmicutes
producen compuestos antimicrobianos y acidos grasos de cadena corta que pueden
inhibir el crecimiento de patdgenos. Este grupo esta involucrado con la regulacion
del sistema inmunoldgico del huésped a través de la produccion de moléculas que
pueden influir en la respuesta inmunolégica (Nkosi et al., 2022). En modelo murino
se ha demostrado que los ratones obesos tienen una mayor abundancia de
Firmicutes en comparacién con los ratones delgados, lo que se ha encontrado
también en seres humanos, las personas obesas tienen una mayor proporcion de
dicho grupo en comparacion con las personas delgadas. Estos hallazgos sugieren
que el aumento de Firmicutes en el tracto digestivo puede estar asociado con el
desarrollo de obesidad. Las bacterias Firmicutes pueden ser mas eficientes en la
extraccion de energia de los alimentos que las bacterias de otros grupos del tracto
digestivo, pudiendo aumentar la absorcion de lipidos y la acumulacion de grasa en
el tejido adiposo (Magne et al., 2020). Asi, el hecho de que este grupo no incremente
con el consumo del micelio de G. curtisii representa una ventaja parala salud de los
ratones empleados en el estudio.

Los Bacteroidetes son un phylum de bacterias que se encuentran
naturalmente en el tracto gastrointestinal de humanos y animales. Estas bacterias
son importantes para mantener la salud del huésped mediante diversos
mecanismos (Arumugam et al., 2011). El grupo DE mostr6 abundancias relativas de
entre 40 al 60% de este phylum, lo que concuerda con lo descrito por Clarke et al.
(2012) para ratones delgados. Dichos autores mencionan que el phylum
Bacteroidetes desempefia un papel importante en la descomposicién de alimentos

complejos, como la fibra dietética, que de otro modo seria dificil de digerir. Al
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hacerlo, producen &acidos grasos de cadena corta que proporcionan energia a las
células del cuerpo. Estas bacterias estimulan la produccion de células inmunitarias
en el intestino y ayudan a prevenir la inflamacion y las enfermedades
autoinmunitarias.

Un desequilibrio en la composicion de la microbiota intestinal que conlleve
una disminucién en los niveles de Bacteroidetes, se ha asociado con varias
enfermedades crénicas, como la obesidad, la diabetes tipo 2 y las enfermedades
inflamatorias del intestino. Esto concuerda con lo observado en el presente trabajo
en el grupo de ratones DAG, en el cual la abundancia relativa de Bacteroidetes se
encuentra baja, entre el 1% y el 20%. De manera interesante, con la administracion
de micelio de G. curtisii, en el grupo DAGM, la abundancia de este phylum se
encontro entre el 26% y el 37% de la representacion total de fila. Dichos resultados
son similares a los encontrados en el estudio de Chang et al. (2015), quienes
documentan un aumento en la abundancia relativa de Bacteroidetes con
porcentajes de entre el 20 al 59% del total de los fila reportados, al aplicar un
tratamiento con extracto acuoso del basidiocarpo de G. lucidum. Esto indica
claramente que el micelio vegetativo de G. curtisii tiene el mismo efecto sobre este
grupo que el del extracto del basidiocarpo de G. lucidum.

El phylum Proteobacteria representd del 2% al 6% de la abundancia relativa
en el grupo DE, mientras que en el grupo DEM del 1 al 3%, mostrando una
disminucion por el consumo de micelio de G. curtisii en la dieta. Dichos datos
concuerdan con lo encontrado por Chang et al. (2015), documentando que grupos
de ratones control mostraban abundancias entre 1 al 5%, mientras que al
administrar extracto acuoso de G. lucidum solo mostraban frecuencias de entre 1 al
2%. La disminucion de dicho phylum en el tracto digestivo es relevante ya que estas
bacterias pueden provocar enfermedades y sintomas tales como diarrea, fiebre,
calambres estomacales, vomitos, infecciones del tracto urinario, gastritis, Ulceras
estomacales y aumentar el riesgo de cancer gastrico (Rizzatti et al., 2017). Para el
grupo DAG se encontraron abundancias de hasta el 60%, por lo que procesos
inflamatorios y pro-obesidad estaban ocurriendo al momento de la administracion

de la dieta alta en grasa. Para el grupo DAGM se observaron abundancias hasta el
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32%, es decir, una disminucion del 50% con respecto a la dieta alta en grasa no
suplementada con el micelio. Esta disminucidon se encontré también en el estudio
de Chang et al. (2015) al administrar extracto acuoso de G. lucidum. No obstante,
los efectos adversos a la salud que pueden provocar las bacterias del grupo
Proteobacteria, se ha propuesto que las bacterias de este phylum no deben
desaparecer completamente del tracto gastrointestinal, ya que algunos taxa
particulares pueden cumplir con funciones digestivas, sintesis de vitaminas,
regulacion de respuesta inmunitaria y proteccion por competencia contra patégenos
(Rizzatti et al., 2017).

Los resultados obtenidos muestran una representacion media alta del género
Helicobacter en los grupos DE y DAG mientras que en los grupos DEM y DAGM
aparecen en menor abundancia. Es decir, en aquellos individuos a los que se les
suministré micelio de G. curtisii se observa una tendencia a la disminucién de dicho
género. De manera similar, en el estudio realizado por Meneses et al., (2016) se
observo que al administrar extractos acuosos de cuerpo fructifero de G. lucidum a
ratones que estuvieron bajo una dieta alta en calorias, bacterias del género
Helicobacter disminuian su abundancia relativa. Esto es importante ya que este
género incluye especies conocidas por ser patdgenas, y estan estrechamente
relacionadas con una serie de enfermedades que incluyen Ulceras pépticas,
gastritis, enfermedad de reflujo gastroesofagico, adenocarcinoma y linfoma
gastricos de células B. Sin embargo, las bacterias del género Helicobacter también
pueden tener efectos benéficos en el cuerpo humano. Asi, se ha demostrado que
H. pylori tiene un efecto protector contra el eséfago de Barrett, una condicion
precursora del cancer de esofago, y puede estar involucrado en la regulacion del
sistema inmune intestinal y la prevencion de enfermedades inflamatorias
intestinales (Gao et al., 2019).

En relacién con el género Bacteroides, se puede observar una disminucién
en grupo DEM con respecto al grupo DE, lo que concuerda con lo reportado por
Meneses et al. (2016), quienes documentaron una diminucién de dicho género en
ratones alimentados con extracto de G. lucidum. Sin embargo, se puede apreciar

un aumento en el grupo DAGM con respecto al grupo DAG. Se ha postulado que
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las especies del género Bacteroides afectan el peso corporal del huésped a través
de su capacidad para degradar los polisacaridos complejos no digeribles que se
encuentran en los alimentos. Al hacerlo, estas bacterias producen acidos grasos de
cadena corta (AGCC) que son absorbidos por el cuerpo y utilizados como fuente de
energia. La produccion de AGCC por las bacterias del género Bacteroides se ha
relacionado con la regulacién del apetito y la saciedad, lo que puede influir en el
consumo de alimentos y, en dltima instancia, en el peso corporal (Hjorth et al., 2019).

El género Parabacteroides no presentd una variacion significativa en el grupo
DEM, manteniendo una abundancia similar al grupo DE, sin embargo, se puede
observar una abundancia mayor en el grupo DAGM con respecto al grupo DAG.
Esto concuerda con lo reportado por Meneses et al., (2016), al encontrar que
ratones alimentados con dietas altas en grasa y suplementados con extracto de G.
lucidum no muestran cambios significativos en este grupo taxonémico. Las
especies de Parabacteroides se encuentran comunmente en el tracto intestinal
humano y animal, formando parte de la microbiota intestinal normal y contribuyendo
en la digestion y metabolismo de los alimentos. Se ha demostrado que éstas
producen &cidos grasos de cadena corta, como el acetato y el propionato, a través
de la fermentacion de carbohidratos no digeribles (Cui et al., 2022). Ademas, se ha
sugerido que Parabacteroides spp. podrian estar implicadas en la patogénesis de
ciertas enfermedades inflamatorias intestinales, como la enfermedad de Crohn, la
colitis ulcerosa y la enterocolitis necrosante. Algunos estudios han encontrado que
la cantidad de Parabacteroides en la microbiota intestinal de individuos con
enfermedad inflamatoria intestinal es significativamente mayor en comparacion con
individuos sanos. Aunque aun no esta claro si Parabacteroides spp. estan
directamente involucradas en el desarrollo de estas enfermedades, o si
simplemente son un biomarcador de la inflamacion intestinal (Cui et al., 2022).

En el presente trabajo también se observé un aumento en la abundancia de
bacterias del género Odoribacter en los grupos DEM y DAGM. Se sabe
relativamente poco acerca de la fisiologia y la ecologia de las bacterias del género
Odoribacter, pero se ha demostrado que producen acidos grasos de cadena corta,

como el acido acético y el acido propibénico, a través de la fermentacion de
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carbohidratos no digeribles. Ademas, se ha encontrado que la presencia de
Odoribacter se asocia con la presencia de otros microorganismos en la microbiota
intestinal, lo que sugiere un papel en la regulacion de la diversidad microbiana en el
intestino (Lima et al., 2022). Se ha documentado una correlacion negativa entre la
abundancia de Odoribacter y ciertas enfermedades, como la obesidad y la
enfermedad inflamatoria intestinal. En algunos estudios se ha encontrado que la
administracion de probioticos que contienen Odoribacter puede mejorar la salud
intestinal y reducir la inflamacién en modelos animales. Asi, se puede sugerir que el
micelio de G. curtisii tiene un efecto prebidtico similar. En contraste con los
resultados aqui obtenidos, otros autores que reportan la disminucion de dicho
género al administrar extractos de G. lucidum en distintas dosis a ratones
alimentados con dietas altas en colesterol (Lima et al., 2022 y Meneses et al., 2016).

Las especies de Lactobacillus son un grupo de bacterias Grampositivas que
se encuentran comunmente en el tracto gastrointestinal y otras partes del cuerpo
humano y de los animales (Heeney et al., 2018). Estas bacterias son importantes
para la salud gastrointestinal porque tienen una serie de beneficios potenciales tales
como la fermentacién de carbohidratos no digeridos en el intestino, produciendo
acidos grasos de cadena corta que son una fuente importante de energia para las
células intestinales. También pueden producir acido lactico y otros acidos organicos
gue contribuyen a mantener un pH adecuado en el intestino, lo que a su vez puede
limitar el crecimiento de bacterias dafinas. Adicionalmente, las especies de
Lactobacillus pueden estimular la produccion de mucina, una sustancia que forma
una capa protectora en la pared intestinal y ayuda a mantener la integridad de la
barrera intestinal (Dempsey y Corr, 2022).

En este estudio se observd un aumento de abundancia del género
Lactobacillus al administrar micelio de G. curtisii en la dieta de los grupos DEM y
DAGM. En contraste, previamente se ha reportado que el extracto acuoso de
basidiocarpo de G. lucidum no ocasiona variaciones significativas de abundancia en
ninguno de sus grupos de ratones estudiados a los que se les suplemento con dicho
extracto, en comparacién con los grupos control (Meneses et al., 2016). Dicho

contraste, asi como otros previamente mencionados, muestran que el consumo de
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micelio vegetativo en el modelo murino tiene un efecto diferente que la adicion en la
dieta de extractos del basidiocarpo de especies del género Ganoderma. Esto resalta
la relevancia de continuar la investigacion del micelio vegetativo de G. curtisii y de
otras especies del género como suplemento nutricional.

El microbioma intestinal también puede afectar la sintesis y metabolismo de
aminoacidos aromaticos y de cadena ramificada (BCAA). En pacientes con
resistencia a la insulina, Prevotella copri y Bacteroides vulgatus se identificaron
como las principales especies asociadas con un aumento de los BCAA y la
resistencia a la insulina. También se ha demostraron que los ratones tratados con
P. copri desarrollan mayor resistencia a la insulina cuando se les alimenta con una
dieta alta en grasas en comparacion con los que no (Dong et al., 2019). En un
estudio reciente, Hoyles et al 2018, demostraron que el acido fenilacético, un
aminoécido aroméatico derivado del metabolismo microbiano estaba fuertemente
asociado con la esteatosis hepatica en humanos. También mostraron que la adiciéon
de &cido fenilacético tanto en cultivos de hepatocitos humanos primarios como en
modelos de ratones podria desencadenar la esteatosis hepética, lo que implica un
efecto causal en la esteatosis hepatica no alcohdlica (EHNA).

En un estudio paralelo al realizado con el mismo grupo de ratones que los
aqui evaluados, no se encontraron diferencias significativas en parametros
bioguimicos e histolégicos entre ninguno de los grupos de estudio (Farias-Gaytén,
2022 datos no publicados). La esteatosis hepatica, también conocida como higado
graso, se caracteriza por la acumulacion excesiva de lipidos (principalmente
triglicéridos) en las células hepaticas. Se ha demostrado que el acido fenilacético
(PAA) puede contribuir a la esteatosis hepética en animales y seres humanos. El
PAA es producido por varias especies bacterianas, incluyendo algunas del género
Clostridium, Escherichia, Pseudomonas, Streptomyces y Lactobacillus, entre otras.
La produccion de PAA por estas bacterias se lleva a cabo mediante la actividad de
enzimas especificas que transforman ciertos precursores, como el fenilalanina y la
tirosina, en PAA (Dong et al., 2019). Este estudio demostré una disminucion en los
taxas bacterianos que estan involucrados con la produccion de acido fenilacético

por lo que podria estar involucrado con la tendencia a la disminucién tanto de los
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analitos en quimica tres como a la esteatosis hepética encontrada en el trabajo en
paralelo a este.

Al comparar con estudios previos, es posible que esta falta de diferencias
significativas de este trabajo se deba al tiempo de tratamiento o la dosis de micelio
empleada ya que en otros estudios se han utilizado extractos acuosos al 2, 4y 8%
por ocho semanas (Chang et al., 2014) o 50, 300, 500, 1000 mg/kg por dos semanas
(Nufez-Urquiza et al., 2021) y También Khan y colaboradores, utilizando una dosis
de 750 mg/kg. Por otra parte, en conjunto, dichos resultados sugieren que los
cambios en la composicién del microbioma del tracto intestinal anteceden a los
cambios bioquimicos e histologicos en el modelo murino de obesidad. Esto
implicaria que el efecto del consumo del micelio vegetativo de G. curtisii, y
posiblemente de otros basidiomicetes, estd dado principalmente por las
modificaciones del microbioma, aunque no se descartan efectos directos por los
metabolitos secundarios que pueda contener el micelio del hongo. Experimentos
posteriores en donde se incremente el tiempo de tratamiento y las dosis de micelio
son necesarios para evaluar cambios fisiologicos en los ratones de estudio.
También es importante conocer los metabolitos que contiene el micelio vegetativo

de G. curtisii y su posible efecto sobre la salud.
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X. CONCLUSION

El consumo del micelio de Ganoderma curtisii por parte de los ratones de prueba
muestra un incremento en la abundancia de géneros bacterianos involucrados con
actividad antiobesogénica, degradacion de polisacaridos y producciéon de &cidos
grasos de cadena corta, al mismo tiempo que provoca una disminucion de aquellos

géneros bacterianos asociados con procesos obesogénicos y proinflamatorios.

En conclusion, los resultados obtenidos indican que el consumo del micelio
de G. curtisii en la dieta del modelo murino de estudio, conlleva un efecto benéfico
en la salud mediante la regulacion del microbioma del tracto digestivo y una
disminucién en el taxa bacteriano que podria estar involucrado con la acumulacién
de grasa en el higado, asi como en el incremento de colesterol, triglicéridos y

glucosa.
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