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RESUMEN

La dieta cetogénica (KD) es una dieta alta en grasas y baja en carbohidratos cuya
ingesta ocasiona ajustes metabolicos que conducen a la pérdida de peso corporal en
los individuos. También se le atribuyen también propiedades neuroprotectoras,
aunque los mecanismos mediadores no han sido esclarecidos del todo. Diversos
autores han reportado que los efectos de la dieta KD sobre el metabolismo son
mediados por el sistema nervioso adrenérgico, lo cual podria abrir un panorama para
el estudio del papel de la sefalizacion adrenérgica en las interacciones entre la dieta y
metabolismo bajo condiciones de normalidad y patoldgicas. El objetivo de este
trabajo es determinar el efecto de una dieta cetogénica sobre la respuesta metabdlica
en condiciones de estrés cronico. Se utilizd como modelo el raton BALB/c, el cual
segiin estudios realizados en nuestro laboratorio presenta alteraciones en el
metabolismo de la glucosa ligadas a la ausencia de IL-6 circulante en respuesta a la
induccién de estrés, de manera dependiente de sexo. Se llevaron a cabo experimentos
in vivo donde los animales recibieron dieta normal y cetogénica, sometiéndose
ademas a un protocolo de estrés cronico por restriccion de movimiento. Se utilizo el
bloqueo farmacologico de receptores beta-adrenérgicos para estudiar el papel de la
sefalizacion adrenérgica en los efectos observados, evaluandose, ademas,
indicadores de metabolismo, peso y composicidon corporal. Finalmente se realizé un
analisis metabolomico en plasma de hembras bajo las condiciones descritas
anteriormente. Los resultados indican que la dieta cetogénica induce alteraciones
metabolicas, morfométricas y de conducta alimentaria, en ambos sexos. Por otra
parte, el estrés cronico atentia el incremento de peso corporal y los niveles
plasmaticos de BHB en hembras que consumieron KD. También se demostrd que el
sistema nervioso beta-adrenérgico regula el incremento de adiposidad y niveles de
BHB, observados al someter a las hembras bajo estrés cronico, con dieta cetogénica
como régimen alimenticio. De igual forma, el sistema nervioso adrenérgico media
los cambios morfométricos observados en machos que consumieron KD. Finalmente
se demostrdé que el consumo de la dieta cetogénica altera el perfil metabolémico
plasmatico, en hembras, independientemente del estrés cronico. Estos resultados
sugieren una interaccion entre el estrés cronico y una dieta cetogénica alta en grasas
que modifica sus efectos de manera dependiente del sexo, asi como el papel del

sistema nervioso adrenérgico en los efectos observados.



ABSTRACT

The ketogenic diet (KD) is a high-fat, low-carbohydrate diet whose intake induces
metabolic adjustments that lead to body weight loss in individuals. It has also been
attributed to neuroprotective properties; however, the mediating mechanisms have
not yet been fully elucidated. Various authors have reported that the effects of the
KD on metabolism are mediated by the adrenergic nervous system, which could open
new avenues for studying the role of adrenergic signaling in the interactions between
diet and metabolism under both normal and pathological conditions. The aim of this
study was to determine the effect of a ketogenic diet on the metabolic response under
conditions of chronic stress. The BALB/c mouse was used as a model, which,
according to studies conducted in our laboratory, exhibits alterations in glucose
metabolism linked to the absence of circulating IL-6 in response to stress induction,
in a sex-dependent manner. In vivo experiments were carried out in which animals
received either a standard or a ketogenic diet and were additionally subjected to a
chronic restraint stress protocol. Pharmacological blockade of beta-adrenergic
receptors was used to study the role of adrenergic signaling in the observed effects,
while indicators of metabolism, body weight, and body composition were also
evaluated. Finally, a plasma metabolomic analysis was performed in females under
the previously described conditions. The results indicate that the ketogenic diet
induces metabolic, morphometric, and feeding behavior alterations in both sexes. On
the other hand, chronic stress attenuates body weight gain and plasma BHB levels in
females consuming the KD. It was also demonstrated that the beta-adrenergic
nervous system regulates the increase in adiposity and BHB levels observed in
females subjected to chronic stress while consuming a ketogenic diet. Similarly, the
adrenergic nervous system mediates the morphometric changes observed in males
consuming the KD. Finally, it was demonstrated that consumption of the ketogenic
diet alters the plasma metabolomic profile in females, independently of chronic
stress. These results suggest an interaction between chronic stress and a high-fat
ketogenic diet that modifies its effects in a sex-dependent manner, as well as

highlighting the role of the adrenergic nervous system in the observed effects.



INTRODUCCION

La dieta cetogénica (KD), utilizada principalmente como tratamiento de
enfermedades como epilepsia y diabetes, es una dieta rica en grasas, con un
contenido adecuado de proteinas y baja en carbohidratos, que mantiene el
organismo en estado cetogénico debido a produccion de altos niveles de cuerpos
cetonicos. En condiciones como inanicion, los cuerpos cetonicos son aprovechados
como principal fuente de energia por el organismo. Se ha reportado que la
administracion de una dieta KD tiene efectos protectores sobre los trastornos del
estado de animo, asi como para evitar la pérdida de peso en ratas sometidas a estrés.
Por otra parte, el estrés cronico es considerado como una experiencia emocional
negativa, percibida por el sistema nervioso, con la capacidad de alterar la
homeostasis del organismo. La desregulacion de esta homeostasis debido a la
exposicion de estresores tiene un papel en el desarrollo de diversas patologias,
como infecciones, desequilibrio metabolico, enfermedades neuro-degenerativas, y
cancer. Se sabe que el estrés es capaz de inducir la activacion del sistema nervioso,
activando la via simpato-adreno-medular (SAM) y el eje hipotalamico-pituitario-
adrenal (HPA), liberando hormonas mediadoras del estrés, como catecolaminas y
glucocorticoides, que en forma cronica afectan la salud de los individuos. También
se ha demostrado en modelos murinos que el estrés cronico influye en el
metabolismo de glucosa y lipidos, en la modulaciéon del peso corporal y el
comportamiento a través de la via adrenérgica. Recientemente, se ha reportado que
el sistema nervioso adrenérgico actia como mediador de los efectos de la dieta
cetogénica en el peso corporal. Los efectos de la KD, como pérdida del peso
corporal, son atribuidos a ajustes metabolicos en los que participan los receptores
adrenérgicos. Se ha reportado una relacion directa entre los cuerpos cetonicos y la
regulacion del sistema nervioso adrenérgico, controlando el gasto energético
corporal para el mantenimiento de la homeostasis metabdlica. Sin embargo, a pesar
de lo mencionado anteriormente, la participacion del sistema adrenérgico en los
efectos de la dieta cetogénica en el organismo no ha sido del todo elucidado. El
objetivo del presente proyecto es evaluar el efecto de la dieta cetogénica sobre la
modulacion adrenérgica y los efectos metabolicos del estrés cronico en el modelo

de ratobn BALB/c.



ANTECEDENTES

La dieta cetogénica (KD) es una dieta rica en grasas, restringida en carbohidratos,
con una restriccion <50 gramos al dia, con una cantidad adecuada de proteinas.
Hablando de proporciones, esta se compone de un 55% a 80% de grasa, 10% a 35%
de proteina, y de 5% a 10% de carbohidratos. La composicién de esta varia segin
autores, asi como la necesidad del consumidor, considerdndose en su mayoria que,
en una dieta de 2000 kcal diarias, solamente se consumirian 20-50 g de

carbohidratos al dia (Massod, Annamaraju P. & Uppaluri KR. 2022).

Los carbohidratos son considerados la principal fuente de producciéon de energia de
los tejidos corporales. Cuando el cuerpo se ve privado de carbohidratos debido a la
reduccion de la ingesta a menos de 50 g por dia, la reduccion de insulina se reduce
entrando el organismo en un estado catabdlico. Posteriormente, las reservas de
glucdgeno se agotan obligando al cuerpo a experimentar cambios metabolicos. Esto
permite la simulacion de los efectos metabdlicos en un estado de inanicion
obligando al cuerpo a alejarse de su fuente de energia tradicional, la glucosa, para
proceder a utilizar grasas, a través de la gluconeogénesis y la cetogénesis (Masood,
2020).

La gluconeogénesis consiste en la produccion endogena de glucosa en el cuerpo,
siendo el principal 6rgano productor el higado, a partir de acido lactico, glicerol y
los aminoacidos alanina y glutamina. Cuando la disponibilidad de glucosa es
menor, la produccion endogena de glucosa no es capaz de satisfacer las necesidades
del organismo, comenzando asi a generar energia alterna, a través de la cetogénesis.
De esta manera, el metabolismo se ve obligado a obtener energia a partir de la f3-
oxidacion de los acidos grasos que, convertidos en cuerpos cetonicos (Acetoacetato,
acetona y B- hidroxibutirato), pueden ser aprovechados por el sistema nervioso
central (SNS) asi como por las mitocondrias (Davis et al. 2020; Batch, 2020;
Masood, 2020). La cetosis, se ha considerado fundamental para la supervivencia del
hombre, al proporcionar no glucosa a su cerebro, evitando que el musculo sea
destruido para sintetizar glucosa. Esta condicion consiste en la elevacion de D-beta-
hidroxibutirato y acetoacetato, siendo este primer componente un elemento
indispensable de los beneficios que la cetosis generan en el organismo (Veech et al.

2001). El estado de “cetosis nutricional”, caracterizado por la presencia de cuerpos



cetonicos debido a la alimentacion se considera un estado seguro, ya que dichos
cuerpos cetonicos se producen en pequeias concentraciones sin alterar el pH
sanguineo. Finalmente, los cuerpos cetonicos pueden ser utilizados para la
produccién de energia en el corazdn, tejido muscular y rifiones.

Los efectos secundarios comunes de la dieta cetogénica abarcan sintomas que
incluyen fatiga, dolor de cabeza, mareos, trauma, nduseas, vomitos, estrefiimiento y
baja tolerancia al ejercicio. Mientras que, los efectos secundarios a largo plazo
involucran esteatosis hepatica, calculos renales, hipoproteinemia y deficiencia de
vitaminas, por lo cual es necesario indagar sobre los efectos beneficiosos y
perjudiciales en el organismo (Batch, 2020). Nakao y colaboradores (2019)
demostraron que, en ratones que consumieron dieta cetogénica por siete dias, se
observaron alteraciones en el musculo gastrocnemio, tibia y soleo, una vez
terminando el protocolo. A nivel molecular, genes implicados con atrofia muscular
como Mafbx, Murfl, Foxo3 se encontraban sobreregulados en comparacion con los
ratones que consumieron dieta normal; esto indica que la dieta cetogénica podria
inducir atrofia muscular a corto plazo. También se ha reportado que ratones
C57BL/6 que con dieta cetogénica durante un periodo de 12 semanas permanecen
delgados, hipoinsulinémicos y desarrollan intolerancia glucémica a la glucosa,
ademas de esteatosis hepatica (Garbow, et al. 2011). La produccion corporal de
cetonas es dependiente de varios factores, como la tasa metabolica basal en reposo
(TMB), el indice de masa corporal (IMC) y el porcentaje de grasa corporal.
Diversos estudios han demostrado los notables beneficios que las dietas cetogénicas
brindan en sus consumidores; como la pérdida de peso, el mejoramiento
inmunolodgico, la reduccion de hiperinsulinemia, y la mejora de la sensibilidad a la
insulina, asi como efectos neuroprotectores (Cicero et al. 2015; Yancy et al. 2004).
Se ha sugerido ademds como tratamiento de enfermedades neurodegenerativas,
como epilepsia, Alzheimer, Parkinson, diabetes, entre otras. (El-Rashidy, et al.
2013; Wong, 2020). El B- hidroxibutirato, en particular, ha sido objeto de estudio,
debido a las propiedades a las que se le atribuye. En el cerebro, se puede atribuir en
los astrocitos por oxidacion de acidos grasos o catabolismo de aminoécidos,
metabolizandose en la mitocondria de todos los tipos de células cerebrales, siendo
la captacion a través de la barrera hematoencefalica un punto de control. Tiene un
papel inhibidor de las histonas desacetilasas de clase I produciendo una regulacion

positiva de genes implicados en la proteccion contra estrés oxidativo y la regulacion



del metabolismo (Shimazu, 2013). Por otra parte, Youm y colaboradores (2015)
reportaron que el BOHB bloquea la enfermedad inflamatoria mediada por el
inflamasoma NLRP3, esto al proporcionar una dieta cetogénica en ratones,
estimulando sus macrofagos con LPS y el activador de NLRP3, disminuyendo la
activacion de caspasa 1 asi como la secrecion de IL-13. En modelos experimentales
de la enfermedad de Parkinson in vivo e in vitro se observa una disminucion del
perfil inflamatorio, al administrar BOHB y estimulando las células con LPS (Fu et

al. 2015).

Estrés cronico

El estrés se asocia con la alteracion del sistema inmunologico, teniendo efectos en la
salud del individuo como el desarrollo de desérdenes como ansiedad o depresion.
Este se considera como una serie de etapas, comenzando con un estimulo estresor,
que posteriormente es percibido por el cerebro generando una respuesta en el
organismo, ya sea beneficiosa o perjudicial (Dhabhar, 2014). Dichos efectos son
mediados segun la duracion del estresor; el estrés agudo o intermitente, el cual tiene
una duracion de minutos a horas, puede alterar de manera beneficiosa las respuestas
inmunitarias, propiciando una mejor respuesta en el organismo. Por otra parte, el
estrés cronico o persistente, con una duracion de varias horas al dia durante
semanas o meses, se ha asociado con los efectos perjudiciales en la salud (Gouin,

2011).

El estrés cronico se define como una experiencia emocional negativa, la cual es
acompanada de cambios bioquimicos, fisioldgicos, conductuales y cognitivos
dirigidos a la adaptacion, ya sea manipulando la situacion para alterar los efectos del
estresor o la desregulacion de la homeostasis del individuo (Baum, 1990). La
respuesta al estresor varia dependiendo de varios factores como la duracion del
estresor, el tipo de estrés, el estimulo al que se someta el organismo, las hormonas
liberadas en el momento, asi como la respuesta al estrés del individuo (Dhabhar,

2014, 1997).

La exposicion al estresor induce la activacion de dos vias; la via simpato-adreno-
medular (SAM) y el eje hipotaldmico-pituitario-adrenal (HPA). El hipotdlamo es

crucial en la respuesta al estrés, independientemente del tipo. La liberacion de
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catecolaminas se lleva a cabo a través de la via SAM, la cual inicia cuando las
neuronas preganglionares simpaticas de la medula adrenal reciben estimulos
provenientes del hipotalamo, activando la via simpatica. La activacion de las
neuronas postganglionares simpaticas produce la liberacion de norepinefrina,
segregada por la medula suprarrenal, el hipocampo y la corteza cerebral. Mientras
tanto, la liberacion de las neuronas preganglionares simpdticas activa la medula
adrenal de las glandulas adrenales liberando a la circulacion epinefrina y, en menor
medida, norepinefrina (Stephens & Wand, 2012). Por otra parte, bajo un estimulo
estresor mas prolongado, es activado el eje hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA),
responsable de la liberacion de glucocorticoides, cuya via de sefializacion inicia con
la estimulacion de las neuronas de la region PVN del hipotalamo liberando el factor
liberador de catecolaminas (CRF) y la arginina vasopresina (AVP) en los vasos
sanguineos que conectan el hipotalamo y la glandula pituitaria. Ambas hormonas
estimulan la glandula pituitaria produciendo la hormona adrenocorticotropica
(ACTH) hacia la circulacion general. Esta hormona, a su vez, induce la sintesis y
liberacion de glucocorticoides (cortisol en humanos y corticosterona en roedores) de
las gldndulas suprarrenales, que se encuentran en la parte superior de los rifiones
(Stephens & Wand, 2012; Kovacs et al. 2005). El sistema HPA es modulado a través
de retroalimentacion negativa con el fin de proteger de la actividad prolongada,

manteniendo los niveles hormonales de manera homeostatica.

La desregulacion de la homeostasis del organismo por el estrés ha sido ampliamente
estudiada desde hace varias décadas, generando evidencia de los efectos perjudiciales
en la salud del individuo. Entre ellos, se encuentra el desarrollo de diversas patologias
como enfermedades cronicas, cancer, asi como la susceptibilidad a infecciones

bacterianas o virales (Zhang, 2020; Peters, 2021).

Dieta cetogénica, regulacion adrenérgica y su impacto en el estrés.

El sistema nervioso simpdtico tiene la capacidad de regular la produccion de
citocinas teniendo diversos efectos en la funcionalidad de los individuos (Szelényi,
2007). El estrés cronico es capaz de modular la liberacion de norepinefrina y
catecolaminas, las cuales a través de su interaccion con los receptores de
glucocorticoides (GR) y los receptores adrenérgicos pueden alterar el

funcionamiento de las células del sistema inmune, desde la alteracion de la funcion



de las células inmune hasta la modulacion de la secrecion de citocinas (Dhabhar,
2014; Slota, 2015). Laukova y colaboradores (2013) demostraron que, en ratas
Sprague-Dawley sometidas a estrés por inmovilizacion los niveles de norepinefrina
y corticosterona incrementaron significativamente, disminuyendo la expresion de
los receptores B2, y a2C- adrenérgicos, encontrando ademas un incremento de los
niveles de IL-6. Por otra parte, Gupta y colaboradores (2019) reportaron que, los
receptores [1-adrenergicos median la elevacion de acil-grelina plasmatica, alterando
consigo el estado de 4nimo y la alimentacién esto en ratones C57BL/6. Se ha
demostrado, ademads, que la via B2-AR tiene la capacidad de alterar la respuesta
inmune innata de ratones tratados con un agonista de receptores adrenérgicos 32,
teniendo una mayor susceptibilidad a infeccién por citomegalovirus de raton,
mientras que los ratones deficientes a dicho receptor produjeron niveles altos de
citocinas proinflamatorias (Wieduwild et al. 2020). Los receptores de
glucocorticoides, asi como los receptores adrenérgicos son expresados en una gran
variedad de células del sistema inmune, interactuando con el cortisol y la
norepinefrina, respectivamente, liberadas en situaciones de estrés, interfiriendo en la
produccion de NF-kB y regulando la produccion de citocinas (Padgett, 2003). De
esta manera, existe una relacion entre la modulacion de regulacion adrenérgica por
el estrés, teniendo a su vez, el papel de los receptores adrenérgicos en la respuesta
inmunolégica.

Recientemente se ha reportado que el sistema nervioso adrenérgico actlia como
mediador de los efectos de la dieta cetogénica en el metabolismo y en la respuesta
inmunolégica, sin embargo, son pocos los estudios que se han desarrollado acerca
de este tema. Debido a las propiedades neuroprotectoras que se le atribuye al
consumo de esta dieta, desde su uso en tratamientos de la enfermedad de
Parkinson, esclerosis lateral amiotrdfica, depresion, esclerosis multiple y autismo
(Tieu, 2003; Murphy, 2004; Davis, 2020) se ha planteado el papel modulador que la

dieta cetogénica podria tener en enfermedades cronicas como el estrés.

Sahagun y colaboradores (2019) reportaron que, en ratas Long Evans, sometidas a
estrés cronico y consumo de dieta cetogénica se observo una resistencia a la pérdida
de peso, caracteristica de los protocolos de estrés cronico, a diferencia de las ratas
que consumieron dieta normal, lo que indica una proteccion de los cuerpos

cetonicos contra el estrés cronico. Los efectos de la dieta cetogénica son atribuidos



principalmente a regulaciones metabolicas en los que participan los receptores
adrenérgicos, ya que, en ausencia de ellos, hay cambios en el fenotipo que
usualmente se observa al consumir dieta KD; por lo cual los receptores adrenérgicos
ya sea de manera directa o indirecta estdn involucrados en la respuesta al estrés
(Douris, 2017). Por otro lado, Ryan y colaboradores (2017) reportaron que, el
consumo de una dieta rica en grasas activa el eje HPA en ratas y ratones macho,
siendo involucrado el factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21) importante
hormona reguladora del estrés producida durante estrés metabolico, incluyendo la
cetosis, sugiriendo que la regulacion de esta via es mediada por el entorno

nutricional del individuo.



JUSTIFICACION

La dieta cetogénica (KD) es una dieta rica en grasas y baja en carbohidratos que ha
sido objeto de estudio debido a sus efectos en el organismo. Desde la pérdida
eficiente de peso, y sus efectos benéficos en enfermedades como epilepsia,
Alzheimer, Parkinson, diabetes, etc., que la han convertido en una intervencion con
potencial terapéutico. Recientemente se ha reportado que la KD contrarresta los
efectos del estrés cronico sobre el peso corporal, lo que sugiere la participacion del

sistema adrenérgico.

Se sabe que el estrés altera considerablemente la salud del individuo: desde el
desarrollo de cancer, enfermedades cardiovasculares, inflamatorias, autoinmunes,
desregulacion inmunolédgica y depresion. Diversos estudios han demostrado el
papel del sistema nervioso simpatico en los efectos del estrés, una relacion bien

establecida, que, sin embargo, alin tiene aspectos por explorar.

Por lo anterior, en este trabajo se determind el papel de la sefializacion adrenérgica

en los efectos de la dieta cetogénica en individuos bajo estrés cronico.



HIPOTESIS

El sistema nervioso adrenérgico estd involucrado en los ajustes metabolicos en
respuesta a la dieta cetogénica en ratones BALB/c bajo condiciones de estrés

cronico.



OBJETIVO GENERAL

Determinar la participacion del sistema nervioso adrenérgico en la regulacion

metabolica por dieta cetogénica en ratones BALB/c bajo estrés cronico

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto de la dieta cetogénica sobre parametros de composicién
corporal y metabolismo postprandial del raton BALB/c.

2. Evaluar el efecto de la dieta cetogénica sobre parametros de composicion
corporal y metabolismo postprandial del ratobn BALB/c bajo estrés cronico.

3. Determinar la participacion del sistema nervioso adrenérgico en los efectos
del estrés y la dieta cetogénica sobre parametros de composicion corporal y
metabolismo postprandial del raton BALB/c.

4. Determinar el efecto del estrés cronico y la dieta cetogénica sobre el

metaboloma de ratones hembra de la cepa BALB/c.
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MATERIAL Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratones de la cepa BALB/c, de ambos sexos, de 12 - 16 semanas de
edad, estos fueron proporcionados por el bioterio del Laboratorio de Inmunologia
y Virologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Auténoma de
Nuevo Leon (UANL). Estos se mantuvieron en jaulas microventiladas con acceso
a agua y alimento ad libitum con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h (6 AM. — 6
P.M.), a una temperatura ambiental controlada de 22 °C y humedad relativa de
45%. Todos los procedimientos de trabajo fueron sometidos por el Comité de
Etica y Bienestar Animal (CEIBA) del Departamento de Inmunologia de la
Facultad de Ciencias Biologicas, UANL, cuyo registro es CEIBA-2021-002.

Disefio experimental

Para llevar a cabo los experimentos, los animales fueron distribuidos
aleatoriamente en funcion del sexo, realizdndose experimentos independientes, in
vivo 'y ex vivo con cada una de las variables sefialadas a continuacion:

Experimento 1: Efecto de la dieta cetogénica (KD)
MACHOS

1. Dieta estandar (n=5)

2. KD (n=5)
HEMBRAS

3. Dieta estandar (n=5)

4. KD (n=5)

Experimento 2: Efecto de la dieta cetogénica bajo estrés cronico
MACHOS
Estrés + dieta estandar (n=5)

Estrés + KD (n=5)
HEMBRAS
Estrés + dieta estandar (n=9)

Estrés + KD (n=5)



Experimento 3: Participacion del sistema adrenérgico

MACHOS

Bloqueo adrenérgico beta-2
PRO (n=5)

Estrés + PRO (n=5)

Estrés + KD + PRO (n=5)
Bloqueo adrenérgico beta-3
L748337 (n=5)

L748337 + KD (n=5)
L748337 + estrés + KD (n=5)

HEMBRAS

Bloqueo adrenérgico beta-2
Hembras PRO (n=5)

Hembras + estrés + PRO (n=5)
Hembras + estrés + KD + PRO (n=5)
Bloqueo adrenérgico beta-3

Hembras L.748337 (n=5)

Hembras .748337 + KD (n=5)
Hembras L748337 + estrés +KD (n=5)

Protocolo de estrés cronico

Los animales de todos los grupos experimentales se sometieron a un proceso de
aclimatacion de una semana, donde fueron manipulados diariamente por un
mismo operador. El protocolo consistié en un paradigma de estrés cronico por
restriccion del movimiento, por un periodo de 23 dias, durante 4 horas diarias, de
lunes a domingo, con descansos establecidos. Para ello, los ratones se colocaron
en forma individual en un tubo cénico de 50 mL bien ventilado, donde no tuvieran
la posibilidad de moverse libremente hacia adelante o hacia atrés. El procedimiento
se repitid durante los siguientes 22 dias de experimentacion. Los animales control
permanecieron en sus jaulas sin ninguna perturbacion a su ambiente, mas que el
monitoreo de los ratones. La induccion se realizé en un horario de 11:00 AM. a 3

P.M.
Administracion de la dieta cetogénica
Se emplearon ratones BALB/c de ambos sexos y se dividieron en dos grupos en

funcién del sexo y tipo de dieta: cetogénica (KD) y control (C). La dieta

cetogénica consistio en alimento con una composicion de 80% de grasa, 15% de
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proteina y 5% carbohidratos (Research Diets: D06040601) mientras que la dieta
estandar corresponde al alimento para roedor proporcionado por el laboratorio
(LabDiet 5001) con una composicion de un 16% de grasa, 26% de proteina y 56%
de carbohidratos, durante 23 dias. La disponibilidad de alimento y agua se realiz6

de manera ad libitum.

Periodo de transicion de la dieta cetogénica

Con el fin de evitar efectos secundarios como deshidratacion, diarrea, pérdida de
peso severa por el cambio de la dieta administrada en los grupos con dieta
cetogénica, sometimos a los ratones a un periodo de transicion de 10 dias.

La transicion de la dieta cetogénica fue realizada basandose en el consumo de
alimento estandar diario de cada uno de los animales. Posteriormente, se calculd
el aporte caldrico de la cantidad consumida, tomandose ese valor para calcular la
cantidad de alimento cetogénico requerido para que los ratones consumieran la
misma cantidad de calorias que consumian previo a la transicion de la dieta.

La cantidad de alimento a colocar diariamente se calcul6 de la siguiente forma:

Ingesta energética (Kcal) = alimento estandar promedio consumido (g)*2.86
(Kcal/g)

Una vez determinada la ingesta energética, se calculd la cantidad de alimento

estandar que aportaba el 75% de las calorias que se colocarian los primeros tres

dias de la transicion, de la siguiente manera:

Alimento estandar (g) = Ingesta energética (Kcal)*(0.75/2.86 (Kcal)

Por otra parte, para calcular la cantidad de alimento cetogénico requerido para

administrar el 25%, se obtuvieron los calculos de la siguiente manera:

Alimento cetogénica (g) = Ingesta energética (Kcal)*0.75/6.1 (Kcal)

Una vez pasados los tres dias, se colocod el 50% de dieta estdndar y un 50% de
dieta cetogénica, obteniéndose los valores de la misma forma que la descrita
anteriormente. Posteriormente, se cambiaron los porcentajes de alimento, un 25%

de dieta estdndar y un 75% de dieta cetogénica, por los siguientes tres dias.
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Finalmente, al dia diez se coloco un 100% de alimento cetogénico, administrando

de manera ad libitum por los siguientes 23 dias.
Monitoreo del peso corporal e IMC
Se determino el peso del raton cada 3 dias hasta finalizar el protocolo experimental,

utilizando una balanza digital. EI IMC se obtuvo dividiendo el peso del animal

entre el cuadrado de la longitud ano-nasal (Friedman et al. 1991).
Monitoreo de ingesta de alimento

Se monitored el consumo de alimento en gramos, utilizando una balanza digital,
los dias 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18 y 21 del experimento. Finalmente, se dividio la
cantidad de alimento consumida entre el nimero de individuos para obtener la

cantidad de alimento consumido por raton.
Monitoreo de ingesta de agua

Se monitoreo el consumo de agua los dias 0, 3, 6, 9 12, 15, 18 y 21 utilizando una
probeta de 100 mL. Finalmente, se dividio la cantidad de agua consumida entre la

cantidad de ratones para obtener la cantidad de agua consumida por raton.
Cuantificacion de cuerpos cetonicos

Una vez finalizado el protocolo se evalu6 el estado de cetosis midiendo la
concentracion de cuerpos cetonicos, especificamente [-hidroxibutirato (BHB) en
sangre. Se colect6 la sangre de la cola de los ratones una vez finalizado el protocolo,
dicha medicion fue realizada inmediatamente después de colectar la sangre usando

tiras reactivas para cetonas marca KetoSensTM (i-SENS, Seoul, Corea).
Tratamiento con el antagonista adrenérgico B1y 2, propanolol

El antagonista adrenérgico propanolol se administro diariamente a una dosis

de 10 mg/kg por via intraperitoneal, durante todo el experimento.

Tratamiento con el antagonista adrenérgico -3, L748337

El antagonista adrenérgico L748337 se administré diariamente a una dosis de 100

ug/kg por via intraperitoneal, a lo largo del protocolo.
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Prueba postprandial

Los ratones se mantuvieron en ayuno durante un periodo de 6 horas con la
finalidad de realizar una prueba de tolerancia de glucosa, conocida como prueba
postprandial. Se realizd6 una determinacion de glucosa en sangre mediante un
glucometro (TrueMetrix, Trividia Health, Florida, EE. UU), considerdndose como
el tiempo 0, inmediatamente después se administré a los animales, una solucion
de glucosa 100 mg/mL (ICN Biomedicals, Ohio, EE. UU), 0.1 mL por cada 10
gramos de peso del animal, mediante inyeccion en la cavidad intraperitoneal,
realizando determinaciones de glucosa a los 15, 30, 60 y 120 min. Para obtener la
sangre, se cortaron 1-2 mm de tejido de la punta de la cola en la parte distal al
hueso con tijeras 2 h antes de obtener la primera muestra de prueba. La sangre se
obtuvo masajeando suavemente la cola y colocando la gota de sangre en las tiras
reactivas. Las muestras subsiguientes se obtuvieron retirando suavemente la costra

y repitiendo el masaje.

Analisis metabolomico

Se mandaron a analizar 80 puL de suero plasmatico de ratones hembra bajo las
siguientes condiciones: 1) reposo, 2) estrés cronico, 3) dieta cetogénica y 4) dieta
cetogénica + estrés, para la medicion de perfiles metabodlicos en el Centro de
Innovacién Metabolémica (TMIC). El andlisis se realizd a partir del método
TMIC MEGA assay, siguiendo los protocolos y las condiciones establecidas por

el TMIC.
Analisis estadistico

Los datos fueron expresados como promedio +- SE. Los analisis estadisticos
fueron realizados utilizando el programa Graphad Prism 8. Ingesta de agua,
alimento, IMC, cuerpos cetonicos, AUC y porcentaje de grasa corporal fueron
primero analizados por ANOVA de una via, seguido por comparaciones multiples
planeadas. El peso corporal y la prueba de tolerancia a la glucosa se evaluaron por
ANOVA de dos vias. Los datos de metabolomica fueron procesados y analizados
utilizando el programa MetaboAnalyst 6.0 (Pang et al. 2024). Como tipo de dato

se seleccion6 la opcion de concentracion, estableciendo un umbral maximo de
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20% para los valores faltantes. Para su normalizacion se empled la opcion de
“autoscaling” Se analizaron por ANOVA de una via, seguido por un andlisis post
hoc Fisher LSD. Adicionalmente, se llevd a cabo un analisis discriminante por
minimo cuadrados parciales (PLS-DA), anélisis de componentes principales
(PCA) asi como la generacion de mapas de calor (heatmaps) para la visualizacion
de los patrones metabdlicos.

Los valores de p < 0.05 fueron considerados como significativos.
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RESULTADOS

1. Efecto de la dieta cetogénica en alteraciones morfométricas y

metabolicas en ratones BALB/c bajo estrés cronico.

1.1.La dieta cetogénica altera los niveles de cuerpos ceténicos circulantes en

condiciones de estrés cronico de manera diferencial por sexo.

Los niveles de B—hidroxibutirato fueron evaluados para confirmar la formaciéon de
cuerpos cetdnicos circulantes en los grupos con dieta cetogénica. Los ratones macho
que consumieron KD presentaron niveles elevados de BHB, tanto en condiciones de
reposo o estrés (0.4 y 0.5 mmol/L, respectivamente), en comparacion con los grupos
estandar (machos, p=0.0474 y p=0.0269, respectivamente) (Figura 1A). Por otra
parte, en las hembras que consumieron KD los niveles de BHB circulantes
incrementaron a 0.7 mmol/L (p=0.0001) en comparacién con los grupos con dieta
estandar. Sin embargo, al inducir un estresor en los ratones que consumieron KD se
observo una disminucion de los niveles de BHB a 0.4 mmol/L, en comparacion con
el grupo KD sin estrés (p= 0.0149) (Figura 1B). Esto nos indica que la dieta
cetogénica utilizada induce cetosis en el individuo, siendo este efecto atenuado al

inducir un estrés cronico en hembras.
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Figura 1. Efecto de la dieta cetogénica sobre los niveles de b-hidroxibutirato en un modelo
murino bajo condiciones de estrés crénico y reposo. Niveles de B-hidroxibutirato en sangre en
ratones A) machos y B) hembras de la cepa BALB/c al dia 23 con dieta cetogénica, dieta estandar y/o
estrés cronico. Los resultados se muestran como el promedio + error estandar, con un valor de p <

0.05 considerandose significativo.
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1.2. La dieta cetogénica altera el peso corporal, pero no el IMC de manera

diferencial por sexo.

Para evaluar los cambios morfométricos relacionados con el consumo de la dieta y
sus efectos en condiciones de estrés cronico, monitoreamos la ganancia de peso
corporal durante todo el protocolo. En machos, el consumo de KD no alter6 el peso
corporal, sin embargo, cuando los ratones se sometieron a estrés cronico
disminuyeron un 6% del peso corporal, al dia 23 del protocolo al comparar con el
grupo reposo (p=0.0001), considerando el dia 1 del protocolo como un 100%.
Cuando los machos con dieta estdndar se sometieron a estrés perdieron un 6% de
peso corporal en comparacion con el grupo reposo (p=0.0001), como se muestra en
la figura 2A. Por otra parte, en hembras, cuando se sometieron a un protocolo de
estrés bajo consumo de dieta estandar perdieron un 7% de peso corporal en
comparacion con el grupo reposo (p=0.0001). Finalmente, al consumir KD, las
hembras ganaron un 4% de peso corporal en comparaciéon con el grupo con dieta
estandar (p=0.0008), siendo atenuada esta ganancia de peso al someterlas a un
protocolo de estrés cronico (p=0.0364) (Figura 2B). Al evaluar el IMC no se

observaron diferencias significativas en ninguno de los grupos (Figura 2 C y 2D).
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Figura 2: Evaluacion del aumento de peso corporal durante los 23 dias del protocolo. Los

resultados se informaron como porcentaje del peso corporal. Ganancia de peso corporal en ratones A)
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machos y B) hembras de la cepa BALB/c, durante 23 dias de estrés cronico y consumo de dieta
cetogénica. IMC en ratones C) machos y D) hembras de la cepa de ratones BALB/c, durante 23 dias
de estrés cronico y consumo de dieta cetogénica. Los resultados se muestran como media £ error

estandar, considerandose significativos los valores de p < 0,05.

1.3.La dieta cetogénica causa alteraciones en el tejido adiposo de manera

diferencial por sexo.

Al finalizar el protocolo de experimentacion, se pesaron los depodsitos de tejido
adiposo, interescapular, inguinal y visceral de todos los grupos experimentales. En
machos, al pesar la grasa interescapular se observd un incremento en dicho tejido
adiposo, en el grupo que consumid KD, en comparacion con el grupo dieta estandar
(p= 0.0040). Al someter al grupo con KD a un estrés cronico, la grasa interscapular
increment6 de 1.05 % a 1.9 %, en comparacion de los grupos estdndar, ya sea en
condiciones reposo (p=0.0006) o estrés (p= 0.0002). Respecto a la grasa inguinal se
observo un incremento de 0.98 % a 2.89 % en el grupo KD en comparacion con el
grupo con dieta estandar (p=0.0285). Finalmente, al evaluar la grasa visceral se
observo un incremento de 1.5 % a 2.98 % en el grupo KD estrés en comparacion con

el grupo con dieta estandar (p=0.0237) (Figura 3A).

En hembras, al evaluar la grasa interscapular se observo un incremento de 1.4 % a
2.08 % en el grupo KD en comparacion con el grupo con dieta estandar (p=0.0001).
Al someter a los ratones con KD al protocolo de estrés incrementd de un 1.4 % a
2.21 % en comparacion con los grupos estandar en reposo (p=0.003) o estrés
(p=0.0001). Respecto a la grasa inguinal, en ratones con KD el porcentaje de grasa
inguinal increment6 de 1.05 % a 3.72 % en comparacion con el grupo estandar
(p=0.0001). En hembras, el estrés cronico interviene con el incremento de grasa
inguinal (p=0.0025). En grasa visceral se observd un incremento de un 2 % a 4.5 %
cuando los ratones consumian KD en comparacion con el grupo estdndar (p=0.0001).
Cuando las hembras con KD se sometieron a estrés se atentio el incremento de grasa

inguinal (p=0.0001) (Figura 3B).
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Figura 3: Evaluacion del tejido adiposo interscapular, inguinal y visceral al dia 23 de estrés por
restriccion de movimiento, dieta cetogénica o su combinacién. Grasa corporal en ratones macho,
A) interscapular, B) inguinal, C) visceral y hembras D) interscapular, E) inguinal y F) visceral de la
cepa BALBY/c, al dia 23 de estrés cronico y consumo de dieta cetogénica. Los resultados se muestran

como media * error estandar, considerandose significativos los valores de p < 0,05.

1.4.La dieta cetogénica altera la conducta alimentaria en ratones BALB/c bajo

restriccion de movilidad de manera diferencial por sexo.

Con el fin de evaluar si la ingesta diaria de los ratones era un factor para el
incremento de peso y grasa corporal decidimos evaluar el consumo de alimento y
agua de nuestros grupos experimentales, asi como la ingesta energética. Tanto en
machos como en hembras que consumieron KD su consumo de alimento disminuyd,
(Figura 4A y 5A, respectivamente), independientemente de las condiciones del grupo
experimental (KD: 2 gramos/al dia, KD + estrés: 3 gramos/dia, p=0.0001) en
comparacion con los grupos con dieta estdndar (5 gramos/dia). Al evaluar la ingesta
energética los ratones macho presentaron una menor ingesta energética (12.8
kcal/dia) cuando consumieron dieta cetogénica tanto en condiciones de reposo
(p=0.0494), como en estrés (p=0.0002, p=0.0059) (Figura 4B), mientras que en

hembras dichos cambios no fueron observados (Figura 5B). Con respecto a la ingesta
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de agua los ratones con KD consumieron hasta un 50% menos agua en comparacion
con los grupos con dieta estandar (p=0.0001). En machos, se observd una
disminucién del consumo de agua en los ratones que consumieron dieta cetogénica,
en comparacion con el grupo con dieta estandar, consumiendo 4 mL diarios por ratén
(p=0.0001). Cuando los ratones con KD se sometieron a un protocolo de estrés
créonico consumieron menos agua en comparacion con el grupo con dieta KD
(p=0.0018) (Figura 4C). En hembras (figura 5C) se observo una disminuciéon del
consumo de agua en los ratones que consumieron KD, independientemente de si se

encontraban en condiciones de reposo o estrés (p=0.0001).
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Figura 4: Efecto de la dieta cetogénica sobre la conducta alimentaria en ratones macho bajo
estrés cronico. Ingesta promedio de A) alimento y B) ingesta de energia, y C) agua de ratones macho
de la cepa BALB/c bajo consumo de dieta cetogénica y estrés cronico (n=5 por grupo). Los resultados

se muestran como media * error estandar, considerandose significativos los valores de p <0,05.
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Figura 5: Efecto de la dieta cetogénica sobre la conducta alimentaria en ratones macho bajo
estrés cronico. Ingesta promedio de A) alimento y B) ingesta de energia, y C) agua de ratones hembra
de la cepa BALB/c bajo consumo de dieta cetogénica y estrés cronico (n=5 por grupo). Los resultados

se muestran como media + error estandar, considerandose significativos los valores de p <0,05.
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1.5.La dieta cetogénica altera la tolerancia a la glucosa en ratones BALB/c bajo

restriccion de movilidad.

Al dia 23 se realiz6 una prueba de tolerancia a la glucosa, donde los ratones se
sometieron a un ayuno por 6 horas, para posteriormente inyectar glucosa
intraperitoneal y medir los niveles de glucosa en sangre a diferentes tiempos. En
machos con KD se observé una menor tolerancia a la glucosa, tanto en condiciones
de reposo (min 30 p=0.0082) como de estrés cronico (min 15 p=0.0138 y min 30
p=0.0273). Al evaluar el AUC se observd un incremento en todos los grupos con
KD, ya sea en condiciones de reposo (p=0.0007) como en estrés (p=0.0002) (Figura
6 A y B, respectivamente).

En hembras, el estrés cronico induce una mayor tolerancia a la glucosa, en
comparacion con el grupo reposo (min 15, p=0.0087). Por otra parte, al evaluar los
niveles de glucosa en los grupos que consumieron KD se observdé una menor
tolerancia a la glucosa tanto en condiciones reposo (min 15 p=0.0421) como en
estrés cronico (min 15 p=0.0001, min 30 p=0.0019). Al evaluar el AUC se observo

un incremento en los grupos KD reposo (p=0.0187) y KD en estrés (p=0.0001)
(Figura 7 C y D, respectivamente).
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Figura 6: Efecto de la dieta cetogénica, el estrés cronico y su combinacion en ratones BALB/c el
dia 23 del protocolo. Prueba de tolerancia a la glucosa en ratones A) machos y C) hembras de la cepa

BALB/c el dia 23 del protocolo. Area bajo la curva en ratones B) machos y D) hembras bajo dieta
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cetogénica y estrés cronico por restriccion de movimiento. Los resultados se muestran como la media

+ error estandar, considerandose significativos los valores de p < 0,05.

Papel del sistema nervioso adrenérgico beta-2 en las alteraciones morfométricas
y metabolicas en respuesta a la dieta cetogénica en ratones BALB/c bajo estrés

cronico.

2.3.El sistema nervioso adrenérgico beta-2 esta involucrado en la formacion de

cuerpos cetonicos circulantes de manera diferencial por sexo en ratones con KD.

Con el fin de evaluar si el sistema nervioso adrenérgico estd involucrado en los
efectos mediados de la dieta cetogénica se midieron los niveles de B—hidroxibutirato
en sangre. Al igual que los ratones sin antagonismo adrenérgico, los ratones macho
que consumieron KD tratados con propranolol presentaron niveles elevados de BHB,
tanto en condiciones de reposo como en estrés (0.4 mmol/L), en comparacion con los
grupos estandar (machos, p=0.0007 y p=0.0004, respectivamente), confirmandose
que el sistema nervioso adrenérgico beta no estd involucrado en la formacion de
cuerpos cetonicos (Figura 7A). Por otra parte, en las hembras se observo que el
antagonismo con propranolol atenu6 la formacion de cuerpos cetonicos circulantes,
en todos los grupos experimentales. En los grupos con dieta cetogénica se observo un
incremento de P-hidroxibutirato, sin embargo, los niveles observados (0.2 mmol/L)
son equivalentes a los grupos con dieta estandar sin antagonismo (p=0.0127). Por
otra parte, al estresar los ratones que consumian KD se observo una disminucion de
B-hidroxibutirato (0.1 mmol/L) (p=0.0273). Esto nos indica que, en hembras, el
receptor adrenérgico beta-2 estd involucrado en la formacion de cuerpos cetdonicos

(Figura 7B).
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Figura 7. Efecto del antagonismo de receptores beta-adrenérgico sobre los efectos de la dieta
cetogénica en los niveles de B-hidroxibutirato en un modelo murino bajo condiciones de estrés
crénico y reposo. Niveles de B-hidroxibutirato en sangre en ratones A) machos y B) hembras de la
cepa BALB/c al dia 23 con dieta cetogénica, dieta estandar y/o estrés cronico inyectados con el

antagonista de receptores adrenérgicos, propranolol. Los resultados se muestran como el promedio +

error estandar, con un valor de p < 0.05 considerandose significativo

2.4.Los efectos de la dieta cetogénica son regulados por el receptor adrenérgico

beta-2 en machos.

Para evaluar si los cambios morfométricos encontrados al consumir dieta cetogénica
eran mediados por la via adrenérgica beta-2, se administro el antagonista adrenérgico
propranolol, monitoredndose la ganancia de peso corporal durante todo el protocolo.
En machos, cuando los ratones consumieron KD en conjunto con el propranolol se
observé un incremento del 10% del peso corporal, contrastando con lo observado sin
el antagonismo adrenérgico (p=0.0001). Al inducir un estresor se observd una
disminucién de un 3% del peso corporal en comparacion con los ratones KD + PRO,
efecto similar a los grupos evaluados sin antagonismo (Figura 8A). Por otra parte, en
hembras con propranolol, al consumir KD se observo un incremento de un 10% del
peso corporal en comparacion con dieta estandar (p=0.0001), observandose una
pérdida de peso al someterlas a un protocolo de estrés cronico (p=0.0001), siendo
este efecto similar a los grupos experimentales sin antagonismo (Figura 8B). Como
se observa en la figura 8C y 8D, al evaluar el IMC en machos no se observaron
cambios en ninguno de los grupos, sin embargo, en hembras se observd un menor
IMC en los grupos sometidos a estrés cronico, independientemente de la dieta

(p=0.0379, p=0.0276).
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Figura 8. Efecto del antagonismo de receptores beta-adrenérgico sobre los efectos de la dieta
cetogénica en la ganancia de peso corporal e IMC en ratones bajo condiciones de estrés cronico
y reposo. Los resultados se informaron como porcentaje del peso corporal. Ganancia de peso corporal
en ratones A) machos y B) hembras de la cepa BALB/c, durante 23 dias de estrés cronico y consumo
de dieta cetogénica. IMC en ratones C) machos y D) hembras de la cepa de ratones BALB/c, durante
23 dias de estrés cronico y consumo de dieta cetogénica. Los resultados se muestran como media +

error estandar, considerandose significativos los valores de p < 0,05.

2.5.Los efectos de la dieta cetogénica sobre los depositos de tejido adiposo no son

regulados por el sistema nervioso adrenérgico beta-2.

En machos con propranolol, al pesar la grasa interescapular se observo un
incremento en dicho tejido adiposo, en los grupos que consumieron KD, en
comparacion con el grupo dieta estandar, tanto en condiciones de reposo (p= 0.0075)
como de estrés cronico (p=0.0299). La grasa interscapular increment6 de 1 % a 3 %,
en el grupo con KD en comparacion con los grupos estandar, ya sea en condiciones
reposo (p=0.0001) o estrés (p= 0.0009). Finalmente, al evaluar la grasa visceral se
observé un incremento de 1.5 % a 3 % en el grupo KD en comparacion con el grupo
con dieta estandar (p=0.0002), mientras que el grupo KD bajo estrés incremento6 un 2

% (p=0.0251) (Figura 9A).

En hembras con antagonismo, al someter a los ratones con KD al protocolo de estrés

incremento de un 1.2 % a 2 % en comparacion con los grupos estandar (p=0.0233) o
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estrés (p=0.0009). Respecto a la grasa inguinal, en ratones con KD el porcentaje de
grasa inguinal increment6 de 1.0 % a 3 % en comparaciéon con el grupo estandar
(p=0.0329). mientras que en estrés cronico incrementd un 2.1 % (p=0.0393),
contrastando con los grupos evaluados sin antagonismo adrenérgico. En grasa
visceral se observo un incremento de un 2 % a 4.5 % cuando los ratones consumian

KD en comparacion con el grupo estandar (p=0.0452). (Figura 9B).
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Figura 9: Efecto del antagonismo de receptores adrenérgicos beta en el tejido adiposo
interscapular, inguinal y visceral al dia 23 de estrés por restriccion de movimiento, dieta
cetogénica o su combinacién. Grasa corporal en ratones macho, A) interscapular, B) inguinal, C)
visceral y hembras D) interscapular, E) inguinal y F) visceral de la cepa BALB/c, al dia 23 de estrés

crénico y consumo de dieta cetogénica. Los resultados se muestran como media + error estandar,

considerandose significativos los valores de p < 0,05.

2.6.El sistema nervioso adrenérgico beta-2 esta involucrado en la regulacion de la

conducta alimentaria al consumir dieta cetogénica.

Al administrar el antagonista propranolol, tanto en machos como en hembras que
consumieron KD se observo una disminucién en el consumo de alimento, (Figura
10A y 11A, respectivamente), independientemente de las condiciones del grupo

experimental (KD: 2 gramos/al dia, KD + estrés: 3 gramos/dia, p=0.0001) en
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comparacion con los grupos con dieta estandar (5 gramos/dia). Al evaluar la ingesta
energética los ratones macho presentaron una menor ingesta energética cuando
consumieron dieta cetogénica en estrés (p=0.0459) (Figura 10B), mientras que en
hembras se observo una disminucion de la ingesta energética en los ratones con KD
bajo estrés cronico (Figura 11B).

En machos, se observd una disminucion del consumo de agua en los ratones que
consumieron dieta cetogénica, en comparacion con el grupo con dieta estandar,
consumiendo 4 mL diarios por ratéon (p=0.0.0003), independientemente del estrés o
reposo. Cuando los ratones con KD se sometieron a un protocolo de estrés cronico
consumieron menos agua en comparacion con el grupo con estrés (p=0.0.0001)
(Figura 10C). En hembras (Figura 11C) se observd una disminucién del consumo de
agua en los ratones que consumieron KD, independientemente de si se encontraban

en condiciones de reposo o estrés (p=0.0001).
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Figura 10: Efecto del antagonista de receptores adrenérgicos beta sobre el efecto de la dieta
cetogénica sobre la conducta alimentaria en ratones macho bajo estrés cronico. Ingesta promedio
de A) alimento y B) ingesta de energia, y C) agua de ratones macho de la cepa BALB/c bajo consumo
de dieta cetogénica y estrés cronico (n=5 por grupo). Los resultados se muestran como media + error

estandar, considerandose significativos los valores de p < 0,05.
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Figura 11: Efecto del antagonista de receptores adrenérgicos beta sobre el efecto de la dieta
cetogénica sobre la conducta alimentaria en ratones macho bajo estrés cronico. Ingesta promedio
de A) alimento y B) ingesta de energia, y C) agua de ratones hembra de la cepa BALB/c bajo
consumo de dieta cetogénica y estrés cronico (n=5 por grupo). Los resultados se muestran como

media + error estandar, considerandose significativos los valores de p < 0,05.

2.7.Los efectos de la dieta cetogénica sobre la tolerancia a la glucosa no se ven

alterados al utilizar un antagonista de receptores beta adrenérgico.

En machos con KD se observd una menor tolerancia a la glucosa, tanto en
condiciones de reposo (min 30 p=0.0008, min 60 p=0.0003) como de estrés cronico
(min 30 p=0.0153 y min 60 p=0.0033). Al evaluar el AUC se observo un incremento
en todos los grupos con KD, ya sea en condiciones de reposo (p=0.0001) como en
estrés (p=0.0024) (Figuras 12 A y B, respectivamente).

En hembras con propranolol, el estrés cronico induce una menor tolerancia a la
glucosa, en comparacion con el grupo reposo (min 15, p=0.0026). Por otra parte, al
evaluar los niveles de glucosa en los grupos que consumieron KD se observé una
menor tolerancia a la glucosa tanto en condiciones reposo (min 15 p=0.0421, min 30
p=0.0002) como en estrés cronico (min 15 p=0.0001, min 30 p=0.0.0001). Al evaluar
el AUC se observd un incremento en el grupo KD reposo (p=0.0.0006), en
comparacion con el grupo estandar. Finalmente, al inducir un estrés cronico bajo
consumo de KD se observo un incremento de AUC, en comparacion con el grupo

estandar (p=0.0001), y estrés (p=0.0001) (Figuras 12 C y D, respectivamente).
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Figura 12: Efecto del antagonismo del receptor adrenérgico beta sobre el efecto de la dieta
cetogénica sobre la tolerancia a la glucosa en ratones macho bajo estrés crénico. Prucba de
tolerancia a la glucosa en ratones A) machos y C) hembras de la cepa BALB/c el dia 23 del protocolo.
Area bajo la curva en ratones B) machos y D) hembras bajo dieta cetogénica y estrés crénico por

restriccion de movimiento.

Papel del sistema nervioso adrenérgico beta-3 en las alteraciones morfométricas
y metabolicas en respuesta a la dieta cetogénica en ratones BALB/c bajo estrés

cronico.

3.1 El sistema nervioso adrenérgico beta-3 se encuentra involucrado en los
efectos del estrés cronico sobre la formacion de cuerpos cetonicos de manera

diferencial por sexo en ratones con KD.

Al igual que los ratones sin antagonismo, observamos que tanto en machos (0.9 mmol/L)
como en hembras (0.5666 mmol/L) los niveles de B-hidroxibutirato incrementaban al
consumir dieta cetogénica (p=0.0001, p=0.0154, respectivamente). Por otra parte, al inducir
un estresor observamos que, en machos los niveles de BHB no cambiaron, sin embargo, en
hembras, la atenuacion de B-hidroxibutirato observada sin antagonismo adrenérgico no fue
observada (p=0.4416) (Figuras 13 A y B, respectivamente). Por lo cual, el sistema nervioso
adrenérgico -3 esta involucrado en los efectos del estrés cronico sobre la formacion de

cuerpos cetonicos al consumir una dieta cetogénica, en hembras.
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Figura 13. Efecto del antagonismo del receptor adrenérgico beta-3 sobre los efectos de la dieta
cetogénica en los niveles de B-hidroxibutirato en un modelo murino bajo condiciones de estrés
crénico y reposo. Niveles de B-hidroxibutirato en sangre en ratones A) machos y B) hembras de la
cepa BALB/c al dia 23 con dieta cetogénica, dieta estandar y/o estrés cronico inyectados con el
antagonista de receptores adrenérgicos, L-748337. Los resultados se muestran como el promedio +

error estandar, con un valor de p < 0.05 considerandose significativo.

3.2 El sistema nervioso adrenérgico -3 juega un papel en el mantenimiento de
peso corporal en ratones macho bajo consumo de KD, mientras que en hembras

potencia la pérdida de peso observada bajo estrés cronico.

Al evaluar la ganancia de peso corporal, los machos incrementaron un 3% de su peso
corporal al consumir dieta cetogénica en comparacion con el grupo control (p=0.0020), esto
al administrar el antagonista L-748337, no observando cambios en el IMC (p=0.3550)
(Figura 14A y C), En contraste con los resultados observados sin antagonismo, donde los
machos no incrementaban su peso corporal al consumir dieta cetogénica. Esto indica que el
sistema nervioso adrenérgico -3 se encuentra involucrado en el mantenimiento del peso
corporal en los ratones con dieta cetogénica, pero no en el IMC.

Por otra parte, en hembras no se observaron cambios al administrar el L-748337 (Figura
14B). Los ratones que consumieron dieta cetogénica incrementaron un 10% de su peso
corporal en comparacion con el grupo con L-7 (p=0.0001), mientras que al inducir estrés
crénico perdieron un 6% de peso corporal al compararlo con los ratones con dieta cetogénica
(p=0.0001), mismo efecto observado sin antagonismo adrenérgico. Sin embargo, al inducir
un estresor en conjunto con el antagonismo adrenérgico se observo una mayor pérdida de
peso corporal, en comparacion con el grupo estrés sin antagonismo (estrés 2%, L-7 + estrés

9%, p=0.0004), mientras que, en el IMC no se observaron cambios (Figura 14D).
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Figura 14. Efecto del antagonismo del receptor adrenérgico beta-3 sobre los efectos de la dieta
cetogénica en la ganancia de peso corporal e IMC en ratones bajo condiciones de estrés cronico
y reposo. Los resultados se informaron como porcentaje del peso corporal. Ganancia de peso corporal
en ratones A) machos y B) hembras de la cepa BALB/c, durante 23 dias de estrés cronico y consumo
de dieta cetogénica. IMC en ratones C) machos y D) hembras de la cepa de ratones BALB/c, durante
23 dias de estrés cronico y consumo de dieta cetogénica. Los resultados se muestran como media +

error estandar, considerandose significativos los valores de p < 0,05.

3.3 La ganancia de adiposidad observada en ratones que consumen dieta
cetogénica no es mediada por la sefializacion adrenérgica 3-3.

En machos, al consumir dieta cetogénica se observo un incremento del tejido adiposo
interscapular de 0.90% a 1.79% (Figura 15A), inguinal de 1.53% a 4.27% (Figura 15B) y
visceral de 2.10% a 4.54% (Figura 15C), comparandolo con el grupo con dieta estandar
(p=0.0015, p=0.006, p=0.0001, respectivamente), observandose el mismo efecto en ratones
sin antagonismo adrenérgico. Por otra parte, al estresar a los ratones bajo una dieta
cetogénica se observo una disminucion de la grasa visceral 4.5% a 2.41% (p=0.0001).

Por otra parte, en hembras, no se observaron cambios al bloquear con el antagonista L-
748337 (Figura 15D-F). Al consumir dieta cetogénica se observd un incremento de grasa
interscapular de 1.26% a 2.52% (p=0.0001) y visceral de 2.55% a 4.37% (0.0068), mismos
resultados que en los grupos sin antagonismo adrenérgico. Sin embargo, al inducir un estrés
cronico bajo consumo de dieta cetogénica no se observd la atenuacion de la adiposidad
observada sin antagonismo adrenérgico, por lo cual el sistema nervioso adrenérgico [3-3 se
encuentra involucrado en los efectos del estrés cronico sobre la adiposidad observada bajo

consumo de dieta cetogénica.
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Figura 15: Efecto del antagonismo de receptores adrenérgicos beta en el tejido adiposo
interscapular, inguinal y visceral al dia 23 de estrés por restriccion de movimiento, dieta
cetogénica o su combinacion. Grasa corporal en ratones macho, A) interscapular, B) inguinal, C)
visceral y hembras D) interscapular, E) inguinal y F) visceral de la cepa BALB/c, al dia 23 de estrés
cronico y consumo de dieta cetogénica. Los resultados se muestran como media + error estandar,

considerandose significativos los valores de p < 0,05.

3.4 El sistema nervioso adrenérgico b-3 no esta involucrado en los efectos
observados en ingesta de alimento y agua de manera dependiente de sexo.

Al igual que en los grupos sin antagonismo, cuando se alimentaron los grupos con dieta
cetogénica el consumo de alimento disminuy6 de 5.18 g a 2.27 g (p=0.0001), asi como en
estrés cronico, esto al compararlo con el grupo con L-7 (5.18 g a 2.49 g) y grupo L-7 + estrés
(5.48 g a 2.49 g) (p=0.0001). No se observaron cambios en el IMC bajo ninguna de las
condiciones. Por otra parte, el consumo de agua disminuy6 de 7.2 mL a 4.06 mL en el grupo

con dieta cetogénica, tanto en condiciones de reposo (p=0.0001), como en estrés (p=0.0015)

(Figura 16 A-C).
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Figura 16: Efecto del antagonismo del receptor adrenérgico beta-3 sobre el efecto de la dieta
cetogénica sobre la conducta alimentaria en ratones macho bajo estrés cronico. Ingesta promedio
de A) alimento y B) ingesta de energia, y C) agua de ratones macho de la cepa BALB/c bajo consumo
de dieta cetogénica y estrés cronico (n=5 por grupo). Los resultados se muestran como media + error

estandar, considerandose significativos los valores de p < 0,05.

Al evaluar el consumo de alimento en hembras con dieta cetogénica se observd una
disminucion de 3.7 g a 1.92 g (p=0.0001), tanto en reposo, como en estrés cronico
(p=0.0001). Por otra parte, al inducir un estrés en los ratones con L-7, se observo un
incremento de la ingesta de alimento de 3.7 g a 4.56 g (p=0.0029). No se observaron
cambios en ingesta energética bajo ninguna condicion. Finalmente, bajo dieta cetogénica, el
consumo de agua disminuy6 tanto en condiciones de reposo (p=0.0001) como de estrés

(p=0.0001) (Figura 17A-C).
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Figura 17: Efecto del antagonismo del receptor adrenérgico beta-3 a sobre el efecto de la dieta
cetogénica sobre la conducta alimentaria en ratones hembra bajo estrés cromico. Ingesta
promedio de A) alimento y B) ingesta de energia, y C) agua de ratones hembra de la cepa BALB/c
bajo consumo de dieta cetogénica y estrés cronico (n=5 por grupo). Los resultados se muestran como

media + error estandar, considerandose significativos los valores de p < 0,05.
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3.5 La menor tolerancia a la glucosa observada en ratones con dieta cetogénica

es modulada por el receptor adrenérgico b-3 en machos, pero no en hembras.

Al realizar el bloqueo adrenérgico -3 no se observaron cambios en ninguno de los
grupos que consumieron dieta cetogénica (Figura 18A). De igual forma, al evaluar el
AUC no se observaron cambios (Figura 18C).

En el caso de las hembras, al evaluar los niveles de glucosa en los grupos que
consumieron KD se observd una menor tolerancia a la glucosa tanto en condiciones
reposo (min 15 p=0.0041, min 30 p=0.0030) como en estrés crénico (min 15
p=0.0001, min 30 p=0.0.0001) (Figura 18B). Por otra parte, al evaluar el AUC se
observd un incremento en los grupos que consumieron dieta cetogénica, tanto en

condiciones de reposo como en estrés cronico (p=0.0001) (Figura 18D).

A 500 -- L7 C
— 1500
== L7 + KD 3
400 2
3 -m- L7 + Estrés g
= c 1000
£ 3004 == L7 +KD + Estrés H
o g
S 200+ %3 500
3 N o
0 100- 2 U T T T
0 & ;19 & &
T T T T T a 2 2
0 15 30 60 120 o 49*@
Tiempo (min) A"
B 4004 5 D - 1000
? —— L7 % Fkk K
= T -o- L7+KD 5 800 e
] 300+ -~ L7 +Estrés s
) . s . G 600
13 M —A— L7+ KD + Estrés §
200 I\*x g w0
[+] £ =. 2
8 _ ‘\"\ g 200
& 100 S 2 LI
A Q p Py
A N &
x 2 5
0 T T T T T Q & R 2
15 30 60 120 3 )
. . x
Tiempo (min) Q

Figura 18: Efecto del antagonismo del receptor adrenérgico beta-3 sobre el efecto de la dieta
cetogénica sobre la tolerancia a la glucosa en ratones macho bajo estrés cronico. Prueba de
tolerancia a la glucosa en ratones A) machos y C) hembras de la cepa BALB/c el dia 23 del protocolo.
Area bajo la curva en ratones B) machos y D) hembras bajo dieta cetogénica y estrés crénico por

restriccion de movimiento.
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4. Determinar el efecto del estrés cronico y la dieta cetogénica sobre el

metaboloma de ratones hembra de la cepa BALB/c.

Con el fin de evaluar si el metaboloma de hembras BALB/c era alterado bajo estrés
cronico y dieta cetogénica se realizo una prueba de ANOVA, realizando
posteriormente la prueba post hoc Fisher LSD para determinar que metabolitos se
encontraban alterados. Se puede observar que, de 411 metabolitos evaluados, 56
fueron significativos (Figura 19). Al realizar la prueba post hoc de Fisher LSD, se
observa que los principales metabolitos que destacan son Homocitrulina (p=8.2568E
%), Sulfato de 4-etilfenilo (p=1.124853), TG (20:5 34:2) (p=2.4283E7), TG
(20:5_36:3) (p=2.6317E) y Acido indol-3-propiénico (p=4.0287E~) (Figuras 20 A,
B, C, D y E, respectivamente). Cabe destacar que en los niveles de los metabolitos
mencionados con anterioridad se observa una disminucion bajo el consumo de dieta

cetogénica, independientemente de la condicion reposo o estrés.

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420

Figura 19: Analisis de varianza (ANOVA) de los metabolitos identificados en plasma de ratones

hembra BALB/c bajo estrés cronico, dieta cetogénica o reposo.
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Figura 20: Metabolitos identificados a partir de la prueba post hoc Fisher LSD. Una vez
realizado la prueba ANOVA se realizd una prueba post hoc para identificar los metabolitos
significativos encontrados en plasma de ratones hembra de la cepa BALB/c bajo estrés cronico y dieta
cetogénica. A) Homocitrulina B) Sulfato de 4-etilfenilo, C) TG (20:5 34:2), D) TG (20:5 36:3) y E)

Acido indol-3-propidnico. Se consideran significativos los valores de p < 0,05.

Posteriormente se realizd un andlisis PLS-DA con el fin de evaluar la similitud o
diferencia entre los grupos experimentales. Como se observa en la figura 21, el grupo
control y estrés se encuentras distribuidos de forma similar, indicando similitudes
entre los metabolitos, independientemente de la condicion en la que los grupos se

encuentren. Por otra parte, se puede observar una diferencia entre los grupos con

36



dieta cetogénica al compararlos con los que consumieron dieta estandar

con KD tanto en reposo como en estrés se encuentran agrupados entre si.
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Figura 21: Analisis PLS-DA de muestras de plasma de hembras de la cepa BALB/c

bajo estrés crénico y/o dieta cetogénica.

El grafico de cargas, obtenido a partir del PLS-DA muestra la distribucion de los

metabolitos de acuerdo con su carga, siendo los mas alejados a 0 aquellos que

mostraron mayor diferencia entre los grupos (Figura 22A). Entre ellos destacan

Homocitrulina (0.086519), TG (20:5_34:1) (0.084068), TG (20:5_34:0) (0.084052) y

N2-Acetyl-Ornithine (0.084051). (Figura 22B -D).
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Figura 22: Analisis PLS-DA de muestras de plasma de hembras de la cepa BALB/c bajo estrés

crénico y/o dieta cetogénica. A) Grafico de cargas de metabolitos obtenidos a partir de plasma. B)

Homocitrulina, C) TG (20:5 _34:1), D) TG (20:5_34:0) y E) N2-Acetyl-Ornithine.

Al realizar el andlisis PLS-DA se observan los principales metabolitos afectados bajo
las condiciones de estrés cronico, reposo, dieta cetogénica y dieta cetogénica +
estrés, en hembras. Como se observa en la figura 23 los metabolitos con valores de
VIP superiores a 1.8 se consideran los metabolitos con mayor cambio entre grupos.
Entre ellos podemos observar Homocitrulina (VIP 2.024), Sulfato de 4-etilfenilo
(VIP 1.9694), Acido indol-3-propidnico (VIP 1.9668), considerados como los
metabolitos con valores mas altos. Al realizar las comparativas entre grupos, se
puede observar que dichos metabolitos comparten el mismo comportamiento; se
encuentran a la baja en condiciones de KD, incluso bajo estrés cronico. Ademas,
metabolitos asociados al metabolismo lipidico, como ceramidas (HexCer(d18:1/1),
HexCer(d18:1/2)), triglicéridos (TG (20:5_34:2), TG (20:5_36:2)) y fosfatidilcolinas

(PC aa C38:4), mostraron diferencias entre grupos,
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Figura 23: Grafico de valores VIP de muestras de plasma de ratones hembra de la cepa BALB/c
bajo estrés cronico y dieta cetogénica. De forma vertical se encuentran los principales

metabolitos, mientras de forma horizontal los valores VIP.

Al realizar un heatmap podemos observar que existe una diferencia metabdlica entre
los grupos experimentales. En los grupos con KD se puede observar un incremento
en los niveles de triglicéridos y ceramidas como lo son HerCer(d18:1/16:0),
HerCer(d18:1/18:0), HerCer(d18:1/22:0), HerCer(d18:1/20:0), Cer(d18:1/16:0), SM
C18:0 y PC aa C24:0. Por otro lado, metabolitos como N2-Acetil-Ornitina y Acido
Hiptrico muestran mayor abundancia en los grupos controles y estrés en

comparacion con los grupos que consumieron KD (Figura 24).
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Figura 24: Heatmap de los metabolitos plasmaticos significativamente alterados en muestras de

plasma de ratones hembra BALB/c bajo estrés cronico y/o dieta cetogénica.
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DISCUSION

En este estudio, nosotros evaluamos el efecto de la dieta cetogénica sobre las
alteraciones morfométricas y metabolicas, asi como su efecto en enfermedades
cronicas como el estrés. Nuestros resultados muestran que la dieta induce cambios en
el peso corporal, ingesta de agua, alimento y la tolerancia a la glucosa, encontrandose
estas alteraciones tanto en machos como en hembras de la cepa BALB/c,
observandose que estos efectos son parcialmente atenuados en condiciones de estrés
cronico, particularmente en hembras.

Para evaluar que la dieta administrada induce un estado de cetosis nutricional
evaluamos los niveles de cuerpos cetdnicos en sangre, particularmente b—
hidroxibutirato, un cuerpo cetonico considerado un elemento clave en los efectos
neuroprotectores y anti-inflamatorios observados en enfermedades crénico-
degenerativas (Yamanashi et al. 2017). Los cuerpos cetonicos circulantes son
producidos bajo diferentes condiciones en el organismo como ayuno, inanicion,
ejercicio prolongado y regimenes alimenticios como la dieta cetogénica (Massod,
2023; Puchalska P. & Crawford, 2017). En nuestro estudio, los animales que
consumieron dieta cetogénica desarrollaron altos niveles de cuerpos cetonicos
circulantes, comparado con los grupos alimentados con dieta estandar (Kennedy et
al. 2007; Kizing et al. 2005; Sahagun et al. 2021). Se ha reportado que, durante estrés
agudo, los niveles de BHB incrementan (Kubera et al. 2014; Nishiguchi et al. 2021;
Son et al. 2021), sin embargo, en nuestro estudio esto no fue evaluado,
considerandose una perspectiva de este trabajo. Sato y colaboradores (2023)
reportaron que en ratones C57BL/6 bajo un protocolo de estrés agudo por estrés
social, los niveles de BHB incrementaron, mientras que el establecimiento de un
protocolo de estrés por 10 dias no alterd significativamente los niveles plasmaticos
de BHB, lo cual coincide con nuestros resultados. En nuestro estudio, en
condiciones de estrés cronico no se observaron cambios en los niveles de BHB
comparados con los grupos bajo condiciones de reposo.

Para los animales con dieta cetogénica, aunque se observaron cambios en ambos
sexos, bajo estrés cronico los niveles de BHB circulantes fueron menores en
hembras, indicando que el estrés cronico altera los niveles de cuerpos cetonicos
circulantes de manera dependiente de sexo en ratones BALB/c, esto contrastando

nuestros resultados con lo observado por Sahagun en ratas (2019).
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Numerosos reportes han demostrado los efectos en el peso corporal al consumir KD,
siendo asociado principalmente a la pérdida de peso, asi como a la disminucion de la
grasa corporal (Brownlow et al. 2017; Douris et al. 2017). En nuestro estudio este
efecto no fue observado, en las hembras que consumieron dieta cetogénica se
observo un incremento tanto del peso corporal como de la grasa corporal, no
observandose alteraciones en el IMC en ninguno de los grupos evaluados. Mientras
tanto, las hembras sujetas a estrés cronico consumidoras de dieta cetogénica este
incremento de peso corporal fue atenuado, demostrando que el estrés cronico reduce
los efectos de la dieta cetogénica sobre los parametros morfométricos. Sahagun y
colaboradores (2019) reportaron que, en ratas Long Evans, sometidas a estrés cronico
impredecible por 21 dias consumidores de dieta cetogénica, los efectos del peso
corporal mediados por el estrés cronico no fueron observados, sefialando que la dieta
cetogénica protegia a las hembras de los efectos del estrés. Esto coincide con
nuestros resultados en hembras.

Por otra parte, cuando alimentamos a los machos con KD no se observaron cambios
en el peso corporal, mientras que, en aquellos sujetos a estrés cronico perdieron peso
independientemente del tipo de diera consumida. Mientras que la grasa corporal
incremento, independientemente de las condiciones en las que los ratones se
encontraban. Esto nos indica que los resultados son de manera diferencial por sexo.
Una de las razones por las que se puede encontrar estas alteraciones entre sexos es
por la presencia de hormonas sexuales y sus diferentes roles en el raton,
principalmente por la presencia de estrogeno en el ciclo hormonal (Mauvais — Jarvis,
2015). En este trabajo no se evaluo el ciclo estral de la hembra con el fin de evita
cualquier estresor adicional que pudiera influir en nuestros resultados. Sin embargo,
se considera a futuro realizar experimentos considerando el ciclo estral como un
factor adicional.

Como observamos un incremento en el peso y la grasa corporal, decidimos evaluar el
consumo de alimento, agua, asi como la ingesta energética para explicar esta
ganancia de peso. En ambos sexos observamos que, cuando los ratones consumian
KD, tanto el consumo de agua como de alimento disminuia a la mitad de su consumo
en condiciones de dieta estandar. Con esto en consideracion, calculamos la ingesta
energética, encontrando solamente en machos una disminucién, sugiriendo que el
consumo de alimento no estd relacionado directamente con la ganancia de peso. Se

ha reportado que la dieta cetogénica induce saciedad, lo cual ha sido confirmado en
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este trabajo. Por lo tanto, evaluar alteraciones como la leptina o grelina, asi como
proteinas implicadas en la regulacion del metabolismo, podria ser una perspectiva de
este trabajo. FGF21 es uno de ellos y se ha correlacionado directamente con la
regulacion metabdlica y la termogénesis, siendo uno de los principales implicados en
el consumo de la dieta cetogénica, y uno de los principales candidatos de su
regulacion (Murata et al. 2013; Watanabe et al. 2020). Ademas, se ha demostrado
que FGF21 esta directamente relacionado con la ingesta dietética (Song et al. 2018).

Al consumir una dieta baja en carbohidratos, el metabolismo del organismo se ve
alterado debido a la poca disponibilidad de la glucosa para emplearse como fuente de
energia. Como resultado, el cuerpo se ve obligado a alterar su metabolismo,
buscando una fuente de energia alterna a través de la cetogénesis, lo que lleva a
niveles mas bajos de glucosa y una mejora en los niveles de insulina. En nuestro
estudio, bajo el régimen dietético, los ratones que consumieron dieta cetogénica
mostraron una menor tolerancia a la glucosa o niveles elevados de glucosa en sangre,
lo que contrasta con diversos autores que reportan un mejoramiento en el
metabolismo de la glucosa, ya sea con la misma cepa de raton, mismo porcentaje de
macronutrientes, o diferentes protocolos de administracion de la dieta (Moreno et al.
2014; Watanabe et al. 2020). Por otro lado, algunos autores han reportado resultados
similares a los encontrados en nuestros estudios, teniendo como factor comun la
misma dieta utilizada en este trabajo (Kinzig et al. 2010). Una posibilidad de estos
efectos es la composicion de la dieta ya que esta compuesta principalmente por aceite
de soja y manteca de cerdo, con grasa tanto saturada como insaturada, ademas de un
contenido proteico de un 15%. Esta composicion podria interferir con los efectos de
la dieta. Se recomienda que la composicion proteica de la dieta sea inferior a un 10%
ya que las proteinas pueden servir como fuente de energia a través de la
gluconeogénesis, lo que puede interferir con los efectos de la dieta cetogénica, como

lo es la pérdida de peso (Griffin et al. 2020).

Una vez obtenidos los resultados de los experimentos de dieta cetogénica y estrés
cronico, decidimos evaluar el papel del sistema nervioso adrenérgico en estos
efectos. Para ello utilizamos los antagonistas adrenérgicos propanolol y L-748337
para evaluar los efectos observados en los experimentos anteriores. Al administrar
propanolol, observamos que los niveles de cuerpos cetonicos circulantes fueron

atenuados bajo todas las condiciones, siendo este efecto potenciado bajo estrés
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cronico, observandose este efecto exclusivamente en hembras. Esto coincide con los
experimentos realizados por Vahed y colaboradores (1987) donde evaluaron el efecto
del antagonista propanolol sobre la cetosis en personas que realizan ejercicio,
encontrando que, aquellas que tenian altos niveles de cetosis sin realizar algin
ejercicio los niveles de cuerpos cetonicos disminuian. Ademas, se ha reportado que el
bloqueo B-adrenérgico causa alteraciones en la tasa de lipolisis, triglicéridos y acidos
grasos, esto en personas bajo ayuno con administraciéon de propanolol (Klein et. al,
1989). Sin embargo, existen pocos reportes de participacion del sistema -

adrenérgico en los efectos de la dieta cetogénica.

Por otra parte, segiin nuestro trabajo, el sistema nervioso adrenérgico b-3 estd
involucrado en los efectos del estrés cronico sobre cetogénesis, esto al administrar el
antagonista [-748337, ya que la disminucién de los niveles de P-hidroxibutirato
observados en hembras fue restaurada. Diversos autores han sefialado que uno de los
posibles mediadores de las diferencias por sexo observadas bajo regimenes dietéticos
es FGF21, siendo activado a través de la activacion del sistema nervioso (Sauza &
Ryan, 2024). Ademas, se ha demostrado que el consumo de KD activa el eje HPA,
siendo FGF21 un mediador clave de sus efectos, al ser considerado un marcador de

cetosis y una hormona clave del estrés metabolico (Ryan et al. 2017).

Con respecto al peso corporal los ratones macho con dieta cetogénica incrementaron
su peso corporal, en comparacién con los ratones sin antagonismo. Esto nos indica
que el sistema nervioso adrenérgico [-1,2 estd involucrado en las alteraciones
morfométricas de los machos, mientras que en hembras se observa una mayor
pérdida de peso bajo antagonismo [B-3 con KD y estrés crénico. Douris y
colaboradores (2017) demostraron que si bien, la dieta cetogénica inducia una
pérdida de peso corporal, el bloqueo adrenérgico inhibi6 dicho efecto, lo que indica
que el sistema nervioso b-adrenérgico estd involucrado en los cambios en el peso
corporal. Hallazgo que coincide con nuestros experimentos al utilizar antagonistas

adrenérgicos.

Una vez observados la modulacion de los efectos de KD bajo estrés, decidimos

evaluar los depositos de tejido adiposo. En hembras, al inducir un estrés cronico bajo
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consumo de dieta cetogénica no se observo la atenuacion de la adiposidad encontrada
sin antagonismo adrenérgico, por lo cual el sistema nervioso adrenérgico 1,2y 3 se
encuentra involucrado en los efectos del estrés cronico sobre la adiposidad observada
bajo consumo de KD. Se ha demostrado que el bloqueo b-adrenérgico, impide la
perdida de tejido adiposo en ratones que consumieron dieta cetogénica, impidiendo
ademas el gasto energético (Douris et al. 2017). Por otra parte, se ha demostrado que
el sistema nervioso adrenérgico, a través de los receptores Ps-adrenérgicos, participa
en la activacion de BAT. La liberacion de norepinefrina desde las terminaciones
nerviosas simpaticas induce su unidén a los receptores Ps-AR presentes en los
adipocitos, activando la via adenilato ciclasa—AMPc—proteina quinasa A (PKA),
conduciendo a la expresion de UCPI1. Este proceso estimula la termogénesis y
aumenta el gasto energético, promoviendo la oxidacién de lipidos y la pérdida de
peso corporal (Bartelt & Heeren, 2014; Ricquier, 2017). Por lo cual, los resultados

observados en hembras en este experimento coinciden con los reportes.

Con respecto a la tolerancia a la glucosa, no se observaron alteraciones en los grupos
experimentales al utilizar L-748337, en contraste con los experimentos sin
antagonismo, esto nos indica que la via adrenérgica -3 se encuentra involucrada en
el metabolismo de la glucosa, siendo este efecto observado solamente en machos.
Esto coincide con lo reportado por Nonogaki y Takao (2017) donde se demuestra que
el uso del antagonista a-1 adrenérgico, prazosina, altera la tolerancia a la glucosa, en
ratones con ayuno de 5 horas, regulando a la baja FGF21 hepatico. Esto nos indica
que el sistema nervioso adrenérgico estd involucrado en las alteraciones observadas
en este trabajo, sin embargo, es necesario considerar la posible participacion de los

receptores a-adrenérgicos en estos efectos.

Con respecto al analisis metabolomico en hembras consumidoras de KD y dieta
estandar bajo condiciones de reposo y estrés, se observo que entre los metabolitos
mas relevantes destacaron homocitrulina, sulfato de 4-etilfenilo, triglicéridos
especificos (TG 20:5 34:2 y TG 20:5 36:3) y acido indol-3-propionico, los cuales
mostraron una disminucion asociada al consumo de dieta cetogénica,
independientemente de su condicion. Se ha reportado que el incremento de
homocitrulina se encuentra implicado en el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas, como ataxia, deterioro cognitivo (Camacho & Rioseco-
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Camacho, 2012; Zanatta et al. 2016). Si bien, no hay reportes hasta el momento que
involucren directamente el impacto de homocitrulina en dieta cetogénica o estrés
cronico, podriamos relacionar los resultados observados con dieta cetogénica con una
posible neuroproteccion. Por otra parte, se ha reportado que bajo dieta cetogénica
incrementan los niveles de ceramidas y triglicéridos (Long et al. 2023; Sanbolin-
Escobales et al. 2022). Estos resultados coinciden con lo observado en este proyecto,

indicando que la dieta cetogénica causa alteraciones en el metaboloma.
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CONCLUSIONES

El consumo de una dieta cetogénica induce alteraciones metabdlicas, morfométricas
y de conducta alimentaria, en ambos sexos. El estrés cronico, por otra parte, atentia
los efectos observados bajo KD, disminuyendo el incremento de peso corporal y los
niveles plasmaticos de BHB en hembras de la cepa BALB/c.

La pérdida de adiposidad bajo dieta cetogénica ocasionada por el estrés cronico en
hembras es mediada por la via adrenérgica beta-1,-2,-3, mientras que la via
adrenérgica beta 1,2 estd involucrada en los efectos del estrés sobre la cetosis
inducida por KD. En machos, el incremento de peso corporal observado en dieta
cetogénica es mediado por la via beta 1, 2

El consumo de la dieta cetogénica altera el perfil metabolomico plasmatico, en
hembras, independientemente del estrés cronico.

Estos resultados sugieren una interaccién entre el estrés cronico y una dieta
cetogénica alta en grasas que modifica sus efectos de manera dependiente del sexo,

asi como el papel del sistema nervioso adrenérgico en los efectos observados.
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PERSPECTIVAS

Evaluar si los efectos de la dieta cetogénica observados en este trabajo son debidas a
la composicion de esta. Para ello se implementara el uso de dietas cetogénicas que
difieran su composicion de macronutrientes, principalmente de grasa y proteina.
Debido a las alteraciones morfométricas y metabdlicas observadas en el estudio, es
necesario evaluar hormonas como leptina, ghrelina, asi como proteinas implicadas en
el metabolismo como FGF21.

Si bien, en este trabajo observamos el sistema P-adrenérgico esta implicado en los
efectos de la dieta cetogénica, es necesario plantear el uso de antagonistas de
receptores adrenérgicos selectivos, tanto o- adrenérgicos como [-adrenérgicos,
tomando en consideracion todos los receptores adrenérgicos.

Debido a que observamos diferencias por sexo, principalmente en estrés cronico y
dieta cetogénica, es necesario considerar el ciclo estral de la hembra en experimentos

posteriores, descartando el ciclo estral como un posible factor adicional.
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