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Resumen

La homeostasis energética en mamiferos se alcanza a traveés de mecanismos que regulan
el equilibrio entre la ingesta y el gasto de energia. Una caracteristica fundamental de esta
regulacién homeostatica es su naturaleza intrinsecamente ritmica, la cual esta controlada por
los ritmos circadianos. Estos aseguran una distribucion temporal adecuada entre las
reacciones catabdlicas y anabdlicas, sincronizando el metabolismo con los ciclos de luz-
oscuridad y alimentacion-ayuno. Durante el periodo de ayuno, la activacion de la proteina
AMP-activated protein kinase (AMPK) en tejidos periféricos desencadena procesos
catabolicos y modula la degradacion ritmica de las proteinas del reloj bioldgico. No obstante,
se desconoce el papel de la sefializacion central de AMPK en el control de la sincronizacion a
la luz y al horario de alimentacion.

Los astrocitos desempefian un papel crucial como sensores en la deteccion de nutrientes y
en la regulacién de los ritmos circadianos. Sin embargo, hasta el momento, sigue siendo un
misterio como su reloj biologico intrinseco logra detectar y responder a los patrones de
alimentacion y a las variaciones en la iluminacion. En esta tesis, nos hemos propuesto
investigar el papel de la sefializacion de AMPK en los astrocitos sobre el control de los
patrones de comportamiento circadiano y la homeostasis energética en ratones.

Para ello, hemos generado ratones condicionales inducibles con delecion de la subunidad
reguladora AMPKy2 (Prkag2) en astrocitos, asi como ratones con ablacion especifica de
AMPKYy2 en astrocitos del nicleo ventromedial del hipotdlamo. Nuestros hallazgos revelan
que la activacion de AMPK en los astrocitos altera la sincronizacion de los ritmos circadianos
a laluz y al patrén de alimentacidn, asi como la homeostasis energética.

Este descubrimiento arroja luz sobre la compleja interaccion entre los ritmos circadianos,
la sefalizacion de AMPK vy la regulacién de la energia en el organismo, brindando nuevos
conocimientos sobre cdmo se coordinan estos procesos para garantizar un equilibrio adecuado
en la utilizacién de la energia.



Resumo

A homeostase enerxética en mamiferos alcanzase a través de mecanismos que regulan o
equilibrio entre a inxesta e o gasto de enerxia. Unha caracteristica fundamental desta
regulacion homeostatica é a slia natureza intrinsecamente ritmica, a cal estd controlada polos
ritmos circadianos. Estes aseguran unha distribucion temporal adecuada das reaccions
catabolicas e anabolicas, sincronizando o metabolismo cos ciclos de luz-escuridade e
alimentacion-xaxdn. Durante o periodo de xaxun, a activacion da proteina AMP-activated
protein kinase (AMPK) en tecidos periféricos desencadea procesos catabdlicos e modula a
degradacion ritmica das proteinas do reloxo bioloxico. Con todo, descofiécese o papel da
sinalizacion central de AMPK no control da sincronizacion & luz e ao horario de alimentacion.

Os astrocitos desempefian un papel crucial como sensores na deteccion de nutrientes e na
regulacién dos ritmos circadianos. Porén, ata 0 momento, continta sendo un misterio como o
seu reloxo bioldxico intrinseco logra detectar e responder aos patrons de alimentacion e &s
variacions na iluminacion. Nesta tese, propuxémonos investigar o papel da sinalizacion de
AMPK nos astrocitos sobre o control dos patrons de comportamento circadiano e a
homeostase enerxética en ratos.

Con este fin, xeramos ratos condicionais inducibles con delecion da subunidade
reguladora AMPKy2 (Prkag2) en astrocitos, asi como ratos con ablacion especifica de
AMPKYy2 en astrocitos do nucleo ventromedial do hipotdlamo. Os nosos descubrimentos
revelan que a activacion de AMPK nos astrocitos altera a sincronizacién dos ritmos
circadianos & luz e ao patrén de alimentacion, asi como da homeostase enerxética.

Este descubrimento arroxa luz sobre a complexa interaccion entre os ritmos circadianos,
a sinalizacion de AMPK e a regulacion da enerxia do organismo, brindando novos
coflecementos sobre como se coordinan estes procesos para garantir un equilibrio adecuado na
utilizacion da enerxia.
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Abstract

Homeostasis in mammals is achieved through various complex mechanisms that control
the balance between energy intake and energy expenditure. A key feature of homeostatic
regulation is its intrinsic rhythmic nature, which is, in large part, controlled by circadian
rhythms. The circadian system ensures a temporal partitioning of catabolic and anabolic
reactions synchronizing metabolism to the light-dark cycle and to the feeding-fasting cycle.
During fasting, AMP-activated protein kinase (AMPK) activation in peripheral tissues
triggers catabolic processes and modulates clock-proteins rhythmic degradation. However, the
role of central AMPK signaling in controlling circadian entrainment to light and feeding time
is largely unknown.

Astrocytes play a crucial role as sensors in nutrient sensing and in the regulation of
circadian rhythms. However, how the intrinsic astrocyte clock sense and respond to daily
feeding and lighting by adjusting internal ~24 h rhythms to resonate with, and anticipate,
external cycles of day and night is largely unexplored. In this thesis, we investigate the role of
astrocytic AMPK signaling in the control of circadian behavior and energy homeostasis in
mice.

Specifically, we have generated mice with global deletion of AMPKy2 regulatory subunit
(Prkag2) in adult astrocytes, as well as mice with ventromedial hypothalamus targeted
ablation of AMPKy2. We found that AMPK signaling in astrocytes disrupts light- and
nutrient-dependent entrainment of hypothalamic clocks, as well as energy homeostasis.

This discovery sheds light on the complex interaction between circadian rhythms, AMPK
signaling and energy regulation in the organism, providing new insights into how these
processes are coordinated to ensure a proper balance in energy utilization.
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ABREVIATURAS, ACRONIMOS Y ANGLICISMOS

ABREVIATURAS, ACRONIMOS Y ANGLICISMOS

AAV: adenovirus asociados, adeno-associtated virus.

AMPCc: adenosin monofosfato ciclico.

AMPK: proteina quinasa activada por AMP, AMP-activated protein kinase.
ANGPTL4: proteina similar a la angiopoyetina 4, angiopoietin-related protein 4.
ANOVA: analisis de varianza, analysis of variance.

AP: antero-posterior.

ARC: nucleo arcuato, arcuate nucleus.

ATGL.: lipasa adipocitica de triglicéridos, adipose triglyceride lipase.

AUC: area bajo la curva, area under the curve.

AVP: arginina-vasopresina, arginine vasopressin.

B3-AR: receptores 3-adrenérgicos, f3-adrenergic receptors.

BAT: tejido adiposo pardo, brown adipose tissue.

BHE: barrera hematoencefélica, brain blood barrier.

BMP8B: proteina morfogenética 6sea 8B, bone morphogenetic protein 8B.
BMR: tasa metabolica basal, basal metabolic rate.

BSA: albumina de suero bovino, albumin from bovine serum.

CBM: madulo de unioén a carbohidratos, carbohydrate-binding module.
CBS : dominios de la cistationina B-sintasa, cystathione s-synthase domains.
CCGs: genes controlados por el reloj, clock-controlled genes.

CIDEA: complejo con el efector A inductor de muerte celular por fragmentacion de DNA,
cell death—inducing DNA fragmentation factor-a-like effector A.

CKlIe: caseina quinasa lg, casein kinases Ie.

CKK: colecistoquinina, cholescistokinin.

CNTF: factor neurotrofico ciliar, ciliary neurotrophic factor.

CPT1A: carnitina palmitoiltransferasa 1A, carnitine palmitoyltransferase 1A.
CRY: criptocromo, cryptocrome.

DBP: proteina de unién al promotor del sitio D de la albumina, D-box binding PAR bZIP
transcription factor.
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DMH: nucleo dorsomedial del hipotalamo, dorsomedial nucleus of the hypothalamus.
DV: dorso-ventral.

EE: gasto energético, energy expenditure.

FAA: actividad anticipatoria a la comida, food anticipatory activity.

FAD: flavina adenina dinucleotido, flavin adenine dinucleotide.

FAS: cido graso sintasa, fatty acid synthase.

FEO: oscilador de sincronizacion con los alimentos, food entrainable oscillator.
GCs: glucocorticoides.

GFAP: proteina gliofibrilar acidica, glial fibrillary acidic protein.

GLAST: transportador de glutamato de alta afinidad, glial high affinity glutamate transporter.
GLP-1: péptido analogo de glucagon 1, glucagon-like peptide 1.

GRP: péptido liberador de gastrina, gastrin-releasing peptide.

GTT: test de tolerancia a glucosa, glucose tolerance test.

gWAT: tejido adiposo gonadal, gonadal white adipose tissue.

HFD: dieta alta en grasas, high fat diet.

HSL.: lipasa sensible a hormona, hormone sensitive lipase.

IGF-1: factor de crecimiento similar a la insulina, insulin-like growth factor-1.
IGL.: fasciculo intergeniculado, intergeniculate leaflet.

IP3: inositol trifosfato, inositol triphosphate.

IP: intraperitoneal.

ITT: test de tolerancia a insulina, insulin tolerance test.

KSR2: quinasa supresora de Ras, kinase suppressor of Ras.

LA: actividad locomotora, locomotor activity.

LD: ciclos de luz-oscuridad 12:12 horas, light-dark.

LHA: area lateral hipotalamica, lateral hypothalamic area.

LPL: lipoproteina lipasa, lipoprotein lipase.

MCH: hormona concentradora de melanina, melanin concentrating-hormone.
MCT: transportadores de monocarboxilato, monocarboxylate transporter.

MGL.: monoacilglicerol lipasa, monoacylglycerol lipase.
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NA: noradrenalina, noradrenaline.

NAD: nicotinamida adenina dinucleotido, nicotinamide adenine dinucleotide.

NAM: nicotinamida, nicotinamide.

NAMPT: nicotinamida fosforil-transferasa, nicotinamide phosphoribosyltransferase.
NGS: suero de cabra; normal goat serum.

NMDA: N-metil-D-aspartato, N-methyl-D-aspartate.

NMR: resonancia magnética nuclear, nuclear magnetic resonance.

O-GIcNAc: O-GlucosilNAcetilacion.

OPCs: células progenitoras de oligodendrocitos, oligodendrocyte progenitor cells.
OX: orexina, orexin.

p38 MAPK: proteina quinasa activada por mitdgeno p38, p38-mitogen-activated protein
kinase.

PARP: poli ADP-ribosa polimerasa 1, poly ADP-ribose polymerase.
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa, polimerase chain reaction.
PDF: factor de dispersion pigmentaria, pigment dispersing factor.
PER: period.

PKA: proteina quinasa A, protein kinase A.

PTT: test de tolerancia a piruvato, pyruvate tolerance test.

PVH: nucleo paraventricular, paraventicular nucleus.

PYY: péptido YY3-36, peptide YY (PYY)3—36.

RF: alimentacion restringida, restricted feeding.

RQ: cociente respiratorio, respiratory quotient.

SC: subcutaneo.

SCN: nucleo supraquiasmatico, suprachiasmatic nucleus.

SDS: dodecilsulfato sodico, sodium dodecyl sulfate.

SDS-PAGE: gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico.

SEM: desviacion estandar de la media, standard error of the mean.
SIRTL1: sirtuina 1 desacetilasa dependiente de NAD, NAD-dependent deacetylase sirtuin-1.
SNC: sistema nervioso central.

SNS: sistema nervioso simpatico.
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STD: dieta estandar, standard diet.

STZ: estreptozotocina, streptozotocin.

SWAT: tejido adiposo blanco subcutaneo, subcutaneous white adipose tissue.
T3: triyodotironina, trilodothyronine.

TAKUI.: factor de crecimiento transformante [, transforming growth factor-f-activated kinase
1.

THs: hormonas tiroideas, thyroid hormones.
TNF o: factor de necrosis tumoral o, tumor necrosis factor.
TRF: restriccion alimentaria temporal, time-restricted feeding.

TTFL: bucle de retroalimentacion transcripcion-traduccion, transcriptional-translational
feedback loops.

UCPL1.: proteina desacoplante 1, uncoupling protein 1.

VIP: polipéptido intestinal vasoactivo, vasoactive intestinal polypeptide.

VMH: nucleo ventromedial, ventromedial nucleus.

VWAT: tejido adiposo blanco visceral, visceral white adipose tissue.

WAT: tejido adiposo blanco, white adipose tissue.

ZFHX3: caja homedtica 3 de unién a la E-box con dedos de zinc, zinc finger homeobox 3.

ZT: zeitgeber.

ANGLICISMOS

Antigen retrieval: desenmascaramiento de antigenos.

Browning: pardeamiento del tejido adiposo.

Downstream: “aguas abajo” (referido a una via de sefializacion).

Jet lag: desfase horario o sindrome de cambio de zona horaria.

Knockout: modificacion genética en la cual se inactiva la expresion de un gen.
Outputs: salidas.

Upstream: “aguas arriba” (referido a una via de sefializacion).

Wildtype: tipo salvaje.
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INTRODUCCION

1 HOMEOSTASIS ENERGETICA

La primera ley de la termodinamica — que establece que la energia no puede crearse ni
destruirse — es un principio que también se aplica a los seres vivos, ya que necesitan controlar
la energia para su supervivencia. Para garantizar esta regulacion, conocida como homeostasis
energética, se requiere un equilibrio entre las vias metabdlicas que producen y consumen
energia, debido a las oscilaciones en la disponibilidad y la demanda de la misma. La
regulacion de la homeostasis energética ocurre mediante el control del aporte de energia
(ingesta alimentaria) y del gasto energético (Friedman, 2009). Mientras que la ingesta de
energia proviene de las calorias asociadas a las proteinas, carbohidratos y grasas de los
alimentos, el gasto energético se refiere a la tasa metabdlica basal, a la termogénesis y a la
actividad fisica. En consecuencia, las células han desarrollado sensores moleculares que
permiten ajustar la actividad metabdlica segun la accesibilidad y las necesidades energéticas
del organismo (Lopez et al., 2016).

La masa corporal estd directamente vinculada a la homeostasis energética, y las
alteraciones en la ingesta o el gasto energético resultan en cambios en el peso corporal.
Cuando la ingesta es igual al gasto energético, es decir, el balance energético estd en
equilibrio, el peso se mantiene estable. Sin embargo, este equilibrio no siempre permanece
constante debido a diferentes factores, tanto extrinsecos (estilo de vida y ambiente) como
intrinsecos (genética, sexo y edad) (Friedman, 2009; Kopelman, 2000). Asi, si el balance
energético es negativo, es decir, las calorias ingeridas son menores que las consumidas, se
produce una pérdida de peso. En cambio, si el balance energético es positivo, es decir, si se
ingieren mas calorias de las que se consumen, esto conduce a un aumento de peso que puede
resultar en sobrepeso u obesidad (Hill et al., 2012) (Figura 1).
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Balance energético

Equilibrio energético ., Balance energético positivo  Balance energético negativo

Termogénesis .

- Termogeénesis Termogénesis
ﬁgi’[ggdad . Actividad : Actividad
Calorias ingeridas ph : fisica M : fisica

Calorias ingeridas |

© Calorias ingeridas

Ingesta = Gasto energético Ingesta > Gasto energético Ingesta < Gasto energético

\) ' \ ' Vo

Peso corporal estable i Ganancia de peso corporal E Pérdida de peso corporal

Figura 1. Componentes del balance energético y su impacto en la masa corporal. La masa corporal depende
de la homeostasis energética. Cuando la ingesta se iguala al gasto energético, es decir, el balance energético
esta en equilibrio, el peso se mantiene constante. Las alteraciones en la ingesta o en el gasto energético dan
lugar a cambios en el peso corporal. Un balance energético positivo, donde las calorias ingeridas superan a las
consumidas, conduce a un aumento de peso, potencialmente dando lugar a sobrepeso u obesidad. Por el
contrario, un balance energético negativo, donde las calorias ingeridas son menores que las consumidas,
resulta en una pérdida de peso. Creado con Biorender.com.

La regulacion de la homeostasis energética se lleva a cabo mediante un sistema
fisiolégico altamente complejo que involucra sefiales aferentes y eferentes que impactan en la
ingesta y el gasto energético (Hill et al., 2012). El sistema nervioso central (SNC) recibe e
integra dichas sefiales del estado energético de la periferia y, en respuesta, ajusta la ingesta y
el gasto energético (Kampe et al., 2010; Seoane-Collazo et al., 2020). Uno de los centros
neurales cruciales en el equilibrio energético es el hipotdlamo, que integra sefiales periféricas
hormonales y neuronales relacionadas con la saciedad y el estado nutricional. Ademas, éste
regula la absorcion y utilizacion de nutrientes, asi como la homeostasis de la glucosa y el
metabolismo lipidico periférico (Diéguez etal.,, 2009; Gonzalez-Garcia etal., 2017,
Spiegelman & Flier, 2001; Williams, 2000) (Figura 2). Ademas del hipotalamo, existen otras
zonas del cerebro como la corteza cerebral, las areas olfativas y algunas areas del tronco
encefalico implicadas en el control del apetito y el equilibrio energético (Dietrich & Horvath,
2009; Lopez et al., 2023; Spiegelman & Flier, 2001). En respuesta a la ingesta de alimentos,
surgen sefiales de saciedad a nivel gastrointestinal, como la colecistoquinina (CKK,
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cholescistokinin), el péptido YY3-36 (PYY, Peptide YY (PYY)3—36) 0 el péptido analogo de
glucagén 1 (GLP-1, glucagon-like peptide 1) (Murphy & Bloom, 2006). Ademas, otras
sefiales periféricas originadas en el estbmago como la grelina (un péptido orexigénico) (Al
Massadi etal., 2019; Nogueiras et al., 2010), en el tejido adiposo, como la leptina (una
hormona anorexigénica) (Friedman, 2019) o la insulina segregada por las células beta del
pancreas (Saltiel & Kahn, 2001), atraviesan la barrera hematoencefalica (BHE) para llegar al
cerebro (Figura 2).

Regulacion fisiologica del balance energético
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Figura 2. Integracion a nivel central de hormonas derivadas del tracto gastrointestinal, el tejido adiposo,
drganos endocrinos y gonadas. Creado con Biorender.com.

1.1 GASTO ENERGETICO Y TERMOGENESIS

El gasto energético (EE, energy expenditure) engloba tres factores:

a) La tasa metabdlica basal (BMR, basal metabolic rate), que hace referencia a la
energia necesaria para mantener la homeotermia y el metabolismo celular.

b) La actividad fisica, que incluye la actividad tanto intencionada como no
intencionada, incluida la postura bipeda erguida.
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c) La termogénesis, que se refiere a la produccion de calor no relacionada con la
actividad fisica (Landsberg et al., 2009).

En individuos sedentarios, la BMR representa el 80% del gasto de energia, la actividad
fisica constituye el 10%, mientras que el restante 10% se atribuye a la termogénesis. Sin
embargo, en personas activas, la actividad fisica y la termogénesis pueden contribuir en mas
del 40% del gasto total de energia, lo que significa que la BMR solo constituiria en torno a un
60% del gasto energetico total (Doucet et al., 2003; Landsberg et al., 2009).

La termogénesis es un proceso fundamental para los organismos homeotermos ya que les
permite mantener una temperatura corporal estable. Se distinguen dos tipos de termogénesis:
la termogénesis obligatoria y la termogénesis adaptativa. La termogénesis obligatoria es
fundamental para mantener la temperatura en reposo en condiciones de termoneutralidad. Esta
relacionada con las reacciones del metabolismo energético y la regulacién del efecto térmico
de los alimentos (Himms-Hagen, 1989). Sin embargo, la termogénesis adaptativa se refiere a
la generacion de calor por el organismo en respuesta a estimulos externos como una dieta
hipercaldrica o la exposicion al frio. Esto implica la disipacion de energia en forma de calor
mediante el temblor del musculo esquelético o la activacion del tejido adiposo pardo (BAT,
brown adipose tissue) (Chouchani et al., 2019). EI BAT representa una variante especial del
tejido adiposo. En roedores, se distribuye en areas interescapulares, subescapulares, axilares,
perirrenales y periaorticas (Cannon & Nedergaard, 2004). En seres humanos adultos, se
encuentra en regiones como la subescapular, cervical, periespinal, mediastinica, periadrtica,
pericardica y perirrenal (Contreras etal., 2016; Nedergaard etal., 2007). EI BAT esta
compuesto por adipocitos marrones, que presentan caracteristicas anatdmicas y funcionales
diferentes a los adipocitos blancos del tejido adiposo blanco (WAT, white adipose tissue). A
diferencia de los adipocitos blancos, que funcionan como depdsitos de grasa con escasas
mitocondrias y una sola gran gota lipidica para el almacenamiento de energia (Contreras et
al., 2015; Contreras et al., 2017), los adipocitos marrones presentan una forma poligonal,
maltiples gotas lipidicas y numerosas mitocondrias que generan energia. Estas mitocondrias
contienen citocromos pigmentados con hierro, lo cual otorga su caracteristico tono marron al
BAT y son esenciales para la produccion de calor (Cannon & Nedergaard, 2004; Contreras
etal., 2016).

La termogénesis adaptativa tiene lugar principalmente en los adipocitos marrones, que
liberan energia en forma de calor para mantener la temperatura corporal (Contreras et al.,
2016). Esta funcion se logra gracias a la presencia de una proteina Ilamada proteina
desacoplante 1 (UCP1, uncoupling protein 1), también denominada termogenina, en las
mitocondrias (Kozak et al., 1988; Nicholls et al., 1978). UCP1 facilita el flujo de protones a
través de la membrana mitocondrial interna, interrumpiendo la sintesis de ATP y disipando en
su lugar el exceso de energia en forma de calor (Cannon & Nedergaard, 2004; Contreras et al.,
2016; Villarroya & Vidal-Puig, 2013). En los ultimos afios se ha descrito un nuevo tipo de
adipocitos, denominados adipocitos beige o brite (brown in white) (Cannon & Nedergaard,
2004; Contreras etal., 2015). Estos se generan en depositos de WAT, presentando
caracteristicas anatomicas y funcionales intermedias entre los adipocitos blancos y los
marrones (Gonzalez-Garcia et al., 2019; Jespersen et al., 2013) (Figura 3). El proceso en que
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los adipocitos beige emergen en los depositos de WAT se conoce como browning o
pardeamiento, permitiéndoles desarrollar capacidad termogenica (Contreras et al., 2016;
Gonzélez-Garcia et al., 2019), aunque su poder termogénico es mucho menor que el de los
adipocitos marrones (Petrovic etal., 2009; Shabalina etal., 2013). Varios factores
fundamentales son necesarios para inducir el fendmeno de browning. Entre ellos, los méas
destacados son la expresion del receptor gamma activado por el proliferador de peroxisomas
(PPARYy, peroxisome proliferator-activated receptor y), el dominio PR que contiene 16
(PRDM16, PR domain containing 16), la proteina 1 alfa coactivadora del receptor gamma
activado por el proliferador de peroxisomas (PGCla, proliferator-activated receptor-gamma
coactivator 1 alpha) y la proteina de interaccién con receptores 140 (RIP140, receptor-
interacting protein 140) (Contreras et al., 2015). Estos factores, en conjunto con UCP1, se
utilizan como marcadores de termogénesis tanto del browning del WAT como del BAT
(Contreras et al., 2015).
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Figura 3. Representacion grafica del proceso de browning. Los adipocitos blancos se transforman en
adipocitos beige adquiriendo en este proceso las caracteristicas intermedias entre los primeros y los adipocitos
marrones (Contreras et al., 2016). Creado con Biorender.com.

La termogénesis en el BAT estd regulada por el sistema nervioso simpatico (SNS)
(Cannon & Nedergaard, 2004; Contreras et al., 2015, 2016; Villarroya & Vidal-Puig, 2013).
Un incremento en el tono simpético del BAT provoca la liberacion de noradrenalina (NA,
noradrenaline), la cual activa los receptores P3-adrenérgicos (B3-AR, p3-adrenergic
receptors). Estos receptores, a su vez, estan acoplados a proteinas G que activan la adenilato
ciclasa (AC, adenylate ciclase), elevando asi los niveles de adenosin monofosfato ciclico
(AMPc, cyclic adenosine monophosphate), lo que finalmente activa la proteina quinasa A
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(PKA, protein kinase A). La PKA tiene dos efectos principales. Primero, estimula la proteina
quinasa activada por mitégeno p38 (p38 MAPK, p38-mitogen-activated protein kinase), que
induce la transcripcion génica, la sintesis de proteinas y el crecimiento y la diferenciacion
celular. Segundo, incrementa la actividad de las enzimas lipoliticas, incluyendo la lipasa
adipocitica de triglicéridos (ATGL, adipose triglyceride lipase), la lipasa sensible a hormona
(HSL, hormone sensitive lipase) y la monoacilglicerol lipasa (MGL, monoacylglycerol
lipase), las cuales hidrolizan los triglicéridos y aumentan los niveles citosolicos de acidos
grasos libres (Cannon & Nedergaard, 2004; Contreras et al., 2016; Gonzélez-Garcia et al.,
2019). Estos acidos grasos libres son transportados al interior de las mitocondrias por la
carnitina palmitoiltransferasa 1A (CPT1A, carnitine palmitoyltransferase 1A) y alli son
oxidados para producir nicotinamida adenina dinucledtido (NAD, nicotinamide adenine
dinucleotide) y flavin adenin dinucledtido (FAD, flavin adenine dinucleotide), los cuales
contintian siendo oxidados en la cadena de transporte electrénico. Esta oxidacion establece un
gradiente de protones que UCP1 desacopla, generando calor (Cannon & Nedergaard, 2004;
Contreras et al., 2015, 2016; Villarroya & Vidal-Puig, 2013) (Figura 4).

Ademas de su funcidn termogénica, se ha confirmado que la actividad del BAT responde
a los niveles de glucosa y esta bajo el control de los ritmos circadianos, tanto en humanos
(Lee et al., 2016), como en ratones (Orozco-Solis et al., 2016). Especificamente, este estudio
ha revelado que, en ratones, la actividad del BAT esta controlada por un marcapasos
auténomo en el ndcleo ventromedial del hipotdlamo (VMH, ventromedial hypothalamic
nucleus) (Orozco-Solis et al., 2016).
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Figura 4. Mecanismo de regulacion de la termogénesis en el BAT. Creado con Biorender.com.
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1.2 HIPOTALAMO Y REGULACION DE LA HOMEOSTASIS ENERGETICA

El control de la homeostasis energética se produce en el SNC, y el hipotdlamo emerge
como una region esencial en este proceso (Williams et al., 2001). Situado bajo el tadlamo, el
hipotdlamo integra sefiales sensoriales y nutricionales en el SNC, activando respuestas
autonémicas, endocrinas y conductuales para mantener la homeostasis (Saper & Lowell,
2014). El hipotalamo, dividido por el tercer ventriculo, se organiza en tres zonas principales.
La region rostral, conocida como area preoptica, controla la termorregulacion, el equilibrio
electrolitico, los ritmos circadianos incluyendo los ciclos de vigilia y suefio y el
comportamiento sexual. El &rea media o tuberal integra circuitos para la termorregulacion y la
ingesta, asi como circuitos de respuesta para el comportamiento sexual, la agresividad y
diversas respuestas autonomas y endocrinas. Por Gltimo, la region posterior regula la vigilia y
las respuestas al estrés (Saper & Lowell, 2014) (Figura 5).

Los nucleos hipotalamicos, agrupaciones de neuronas definidas anatomicamente,
interactGan a través de proyecciones axonales. Estos nucleos regulan la expresion de distintos
neurotransmisores especificos en respuesta a sefiales periféricas (Lopez et al., 2007; Saper &
Lowell, 2014). Algunos nucleos clave en la regulacion de la homeostasis energética incluyen
el nacleo arcuato (ARC, arcuate nucleus), el nicleo paraventricular (PVH, paraventricular
nucleus), el nucleo dorsomedial (DMH dorsomedial hypothalamic nucleus), el area lateral
hipotalamica (LHA, lateral hypothalamic area) y el VMH (Figura 5).
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Figura 5. Representacion de los nucleos del hipotalamo mds relevantes en la regulacidon de la homeostasis
energética. Creado con Biorender.com.
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1.2.1 NUCLEO VENTROMEDIAL

El VMH desempefia un papel crucial en la regulacion de la homeostasis energética.
Situado en la base del hipotalamo y por encima del ARC (Mcclellan et al., 2006), el VMH ha
sido objeto de numerosos estudios que han demostrado su influencia en el control del peso
corporal. Lesiones en esta region provocaron un fenotipo obeso en modelos animales
(Hetherington & Ranson, 1983; Shimizu etal., 1987). Ademas, el VMH tiene un papel
fundamental en la regulacién de la homeostasis de la glucosa al expresar receptores de leptina
e insulina (EImquist et al., 1998; Paranjape et al., 2011; Song et al., 2001; Wada et al., 2014)
y en la modulacion del gasto energético a través de la termogénesis del BAT (Contreras et al.,
2015). EI VMH también estd involucrado en funciones fisioldgicas adicionales, como el
comportamiento sexual femenino y la regulacion cardiovascular (Mcclellan et al., 2006;
Shimogawa et al., 2014).

En el VMH se identifican distintos tipos de neuronas con funciones especificas que
interactdan con el SNS. Por ejemplo, las neuronas que expresan el factor esteroidogénico 1
(SF1, steroidogenic factor 1) desempefian funciones en el desarrollo del VMH, asi como en la
regulacién del balance energético y la termogénesis (Davis et al., 2004; Kurrasch et al., 2007;
Majdic et al., 2002). El VMH es un regulador clave de la termogénesis, actuando a traves del
SNS para estimular la termogénesis en el tejido adiposo marrén y promover el browning en el
tejido adiposo blanco (Contreras et al., 2015, 2016). Diversas sefiales periféricas modulan la
termogénesis del tejido adiposo marrdn a través del VMH, incluyendo hormonas tiroideas, la
proteina morfogenética 6sea 8B (BMP8B, bone morphogenetic protein 8B), la leptina, el
estradiol, los analogos de GLP-1, la nicotina y las ceramidas (Alvarez-Crespo et al., 2016;
Capelli etal., 2021; Lépez etal., 2010; Martinez-Sanchez et al., 2017; Rial-Pensado et al.,
2022; Martins et al., 2016; Tanida et al., 2013;Gonzélez-Garcia et al., 2017, 2018; Martinez
De Morentin etal., 2014; Seoane-Collazo etal., 2021; Beiroa etal., 2014; Martinez De
Morentin et al., 2012; Seoane-Collazo et al., 2014; Contreras et al., 2014; Contreras et al.,
2017).

Finalmente, se ha observado una estrecha interaccion entre la homeostasis energética, la
termogénesis y los relojes circadianos (Barca-Mayo & Lopez, 2021; Orozco-Solis etal.,
2016). EI VMH, en particular, estad implicado en la regulacion circadiana del gasto energético
y la termogenesis. La interrupcion del reloj circadiano en el VMH altera la actividad
circadiana del tejido adiposo marrén, contribuyendo asi al control del equilibrio energético
(Orozco-Solis et al., 2016).
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2 SISTEMA DE CRONOMETRAJE CIRCADIANO

La rotacién de la Tierra ha dado origen a la evolucion de relojes bioldgicos, los cuales
permiten que los seres vivos se adapten y se anticipen a los ciclos de luz y oscuridad
(Albrecht & Ripperger, 2018; Barca-Mayo & Ldpez, 2021). Estos relojes biologicos estan
presentes en todo tipo de organismos, desde hongos unicelulares y bacterias hasta seres
pluricelulares, incluyendo a los seres humanos (Koronowski & Sassone-Corsi, 2021,
Rosbash, 2009). Este sistema circadiano, cuyo término proviene del latin “circa” (alrededor) y
“diem” (dia), regula y sincroniza ritmos de 24 horas en la expresion génica y en procesos
fisiol6gicos o conductuales, como los ciclos de suefio-vigilia, el equilibrio energético o la
consolidacién de la memoria (Hastings et al.,, 2008). Estudios experimentales y
epidemioldgicos han demostrado los significativos impactos que resultan de la alteracion de
estos ritmos bioldgicos. Factores como el trabajo por turnos o alteraciones genéticas de los
denominados “genes del reloj” han sido asociados con una mayor prevalencia de obesidad,
diabetes y envejecimiento prematuro (Gao et al., 2020; Hansen et al., 2016; Hemmer et al.,
2021; Lee etal., 2021; Li etal., 2019; Lim etal., 2018; Liu etal., 2018; Pan etal., 2011,
Panda et al., 2016; Sancar & Van Gelder, 2021; Sun et al., 2018; Turek et al., 2005; Yu &
Weaver, 2011).

2.1 MEDIDAS DE LOS RITMOS CIRCADIANOS

Para comprender plenamente los ritmos bioldgicos, necesitamos familiarizarnos con
algunos conceptos clave:

Periodo, Frecuencia y Fase: El “periodo” (t) es el tiempo que tarda en completarse un
ciclo, medido en unidades como segundos, horas o dias. Por otro lado, la “frecuencia” es la
inversa del periodo (1/t). La “fase” (f) indica el valor de una variable en un punto especifico
del ciclo, medido en tiempos o grados. En la fase, destacamos la “acrofase”, cuando la
variable alcanza su punto maximo, y el “nadir” o “batifase”, el momento de su minimo
valor. El “mesor” es el valor medio obtenido al promediar los valores de una variable durante
un ciclo, y la “amplitud” es la diferencia entre el mesor y los valores médximo o minimo de la
variable.

Sincronizacion y Ritmos: Los ritmos son cambios en cualquier variable, y son
previsibles y periddicos. Hablamos de “estar en fase” cuando dos ritmos sincronizan sus
variables en el tiempo, y “fuera de fase” cuando sus puntos maximos ocurren en momentos
distintos (Mistlberger & Rusak, 2011; Olavarrieta Bernardino, 2016). La sincronizacion de los
diferentes cambios en los ritmos internos se denomina “sincronizacion interna”. En
condiciones normales, los ritmos circadianos estan sincronizados por factores periddicos del
entorno, denominados zeitgebers (Aschoff y Pohl, 1978). EI méas importante, es el ciclo de
luz-oscuridad. Hablamos de “sincronizacion externa” cuando los ritmos bioldgicos se
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sincronizan o coordinan con factores geofisicos como los ciclos externos de luz y oscuridad.
No obstante, debemos tener en cuenta que la actividad fisica o las interacciones sociales
(denominados “sincronizadores secundarios”) también intervienen en este proceso
(Grandin, Alloy y Abramson, 2006).

Ritmos Bioldgicos y Adaptacion: Los “ritmos biolégicos” son fendmenos ciclicos en
los seres vivos, variando regularmente en funcion de una actividad bioldgica en un periodo
(Cardinal, 2005). Es importante resaltar que no son meras coincidencias ni respuestas pasivas
al entorno, sino procesos de adaptacion a éste (Vargas-Vargas & Camargo-Sanchez, 2014).

Clasificacion de los Ritmos: Segln su frecuencia, los ritmos bioldgicos se dividen en
tres grupos. Los “ritmos infradianos” tienen un periodo superior a 28 horas. Los “ritmos
circadianos”, con un periodo cerca de las 24 horas, son especialmente importantes.
Finalmente, los “ritmos ultradianos” tienen un periodo menor a 20 horas.

Influencia del entorno: Es fundamental considerar el entorno al analizar los periodos de
los ritmos. Por ejemplo, los organismos en habitats de mareas desarrollan ritmos mareales con
periodos de doce horas. También existen otros ritmos, como los “circanuales”, con periodos
cercanos a un afio, y los “circalunares”, relacionados con ciclos lunares de 28 dias.

2.2 ORGANIZACION DEL SISTEMA CIRCADIANO

En mamiferos el sistema circadiano estd organizado en una jerarquia de osciladores. A
nivel del organismo, los ritmos son generados por un reloj central en el nucleo
supraquiasmatico (SCN, suprachiasmatic nucleus) del hipotdlamo, y por los relojes
periféricos en los diferentes tejidos (Moore & Eichler, 1972; Stephan & Zucker, 1972). En
ausencia de sefiales temporales externas, estos relojes funcionan intrinsecamente con un
periodo cercano a las 24 horas. Para ajustar las discrepancias entre este periodo intrinseco y
los ciclos ambientales, estos relojes se sincronizan diariamente con factores externos naturales
(zeitgeber, ZT). La luz es el ZT del SCN vy sincroniza el marcapasos central a la hora local,
que a su vez transmite informacién temporal a otros relojes cerebrales y periféricos mediante
ritmos neuronales, hormonales o conductuales, como los ciclos de alimentacion-ayuno o
suefio-vigilia, que actian como sefiales de sincronizacién para los relojes fuera del SCN
(Crosby etal., 2019; Pezik etal., 2012) (Figura 6). Por otro lado, a nivel celular, las
neuronas y los astrocitos del SCN son las células instructoras que coordinan los ritmos
circadianos de todo el organismo (Barca-Mayo et al., 2017; Brancaccio et al., 2017, 2019; Tso
et al.,, 2017). Por ultimo, a nivel molecular, el reloj consiste en un circuito de
retroalimentacion negativa que regula la transcripcién ritmica de los genes del reloj. Del 7%
al 12% del transcriptoma presenta ritmos de expresion circadiana al estar controlados por este
reloj molecular. Estos genes diana tienen funciones muy diversas en el control de la
proliferacion, metabolismo celular, regulacion del estado redox, etc. De esta forma, los genes
reloj controlan las funciones celulares circadianas en todos los seres vivos (Reppert &
Weaver, 2002; Schibler & Sassone-Corsi, 2002).

36



INTRODUCCION

2.2.1 EL NUCLEO SUPRAQUIASMATICO COMO MARCAPASOS CIRCADIANO

El SCN es un componente clave en el sistema circadiano, del que forma parte junto con
los fotorreceptores, las vias de entrada que reciben y transmiten sefiales de luz y las vias de
salida (Arendt et al., 1995; Moore et al., 1991). Ubicado bilateralmente en la region anterior
del hipotalamo, encima del quiasma oOptico, el SCN recibe informacion a través de la retina
(Hastings etal., 2018). Se divide en dos subgrupos funcionales: ventrolateral y dorsal. El
ventrolateral recibe inputs directos de las células ganglionares retinianas fotosensibles que
expresan melanopsina (ipRGC) (Rollag etal., 2003), mientras que el dorsal regula la
sefializacion GABAEérgica hacia las neuronas que expresan arginina-vasopresina (AVP)
(Mazuski et al., 2018; Mieda et al., 2015). La estimulacion por la luz aumenta la activacién de
las células del SCN que expresan el polipéptido intestinal vasoactivo (VIP) y la liberacion de
VIP (Jones etal., 2018; Mazuski etal., 2018) induciendo cambios de fase en el tiempo
circadiano (Figura 6). Aunque se ha avanzado en la comprension de la neuroanatomia del
SCN, los mecanismos de sincronizacion a la luz y la transmisién de sefiales temporales a otras
areas cerebrales o a los relojes periféricos aun no se comprenden completamente.

El SCN en ratones esta compuesto por aproximadamente 10,000 neuronas a cada lado del
tercer ventriculo, la mayoria de las cuales son GABAérgicas (Hastings et al., 2018; Ono et al.,
2021). Ademas del GABA, en el SCN se expresan numerosos neuropéptidos (Abrahamson &
Moore, 2001; Lee etal., 2015; Wen et al., 2020). Por ejemplo, el ndcleo dorsal del SCN
contiene neuronas que expresan principalmente AVP, encefalina y angiotensina Il, mientras
que el ndcleo ventral del SCN contiene neuronas que expresan principalmente VIP, péptido
liberador de gastrina (GRP, gastrin-releasing peptide), neurotensina y calretinina
(Abrahamson & Moore, 2001). Ademas, la neuromedina-S se expresa ampliamente en todo el
SCN. Estos neuropéptidos se unen a receptores acoplados a proteinas G, modulando la
sefializacion de segundos mensajeros y afectando la fosforilacion de proteinas CREB, lo que
modifica la transcripcion de los genes reloj Periodo (Per) (Ono et al., 2021).

Clasicamente se ha considerado que las neuronas del SCN en mamiferos son las células
marcapasos que generan y controlan los ritmos diarios fisiolégicos y conductuales y
coordinan los programas circadianos en los tejidos periféricos (Yoo etal., 2004). Sin
embargo, en los Gltimos afios, se ha revelado que los astrocitos del SCN funcionan de forma
autonoma como un reloj circadiano central, regulando los ritmos circadianos moleculares y
conductuales (Barca-Mayo et al., 2017, 2020; Brancaccio et al., 2017, 2019; Tso et al., 2017).

2.1.2 OSCILADORES CIRCADIANOS EN LOS TEJIDOS PERIFERICOS

Mientras que el SCN se sincroniza a los ciclos de luz-oscuridad, los relojes circadianos
en los tejidos periféricos se ajustan a los patrones diarios de alimentacion. Esto puede resultar
en la desincronizacion de los osciladores circadianos en estos tejidos respecto al SCN, como
es comun en los trabajadores nocturnos (Hastings et al., 2023). La restriccion de la ingesta
alimentaria a un periodo especifico del dia o de la noche, conocida como restriccion
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alimentaria temporal (TRF, time-restricted feeding), se ha asociado con un aumento de la
actividad que precede a la hora de la ingesta (Damiola et al., 1996; Hara et al., 2001; Stokkan
et al., 2001). Este aumento de la actividad se denomina actividad anticipatoria a la comida
(FAA, food anticipatory activity). En este paradigma de TRF, los relojes periféricos ajustan su
fase para sincronizarse con la hora de la comida. Una vez establecida la FAA, los efectos de la
TRF en los relojes periféricos y en la actividad locomotora persisten incluso en ausencia de
alimento. Ademas, estos ritmos permanecen desacoplados del SCN, que a su vez permanece
sincronizado con los ciclos de luz (Damiola et al., 2000; Hara et al., 2001; Stokkan et al.,
2001). Sorprendentemente, en ausencia de un SCN funcional, la FAA continGa
manifestandose y la ingesta de alimentos se convierte en un ZT efectivo capaz de coordinar
los ritmos fisioldgicos circadianos, como la liberacion de hormonas, patrones de
comportamiento, la actividad de genes reloj en tejidos periféricos y sus genes diana (Izumo
et al., 2014; Mistlberger, 2020; Sheward et al., 2007).

Por todo ello, se ha planteado la teoria de que la sincronizacion con los horarios de
alimentacion no depende del SCN, sino que esta gobernada por un “oscilador de
sincronizacién con los alimentos” (FEO, food entrainable oscillator), cuya ubicacién alin se
desconoce (Mistlberger, 2020). Investigaciones recientes han sefialado que en las etapas
tempranas después del nacimiento, la conexién entre las células ipRGC de la retina y las
neuronas que producen el neuropéptido Y (NPY, neuropeptide Y) en el &rea conocida como
zona intergenicular (IGL, intergeniculate leaflet) juega un papel crucial en la sincronizacion
con el TRF en el animal adulto. En este modelo, las sefiales procedentes de las neuronas
IGLNPY inhiben la actividad del SCN, permitiendo que las sefiales de FEO generen la FAA
(Fernandez et al., 2020).

Considerando que las lesiones en el hipotalamo y los modelos knockout (KOs) dirigidos a
tipos celulares especificos en el cerebro, como el tronco encefélico y las areas cerebrales
anteriores también alteran la FAA (Davidson, 2009; Mendoza et al., 2010), se plantea la
posibilidad de que el FEO no resida necesariamente en una region cerebral especifica, sino
que podria estar distribuido funcionalmente entre areas cerebrales competentes para provocar
cambios en el comportamiento. En linea con esta idea, se ha descubierto recientemente que la
accion de la insulina y del factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1, insulin-like
growth factor-1) en diversas regiones cerebrales, desencadenada por la ingesta, resulta
esencial para el funcionamiento del FEO (Crosby et al., 2019). Es fundamental destacar que la
sefial que desencadena la FAA podria originarse en el higado. Concretamente, este estudio
evidencio que la proteina PERIOD2 (PER2) es crucial para la produccion de cuerpos
cetonicos derivados del higado, los cuales, a su vez, envian sefiales al cerebro para inducir la
FAA (Chavan et al., 2016).

En resumen, es posible que el FEO no esté confinado en un Unico tejido, sino que tenga
naturaleza sistémica. En este contexto, sefiales relacionadas con la ingesta, como la insulina y
los cuerpos cetdnicos generados en tejidos periféricos, activan diferentes regiones cerebrales
con la capacidad para influir en el comportamiento. Entre estas regiones se incluye el SCN,
que se ve influenciado por la conexion de las células ipRGCs con el area IGL durante el
desarrollo, permitiendo asi la sincronizacion no fética con la alimentacion (Fernandez et al.,
2020) (Figura 6).
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Figura 6. Sistema de cronometraje circadiano. El sistema de cronometraje se compone de dos marcapasos (el
SCN y el FEO) y relojes periféricos en otras areas cerebrales y tejidos periféricos, sincronizando los relojes de
todo el cuerpo para adaptar y optimizar la fisiologia a los cambios en el entorno. Los inputs de luz que llegan al
SCN a través de la retina son el factor de sincronizacién mas importante para el SCN, que a su vez coordina los
relojes periféricos a través de sefiales neuronales, endocrinas y conductuales. Las sefiales relacionadas con la
alimentacién (insulina y cuerpos cetdnicos) generadas por tejidos periféricos y las neuronas IGLN?Y controlan el
FEO, que regula los outputs como la actividad anticipatoria a la comida (FAA). Creado con Biorender.com.

2.3 EL RELOJ CIRCADIANO MOLECULAR

La base molecular del reloj circadiano en mamiferos gira en torno a un circuito de
retroalimentacion transcripcional-traduccional (TTFL, transcriptional-translational feedback
loop) ritmico y auténomo de genes/proteinas reloj (Figura 7) (Hastings etal., 2023). Los
reguladores positivos del TTFL son dos factores de transcripcion especificos de la secuencia
E-box: BMALL1 (Brain and Muscle ARNT-Like protein-1) y CLOCK (Circadian Locomotor
Output Cycles Kaput). Por la mafiana, CLOCK y BMAL1 se heterodimerizan para activar la
expresion de los genes Period (Perl, Per2 y Per3) y Criptocromo (Cryl y Cry2) (Takahashi,
2017). PER/CRY se translocan al nucleo donde se acumulan gradualmente y reclutan factores
inhibidores de la transcripcion que provocan la degradacion de los dimeros BMAL1/CLOCK,
lo que a su vez inhibe su propia transcripcion (Kume et al., 1999). Por la noche, los complejos
PER: CRY se degradan hasta que la transactivacion puede reiniciarse a la mafiana siguiente
(Hastings et al., 2023). De esta manera, se establecen fluctuaciones ritmicas en los niveles de
BMAL1L, CLOCK, PER y CRY, con una periodicidad de alrededor de 24 horas (Cox &
Takahashi, 2019) (Figura 7). Este bucle central se complementa con bucles de
retroalimentacion adicionales, donde la expresién ritmica de los genes que codifican los
receptores nucleares de la subfamilia 1 Nrld1l y Nrld2 (REV-ERB) y el receptor huérfano A
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relacionado con los receptores de &cido retinoico (RORA) es controlada por CLOCK:
BMAL1 (Preitner etal., 2002). A su vez, REV-ERB y RORA regulan negativa y
positivamente, respectivamente, la expresion de Bmall, al actuar en secuencias reguladoras
del elemento de respuesta a REV-ERB (RORE) (Abe et al., 2022; Cho et al., 2012; Sato et al.,
2004) (Figura 7).
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Figura 7. Red central del reloj molecular. El reloj molecular de los mamiferos se compone de un bucle de
retroalimentacion transcripcional-traduccional en el que intervienen las proteinas del reloj CLOCK, BMAL1, PER
y CRY vy los receptores nucleares REV-ERB y ROR. La heterodimerizaciéon de CLOCK y BMAL1 activa la
transcripcion de los genes Per, Cry, Rora. y Rev-erb. Posteriormente, PER/CRY se translocan al nicleo e inhiben
la actividad transcripcional de BMAL1 y CLOCK, bloqueando asi su propia transcripcion. Por otro lado, REV-ERB
y su receptor nuclear RORa, que se unen competitivamente a RORE, reprimen o activan la transcripcién del gen
Bmall o Clock, respectivamente. Modificaciones postraduccionales de los factores nucleares también pueden
regular la transcripcién. Por ejemplo: la desacetilacién de BMAL1 o PER2 por SIRT1, la fosforilacion de BMAL1 o
la traducciéon de PER2 por la sefalizacion de insulina, la O-GINAcilacién de CLOCK, BMAL1 y PER2; y la
fosforilacion y consecuente degradacion de CRY1 por AMPK. Creado con Biorender.com.

Las dianas directas de CLOCK/BMALL, denominadas genes controlados por el reloj
(CCGs, clock-controlled genes), incluyen genes relacionados con procesos ritmicos como la
ingesta alimentaria, el ciclo suefio-vigilia y la regulacion de la glucosa (Marcheva et al., 2010;
Richards & Gumz, 2012) (Figura 7). Entre estos CCGs se encuentran factores de
transcripcion, como la proteina de unién al promotor del sitio D de la albimina (DBP, D-box

40



INTRODUCCION

binding PAR bZIP transcription factor) (Stratmann et al., 2012) y la caja homeotica 3 de
union a la caja E con dedos de zinc (ZFHX3, zinc finger homeobox 3) (Parsons et al., 2015).
Estos factores de transcripcion inducen la expresion ritmica de genes diana. Como resultado
de la secuencia organizada del bucle TTFL, se habilita la transcripcion ritmica y autonoma de
todos aquellos genes controlados por el reloj molecular, controlando asi todos los aspectos
relacionados con las funciones celulares ritmicas (Wen et al., 2020). Cabe destacar que los
TTFL son responsables de las oscilaciones en aproximadamente el 10-20% de todos los genes
expresados (Panda et al., 2002; Storch et al., 2002). Sin embargo, es interesante destacar que
el 20% de las proteinas que oscilan no muestran signos de ritmicidad a nivel de ARN
mensajero (MARN). Esto sugiere que el bucle de retroalimentacion transcripcional no es el
unico mecanismo que genera ritmicidad en los seres vivos (Robles et al., 2017). De hecho,
modificaciones postraduccionales, como la fosforilacién, la acetilacion, la ubiquitinacion y
otras, pueden afectar tanto a las proteinas del propio reloj circadiano como a las proteinas que
son reguladas por este mecanismo. De esta manera, las modificaciones postraduccionales
contribuyen a la generacion y sincronizacion de los ritmos bioldgicos al influir en la actividad
y la estabilidad de las proteinas involucradas en el reloj circadiano y en sus interacciones con
otros componentes celulares (Barca-Mayo & Lopez, 2021).

Las “vias sensoras” del metabolismo encargadas de detectar el estado metabolico, ejercen
una influencia significativa en el reloj molecular de los tejidos periféricos. Durante la
alimentacidn, se activan procesos anabdlicos mediante la via insulina-AKT-mTOR. Por otro
lado, durante el ayuno, la activacién de AMPK induce procesos catabdlicos e inhibe la
actividlad de mTOR (Inoki etal., 2012). La via de insulina-AKT-mTOR regula la
fosforilacion de BMALL y la traduccion de PER2, especialmente en el estado postpandrial
(Dang et al., 2016; Luciano et al., 2018; Robles et al., 2017). La sefalizacion de la insulina,
por ejemplo, sincroniza los relojes circadianos tanto in vivo como in vitro al inducir la sintesis
de proteinas PER (Crosby et al., 2019). De forma similar, en los tejidos periféricos, AMPK
modula la fosforilacién de CRY1, regulando asi su degradacion ritmica (Lamia et al., 2009).
Ademas, los niveles de glucosa también influyen en la duracion del periodo a través de la O-
GlucosilNAcetilacion (O-GIcNAc), afectando a las proteinas CLOCK, BMALL1 y PER2
(Kaasik et al., 2013; M. D. Li et al., 2013; Ma et al., 2013). Los relojes moleculares también
responden a la relacién entre el NAD y el FAD, indicadores indirectos del estado energético
celular. La oxidacion del NAD, bajo control del reloj, impacta en la actividad transcripcional
del complejo CLOCK-BMALL1, a traves de la sirtuina 1 (SIRT1) y la poli-ADP-ribosilacién
mediada por la poli ADP-ribosa polimerasa 1 (PARP, Poly ADP-ribose polymerase) (Asher
et al., 2010; Foteinou et al., 2018; Nakahata et al., 2008) (Figura 7).

En resumen, el sistema circadiano garantiza una coordinacion temporal precisa entre los
procesos catabdlicos y anabolicos en concordancia con el ciclo de alimentacion-ayuno (Barca-
Mayo & Lopez, 2021). Dado que la relacién entre el metabolismo y el reloj circadiano es
bidireccional (Takahashi, 2017), no resulta sorprendente que los modelos animales con
defectos genéticos en el reloj manifiesten alteraciones metabdlicas y viceversa, es decir, que
en condiciones de estrés metabolico se produzcan disrupciones en el sistema circadiano
(Eckel-Mahan & Sassone-Corsi, 2013).
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2.4 RITMOS CIRCADIANOS Y METABOLISMO: LAS DOS CARAS DE LA MISMA MONEDA

Los factores genéticos y ambientales, como la exposicion a ciclos artificiales de luz-
oscuridad, alteracion en el suefio, trabajo por turnos y desfase horario, tienen un impacto
significativo en el sistema circadiano lo que a su vez contribuye al desarrollo del sindrome
metabdlico (Zimmet et al., 2019) (Figura 8). Este sindrome abarca una serie de factores de
riesgo y comorbilidades cardio-metabolicas que aumentan la probabilidad de padecer
enfermedades cardiovasculares, obesidad y diabetes tipo 2 (Punjabi etal.,, 2004).
Aproximadamente el 30% de los adultos se ven afectados por este sindrome (Swiatkiewicz
etal., 2021).

Sincronizacion Desincronizacion

Disrupcion de
los ritmos
circadianos

Trabajo a turnos

Jet lag
Estado saludable Estrés Sindrome metabdlico
O Ciclos suefio/vigilia O Ciclos ayuno/ingesta O Ciclos metabdlicos

Figura 8. Impacto de la desincronizacion del sistema circadiano en el desarrollo del sindrome metabdlico. El
sistema circadiano se compone de multiples ciclos circadianos como el ciclo de suefio/vigilia (azul), los ciclos de
ayuno/ingesta (naranja) y los ciclos metabdlicos (verde). En un organismo sano, mantienen una relacion de fase
estable entre si y, por lo tanto, estan sincronizados. Sin embargo, la alteracion de esta sincronia puede
producirse por la interrupcion de uno o mas de los ciclos, por ejemplo, por el trabajo a turnos, el jet lag y el
estrés. Esto provoca el desacoplamiento de los ciclos y el consiguiente desarrollo de enfermedades como el
sindrome metabdlico y la obesidad. Creado con Biorender.com.

En los seres humanos, las mutaciones en genes del reloj molecular estan fuertemente
asociadas con la obesidad, la resistencia a insulina y la diabetes tipo 2. Especificamente, se
han descrito asociaciones entre polimorfismos de un solo nucleétido en BMALL1 y la diabetes
tipo 2 (Woon et al., 2007), haplotipos especificos de CLOCK y obesidad (Scott et al., 2008;
Sookoian et al., 2008), asi como polimorfismos en CRY2 y niveles elevados de glucosa en
condiciones de ayuno (Barker et al., 2011; Dupuis et al., 2010). Los modelos en roedores con
deleciones en genes del reloj, ya sea en todo el organismo o en tejidos especificos, también
han demostrado asociaciones con resistencia a la insulina, obesidad y diabetes tipo 2
(Hogenboom et al., 2019; Marcheva et al., 2010; McDearmon et al., 2006; Paschos et al.,
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2012; Shi et al., 2013). Un ejemplo notable son los ratones con la delecion de BMALL en el
SCN. Estos ratones presentan ritmos de actividad locomotora comparables a los animales
control en ciclos de luz-oscuridad, pero se vuelven arritmicos en oscuridad constante, lo que
coincide con un aumento en la acumulacién de grasa corporal y alteraciones en el
metabolismo de la glucosa. Restringir la ingesta de alimentos a un intervalo de 12 horas en
dichos mutantes logra restablecer parcialmente los ritmos circadianos, asi como el peso
corporal y la homeostasis de la glucosa (Kolbe et al., 2019). Estos resultados sugieren que el
mantenimiento de los ritmos circadianos es esencial para la funcion metabolica adecuada
(Koronowski & Sassone-Corsi, 2021). Sorprendentemente, la delecion especifica de BMAL1
en astrocitos en ratones es suficiente para inducir obesidad, resistencia a la insulina e
intolerancia a la glucosa (Barca-Mayo et al., 2020), lo cual sugiere que un ritmo circadiano
robusto de los astrocitos podria preservar la homeostasis de todo el organismo y la salud
metabolica (Barca-Mayo & LoOpez, 2021). En conjunto, estos estudios subrayan la
importancia critica de la interaccion entre el sistema circadiano y el metabolismo en el
desarrollo y la prevencién de trastornos metabdlicos.

El SCN central anticipa y sincroniza la funcion diaria de los tejidos periféricos de
acuerdo con los cambios naturales de la luz. Sin embargo, con la introduccion de la luz
artificial y el estilo de vida 24/7 de nuestra sociedad, ha expuesto a los seres humanos a una
mayor cantidad de luz artificial y horarios irregulares (Albrecht, 2017; Barca-Mayo & Lépez,
2021). Estos cambios en el entorno llevan a una desincronizacion entre el reloj interno y el
ciclo luz-oscuridad, conocido como “desajuste circadiano” (Barca-Mayo & Loépez, 2021)
(Figura 8). Estudios en humanos y animales han asociado la obesidad y la diabetes tipo 2 con
una mayor exposicion a la luz durante las horas de oscuridad natural (Cheung et al., 2016;
Fonken et al., 2010; Fonken & Nelson, 2014; McFadden et al., 2014; Obayashi et al., 2013;
Versteeg et al., 2017).

A pesar de la importancia de este fendmeno para la salud, todavia se desconocen los
mecanismos moleculares y celulares implicados en la fototransduccion fisioldgica y
patoldgica en el SCN. Un ejemplo es el ritmo del neuropéptido VIP, que desempefia un papel
crucial en la sincronizacion de las neuronas del SCN con el ciclo luz-oscuridad (Aton et al.,
2005; Colwell et al., 2003). Este ritmo esta impulsado por el ciclo luz-oscuridad en lugar del
reloj circadiano (Takahashi et al., 1989). Asi, el mecanismo por el cual la delecién de BMAL1
en los astrocitos conduce a niveles constantemente elevados de VIP sigue siendo desconocido
(Barca-Mayo et al., 2017). De hecho, la exposicion constante a la luz aumenta los niveles de
VIP, alargando el periodo circadiano y resultando en patrones de actividad diaria con dos o
mas picos (Ohta et al., 2005). Este patron se asemeja al de los ratones con delecion de BMALI
en astrocitos (Barca-Mayo et al., 2017). Curiosamente, estudios en Drosophila mostraron que
las manipulaciones genéticas especificas en celulas gliales provocan arritmicidad circadiana
debido al aumento constante del factor de dispersién pigmentaria (PDF, pigment dispersing
factor), que actta sobre un receptor similar al de VIP en mamiferos (Ng et al., 2011; Suh &
Jackson, 2007). Estos hallazgos sugieren que el reloj astrocitico tiene una funcién crucial en
la facilitacion de la sincronizacion a la luz y, por ende, en la mediacion de los cambios de fase
inducidos por la luz en la fisiologia y el comportamiento. Este fenémeno indica que la
regulaciéon de VIP por parte de los astrocitos podria estar conservada en diferentes especies,
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subrayando la importancia de profundizar en esta linea de investigacion para comprender
mejor como las sefiales luminicas influyen en los ritmos circadianos.

La luz es la principal sefial temporal para el SCN, mientras que el horario de las comidas
se posiciona como el principal ZT para los relojes periféricos. La desregulacion en los
horarios de alimentacion ha demostrado tener un impacto negativo en la salud
cardiometabdlica, alterando los ritmos circadianos y provocando una regulacion metabdlica
anomala, desequilibrios en la homeostasis energética y un mayor riesgo cardiometabolico
(Pot et al., 2016). Ademas, los patrones alimentarios prolongados o irregulares, comunes en
trabajadores a turnos, se asocian con una disminucion en la tolerancia a la glucosa y la
sensibilidad a la insulina (Gan et al., 2015; Leproult et al., 2014; Morris et al., 2016; Qian
et al., 2018; Scheer et al., 2009; Vetter et al., 2018; Wefers et al., 2018). Incluso, un breve
protocolo de desajuste circadiano de tan solo 8 dias en humanos es capaz de aumentar los
niveles de glucosa e insulina en sangre (Scheer etal., 2009). Este desajuste circadiano
también incrementa el riesgo de obesidad al reducir el gasto energético (Chaput et al., 2023),
generando cambios en las hormonas orexigénicas que promueven la sensacién de hambre
(McHill et al., 2014; Nguyen & Wright, 2009; Qian et al., 2019; Scheer et al., 2009; Qian
etal., 2019; Scheer etal., 2009). Aunque no se observa un aumento significativo en la
cantidad de calorias ingeridas por parte de los trabajadores a turnos que experimentan
desajustes circadianos en comparacion con aquellos que mantienen un horario regular de
suefio y vigilia, estudios han revelado un mayor riesgo de obesidad en estos trabajadores en
comparacion con aquellos cuyos ciclos de suefio y vigilia se ajustan a los ciclos de luz y
oscuridad (Balieiro et al., 2014; Bonham et al., 2016; Mota et al., 2013; Qian et al., 2019).
Esto sugiere que el momento de la ingesta es esencial para la salud metabdlica.

La biologia circadiana influye en como el cuerpo procesa y utiliza la energia a lo largo
del dia y la noche. Consumir calorias durante la noche, cuando el organismo esta programado
para un menor gasto energético y una menor sensibilidad a la insulina, resulta en una
utilizacion menos eficiente de esas calorias. Alinear el consumo de alimentos con la fase de
vigilia durante el dia, cuando el organismo esta naturalmente preparado para consumir energia
y procesar alimentos, contribuye a mantener el equilibrio energético (Arble et al., 2009;
Hatori etal., 2012). La eleccion de alimentos y el horario de las comidas son aspectos
interconectados que pueden desempefiar un papel crucial en la salud metab6lica. Consumir
calorias durante los momentos adecuados puede ayudar a optimizar la respuesta metabdlica
del cuerpo, mientras que la alimentacion en momentos menos apropiados puede alterar este
equilibrio y contribuir a un mayor riesgo de obesidad y otros problemas cardiometabdlicos
(Chaput etal., 2023). En este sentido, el enfoque en la sincronizacion de los ritmos
circadianos, tanto en términos de suefio como de alimentacion, es fundamental para mantener
una salud metabdlica éptima y reducir el riesgo de enfermedades relacionadas con la obesidad
y la resistencia a insulina.

Estudios epidemioldgicos y experimentales han revelado las consecuencias perjudiciales
de la restriccion prolongada del suefio y las alteraciones en los patrones de suefio en diversos
organos y tejidos (Xie et al., 2019). Estos trastornos impactan significativamente en la salud
metabolica. Por ejemplo, la tasa metabdlica basal tiende a disminuir, y tras la ingesta de
alimentos, se observa un aumento en la concentracion de glucosa debido a una respuesta
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inadecuada de la secrecidn pancredtica de insulina (Buxton et al., 2012; Stenvers et al., 2019).
Ademas, existe un mayor riesgo de desarrollar obesidad y diabetes tipo 2 (Bosy-Westphal
etal., 2008; Cappuccio etal., 2010; Karatsoreos etal., 2011; Nedeltcheva etal., 2009;
Reutrakul & Mokhlesi, 2017; Shan et al., 2015), se producen alteraciones en el equilibrio
entre el sistema nervioso simpético y parasimpatico (Spiegel etal., 1999; Stamatakis &
Punjabi, 2010), aumentan los niveles circulantes de catecolaminas (Rao et al., 2015), cortisol
(Rao etal., 2015; Stamatakis & Punjabi, 2010) y disminuyen los niveles de melatonina
(Szewczyk-Golec etal., 2015). La presencia de niveles anémalos de glucocorticoides y
melatonina podria afectar negativamente la secrecion de insulina, ya que los glucocorticoides
disminuyen su produccion mientras que la melatonina la aumenta (Stenvers et al., 2019). El
sistema circadiano desempefia un papel fundamental en el mantenimiento a largo plazo del
equilibrio energético al regular la comunicacion hormonal entre el tejido adiposo y el cerebro
a través de la hormona leptina. Se ha observado que alteraciones en el reloj circadiano, como
el jet lag a largo plazo, pueden ocasionar la resistencia a la leptina en animales, resaltando la
importancia critica del reloj circadiano en el control preciso del metabolismo y el equilibrio
energético (Kettner et al., 2015). Este fendmeno indica que la adecuada sincronizacion de los
ritmos circadianos es esencial para garantizar un funcionamiento metabdlico optimo y
prevenir desregulaciones que podrian conducir a problemas de salud. Al mismo tiempo, el
sistema circadiano también ejerce su influencia en la regulacion de las neurohormonas
asociadas con la funcion cardiovascular, como la angiotensina I, la renina, la aldosterona, la
hormona del crecimiento y el péptido natriurético auricular (Bhatnagar, 2017). Estas
neurohormonas desempefian un papel crucial en la regulacion de la presion arterial y otros
aspectos del sistema cardiovascular. Cuando se produce un desajuste en los ritmos
circadianos, como en el caso de la alteracion del suefio o cambios en los horarios de
alimentacion, estas neurohormonas pueden contribuir al aumento de la presion arterial
(Chellappa et al., 2019; Scheer et al., 2009). En resumen, estas investigaciones resaltan la
interconexion entre el reloj circadiano, el metabolismo energético y la funcion cardiovascular.
Subrayan también la importancia critica de mantener ritmos circadianos adecuados para una
salud metabdlica y cardiovascular 6ptima.

Una dieta alta en grasas perturba la coordinacion temporal de las vias metabdlicas entre
diferentes tejidos, como se observa en el metaboloma circadiano del cerebro y suero de
ratones (Dyar etal., 2018). La falta de un ritmo claro de ingesta y ayuno puede inhibir la
oscilacion de genes metabdlicos clave (Greenwell et al., 2019; Su et al., 2016). En contraste,
los patrones de alimentacion y los horarios de comida pueden fortalecer el reloj circadiano
(Koronowski & Sassone-Corsi, 2021). La sincronizacion circadiana de los ciclos de
alimentacion y ayuno se asocia con beneficios en diversas especies. Por ejemplo, en la mosca,
esta alineacion se ha asociado con una mayor esperanza de vida (Ulgherait et al., 2021); en
ratones, esto se vincula a la proteccion contra trastornos metabolicos (Arble etal., 2009;
Chaix etal.,, 2019; Hatori etal., 2012; Palmisano etal., 2017) y, en seres humanos, se
relaciona con la promocion de la salud (Manoogian et al., 2019; Wilkinson et al., 2020). La
restriccion calorica en ratones tiene beneficios metabolicos notables, como la reduccion del
contenido de grasa (Acosta-Rodriguez et al., 2022). Curiosamente, la restriccion caldrica
temporal en ratones, especialmente durante la noche, muestra efectos positivos al atenuar
cambios relacionados con el envejecimiento bajo condiciones de alimentacion ad libitum,
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incluyendo mejoras en la homeostasis de la glucosa, la sensibilidad a la insulina y los perfiles
hormonales (Acosta-Rodriguez et al., 2022). En definitiva, la sincronizacion adecuada de los
patrones de alimentacion y ayuno, asi como la consideracion de los momentos 6ptimos para la
restriccion caldrica, es crucial para mantener la salud metabdlica y promover un
envejecimiento saludable. Por lo tanto, es razonable considerar que las interrupciones en los
flujos de nutrientes o la falta de armonizacion entre los ritmos de los relojes centrales y
periféricos podrian contribuir a la patofisiologia de la resistencia a la insulina a nivel tisular.
Un ejemplo concreto seria el desequilibrio entre la produccion hepética de glucosa, la
captacion muscular de glucosa y la ingesta de carbohidratos, que podria contribuir al aumento
de los niveles de glucosa. De manera similar, un desajuste entre el almacenamiento de lipidos
en el WAT, la oxidacion de lipidos en el BAT y la produccién hepatica de lipidos podria
impulsar la acumulacion anormal de lipidos en distintos tejidos (Barca-Mayo & L6pez, 2021).
Es relevante mencionar que los astrocitos, al ubicarse en la interfaz entre los vasos sanguineos
y las neuronas, tienen una posicion estratégica para detectar sefiales metabdlicas sistémicas
que sincronizan los relojes periféricos, como los glucocorticoides o la insulina (Barca-Mayo
et al., 2017; Croshy et al., 2019).

En resumen, estos estudios indican que la falta de sincronizacién circadiana conduce a la
desincronizacién de multiples érganos y desempefia un rol patolégico en el desarrollo de la
disfuncion metabdlica sistémica. Es importante destacar que la disfuncién metabdlica, a su
vez, puede agravar el desajuste circadiano, estableciendo asi un circulo vicioso entre la
obesidad y las perturbaciones en el funcionamiento de los relojes biolégicos (Froy, 2010).
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3 ASTROCITOS

3.1 BIOLOGIA DE LOS ASTROCITOS EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

El cerebro de los mamiferos alberga células con una gran diversidad molecular,
morfolégica y funcional. Estas células forman circuitos altamente especializados
desempefiando funciones especificas. En las Gltimas décadas, se han identificado redes
neuronales especificas en la region hipotalamica, cruciales en la regulacion del metabolismo
sistémico, la ingesta de alimentos y el control del peso corporal (Garcia-Céceres et al., 2019).
La glia constituye el tipo celular mas abundante en el cerebro y puede clasificarse en funcion
de su origen celular en dos tipos: (1) microglia y (2) macroglia, donde se incluyen astrocitos,
oligodendrocitos y tanicitos (Garcia-Caceres etal., 2012). La macroglia deriva del
neuroectodermo (Verkhratsky etal.,, 2019), mientras que la microglia proviene del
neuroepitelio o de las células hematopoyéticas (Ginhoux & Prinz, 2015). Aunque
histéricamente las células gliales fueron consideradas principalmente como soporte y
nutricion para las neuronas, ahora se comprende que desempefian funciones mas complejas y
activas en la regulacion del entorno cerebral. Los astrocitos, en particular, han atraido
atencion debido a su capacidad para influir en la funcion neuronal, modular la transmision
sinaptica y participar en la homeostasis de iones y neurotransmisores (Fields & Stevens-
Graham, 2002; Garcia-Céaceres etal., 2019; Jakel & Dimou, 2017; Tasker etal., 2012).
Ademas, se ha reconocido que las células gliales también estan implicadas en la regulacion
metabolica sistémica (Garcia-Céaceres et al., 2019). En particular, los astrocitos hipotaldmicos
han demostrado ser elementos clave en la deteccion de sefiales metabolicas y la transduccion
de estas sefiales para influir en la funcion neuronal y, por lo tanto, en la homeostasis
metabolica general (Garcia-Céaceres et al., 2016; Kim et al., 2014). Su capacidad para detectar
y responder a cambios en los niveles de glucosa, hormonas y metabolitos les otorga un papel
importante en la coordinacion de las respuestas metabolicas y la adaptacion a diferentes
estados nutricionales y energéticos (Gonzélez-Garcia & Garcia-Caceres, 2021).

3.2 MORFOLOGIA Y ORGANIZACION DE LOS ASTROCITOS

Dentro de la macroglia, los astrocitos constituyen una de las poblaciones celulares mas
abundantes del cerebro (Sofroniew, 2020). En funcion de su morfologia y localizacion los
astrocitos se clasifican en dos grandes grupos: (1) astrocitos protoplasmicos, localizados en la
sustancia gris y (2) astrocitos fibrosos, situados en la sustancia blanca (Liddelow & Barres,
2015). Los astrocitos protoplasmicos son el tipo predominante. Estos astrocitos poseen forma
estrellada con multiples procesos gruesos y cortos que irradian desde el soma celular y que se
dividen gradualmente en procesos cada vez mas finos, generando una densa red de procesos
terminales, que terminan en forma de pie en los vasos sanguineos, en contacto directo con
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otros astrocitos o se asocian muy estrechamente con las sinapsis (Freeman, 2010; Oberheim
etal., 2006; Zhou etal., 2019). Los pies terminales perivasculares, junto con las células
endoteliales de los vasos sanguineos cerebrales, forman el sistema glinfatico (lliff etal.,
2012). Por su parte, los astrocitos fibrosos tienen procesos mas largos y finos, en su mayoria
no ramificados. Los procesos terminales también terminan en forma de pie, que rodean los
nodulos de Ranvier y entran en contacto con los vasos sanguineos. Los astrocitos fibrosos
participan principalmente en la reparacion del tejido dafiado, especialmente en la médula
espinal, un proceso que da lugar a la formacién de cicatrices (Sofroniew & Vinters, 2010).

Aunque esta clasificacion es ampliamente utilizada, los astrocitos forman una poblacion
muy heterogénea, distinguiéndose varios subtipos celulares. Ademas, los astrocitos muestran
diferenciacion incluso dentro de una misma region cerebral, ya que desempefian funciones
especificas en regiones particulares del sistema nervioso (Allen & Barres, 2009). Por ejemplo,
los astrocitos radiales son células especializadas que estan presentes durante la embriogénesis
temprana del SNC, formando un andamiaje crucial para favorecer la migracion neuronal.
Posteriormente, se diferencian en astrocitos, aunque las células gliales radiales permanecen en
la retina, como la glia de Mdller, o en el cerebelo, como la glia de Bergmann (Barres, 2008;
Liddelow & Barres, 2017).

Clasicamente los astrocitos se identificaban por la presencia de una proteina denominada
proteina acida fibrilar glial (GFAP, glial fibrillary acidic protein) que actia como un
filamento intermedio (Garcia-Céaceres et al., 2012, 2019). No obstante, en la actualidad se
sabe que su uso como marcador de este tipo celular tiene algunas limitaciones. GFAP es
expresada por la mayoria de los astrocitos reactivos, pero no siempre es detectable en
astrocitos de tejidos sanos (como la corteza cerebral) o alejados del lugar de la lesion.
Ademas, GFAP no estd presente en todo el citoplasma, Gnicamente en las ramificaciones
principales, lo que dificulta la identificacion del nimero de astrocitos. Por ultimo, la
expresion de GFAP no es exclusiva de los astrocitos protoplasmicos y fibrosos, sino que
también es expresada en el SNC por la glia de Muller, la glia de Bergmann, tanicitos, y fuera
del SNC por la glia entérica. También expresan GFAP las células mesenquimales de distintos
6rganos como el higado, rifidn, pancreas, pulmon y testiculos (Zhao & Burt, 2007). Debido a
estas limitaciones, para la identificacion de los astrocitos se han utilizado otros marcadores,
como la glutamina sintetasa (Anlauf & Derouiche, 2013; Norenberg, 1979; Patel et al., 1985),
la S100B (Gongalves et al., 2008), Aldhlal (Cahoy etal., 2008; S. A. Liddelow & Barres,
2017) o GLAST (Mori et al., 2006).

Los astrocitos se organizan en dominios no superpuestos, lo que significa que cada
astrocito ocupa un territorio espacial Unico sin superponerse con otros astrocitos cercanos
(Bushong et al., 2002; Haber et al., 2006; Halassa, Fellin, & Haydon, 2007). Esta disposicion
asegura que cada astrocito tenga un control sobre su area designada en el cerebro,
permitiéndoles interactuar de manera precisa con las neuronas y las sinapsis dentro de su
dominio. Esta organizacion eficiente contribuye a regular la comunicacion y el equilibrio
quimico en su entorno cercano (Chung et al., 2015; Halassa et al., 2007). Dependiendo de la
region cerebral, un solo astrocito de roedor puede cubrir un dominio espacial en el cerebro
que oscila entre 20.000 y 80.000 um?, envolver entre 4 y 8 somatas neuronales (Halassa et al.,
2007), asociarse con 300 a 600 dendritas neuronales y contactar con aproximadamente

48



INTRODUCCION

100.000 sinapsis (Freeman, 2010). En el ser humano, estas cifras aumentan, ya que un solo
astrocito ocupa un volumen en el cerebro casi 30 veces superior al de los roedores y se asocia
con aproximadamente 2.000.000 sinapsis (Oberheim et al., 2006). Las ramificaciones de los
astrocitos varian en funcién de su maduracion (en humanos) o en respuesta a estimulos. Esta
heterogeneidad en la morfologia permite que estas células cambien rapidamente en respuesta
a la actividad neuronal o sefiales especificas (Escartin et al., 2021; Freeman, 2010). Estos
cambios pueden ser inducidos por la sefializacion de calcio (Ca?*) (Shigetomi et al., 2019),
alteraciones en los transportadores de glutamato (Garcia-Céceres et al., 2012) o ajustes en la
cobertura alrededor de las sinapsis, que tiende a aumentar en respuesta a la estimulacion
neuronal (Lushnikova et al., 2009).

Ademas, también se producen cambios en la morfologia de los astrocitos en respuesta a
procesos inflamatorios o dafio cerebral (Sofroniew, 2020; Sofroniew & Vinters, 2010). En
estas situaciones, se desencadena la activacion y proliferacion de las células gliales en un
proceso conocido como astrogliosis, en el cual tanto los astrocitos como la microglia
desarrollan un fenotipo hipertréfico o reactivo (Sofroniew, 2020). Este proceso se caracteriza
por un aumento en la expresion de proteinas estructurales como GFAP (Escartin et al., 2021)
y la vimentina (Ridet etal., 1997), que le confieren una apariencia mas fibrosa. Se han
descrito astrocitos reactivos en todas las especies de mamiferos estudiadas, mientras que se ha
encontrado reactividad de GFAP minima o nula en peces (Baumgart et al., 2012; Bignami &
Dahl, 1976; Hui et al., 2010; Murray, 1976), anfibios (Egar & Singer, 1972; Hung & Stelzner,
1991; O’Hara et al., 1992) y reptiles (Kalman et al., 2013). Por el contrario, otros estudios
informan de algun tipo de reactividad de los astrocitos en estas mismas especies (Bernstein &
Bernstein, 1967; Lang et al., 2008; Reier, 1979). Ademas, en invertebrados, todavia no esta
claro hasta qué punto existe una glia reactiva (Doherty et al., 2009; MacDonald et al., 2006).
Esta falta de consenso sugiere que GFAP podria no ser el principal marcador de la reactividad
astrocitaria, y que ésta podria tratarse de un proceso heterogéneo, mas que de una respuesta a
reacciones inflamatorias (Liddelow &, 2017). Existen al menos dos tipos de astrocitos
reactivos, denominados Al y A2, que son inducidos por diferentes lesiones del SNC. Los
procesos neuroinflamatorios inducen los astrocitos Al, mientras que las lesiones isquémicas
generan los astrocitos A2 (Zamanian etal., 2012). Los analisis transcriptémicos de los
astrocitos reactivos muestran que los astrocitos reactivos neuroinflamatorios Al regulan
numerosos genes, incluidos aquellos de la cascada del complemento, que impulsan la
destruccion de las sinapsis. Esto sugiere que los astrocitos Al podrian desempefiar funciones
neurotoxicas (Zamanian etal.,, 2012), contribuyendo a la muerte neuronal y de
oligodendrocitos maduros diferenciados tras lesiones agudas del SNC (Liddelow et al., 2017).
Por el contrario, los astrocitos reactivos A2 regulan numerosos factores neurotroficos, que
promueven la supervivencia neuronal, asi como las trombospondinas, que promueven la
reparacion de las sinapsis. Esta regulacion sugiere que los astrocitos A2 podrian desempefiar
funciones neuroprotectoras (Liddelow & Barres, 2017) y promueven la recuperacion y
reparacion del SNC (Bush et al., 1999; Sofroniew & Vinters, 2010; Zador et al., 2009). Sin
embargo, aunque los astrocitos muestran algunas caracteristicas comunes en respuesta a
diferentes estimulos patoldgicos, su heterogeneidad es mucho més compleja de lo que se
pensaba (Batiuk et al., 2020; Bayraktar et al., 2020; Gomes et al., 2020; Habib et al., 2020;
Hasel et al., 2021; Orre et al., 2014; Pekny et al., 2019; Rusnakova et al., 2013; Sadick et al.,
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2022; Stahlberg etal., 2011; Wheeler etal., 2020). Estudios recientes sugieren que las
poblaciones de astrocitos reactivos no deben definirse teniendo en cuenta un Unico gen
marcador (Escartin etal., 2021), sino que es necesario considerar multiples pardmetros,
incluyendo la expresion génica, la protedmica, la morfologia y la funciéon (Matusova et al.,
2023). Asi, mediante técnicas de secuenciacion, se han identificado distintas poblaciones de
astrocitos reactivos en enfermedades neurol6gicas cronicas asociadas al envejecimiento, como
la enfermedad de Huntington, Parkinson y Alzheimer (Clarke et al., 2018; Liddelow et al.,
2017; Liddelow & Barres, 2017).

Cabe destacar que en los ultimos afios ha cobrado un mayor interés el papel de las células
gliales en el desarrollo de enfermedades metabolicas, como la obesidad (Garcia-Céaceres et al.,
2013; Gonzélez-Garcia & Garcia-Caceres, 2021; Horvath et al., 2010; Thaler etal., 2012;
Varela et al., 2021). La obesidad inducida por dieta en ratones también provoca astrogliosis en
el hipotdlamo (Horvath etal., 2010). Sorprendentemente, los cambios morfoldgicos
producidos en los astrocitos, asi como el aumento de la produccién de citoquinas en el
hipotalamo, se producen antes de cualquier indicio de inflamacion sistémica o de ganancia de
peso corporal (Thaler et al., 2012). La reactividad de los astrocitos inducida por dieta alta en
grasa (HFD, high fat diet) se caracteriza por un aumento en la expresion de GFAP, la
promocion de un fenotipo proinflamatorio (produccion y liberacién de citoquinas) y la
adquisicion de una morfologia hipertrofica, pero sin proliferacion, a diferencia de otras
patologias cerebrales (Gonzélez-Garcia & Garcia-Caceres, 2021). Estudios recientes han
descubierto que la induccion del gen GFAP se produce muy pronto, y que incluso una hora de
exposicion a HFD es suficiente para provocar cambios significativos en su expresion (Cansell
et al., 2021). Ademas de la obesidad inducida por la dieta, otros estudios también han descrito
la presencia de astrogliosis reactiva en modelos genéticos de raton obesos (Buckman et al.,
2013; Hsuchou et al., 2008; Pan et al., 2008), o por la influencia de la dieta materna durante
las etapas fetal y temprana de la vida de la descendencia (Fuente-Martin et al., 2012).

3.3 FISIOLOGIA DE LOS ASTROCITOS

A diferencia de las neuronas, cuya excitabilidad se basa en sefiales eléctricas generadas a
través de la membrana plasmaética, los astrocitos presentan excitabilidad celular fundamentada
en las variaciones de Ca?" citosolico principalmente como resultado de la movilizacion de
Ca?" almacenado en el reticulo endoplasmatico (Perea et al., 2009). Los niveles elevados de
Ca?" desempefian un papel crucial como sefiales celulares (Perea & Araque, 2005). La
elevacion de estos niveles puede ocurrir de forma espontanea en ausencia de actividad
neuronal, o bien ser desencadenada por diferentes estimulos, como la estimulacion mecénica,
ligandos exogenos o neurotransmisores liberados durante la actividad neuronal (Perea &
Araque, 2005), evidenciando asi la existencia de una comunicacion activa entre neuronas y
astrocitos (Navarrete et al., 2013).

Ademas, los astrocitos liberan sustancias neuroactivas denominadas gliotransmisores
(Perea et al., 2009), incluyendo el glutamato, ATP, D-serina, adenosina, GABA, factor de
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necrosis tumoral o (TNF-0, tumor necrosis factor), prostaglandinas, etc. Estos
gliotransmisores pueden influir en la excitabilidad neuronal, asi como en la transmision y
plasticidad sinéptica (Navarrete et al., 2013). Estos hallazgos han llevado al desarrollo del
concepto de “sinapsis tripartita”, donde los astrocitos y neuronas se comunican de manera
reciproca, sugiriendo que la funcion cerebral resulta de la coordinaciéon de la sefializacion
entre ambos tipos celulares (Perea & Araque, 2007). La sinapsis tripartita se compone de tres
elementos: los componentes presinapticos, los elementos postsinapticos y los astrocitos
adyacentes. Estos elementos intercambian informacion con el propdsito de regular la
transmision de sefiales (Perea et al., 2009) (Figura 9).
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Figura 9. Esquema de una sinapsis tripartita. Creado con Biorender.com.

3.4 FUNCIONES DE LOS ASTROCITOS EN EL CONTROL METABOLICO

Los astrocitos desempefian un conjunto diverso de funciones esenciales en el SNC
(Sofroniew & Vinters, 2010). Estas celulas interactian con las neuronas y sus sinapsis, los
oligodendrocitos, las células progenitoras de oligodendrocitos (OPCs, oligodendrocyte
progenitor cells), la microglia, diversas células perivasculares, los fibroblastos meningeos y
las células inmunitarias circulantes (Sofroniew, 2020). En el SNC los astrocitos desempefian
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varias funciones clave como el mantenimiento de la homeostasis de los fluidos extracelulares,
iones y neurotransmisores (Verkhratsky & Nedergaard, 2018). Proporcionan metabolitos de
glucosa como fuentes de energia para las neuronas (Magistretti & Allaman, 2018), regulan el
flujo sanguineo local (Macvicar & Newman, 2015), contribuyen al drenaje del liquido
intersticial (Macvicar & Newman, 2015) y juegan un papel crucial en el desarrollo y la
plasticidad sinaptica (Allen & Eroglu, 2017). Ademas, exhiben actividades dinamicas que son
esenciales para el funcionamiento de los circuitos neuronales, la funcion neurolégica y el
comportamiento (Allen & Eroglu, 2017). Los astrocitos también desempefian un papel
fundamental en el control metabdlico tanto en situaciones fisioldgicas como patoldgicas
(Argente-Arizon et al., 2017). Junto con los vasos sanguineos y las neuronas, los astrocitos
forman una unidad sensorial que facilita la comunicacion metabolica entre el SNC y la
periferia. Los astrocitos desempefian un papel en la regulacion de la entrada de nutrientes al
cerebro, actuando como sensores metabolicos y promoviendo la supervivencia neuronal y el
equilibrio del SNC (Abbott et al., 2010; Wang et al., 2014) (Figura 10).
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Figura 10. Mecanismos moleculares de los astrocitos asociados a los procesos metabdlicos celulares y
sistémicos en los que participan. El transporte de lactato por parte de los astrocitos es un importante
mecanismo de apoyo metabdlico neuronal. En este proceso, la captacidn de glucosa va unida a la liberacion de
lactato desde los astrocitos para ser luego absorbido por las neuronas. Los astrocitos regulan la comunicacion
sindptica y la homeostasis mediante la captacion de neurotransmisores del espacio sinaptico, el
tamponamiento de K+ y H+, el mantenimiento del equilibrio redox y la liberacion de gliotransmisores. Ademas,
los astrocitos se comunican con otros astrocitos y con las neuronas a través de ondas de Ca?*, Na*, K*, CI'y H*.
El estrecho contacto de los astrocitos con los vasos sanguineos cerebrales les permite regular el transporte de
nutrientes al cerebro. Todo ello ha permitido situar a los astrocitos como actores centrales en la regulacion de
diversas funciones metabdlicas como la ingesta, la homeostasis de la glucosa, el gasto energético, los ritmos
circadianos, ademas de estar involucrados en la regulacién de la cognicion, de la memoria y de la reproduccion.
(Adaptado de Gonzalez-Garcia et al., 2021). Licencia Creative Commons.
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3.4.1 ASTROCITOS COMO MEDIADORES DE LAS SENALES HORMONALES

Los astrocitos desempefian un papel importante en la transduccion de sefiales
hormonales, ya que expresan receptores para hormonas relacionadas con el control de la
ingesta de alimentos, como la leptina, la grelina y la insulina, y responden a estas hormonas
(Argente-Arizon et al., 2017) (Figura 10). Muchos de estos factores hormonales y metabdlicos
influyen en la morfologia y las funciones de los astrocitos, incluyendo la produccion de
citoguinas y otros factores, asi como el transporte de nutrientes y neurotransmisores (Fuente-
Martin et al., 2013; Garcia-Céceres et al., 2011, 2016).

Un ejemplo destacado de los efectos hormonales y metabdlicos en los astrocitos es la
influencia de la leptina en los astrocitos hipotaldmicos. La leptina tiene impactos
significativos en su morfologia y funciones (Garcia-Céceres et al., 2011; Kim etal., 2014).
Esto se refleja en cambios en la longitud y el nimero de las proyecciones asociados. Estas
alteraciones estan relacionadas con la expansion de la cobertura astrocitica y ajuste del
namero y la proporcion de las conexiones sinapticas en las neuronas locales (Horvath et al.,
2010; Kim et al., 2014). Estas modificaciones en la morfologia de los astrocitos podrian ser
cruciales para la adaptacion de los circuitos neuronales hipotaldmicos a nuevas condiciones
metabdlicas, como se observa en las etapas iniciales de la ingesta de dieta alta en grasas
(Buckman et al., 2015). Sin embargo, cuando situaciones adversas se prolongan en el tiempo,
como el consumo prolongado de una dieta alta en grasas o la obesidad crénica, las
modificaciones en los astrocitos podrian tener implicaciones patologicas (Argente-Arizon
etal., 2017). Por ejemplo, los astrocitos responden tanto a la leptina como a la grelina, pero
los efectos de estas hormonas en la sintesis y liberacidn de citoquinas y glutamato, asi como
el transporte de glucosa, pueden variar con la duracion de la exposicion, conduciendo a
efectos opuestos en situaciones a corto y largo plazo (Fuente-Martin et al., 2012; Garcia-
Céceres et al., 2011).

La importancia de la sefializacion hormonal en los astrocitos se destacé en un estudio en
modelos animales modificados genéticamente. La ablacion del receptor de leptina (Ob-R)
especificamente en astrocitos altera la organizacion sinaptica del sistema de melanocortina
(Kim etal., 2014). La ausencia de Ob-R resulta en una disminucién en el nimero y la
longitud de las proyecciones astrociticas, lo que se relaciona con una menor cobertura de las
neuronas POMC y cambios en la actividad eléctrica de las neuronas POMC y AgRP (Kim
et al., 2014). Estos cambios anatomicos y funcionales estan asociados con una atenuacién de
la respuesta anorexigénica a la leptina y un aumento de la respuesta al ayuno inducida por la
grelina. Ademas, cuando ratones KO de Ob-R en astrocitos son alimentados con una dieta alta
en grasas, muestran resistencia a la hiperleptinemia provocada por la obesidad inducida por la
dieta (Jayaram et al., 2013). Adicionalmente, la generacién de modelos animales en los cuales
se deleciona el receptor de insulina (IR, insulin receptor) en los astrocitos, ya sea en todo el
cerebro o de manera especifica en la region mediobasal del hipotdlamo, ha demostrado que la
funcién de la insulina en los astrocitos esta directamente relacionada con la entrada de glucosa
en el cerebro y con la deteccion sistémica de los niveles de glucosa (Garcia-Céaceres et al.,
2016; Gonzéalez-Garcia et al., 2021).
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También se ha demostrado que los astrocitos disminuyen la ingesta inducida por la
grelina al regular los niveles extracelulares de adenosina, lo que a su vez impacta en la
actividad de neuronas AgRP (Yang etal.,, 2015). Asimismo, la grelina puede actuar
directamente sobre los astrocitos hipotalamicos. Estos no solo expresan receptores para esta
hormona orexigéenica (Baquedano et al., 2013; Fuente-Martin et al., 2016), sino que también
se ha observado que la grelina altera la capacidad de los astrocitos para transportar glutamato
y glucosa. Ademas, esta hormona también influye en la expresion de enzimas como la
glutamina sintetasa, la lactato deshidrogenasa y la glucogeno fosforilasa, asi como en los
transportadores de lactato (Fuente-Martin et al., 2016). Estos hallazgos sugieren un impacto
directo de la grelina en el metabolismo del glutamato y los carbohidratos en los astrocitos
(Argente-Arizon et al., 2017).

3.4.2 ASTROCITOS COMO SENSORES DE NUTRIENTES

A pesar de que el cerebro demanda un alto consumo de energia, su capacidad para
almacenar glucosa o energia es limitada y se encuentra restringida a los astrocitos. A
diferencia de las neuronas, los astrocitos tienen la capacidad de almacenar glucosa en forma
de glucdgeno, utilizando el lactato como fuente energética para mantener su propia funcién
(Gonzélez-Garcia & Garcia-Caceres, 2021) (Figura 10). Ademas de su papel en el
almacenamiento de energia, los astrocitos también actlan como sensores de glucosa. Esto se
demostr6 en estudios donde la inhibicion del transportador de glucosa 2 (GLUT2, glucose
transporter 2) en el area predptica del hipotdlamo alteraba la deteccién de glucosa, afectando
la respuesta a la inyeccion de glucosa en la arteria carétida interna (Leloup et al., 1998).
Asimismo, se ha observado que, en el hipotalamo, GLUT2 se expresa predominantemente en
astrocitos (Arluison et al., 2004; Leloup et al., 1994). Estudios en ratones con delecion global
de GLUT2 confirmaron la importancia de los astrocitos en la deteccién central de la glucosa,
ya que presentaban niveles elevados de glucagon en sangre y una menor respuesta en la
liberacion de glucagdn ante cambios en los niveles sistémicos de glucosa, un fenotipo que
refleja la importancia de GLUT2 en astrocitos en la respuesta contrarreguladora a la
hipoglucemia (Marty et al., 2005). Ademas, los astrocitos hipotaldmicos también participan en
el mecanismo de deteccion de glucosa a través de GLUT1 en ratas tratadas con
estreptozotocina (STZ, streptozotocin), un inductor de diabetes en roedores. La restauracion
de GLUTL en astrocitos hipotalamicos de ratas diabéticas con niveles reducidos de GLUTL,
normaliz6 los niveles de glucosa en sangre y restaurd la deteccion hipotalamica de glucosa
(Chari et al., 2011). A través de estos receptores los astrocitos capturan y almacenan glucosa
en forma de glucogeno, a partir del cual producen lactato que es transferido a las neuronas
como fuente de energia (Garcia-Caceres etal., 2012). El lactato se transporta mediante
transportadores de monocarboxilato (MCT, monocarboxylate transporter), entre los cuales
MCT1y MCT4 se expresan en los astrocitos, permitiéndoles participar en la regulacion de la
concentracion de lactato (Bergersen, 2007; Bergersen & Gjedde, 2012). De hecho, se ha
observado que las neuronas productoras de orexina (OX, orexin) dependen del lactato
derivado de los astrocitos para su actividad (Parsons & Hirasawa, 2010). Otros tipos de
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carbohidratos también pueden tener un impacto directo en los astrocitos (Argente-Arizon
etal., 2017). Por ejemplo, la fructosa ha sido identificada como un factor que induce la
astrogliosis hipotalamica (Li et al., 2015). A pesar de que la ingesta elevada de sacarosa se ha
asociado con la inflamacién en el hipotdlamo, no se ha observado una relacion directa con la
astrogliosis (Fuente-Martin et al., 2013). Esto sugiere que la respuesta de los astrocitos podria
variar dependiendo del tipo de carbohidrato consumido en exceso. Sin embargo, se requieren
mas investigaciones para comprender los mecanismos subyacentes de estas respuestas
diferenciales y su relacién con los resultados metabdlicos finales (Argente-Arizon et al.,
2017).

En cuanto a la deteccién de lipidos, los astrocitos tienen la capacidad de almacenar y
captar lipidos mediante diversos transportadores, siendo la lipoproteina lipasa (LPL,
lipoprotein lipase), la de mayor relevancia (Gonzélez-Garcia & Garcia-Céceres, 2021). La
eliminacién de la LPL en astrocitos postnatales, induce un fenotipo obesogénico con aumento
de peso corporal e intolerancia a la glucosa en respuesta a una dieta rica en grasas (Gao et al.,
2017). Estos ratones también muestran mayor acumulacion de ceramidas, un fendmeno
presente en procesos neurodegenerativos inducidos por lipotoxicidad (Chaurasia & Summers,
2015; Gonzélez-Garcia et al., 2017). En condiciones ricas en acidos grasos saturados, estudios
in vitro han demostrado que los astrocitos hipotalamicos acumulan gotas lipidicas, adoptando
simultaneamente un perfil inflamatorio reactivo (Kwon et al., 2017). En contraste, los &cidos
grasos no saturados no inducen este tipo de respuesta inflamatoria en los astrocitos (Morselli
et al., 2014; Valdearcos et al., 2014). En consecuencia, las sefiales liberadas por los astrocitos
hacia las neuronas vecinas estan influenciadas por el tipo especifico de nutriente percibido por
estas células gliales, lo cual, a su vez, afecta a la sefializacion metabdlica neuronal (Argente-
Arizén etal., 2017). Ademéas de su funcién en la homeostasis lipidica, los astrocitos
desempefian un papel clave en la oxidacion de &cidos grasos, ya que son responsables de
sintetizar la mayor parte de los cuerpos cetonicos en el SNC. La exposicion a corto plazo a
una dieta hipercaldrica se asocia con mayores niveles de cuerpos cetdnicos derivados de
astrocitos en el hipotalamo, lo que se relaciona con una reduccion aguda en la ingesta de
alimentos (Gonzéalez-Garcia & Garcia-Céaceres, 2021). Estudios in vitro e in vivo indican que
los astrocitos desempefian un papel clave en el mantenimiento de una regulacién precisa de la
homeostasis lipidica hipotaldmica, lo cual es esencial para lograr un control metabolico
adecuado (Le Foll et al., 2014; Valdebenito et al., 2016).

3.5 FUNCIONES DE LOS ASTROCITOS EN EL SISTEMA CIRCADIANO

El cerebro humano contiene mas de 100 billones de células, muchas de ellas siendo
células gliales, que funcionan de manera coordinada por medio del reloj enddgeno. Los
astrocitos han permanecido durante mucho tiempo a la sombra de las neuronas, ya que se
consideraba que desempefiaban principalmente un papel de soporte estructural y nutricional.
Sin embargo, actualmente se sabe que los astrocitos regulan numerosas actividades cruciales
para el correcto funcionamiento del SNC. Una de estas funciones clave es la cooperacion con
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elementos neuronales presinapticos y postsindpticos para regular los eventos de
comunicacion. En este contexto, los astrocitos no solo participan en la transmision y el
procesamiento de sefiales neuronales, sino que también influyen en la modulacién de la
actividad sinaptica y en la plasticidad neuronal. Su interaccion con las neuronas en esta
sinapsis tripartita es un componente esencial para el correcto funcionamiento del SNC (Allen
& Barres, 2009; Pfrieger & Barres, 1997). En los ultimos afios, se ha demostrado que los
astrocitos desempefian un papel fundamental en la generacion de los ritmos circadianos y en
la coordinacion de los relojes periféricos y, por ende, en el comportamiento circadiano a nivel
de todo el organismo (Barca-Mayo etal., 2017, 2020; Brancaccio et al., 2017, 2019; Tso
etal., 2017).

3.5.1 CONTRIBUCION DE LOS GENES RELOJ DE LOS ASTROCITOS AL SISTEMA CIRCADIANO

El SCN contiene una notable presencia de astrocitos, los cuales, al igual que las neuronas,
poseen TTFLs activos (Barca Mayo et al., 2019; Barca-Mayo et al., 2017; Brancaccio et al.,
2017, 2019; Prolo et al., 2005; Tso et al., 2017). Un hecho intrigante es que los relojes
astrociticos operan en fases opuestas en comparacion con los relojes neuronales. Esto se
evidencia en la expresion circadiana de CRY1, donde el pico de expresion circadiana de
CRY1 en los astrocitos se retrasa aproximadamente 7 horas en comparacion con su pico en las
neuronas del SCN (Brancaccio et al., 2019). Adicionalmente, la actividad de los astrocitos,
medida mediante el ciclo circadiano del Ca®* intracelular, alcanza su punto maximo durante la
noche, a diferencia de las neuronas, cuyo pico de actividad del Ca?* se presenta durante el dia
circadiano (Brancaccio etal., 2017). Este patréon contrastante sugiere que el SCN esta
compuesto por neuronas que estan mas activas durante el dia y astrocitos mas activos durante
la noche. Esta observacion sefiala hacia una relacion de inhibicidn reciproca entre ambos tipos
celulares, donde su actividad opuesta podria desempefiar un papel crucial en la sincronizacion
y regulacién de los ritmos circadianos en el marcapasos central (Patton & Hastings, 2023). En
Gltima instancia, esta compleja interaccion entre neuronas y astrocitos en el SCN contribuye
de manera significativa a la coordinacion precisa de los ritmos circadianos y a la
funcionalidad adecuada del sistema circadiano en su conjunto (Figura 11).
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Figura 11. Las interacciones entre neuronas y astrocitos regulan el correcto funcionamiento del SCN. Tanto
las neuronas (azul) como los astrocitos (magenta) contienen un TTFL, pero sus ritmos de actividad celular,
evidenciados por los ritmos del Ca?* intracelular, tienen fases opuestas (neuronas activas de dia y astrocitos
activos de noche). La sincronizacién de la red neuronal del SCN se logra mediante neuropéptidos y GABA,
mientras que los astrocitos transmiten sefiales, principalmente a través del glutamato (y posiblemente otras
sefiales, representada por la flecha magenta), para regular los ritmos neuronales. Del mismo modo, las sefiales
neuronales (aun por identificar, representadas en azul y posiblemente incluyendo neuropéptidos, linea
discontinua) proporcionan informacidn circadiana a los astrocitos. Esta comunicacidn reciproca desempefia un
papel crucial en la regulacién adecuada del sistema circadiano. Las sefales aferentes que llegan a las neuronas
desde fuera del NQS determinan la fase y el periodo, mientras que las sefiales eferentes neuronales transmiten
la informacién temporal a otras regiones cerebrales. (Adaptado de Patton & Hastings, 2023). Licencia
Creative Commons.

Estudios genéticos que manipulan exclusivamente el reloj molecular en los astrocitos han
proporcionado pruebas solidas de su capacidad para funcionar como marcapasos en el sistema
circadiano. La delecion de Bmall en astrocitos, por ejemplo, tiene diversos efectos:

(1) Periodo de actividad locomotora: Alarga el periodo de la actividad locomotora al
alterar la sefializacion GABAérgica y glutamatérgica (Barca-Mayo etal., 2017;
Brancaccio et al., 2017, 2019; Tso et al., 2017).

(2) Impacto en la retina: altera la organizacion del patron de expresion ritmica de los
genes del reloj de la retina, afectando la funcion retiniana (Riccitelli et al., 2022).

(3) Ciclos metabdlicos y homeostasis energética: conlleva cambios notables en los
ciclos metabdlicos y la homeostasis energética, revelando un interesante dimorfismo
sexual en sus efectos, con impactos diferenciados entre machos y hembras (Luengo-
Mateos et al., 2023).

Curiosamente, la manipulacion genética tanto de activadores (BMAL1) como de
represores (CRY1) del TTFL alarga la duracion de los ritmos circadianos, aumentando su
periodicidad. Este fendmeno se replica en estudios que emplean la mutacion en el alelo Tau
de la caseina quinasa 1 epsilon (CKle Tau, Tau allele of the kinase CKl¢) en astrocitos. La
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alteracion en el exon 4 del gen CK /e provoca la degradacion de las proteinas PER, acelerando
el reloj molecular y llevando a ritmos circadianos con una periodicidad de 20 horas en ratones
homocigotos CK1&®® (Meng etal., 2008). La reversion de este fenotipo, mediante la
recombinasa Cre, resulta en ratones CK1&"" 0o CK1g” con periodos de aproximadamente 24
horas (Meng et al., 2008). Es particularmente interesante destacar que la eliminacion de la
mutacion CKle Tau en los astrocitos del SCN prolonga el periodo de los ratones mutantes
(Tso et al., 2017). Este hallazgo es sorprendente, ya que el alargamiento del periodo en una
subpoblacion de neuronas del SCN no necesariamente conduce a ritmos conductuales méas
extensos. De manera llamativa, la supresion de CK1e Tau en los astrocitos es suficiente para
incrementar el periodo conductual en 1,5 horas. En consecuencia, los relojes circadianos de
los astrocitos en el SCN parecen desempefiar un papel mas significativo que algunas neuronas
del SCN en la determinacion de la periodicidad de los ritmos circadianos (Tso et al., 2017).

En conjunto, la delecion de BMAL1L, CRY1 o el rescate de la mutacion CKle Tau en los
astrocitos del SCN resultaron en un alargamiento del periodo muy similar tanto in vitro como
in vivo. Este hecho sugiere que cualquier alteracion genética o ambiental de los ritmos
circadianos en los astrocitos podria afectar a los ritmos conductuales. En resumen, estos
estudios destacan el papel fundamental del reloj circadiano de los astrocitos en la regulacién
de los comportamientos diarios (Tso et al., 2017).

Un ejemplo destacado de la funcion circadiana de los astrocitos del SCN se evidencia en
su capacidad para iniciar la oscilacién de novo en ratones que carecen de los genes Cryl y
Cry2 (Maywood et al., 2018). La eliminacion global de CRY1y CRY2 desactiva el TTFL, lo
que lleva a la pérdida de los ritmos circadianos (Horst et al., 1999). La restauracion de CRY1
en astrocitos de este modelo de raton arritmico restaur6 los ciclos del TTFL, los ritmos de
Ca?" intracelular, la actividad diurna neuronal en el SCN (aun cuando las neuronas carecen de
Cryl y Cry2) y el comportamiento circadiano (actividad locomotora) (Brancaccio etal.,
2019). Curiosamente, cuando se compararon estos resultados con los obtenidos tras la
complementacion de Cryl en las neuronas, se observd que los astrocitos tardaban méas que las
neuronas en iniciar los ritmos del SCN de novo y cambiar su periodo. Esto es consistente con
la opinion de que los astrocitos del SCN regulan la funcion neuronal mediante mecanismos
indirectos de modulacion de la actividad sinaptica, como el ya comentado mecanismo que
involucra al glutamato extracelular, mientras que las neuronas tienen acceso inmediato a sus
redes sinapticas (Patton & Hastings, 2023).

En resumen, estas evidencias respaldan la idea de que los astrocitos son capaces de
generar e imponer estos ritmos a las neuronas, situdndolos en la cuspide de la jerarquia del
sistema circadiano (Figura 12).

58



INTRODUCCION

Quiasma 6ptico

1

o i Complementacion con CRY
/—[ NSQ wild-type ]ﬁ’_[ NSQ sin CRY ]ﬁ (AAV) en astrocitos del NSQ]_\

Neuronas Neuronas Neuronas ct.ocx @
Reloj y | | Yy e E-box 2,
molecular | astrocitos astrocitos CLOCK @ 3
o (o e @ | sstosies —
o E- e/
(maifeiod)
7o E-box V¥4
= % = % = g
. < R £ 3 c 3
Actividad | 2 o g o 2 o
diaria g =z E 5 § g
NSQ 4 JAVAE: 4 8 B 8
© = | |l'® = © =
o Q (&) [+] o [v]
[~] [=] [-]
m—
@ O Lo (] (] fr—
. g 8 o —
diarios 29 — I 29 27k —
-~ PTT] = — = = | m —
suefo-vigilia — - —
) 24 24
Tiempo (horas) Tlempo (horas)

Figura 12. Control astrocitico del sistema circadiano. En la parte superior se muestra una representacion
esquematica de los relojes moleculares de neuronas y astrocitos, mientras que en la seccion media se ilustran
los ciclos circadianos de Ca?* intracelular en ambos tipos celulares, asi como el glutamato extracelular en el
SCN. En la parte inferior, se presentan actogramas que representan los ciclos de reposo/actividad en ratones
sometidos a ciclos de luz/oscuridad (LD) y a oscuridad constante (DD). En la columna izquierda, se observa la
condicidon de ratones wild-type, donde el reloj molecular estd intacto, los ritmos de Ca?* y glutamato son
pronunciados, y el control circadiano de los ciclos de reposo/actividad es robusto. En el centro, se representa la
condicidn de ratones que carecen de proteinas CRY, mostrando un TTFL inactivo, la pérdida de ritmos de Ca%'y
glutamato, y la falta de ritmicidad en los ciclos de reposo/actividad. En la columna derecha, se destaca la
condicidn en la cual CRY1 se restablece solo en los astrocitos del SCN en ratones deficientes en CRY1. En esta
situacidn, se activa el TTFL, restableciendo los ritmos de Ca?* y glutamato en los astrocitos, asi como el Ca?*
neuronal. Este control dependiente de los astrocitos es suficiente para mantener el comportamiento circadiano
de los ratones (Adaptado de Hastings et al., 2023). Licencia Creative Commons.

3.5.2 OTRAS FUNCIONES DE LOS ASTROCITOS EN EL SISTEMA CIRCADIANO

Ademéas de su funcion en la comunicacion neuronal local, los astrocitos establecen
conexiones entre si mediante uniones GAP, permitiéndoles un acoplamiento metabdlico o
bioquimico en extensas redes que pueden abarcar distancias de 4 a 30 astrocitos (Sul et al.,
2004; Tian et al., 2006). Esta caracteristica no solo implica una influencia en la comunicacion
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dentro de redes neuronales cercanas, sino también la capacidad de propagar informacion a
regiones distantes del cerebro, tanto en términos espaciales como temporales (Giantomasi
et al., 2023). Pero los astrocitos no solo influyen en la comunicacion neuronal local a través
de uniones GAP, sino que también pueden transmitir sefiales a larga distancia y sincronizar
poblaciones neuronales distantes, lo que destaca su papel en la regulacion de los ritmos
circadianos y la comunicacion interneuronal (Giantomasi et al., 2023). Sin embargo, en el
SCN los astrocitos no solo desempefian un papel en la comunicacién neuronal, sino que
también exhiben patrones ritmicos de reorganizacion estructural (Becquet et al., 2008). Asi, la
expresion de GFAP muestra un patron ritmico especifico, con niveles mas altos durante el dia
circadiano (Monique & Serviére, 1993; Serviere & Lavialle, 1996), lo que facilita una
cobertura diferenciada a lo largo del ciclo dia/noche para las neuronas que liberan VIP, lo que
modula la respuesta de estas neuronas a las sefiales luminicas, contribuyendo asi a la
regulacién del ritmo circadiano (Girardet et al., 2010). Pero el papel de los astrocitos también
se extiende a la regulacion del espacio extracelular (lliff et al., 2012; Mendelsohn & Larrick,
2013; Murlidharan et al., 2016; Taoka et al., 2018), facilitando el intercambio de solutos entre
el liquido cefalorraquideo y el espacio intersticial, conocido como sistema glinfatico (Barca-
Mayo & Loépez, 2021). Dado que la difusion de las sefiales del SCN es suficiente para
preservar el comportamiento ritmico (Lesauter & Silver, 1998; Maywood et al., 2011), los
cambios diarios en el sistema glinfatico pueden subyacer a la sincronizacion entre diferentes
regiones cerebrales a lo largo del ciclo circadiano (Maywood et al., 2011).

60



INTRODUCCION

4 AMPK COMO SENSOR ENERGETICO

La regulacion de la homeostasis energética en organismos heterétrofos, como mamiferos,
es un proceso complejo que involucra diversos factores y sefiales. En estos organismos, la
energia liberada durante la oxidacion de biomoléculas como carbohidratos, lipidos y proteinas
se almacena en forma de ATP. Por otro lado, los procesos metabdlicos que consumen ATP
convierten este nucleotido trifosfato en sus precursores (ADP, AMP y grupos fosfato), lo que
resulta en un aumento de las proporciones de AMP:ATP y ADP:ATP durante los procesos de
consumo de energia (Lopez et al., 2016). En respuesta a esto, las células han evolucionado
para desarrollar un eficaz mecanismo de deteccion basado en estas proporciones, centrado en,
AMPK, considerada el principal sensor energético de las células eucariotas (Carling et al.,
1987; Hardie et al., 2012; Ldpez et al., 2016).

4.1 ESTRUCTURA DE AMPK

AMPK, una quinasa de serina/treonina, esta altamente conservada en diferentes especies
eucariotas a lo largo de la evolucidon, incluyendo protistas, plantas, hongos y animales
(Carling et al., 2011; Hardie, 2014; Ldépez, 2018). A nivel molecular, es un complejo
heterotrimérico compuesto por una subunidad catalitica, la subunidad a, de la cual existen dos
variantes (al y a2), dos subunidades reguladoras, denominadas 3 (con variantes Bly B2) y la
subunidad y (con variantes yl1, y2, y3) (Figura 13). Estas subunidades son codificadas por
genes distintos y pueden combinar de diversas maneras, dando lugar a la formacion de hasta
12 complejos heterotriméricos de AMPK posibles (Lopez et al., 2016).

La subunidad o contiene un dominio quinasa en su extremo N-terminal y un dominio
regulador en su extremo C-terminal, que es necesario para la interaccion con las subunidades
By vy (Xiao etal., 2013). La subunidad B actiia como un puente de unién entre la subunidad o
y la y a través de su dominio C- terminal, y contiene un dominio de unién a glucdgeno
denominado médulo de unién a carbohidratos (CBM, carbohydrate-binding module) (Garcia
& Shaw, 2017; Huynh et al., 2016; Lin & Hardie, 2018). Por otro lado, la subunidad y posee
cuatro dominios de la cistationina B-sintasa (CBS; cystathione p-synthase domains) que
forman los cuatro sitios de uniéon a AMP, ADP o ATP (Garcia & Shaw, 2017; Lin & Hardie,
2018).
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4.2 REGULACION DE AMPK

La regulacién de AMPK es fundamental para mantener la homeostasis energética celular.
AMPK se activa mediante la fosforilacién de la treonina 172 (Thr-172) en la subunidad
catalitica a, un proceso que puede inducirse alostéricamente mediante la union de AMP (pero
no de ADP) a la subunidad y. Ademads, tanto AMP como ADP pueden aumentar la
fosforilacion de AMPK a través de la quinasa hepatica B1 (LKB1, liver kinase B1) (Hardie,
2013; Woods et al., 2003) y la calcio/calmodulina quinasa 2 (CaMKK2, calcium/calmodulin
dependent protein kinase kinase 2) (Hawley et al., 2005; Woods et al., 2005) y proteger contra
la defosforilacion por las fosfatasas. AMPK también se activa mediante un aumento de Ca?
intracelular mediado por CaMKK2. Ademas, se ha descrito un mecanismo independiente de
AMP/ADP que en situaciones de bajos niveles de glucosa promueve la activacion de AMPK
mediante un mecanismo que implica una disminucion de la union de fructosa 1,6-bifosfato
(FBP, fructose 1,6-biphosphate) a la aldolasa. Esto promueve la interaccion entre AMPK y
LKB1 mediante la union a la axina en el lisosoma, lo que da lugar a la fosforilacion y
activacion de AMPK (Zhang et al., 2017). Aparte de LKB1 y CaMKK?2, se han descubierto
otras quinasas que activan AMPK a través de su fosforilacion, incluyendo la quinasa 1
activada por el factor de crecimiento transformante  (TAK1, transforming growth factor-4-
activated kinase 1) (Momcilovic et al., 2006) y la quinasa supresora de Ras (KSR2, kinase
suppressor of Ras) (Costanzo-Garvey et al., 2009). La union de AMP o ADP a la subunidad y
no solo induce la fosforilacion de Thr172, sino que también induce un cambio conformacional
que impide la defosforilacion de esta treonina por parte de proteinas fosfatasas (Gowans et al.,
2013; Xiao etal., 2011). Una de estas proteinas fosfatasas es la proteina fosfatasa 1A
(conocida cominmente como proteina fosfatasa 2C o PP2Ca) (LOpez et al., 2016; Salminen
etal., 2016). Adicionalmente, se ha propuesto un mecanismo de regulacion de AMPK
independiente de AMP mediante procesos de fosforilacion/defosforilacion. Cuando se asocian
con la subunidad B de AMPK y el efector A inductor de muerte celular por fragmentacion de
DNA (CIDEA, cell death—inducing DNA fragmentation factor-a-like effector A), se induce la
degradacion de AMPK mediante su ubiquitinacion (Qi et al., 2008).

Se han identificado diversas mutaciones en AMPK que destacan la funcién de esta
proteina en el mantenimiento de la fisiologia (Carling, 2004). Las Unicas mutaciones en
cualquiera de los siete genes que codifican subunidades de AMPK y que se han demostrado
causantes de patologias en el ser humano son las mutaciones en PRKAG2, el gen que codifica
la subunidad y2 de AMPK (Hardie, 2004). Estas mutaciones estan asociadas con varios
trastornos cardiacos como preexcitacion ventricular, acumulacion excesiva de glucogeno en
los cardiomiocitos e hipertrofia cardiaca (Salt & Hardie, 2017). Aunque son raras, las
mutaciones de Prkag2 tienen un efecto autosdémico dominante y, por lo tanto, son comunes en
las familias afectadas. Estas mutaciones son el resultado de sustituciones de aminoacidos, y se
han descrito al menos 14 de ellas (Salt & Hardie, 2017), aunque aun no se ha aclarado el
efecto de cada una en la actividad de AMPK (Miyamoto, 2018). Los residuos afectados estan
perfectamente conservados entre las subunidades y1, y2 y y3, y se encuentran en o entre los
cuatro dominios CBS, los cuales interactian con AMP, ADP o ATP (Salt & Hardie, 2017).
Por lo tanto, estas mutaciones alteran la afinidad por AMP y ATP, explicando asi los
complicados efectos sobre la actividad de AMPK (Miyamoto, 2018). Curiosamente, seis de
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las mutaciones (R302Q, H383R, H384T, H530R, R531G y R531G) afectan a residuos cuyas
cadenas laterales interactian directamente con los grupos fosfato de una o méas moléculas de
AMP o ATP, mientras que otras dos también interactian directa (S548) o indirectamente
(T400) con AMP (Xiao et al., 2007).

La disminucion de la union de AMP a la subunidad y provoca una disminucion de la
activacion por AMP, representando un claro efecto de pérdida de funcion. Sin embargo,
debido a que las mutaciones impactan tanto en la union del nucleétido inhibidor (ATP) como
del nucleotido activador (AMP) (Scott etal., 2004), la explicacion méas probable es que
disminuyan la union del ATP y, por ende, aumenten la fosforilacion de la Thrl72 y la
actividad de AMPK, generando un efecto de ganancia de funcion (Salt & Hardie, 2017). Este
fendmeno se ha confirmado directamente en los mutantes R531G y R531Q (Burwinkel et al.,
2005; Hawley et al., 2010), asi como en las mutaciones T400N y N488I (Arad et al., 2002,
2003). Dado que estas mutaciones son dominantes, es probable que sea el efecto de ganancia
de funcion, el aumento de la actividad basal, el responsable de la mayor parte de la patologia.
Por otro lado, es posible que el efecto de pérdida de funcién sea compensado por la isoforma
v1, la cual es la principal isoforma expresada en el corazén en roedores (Cheung et al., 2000).
La identificacion de mutaciones en PRKAG2, que se caracterizan por aumentar la actividad
de AMPK y provocar enfermedades cardiacas, ofrece la oportunidad de explorar las
consecuencias metabdlicas de la activacion de AMPK tanto en ratones como en seres
humanos (Blair, 2001; Folmes et al., 2009; Yavari et al., 2016).
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Figura 13. Mecanismos de regulacion de AMPK. Creado con Biorender.com.
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4.3 AMPK HIPOTALAMICA Y REGULACION DE LA INGESTA

AMPK desempefia un papel clave en el control de los flujos de energia en todo el
organismo. Dicho control se consigue regulando el metabolismo de lipidos y glucosa, asi
como la accién hormonal, en Organos metabdlicos clave como el higado, las células P
pancredticas, el WAT, el BAT, el masculo esquelético y el corazon (Carling et al., 2011,
Hardie et al., 2012). Ademas, en el cerebro, AMPK controla el equilibrio energético de todo
el organismo al actuar en el hipotalamo (Lépez, 2018, 2022; Lopez et al., 2016). AMPK esta
altamente expresada en el hipotdlamo, donde las subunidades al, o2, B1, B2, vyl y y2 se
encuentran en los nucleos ARC, VMH, PVH, LHA y DMH (Lo6pez et al., 2016; Sjostedt
etal.,, 2020). La regulacion de AMPK en el hipotalamo es un componente crucial de los
ajustes adaptativos observados durante la regulacién fisiologica de la ingesta. Durante el
ayuno, se produce un aumento de la actividad de AMPK hipotaldmica, mientras que durante
la ingesta se observa su inhibicion (Minokoshi et al., 2004). En este contexto, la activacion de
AMPK en el hipotdlamo, por ejemplo, mediante el uso de adenovirus que expresan una forma
constitutivamente activa de AMPK, provoca un aumento en la ingesta y en la ganancia de
peso corporal (Lopez etal.,, 2010, 2016). Por el contrario, la inhibicion de AMPK
hipotalamica mediante adenovirus que expresan una forma dominante negativa de AMPK
resulta en la pérdida de peso (Lopez et al., 2010, 2016).

AMPK hipotaldmica desempefia un papel fundamental en el control central de la ingesta
de alimentos al mediar los efectos de sefiales periféricas, tanto nutricionales como
hormonales. Ademas de su regulacién por estimulos periféricos, numerosos metabolitos
también influyen en la funcion de AMPK en el hipotalamo. Estos incluyen la glucosa (Kim et
al., 2004; Minokoshi et al., 2004), el acido a-lipdlico (Kim et al., 2004), los &cidos grasos
(Gomez-Pinilla & Ying, 2010; Martin et al., 2006), el citrato (Stoppa et al., 2008) y el lactato
(Cha & Daniel Lane, 2009). Estos metabolitos pueden inducir respuestas anorexigénicas al
inhibir AMPK, activar la acetil-CoA carboxilasa y el aumento de la concentracion de
malonyl-CoA, el que a su vez actia como una sefial anorexigénica en las neuronas
hipotalamicas.

La principal funcion de AMPK en el hipotdlamo es la integracion de sefiales hormonales.
Tanto las hormonas orexigénicas como anorexigénicas convergen en la AMPK hipotalamica
para modular el apetito (L6pez et al., 2016). Es notable que, aunque los principales factores
que reducen el apetito acttan como inhibidores en el hipotalamo, la mayoria de las hormonas
que incrementan el apetito activan AMPK (Lage et al., 2008) (Figura 14). En situaciones de
ayuno, hormonas orexigénicas como la grelina (Al Massadi et al., 2017, 2019; Muller et al.,
2015), la adiponectina (Martinez De Morentin et al., 2014), los glucocorticoides (Shimizu
etal., 2008), los cannabinoides (Kola etal.,, 2008) y neuropéptidos como la proteina
relacionada con agouti (AgRP, agouti-realted peptide) (Minokoshi et al., 2004) inducen la
activaciéon de AMPK, dando lugar a la fosforilacion y consiguiente inactivacion de ACC,
inhibiendo la sintesis de acidos grasos (LOpez et al., s. f.). Por el contrario, durante la ingesta,
hormonas anorexigénicas como la leptina (Andersson et al., 2004; Gao etal., 2007), la
insulina (Minokoshi et al., 2004; Namkoong et al., 2005), el glucagén (Quifiones et al., 2015),
péptido similar al glucagén tipo 1 (GLP1, glucagon-like peptide-1) (Beiroa et al., 2014; Seo
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et al., 2008), estradiol (Martinez De Morentin et al., 2014), CKK (Akieda-Asai et al., 2014),
factor neurotréfico ciliar (CNTF, ciliary neurotrophic factor) y proteina similar a la
angiopoyetina 4 (ANGPTL4, angiopoietin-related protein 4) (Kim etal., 2010) inhiben la
actividad de AMPK en el hipotalamo. Curiosamente, numerosos agentes farmacoldgicos con
efectos sobre la alimentacion, como los agonistas de los receptores de melanocortina
(Minokoshi et al., 2004); el C75, que es un inhibidor de la &cido graso sintasa (FAS, fatty acid
synthase) (Kim et al., 2004) y la nicotina, tengan un efecto de inhibicién en la actividad de
AMPK hipotaldmica (Martinez De Morentin et al., 2012; Seoane-Collazo et al., 2014, 2021).
Por el contrario, antipsicoticos como la olanzapina, con efectos orexigenicos e inductores de
obesidad, activan AMPK en el hipotalamo (Ferng et al., 2011; Mukherjee et al., 2021; Skrede
etal., 2014).

Se han empleado modelos genéticos para demostrar el papel clave de AMPK
hipotaldmica en la regulacion de la homeostasis energética. Sin embargo, es importante
destacar que el hipotalamo no es una entidad homogeénea, sino una region cerebral compleja
con varios nucleos y poblaciones neuronales, cada uno desempefando funciones especificas
en la regulacion del comportamiento alimentario y energético (Lopez et al., 2016). En este
contexto, la funcién de la AMPK en el hipotdlamo se presenta de manera precisa y
diferenciada en cada conjunto de neuronas. Al emplear estrategias como la inhibicion de
AMPK mediante isoformas dominantes negativas, se ha observado que los efectos de la
AMPK varian segun el ntcleo neuronal en el que esté involucrada. Por ejemplo, la inhibicion
de AMPK en neuronas que expresan neuropéptidos orexigénicos como AgRP y NPY en el
ARC resulta en una disminucion de la expresion de los genes relacionados con el apetito
(Minokoshi et al., 2004). Sin embargo, cuando la AMPK es sobreexpresada en estas neuronas,
se incrementan los niveles de AgRP y NPY durante situaciones de ayuno. Adicionalmente, en
otras poblaciones neuronales como las que expresan la hormona concentradora de melanina
(MCH) en el LHA, también se observan cambios en la expresidn en respuesta a la regulacion
de AMPK (Al-Massadi et al., 2021; Minokoshi et al., 2004). Estos resultados sugieren que la
AMPK hipotaldmica actla de manera precisa y adaptable en cada conjunto de neuronas
dentro del hipotdlamo para coordinar la regulacion del comportamiento alimentario y
energético en respuesta a diversos estimulos hormonales y nutricionales. Por ejemplo, la
deficiencia de la isoforma o2 de AMPK en las neuronas POMC del ARC conduce a la
hiperfagia y la obesidad (Claret et al., 2007), mientras que su deficiencia en neuronas AgRP
del ARC resulta en un fenotipo delgado que también esta influenciado por la edad (Claret
etal., 2007). En resumen, la AMPK hipotaldmica actla de manera altamente especifica y
diferenciada en funcion de las poblaciones neuronales y sus interacciones para regular la
homeostasis energética de manera precisa y adaptativa.

4.4 AMPK HIPOTALAMICA Y HOMEOSTASIS DE LA GLUCOSA

Dado que la glucosa constituye la principal fuente de energia para el cerebro, la
hipoglucemia puede compensar seriamente su funcion (Coppari & Bjgrbak, 2012; Morton &
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Schwartz, 2011). Las neuronas sensoras de glucosa, ubicadas en areas clave del cerebro
relacionadas con la homeostasis energética y de la glucosa desempefian un papel crucial en
estas respuestas (Song et al., 2001). AMPK hipotalamica también ejerce un papel fundamental
en la modulacion de estas respuestas (LOpez et al., 2016) (Figura 14). De esta manera, la
administracion intracerebroventricular de glucosa reduce la actividad hipotaldmica de AMPK,
mientras que la inhibicion de la utilizacion de la glucosa intracelular en el cerebro aumenta su
actividad (Alquier et al., 2007; Kim et al., 2004). La regulacion de la actividad de AMPK en
el hipotadlamo también afecta a la respuesta contrarreguladora a la hipoglucemia, que implica
sefiales como el glucagodn, la corticosterona y las catecolaminas (Alquier et al., 2007; Fan et
al., 2009; Han et al., 2005; McCrimmon et al., 2008). La inhibicién genética o farmacoldgica
de AMPK en el area mediobasal del hipotalamo conduce a una disminucién en la secrecion de
estas sefiales provocando una hipoglucemia grave y prolongada (McCrimmon et al., 2008;
Namkoong et al., 2005). Por otro lado, la activacion especifica de AMPK en el VMH tiene
efectos contrarreguladores, incluyendo la disminucion de la sensibilidad a la insulina
(McCrimmon etal.,, 2008), el aumento de los niveles plasmaticos de hormonas
contrarreguladoras (McCrimmon et al., 2008; Namkoong et al., 2005) y la estimulacién de la
actividad neuronal de las neuronas sensoras de glucosa (Canabal et al., 2007).

En el hipotalamo, es importante destacar que AMPK también juega un papel significativo
en la regulacion de la produccién hepatica de glucosa (Yang et al., 2010). Ademéas, AMPK
desempefia un papel crucial en mediar las acciones de otras sefiales que intervienen en el
control de la produccion de glucosa. Por ejemplo, la leptina, actla a través de AMPK para
normalizar los niveles de glucosa en sangre en modelos de roedores de diabetes mellitus tipo
1y tipo 2, asi como en pacientes con lipodistrofia (Coppari & Bjerbaek, 2012; Morton &
Schwartz, 2011; Tanida etal.,, 2013, 2015). Ademas, la fructosa, incrementa la
gluconeogénesis hepatica en roedores a través de la AMPK hipotalamica (Kinote et al., 2012).
En resumen, AMPK en el hipotdlamo no solo regula la produccion hepética de glucosa, sino
que también actda como intermediario clave en las respuestas a diversas sefiales metabolicas y
hormonales, como la leptina y la fructosa, que influyen en la homeostasis de la glucosa y en el
control global de la energia.

4.5 AMPK HIPOTALAMICA Y TERMOGENESIS

También cabe sefialar el papel clave de AMPK hipotalamica como regulador de la
termogénesis del BAT a través de la modulacion del SNS (Figura 14). Estudios con modelos
de ratones genéticamente deficientes en la isoforma a2 de AMPK revelaron un aumento en
los niveles de catecolaminas en la orina, indicando una hiperactivacion del SNS (Xue et al.,
2009). Asimismo, en ratones deficientes en tirosina fosfatasa 1B, un inhibidor de los
receptores de insulina y de leptina, se observé una pérdida de peso corporal y una resistencia a
la obesidad inducida por dieta, lo cual se relacion6 con una menor actividad de la isoforma a2
de AMPK. Esta disminucién de actividad se asocié con un aumento de la termogénesis, de la
biogénesis mitocondrial y la oxidacién muscular, lo que en conjunto contribuye a un aumento
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del gasto energético, la delgadez y la resistencia a obesidad inducida por dieta (Xue etal.,
2009) .

Ademas, AMPK también regula los efectos de las THs en el gasto energético. La
administracion de triyodotironina (T3, triiodothyronine) especificamente en el VMH inhibe la
actividad de AMPK en este nucleo, lo que a su vez incrementa la termogénesis y la actividad
del SNS en el BAT. Este proceso contribuye al aumento del gasto energético y la regulacion
del balance térmico (Capelli et al., 2021; Martinez-Sanchez et al., 2017). De forma similar, el
estradiol también ejerce un efecto en la regulacién de AMPK en el SNC. La administracion de
estradiol en el SNC inhibe de manera especifica AMPK a través del receptor de estrogenos o
en el VMH. Esta inhibicion de AMPK en el VMH resulta en la activacion de la termogénesis
en el BAT, independiente de la ingesta, lo que conduce a una pérdida de peso corporal
(Martinez De Morentin et al., 2014). Sin embargo, la sobreexpresion de AMPK en animales
tratados con estradiol centralmente produce un efecto contrario; disminuye la termogénesis vy,
por lo tanto, previene de la pérdida de peso que normalmente se observa con la administracién
de estradiol (Martinez De Morentin et al., 2014). Es importante destacar que otras sefiales
también juegan un papel en la regulacién de la termogénesis en el SNC, y su efecto puede
depender del estado de activacion de AMPK en el VMH. Un ejemplo es la proteina BMP8B,
que actla en el SNC y su efecto termogénico depende del estado de activacion de AMPK en
el VMH (Martins et al., 2016; Rial-Pensado et al., 2022; Whittle et al., 2012). De hecho, se ha
observado en ratas que la activacion constitutiva de AMPK en el VMH inhibe la termogénesis
inducida por BMP8B (Martins et al., 2016; Rial-Pensado et al., 2022; Whittle et al., 2012).
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Figura 14. Modulacién del balance energético por AMPK en el hipotalamo. Creado con Biorender.com.
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En conjunto, todos estos hallazgos destacan la importancia del eje AMPK (VMH)-SNS-
BAT como un mecanismo fundamental en la regulacion de la homeostasis energética
(Contreras et al., 2015; Ldpez et al., 2016). Otras sefiales también ejercen sus efectos a traves
de este eje. Por ejemplo, la administracion de nicotina provoca un aumento de la termogénesis
y una reduccion en el peso corporal al inhibir la actividad de AMPK en el hipotdlamo
(Martinez De Morentin et al., 2012; Seoane-Collazo et al., 2014, 2021). De manera similar, el
liraglutide, un andlogo de GLP1 utilizado en el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2, tiene
propiedades termogeénicas y estimula el browning del WAT a través de la regulacién de
AMPK en el VMH, lo que resulta en una disminucion del peso corporal (Beiroa et al., 2014;
Gonzalez-Garcia et al., 2019). Ademas, estudios recientes han demostrado que la inyeccion
intravenosa de exosomas dirigidos especificamente a AMPK hipotalamica en poblaciones
neuronales selectivas pueden convertirse en una estrategia eficaz para el tratamiento de la
obesidad. Mediante la regulacion de la actividad de AMPK hipotaldmica se incrementa la
termogénesis del BAT mediada por el SNS, permitiendo atenuar la obesidad (Milbank et al.,
2021, 2023).

4.6 AMPK Y RITMOS CIRCADIANOS

AMPK desempefia un papel complejo en la regulacién de los ritmos circadianos y su
interaccion con el sistema de reloj molecular del hipotalamo. Hay dos maneras principales de
entender su funcidén en este contexto: como una salida (output) del reloj molecular o como un
componente activo dentro del propio TTFL. En primer lugar, AMPK puede funcionar como
una salida del reloj molecular, respondiendo a los cambios en los ritmos circadianos
generados por los relojes moleculares. Por ejemplo, en el hipotalamo, la actividad de AMPK
muestra una oscilacion diurna, alcanzando su punto maximo durante la fase de oscuridad,
cuando los ratones estan activos y se alimentan (Um et al., 2011). Este patron de oscilacion se
correlaciona con un aumento del apetito, lo que sugiere que el reloj central influye en la
modulacién de la actividad de AMPK para sincronizarla con los ritmos circadianos y las
necesidades metabdlicas del organismo. Por otro lado, AMPK puede ser un componente
activo dentro del reloj molecular. Se ha demostrado que AMPK puede adelantar la fase de
expresion de los genes del reloj al degradar proteinas como PER2 a través de la fosforilacion
de la caseina quinasa Ie Ser389 (CKlIe, casein kinases Ig) (Um etal., 2007). También
contribuye a la sincronizacion metabdlica de los relojes periféricos al fosforilar y
desestabilizar CRY1 (Lamia et al., 2009). Por lo tanto, la relacion entre AMPK vy el reloj
molecular es bidireccional y compleja. Por un lado, AMPK responde a las sefiales del reloj
molecular, ajustando su actividad de acuerdo con los ritmos circadianos. Por otro lado,
también influye activamente en los mecanismos que generan los ritmos circadianos. En
conjunto, esta interaccion precisa contribuye a sincronizar los procesos fisiolégicos y
metabolicos en el hipotalamo y otros tejidos, permitiendo que el organismo se adapte de
manera Optima a los ciclos diarios de luz y oscuridad.
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Curiosamente, la delecion de las subunidades ol y a2 de AMPK en ratones no conduce a
la pérdida de los ritmos circadianos de la actividad locomotora en condiciones de oscuridad
completa (Um et al., 2011), lo cual suele utilizarse como un indicador de la funcionaludad del
SCN (Ralph et al., 1990; Stephan & Zucker, 1972). Sin embargo, los ratones al -/- presentan
un periodo mas corto y los ratones o2 -/- muestran una ligera tendencia hacia un periodo méas
largo. También se ha observado que el ritmo circadiano de la temperatura corporal se reduce
en los ratones al -/-, pero no en los a2 -/-. En relacion con el patron circadiano de expresion
de los genes centrales del reloj, se ha observado una perturbacién severa en el tejido adiposo
de los ratones al -/-, y en el corazon y el musculo esquelético de los ratones a2 -/-. Ademas,
la actividad circadiana de la enzima nicotinamida fosforil-transferasa (NAMPT), que
convierte la nicotinamida (NAM) en NAD+ y es un regulador crucial del reloj circadiano, se
encuentra alterada en los tejidos que carecen de AMPK (Um etal., 2011). Estos hallazgos
subrayan la importancia fundamental de AMPK en la regulacion de los ritmos circadianos y
su contribucidn en la sincronizacién de procesos fisioldgicos en el hipotalamo y otros tejidos.

La capacidad de AMPK para responder a sefiales metabdlicas y modificar directamente
los componentes del reloj circadiano sugiere que desempeiia un papel fundamental en la
sincronizacién metabdlica en los relojes periféricos (Jordan & Lamia, 2013). La activacion
farmacoldgica de AMPK mediante la inyeccion intraperitoneal (IP) del ribonucleétido 5-
aminoimidazol-4-carboxamida (AICAR, 5-aminoimidazole-4-carboxyamide ribonucleoside)
(Lamia et al., 2009) o de metformina (Um et al., 2007), provoca un cambio de fase del reloj
hepético en ratones, lo que sugiere su posible capacidad para controlar el reloj en el higado.
Ademas, la estimulacion aguda con AICAR alterd la expresion de los genes del reloj en el
musculo esquelético en ratones wildtype, pero no en ratones deficientes en la subunidad y3, lo
que indica que la activacion de AMPK también puede desempefiar un papel en el reloj
muscular (Vieira et al., 2008). La alteracion genética de los relojes circadianos ya sea de
forma ubicua (Lee etal., 2011; Preitner etal., 2002) o de forma especifica en un tejido
(Vielhaber et al., 2000), provoca cambios drasticos en el comportamiento alimenticio, el peso
corporal y la homeostasis de la glucosa, cada uno de los cuales también se ve alterado por la
manipulacion de AMPK (Akashi et al., 2002; Blau, 2008; Camacho et al., 2001; Gallego &
Virshup, 2007; Keesler et al., 2000; Kloss et al., 1998). Por lo tanto, el papel de AMPK entre
el reloj circadiano y el metabolismo es esencial para el mantenimiento de la homeostasis
energética y para prevenir trastornos metabdlicos (Lee & Kim, 2013).
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HIPOTESIS

Dado que los astrocitos pueden detectar sefiales metabolicas periféricas, nuestra hipotesis
propone que AMPK, actuando como un sensor metabolico en los astrocitos, desempefia un
papel esencial en la coordinacion de los ritmos circadianos y en la homeostasis energética en
el organismo. Postulamos que la actividad de AMPK en los astrocitos podria ser un factor
clave en la sincronizacion y regulacion de los ritmos circadianos, asi como en la adecuada
gestion del equilibrio energético a nivel sistémico.
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OBJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis doctoral es comprender el papel de AMPKy2 en el
balance energético y la sincronizacion del reloj astrocitico. Para abordar este proposito, se han
establecido tres objetivos especificos:

1. Generacion de ratones knockout para AMPKy2 en astrocitos GLAST.

2. Investigar el impacto de la delecion de la subunidad AMPKy2 en los astrocitos
GLAST positivos en la regulacion del balance energético.

3. Analizar el efecto de la delecion de la subunidad AMPKy2 en los astrocitos GLAST
positivos en la sincronizacion del reloj astrocitico.
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5 MODELOS ANIMALES

5.1 LEGISLACION

En materia de experimentacion animal, los procedimientos experimentales y protocolos
de manipulacion de animales llevados a cabo durante la realizacion de esta tesis doctoral, se
efectuaron bajo la supervision del Comité Etico de la Universidad de Santiago de Compostela,
siendo responsables finales el Dr. Miguel Antonio Lopez Pérez y la Dra. Olga Barca Mayo
con los numeros de procedimiento ID 15012/2020/010 e ID 15012/2021/011,
respectivamente, siendo aprobados previamente por el jefe del servicio provincial de
ganaderia del departamento territorial de la Conselleria do Medio Rural e do Mar de la
provincia de A Corufia, érgano competente para dictar dicha resolucién. Siempre se ha
actuado conforme la legislacion vigente:

- Orden del 15 de septiembre de 2006 por la que se crea el “Comité de Bioética da
Conselleria Rural”.

- Ley estatal 32/2007, de 7 de noviembre, para el cuidado de los animales, en su
explotacion, transporte, experimentacion y sacrificio.

- Decreto 296/2008, de 30 de diciembre, de proteccidn de los animales utilizados para
experimentacion y otros fines cientificos, incluida la docencia, y por el que se crea el
Registro de los centros de cria, de suministradores y usuarios y la Comision Gallega
de Bienestar de los Animales de Experimentacion.

- Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 22 de septiembre,
relativa a la proteccion de los animales utilizados para fines cientificos.

- Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen las normas bésicas
aplicables para la proteccion de los animales utilizados en experimentacion y otros
fines cientificos, incluyendo la docencia.

Durante el desarrollo de esta tesis doctoral se prestd especial atencion al cumplimiento
del articulo 4 del Real Decreto 53/2013, el cual establece como principio general la
promocion e implementacion del “principio de las tres erres”, es decir, el reemplazo, la
reduccion y el refinamiento de los procedimientos. Para ello se trat6 de emplear el minimo
nimero de animales en cada experimento, evitando la duplicaciéon innecesaria de
experimentos y reduciendo el nimero experimental por grupo sin comprometer la
consecucion de los objetivos del estudio. De este modo, se tuvo en especial consideracion el
mantenimiento del bienestar animal disminuyendo, en la medida de lo posible, el estrés
causado por dolor, sufrimiento o dafio prolongado en los animales.
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5.2 MODELOS ANIMALES

Durante el desarrollo de la presente tesis doctoral, se emplearon ratones macho y hembras
knockout para el gen AMPKy2 en astrocitos que expresan GLAST (ver en detalle en
“Procedimientos no quirurgicos”). Los animales se estabularon en condiciones estables de
temperatura (21 + 2°C) y humedad, con ciclos de luz-oscuridad de 12 horas (8:00 horas -
20:00 horas). Antes de iniciar cualquier experimento, se realizaron periodos de aclimatacion a
las instalaciones de 7 dias aproximadamente. Durante todos los procedimientos, los animales
se mantuvieron en condiciones ad libitum de acceso libre a agua y a dieta estandar (STD,
standard diet) (STD, SAFE A04: 3.1% grasa, 59.9% carbohidratos, 16.1% proteinas, 2791
kcal/g; Scientific Animal Food & Engineering; Nantes, Francia), exceptuando aquellos
experimentos en los que se especifique. Ademas, distintos parametros fueron monitorizados
periddicamente para confirmar el bienestar animal, mediante un seguimiento del peso
corporal e ingesta, una valoracion del aspecto fisico y acostumbrandolos al manejo por el
personal técnico del laboratorio para minimizar el estrés ocasionado durante los experimentos.
En cuanto a las condiciones de estabulacidn, en la mayor parte de los procedimientos los
animales fueron alojados de manera colectiva, pero en algunos procedimientos se requirié su
estabulacion individual.

6 ANESTESIA Y ANALGESIA

De forma previa al inicio de los procedimientos quirdrgicos, se suministrd anestesia
general a los animales de experimentacion mediante una inyeccion IP. En ratones la dosis
administrada fue de 100ul/100g de peso corporal, con una composicion de 13.8% de ketamina
(Ketamidor 100 mg/ml; Richter Pharma; Wels, Austria) 3.45% de hidrocloruro de xilacina
(Rompun 20 mg/ml; Bayer Health Care; Berlin, Alemania) y 82.75% de suero salino
fisioldgico (Suero fisioldgico isotonico 0.9%; Braun; Lugo, Espafa). Para verificar el estado
de anestesia de los animales, se comprobd la pérdida de reflejo podal y palpebral, indicando
esta referencia un estado profundo de anestesia durante el cual se pueden llevar a cabo los
procedimientos quirdrgicos.

Como métodos analgeésicos, por via subcutanea (SC) se administro una dosis de 5 mg/kg
de masa corporal de meloxicam (Metacam 5 mg/ml; Boehringer Ingelheim; Ingelheim am
Rhein, Alemania) antes del inicio del procedimiento quirdrgico y una dosis de 0.05 mg/kg de
masa corporal de buprenorfina (Bupaq 0.3 mg/ml; Richter Pharma; Wels, Austria) una vez
finalizada la cirugia.
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7 VIAS DE ADMINISTRACION DE SUSTANCIAS

7.1 VIA INTRAPERITONEAL (IP)

La administracion de sustancias por via intraperitoneal (IP) se realiza a través del
peritoneo, en la parte ventro-caudal del animal y no necesita el uso de anestesia. Para evitar
infligir cualquier dafio al animal, éste debe estar correctamente inmovilizado, para lo cual se
sujeta por el lomo, garantizando que la cabeza tenga la menor movilidad posible. EIl animal
debe inclinarse ligeramente hacia abajo con el fin de reducir el riesgo de desgarro de los
Organos internos y a continuacion se inserta la aguja (BD Microlance, 25G 5/8” 0.5x16mm;
BD Medical Surgical Systems; Nueva Jersey; EEUU), acoplada a una jeringa (1ml BD slip-tip
syringe, bulck, non-sterile; BD Medical Surgical Systems; Nueva Jersey, EEUU),
preferiblemente en el costado derecho del animal en un angulo de 45 grados con respecto al
vientre. Esta via de administracién fue la seleccionada para inocular la anestesia a los
animales (dosis detallada en la seccion anterior) y otros reactivos como glucosa, insulina y
piruvato.

7.2 VIA SUBCUTANEA (SC)

Esta via de administracion se realiza por la zona lateral dorso-caudal del animal, por
encima de las patas traseras. Inmovilizando al animal, se pellizca la piel del lomo y con la otra
mano se realiza la inyeccion con una aguja (BD Microlance, 25G 5/8” 0.5x16mm, BD
Medical Surgical Systems; Nueva Jersey, EEUU) acoplada a una jeringa (1ml BD slip-tip
syringe, bulk, non-sterile; BD Medical Surgicals Systems; Nueva Jersey, EEUU) de forma
paralela a la columna vertebral. Este procedimiento no requiere anestesia y se emplea para la
administracion de los agentes analgésicos.

7.3 ViA HIPOTALAMICA NUCLEO-ESPECIFICA

Esta via se emplea para la administracion de virus bilateralmente en diferentes nicleos
del hipotdlamo mediante el uso de coordenadas especificas para cada nucleo y especie,
indicadas en el Atlas Estereotaxico de Cerebro de rata y raton. Para establecer las coordenadas
estereotaxicas antero-posterior (AP), lateral (L) y dorso-ventral (DV) se utiliza como punto de
referencia la interseccion de la sutura coronal con la sutura sagital, denominada bregma. Las
coordenadas de los nucleos hipotalamicos estudiados fueron las siguientes (Paxinos & Franklin,
2001):

-Nucleo ventromedial en raton: -1.7 mm AP; +0.5 mm L; -5.5 mm DV.
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Una vez anestesiado el animal, se inocula la sustancia de interés mediante la utilizacion
de un aparato de esterotaxia (David Kopf Instruments; Tujunga, CA, EEUU) (ver en més
detalle en el apartado “Procedimientos quirargicos™) y jeringuillas de microinyeccion
(NeuroHamilton Modelo 7001KH Neuros Syringe; Hamilton Company; NV, EEUU), con un
flujo de inyeccion de 200 nl/min durante 10-15 minutos.

8 PROCEDIMIENTOS NO QUIRURGICOS

8.1 GENERACION DE RATONES KNOCKOUT CONDICIONALES E INDUCIBLES GLAST-CRE
AMPKFZFLOX/FLOX

Para generar el modelo de raton knockout (KO) de AMPKy2 especifico en los astrocitos
que expresan el transportador de glutamato de alta afinidad (GLAST), se cruzaron ratones
GLAST-CreER™ (Mori etal., 2006) (proporcionados por la Dra. Cristina Garcia Caceres,
Helmholtz Diabetes Center) con ratones AMPKy2 floxeados (AMPKy2flo¥flox)
(Prkag2'™-1R%/J: cepa: 030979; The Jackson Laboraoty; Bar Harbor, ME, EEUU), ambos bajo
un fondo genético C57BL/6J.

Los ratones GLAST-CreER'™ son ratones transgénicos inducibles, ya que presentan una
secuencia promotora del transportador de glutamato de alta afinidad (GLAST) que dirige la
expresion de la proteina de fusion Cre-ERT2. Dicha proteina consiste en una recombinasa Cre
fusionada con una forma mutante del receptor de estrégeno humano que no se une a su
ligando natural (17p-estradiol) a concentraciones fisioldgicas, pero si a los ligandos sintéticos
del receptor de estrégenos, como el tamoxifeno (Tx). De este modo, la recombinasa Cre
Unicamente se expresa en aquellos astrocitos positivos para GLAST cuando se administra el
Tx. Los animales utilizados de esta linea son ratones hemicigotos, viables, fértiles y sin
anomalias fisicas o0 de comportamiento grave.

Los ratones AMPKYy2 floxeados presentan sitios loxP que flanquean al exén 6 del gen de
la subunidad reguladora gamma 2 (Prkag?2) de la proteina AMPK. Los animales empleados de
esta linea son animales homocigotos para el inserto, viables, fértiles y sin anomalias fisicas o
de comportamiento.

A través del cruce de ratones GLAST-CreER™ *- y AMPKy2Mo/flox se gbtienen animales
heterocigotos GLAST-CreER™ *- AMPKy2Mo¥flox (GLAST-Cre AMPKy271¥floX) " para los
estudios realizados en esta tesis doctoral se utilizaron ratones GLAST-Cre AMPKy2flo¥/flox
(AMPKy2cKO) machos y hembras. Como controles se emplearon los hermanos de camada
con el mismo fondo genético, pero negativos para Cre (AMPKy21o/1oX) Tanto los animales
AMPKy2cKO como los controles fueron tratados con Tx. Para realizar la escision del gen
AMPKy2 por la recombinasa Cre, se administra diariamente Tx via IP (100 mg/kg peso
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corporal) a las 6 semanas de edad durante 5 dias consecutivos (Garcia-Céaceres et al., 2016).
El Tx (Tamoxifen; Sigma-Aldrich; San Luis, MI, EEUU), es disuelto en aceite de girasol
(Sunflower seed oil; Sigma-Aldrich; San Luis, MI, EEUU) a una concentracién final de 10
mg/ml a 37°C y se almacena a -20°C en oscuridad. El genotipado de los animales se lleva a
cabo mediante el método de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, polimerase chain
reaction) (ver el apartado “PCR para genotipado” en la seccion “Material y métodos™).

8.2 MONITORIZACION DE LA INGESTA Y LA MASA CORPORAL

El registro del peso corporal y de la ingesta se determind con una balanza de precision
(Balanza de precision PS 4500.R1.M; RADWAG; Radom, Polonia). Las mediciones de masa
corporal se tomaron semanalmente a partir de la sexta semana de vida de los animales, tras la
administracion de Tx, y se continuaron durante un periodo de 20 semanas.

Con el propo6sito de medir la ingesta, los ratones fueron alojados individualmente. A no
ser que se especifique en el texto, las mediciones de ingesta se llevaron a cabo en dos
momentos especificos del ciclo circadiano: ZTO, correspondiente al momento en que se
encienden las luces (8:00 horas), y ZT12, momento en el que se apagan las luces (20:00
horas), durante un periodo de cuatro dias. Esto permitié distinguir la cantidad de alimento
consumido por cada animal durante la fase de luz y la fase de oscuridad.

8.3 MEDICION DE LA TEMPERATURA CORPORAL

Para el registro de la temperatura corporal, los animales se estabularon individualmente.
La temperatura corporal se midié a través de una sonda rectal conectada a un termémetro
(BAT-12 Microprobe-Thermometer; Physitemp; Clifton, NJ). Durante el procedimiento los
ratones se encontraban despiertos y parciamente inmovilizados.

8.4 MEDICION DE LA TEMPERATURA DEL BAT

El dia anterior a la adquisicion de imagenes térmicas del BAT, es imprescindible afeitar
la zona interescapular del animal. La temperatura de la piel de la zona del BAT se midio con
una camara infrarroja (B335: Compact-Infrared-Thermal-Imaging-Camera; FLIR; West
Malling, Kent, Reino Unido) y se analiz6 empleando un software especifico (FLIR-Tools-
Software, FLIR; West Malling, Kent, Reino Unido), delimitando el area del BAT. Para el
calculo de la temperatura media se utiliz6 el promedio de tres imagenes por raton.
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8.5 TEST DE TOLERANCIA A GLUCOSA (GTT)

Para valorar el grado de tolerancia a glucosa se llevd a cabo un test de tolerancia a
glucosa (GTT, glucose tolerance test). Los ratones se mantuvieron en ayuno durante las 12
horas previas al inicio del experimento. En primer lugar se toman los valores basales de los
niveles de glucosa en sangre mediante una muestra de sangre de la cola empleando una tira
reactiva conectada a un glucémetro (Glucocard sensor; A.Menarini diagnostics; Espafia). A
continuacion, se inyecta en funcién del peso corporal de cada animal, D-glucosa (D-glucose;
Sigma-Aldrich; San Luis, MI, EEUU) via IP a una dosis de 2 g/kg. Los niveles de glucosa
circulante se miden a los 10, 20, 30, 60, 90 y 120 minutos tras la inyeccion, a través de sangre
de la cola del mismo modo que se midieron los valores basales. Finalmente, los datos
obtenidos se representaron en una curva a partir de la cual se calculé el Area bajo la Curva
(AUC) del grupo control y del grupo experimental.

8.6 TEST DE TOLERANCIA A INSULINA (ITT)

También se realizaron tests de tolerancia a insulina (ITT, insulin tolerance test) para
valorar la sensibilidad a insulina de los animales. Tras la medicion de los niveles basales de
glucosa circulante en sangre de la cola, se procedio a la inyeccién por via IP de insulina
(Actrapid; Novo Nordisk; Dinamarca) a una dosis de 0.35 U/kg. Posteriormente, se
registraron los niveles de glucosa a los 10, 20, 30, 60, 90 y 120 minutos después de la
inyeccion. Los datos obtenidos se representaron en una curva a partir de la cual se calcul6 el
Area bajo la Curva (AUC) del grupo control y del grupo experimental.

8.7 TEST DE TOLERANCIA A PIRUVATO (PTT)

Con el fin de establecer la capacidad gluconeogénica de los animales, se llevé a cabo un
test de tolerancia a piruvato (PTT, piruvate tolerance test), que es inductor de la
gluconeogénesis (Hughey et al., 2014). Tras un periodo de ayuno de 12 horas, se procedio a la
inyeccion por via IP de piruvato (Sodium pyruvate; Sigma-Aldrich; San Luis, MI, EEUU) a
una dosis de 1.25 g/kg. Tras la medicion de los niveles basales de glucosa circulante en la
sangre de la cola, se midieron los niveles de glucosa a los 20, 40, 60, 80 y 120 minutos
después de la inyeccion. Por Gltimo, se representaron los resultados en una curva y se calcul6
el Area bajo la Curva (AUC) del grupo control y del grupo experimental.
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8.8 MONITORIZACION DEL GASTO ENERGETICO, COEFICIENTE RESPIRATORIO Y ACTIVIDAD
LOCOMOTORA

Para la monitorizacion del gasto energético (EE, energy expenditure), del coeficiente
respiratorio (RQ, respiratory quotient) y de la actividad locomotora espontanea (LA,
locomotor activity), se ha empleado un sistema de calorimetria indirecta, consistente en jaulas
metabolicas en las que los animales se estabulan de forma individual. Cada jaula tiene una
temperatura controlada de 24°C e incorpora un sistema de sensores que registran cada 30
minutos el gasto energético, la actividad locomotora y el coeficiente respiratorio, a partir de
los valores medidos de consumo de Oz (vO2) y produccion de CO2 (vCOz) (LabMaster; TSE
Systems; Bad Homburg, Alemania). El sistema de calorimetria se calibra a partir de una serie
de gases de referencia (20,9% O2; 0,05% CO. y 79,05% N2). Los animales estuvieron en el
sistema en periodo de adaptacion durante 24-48 horas y la tasa metabdlica se midid durante
las 24-72 horas siguientes.

8.9 DETERMINACION DE LA COMPOSICION CORPORAL

El analisis de la composicion corporal se realizd mediante un sistema de resonancia
magnética nuclear (NMR, nuclear magnetic resonance) (Whole Body Composition Analyzer;
EchoMRI; Houston, TX, EEUU). Dicho sistema mide la masa grasa, la masa magra y el
volumen de fluidos con tiempos de escaneado cortos para asegurar el bienestar animal. Para
realizar cada medicion, los animales se introdujeron en un adaptador adecuado al tamarfio del
raton, sin necesidad de anestesia previa. Se tomaron dos mediciones por animal, empleandose
el promedio de ambas mediciones para el calculo del porcentaje de masa grasa, masa magra y
volumen de fluidos por peso total del animal.

8.10 ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD LOCOMOTORA CIRCADIANA

Para la monitorizacion de la actividad locomotora circadiana, los animales se estabularon
individualmente en jaulas equipadas con ruedas de actividad (ENV-047; Med Associates Inc;
NY, EEUU). Tras un periodo de adaptacion a la rueda durante tres dias en condiciones
estandar de luz-oscuridad (12 horas: 12 horas) (LD, light-dark), se comenzaron los
experimentos de monitorizacion de la actividad locomotora. Estos siempre se iniciaron por un
periodo de monitoreo de la actividad de 7-10 dias en condiciones estandar de luz y oscuridad.
Posteriormente, los animales fueron trasladados a un entorno de oscuridad constante durante
24 horas al dia (DD, dark-dark) durante un periodo de 3 semanas. Durante esta etapa, fueron
alojados en jaulas de color rojo (Leddy-Red/Black IVC; Tecniplast; PA, EEUU).
Posteriormente, los animales fueron reintroducidos a ciclos regulares de luz-oscuridad (12
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horas de luz: 12 horas de oscuridad) (rLD) durante 7-10 dias. La actividad locomotora de los
animales se registr6 cada 5 minutos utilizando el software Wheel Manager (SOF-860; Med
Associates Inc; NY, EEUU). Para su analisis visual, los datos de la actividad se presentaron
en forma de actogramas elaborados con el plugin Actogram J del paquete Fiji de ImageJ
(Barca-Mayo et al., 2017 ; Barca-Mayo et al., 2020).

8.11 EXPERIMENTOS DE RESTRICCION DE LA INGESTA

Para monitorizar la actividad anticipatoria de las comidas, los animales se alojaron
individualmente en jaulas equipadas con ruedas de actividad (ENV-047; Med Associates Inc;
NY, EEUU). Tras un periodo de adaptacion a la rueda de tres dias en condiciones estandar de
luz-oscuridad (12 horas: 12 horas) (LD), se comenzaron los experimentos de monitorizacion
de la actividad locomotora. Durante los primeros 7 dias bajo condiciones de disponibilidad de
comida ad libitum (AL), se registro la actividad locomotora de los ratones en el ciclo LD.
Luego, se implementd una restriccion alimentaria en los siguientes 10 dias. Durante este
periodo de restriccion alimentaria (RF, restricted feeding), se invirtieron los ciclos de
alimentacion y se limitd el acceso a la comida durante el periodo inactivo (durante el dia).
Especificamente, el acceso al alimento se restringié desde ZT4 hasta ZT10 durante 6 dias, y
desde ZT4 hasta ZT8 durante los 4 dias siguientes, mientras se monitorizaba la actividad
locomotora. Para medir la ingesta, se pesaron diariamente los pellets de comida de cada raton
antes de proporcionar el acceso a la comida (ZT4) y después del periodo de acceso restringido
(ZT10 o ZT8). La actividad locomotora de los ratones en las ruedas de actividad se registro
cada 5 minutos utilizando el software Wheel Manager (SOF-860; Med Associates Inc; NY,
EEUU). Para su inspeccion visual, los datos de la actividad se mostraron en forma de
actogramas elaboradas con Actogram-J (Barca-Mayo etal., 2017, 2020; Luengo-Mateos
et al., 2023).

La FAA se definié como el incremento de la actividad locomotora observado entre 1y 4
horas antes del momento programado para el acceso a la comida. Para calcular este valor, se
dividio la actividad locomotora registrada durante las 4 horas previas al acceso a la comida
entre la actividad locomotora total registrada durante un periodo de 24 horas, expresado como
porcentaje total. De manera similar, la actividad nocturna se calcula dividiendo la actividad
locomotora registrada durante la noche (ZT12 - ZT24) entre la actividad locomotora total
registrada durante 24 horas (incluyendo la FAA) (Luengo-Mateos et al., 2023).
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9 PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS

9.1 ESTEROTAXIA NUCLEO-ESPECIFICA

Esta técnica se llevo a cabo en aquellos animales donde el procedimiento experimental
requeria la inoculacién de sustancias en nucleos especificos del hipotdlamo. Tras la anestesia
general y la comprobacion del estado de los animales, éstos se dispusieron en un equipo
estereotaxico (David Kopf Instruments; Tujunga, CA, EEUU). En primer lugar, se inmovilizé
la cabeza y se realizé un corte transversal en la piel de la cabeza, perpendicular a la sutura
sagital entre los ojos y las orejas, para mantener visible el plano quirdrgico y dejando
accesible el bregma. Estableciendo este punto como referencia, se calcularon las coordenadas
estereotaxicas en funcion del ndcleo de interés:

-Nucleo ventromedial en raton: -1.7 mm AP; £0.5 mm L; -5.5 mm DV (Figura 15).

Posteriormente, se realiz6 una perforacion en cada punto de las coordenadas calculadas
en cada hemisferio cerebral con una broca quirdrgica y se inyectaron 0.5 ul de la sustancia
con una jeringa de microinyeccion (NeuroHamilton Modelo 7001KH Neuros Syringe;
Hamilton Company; NV; EEUU) durante 10-15 minutos, con una velocidad de
administracion de 200 nl/min. Finalizada la inoculacion, se suturd el corte con seda de sutura
(Ethicon Mersilk, Special 4-0; Johnson and Johnson Company; Alemania) y los animales se
estabularon individualmente.
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Figura 15. Representacion esquematica de la localizacion de las inyecciones estereotaxicas en el VMH de
raton. Adaptacion de Paxinos and Franklin., 2001.
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9.2 PERFUSION INTRACARDIACA

El cerebro de los ratones se fija mediante perfusion intracardiaca como paso previo a su
estudio con técnicas de inmunofluorescencia. Tras la anestesia general del animal, se
introdujo en una cabina de perfusion homologada (Hoods division; Flores Valles; Madrid,
Espafia) en posicion decubito-dorsal y se realiz6 una incision de 5-6 cm a través de la pared
abdominal justo debajo de la caja toracica. Con cuidado se separé el higado del diafragma y
se llevd a cabo una incisién en el diafragma a lo largo de toda la caja toracica para exponer la
cavidad pleural. A continuacion, se corto la caja toracica hasta la clavicula. Levantando y
sujetando el esternon, se realiz6 una incision en la auricula derecha del animal para crear una
salida de sangre. Posteriormente, se llevo a cabo una pequefia incision en el extremo posterior
del ventriculo izquierdo, a través de la que se pasod una aguja palometa quirdrgica (Aguja
epicraneal palometa Venoflix 21G 0.8x20 mm; Braun; Lugo, Espafia), conectada a una jeringa
(Syringe 20 ml; BD Plastipak; Becton Dickinson; Nueva Jersey, EEUU), hasta llegar a la raiz
de la aorta. A traves de la via, se bombed una solucion de suero salino 0.9% NacCl, con el fin
de eliminar la sangre del sistema circulatorio. Cuando se observé el aclaramiento del higado,
que es indicador de una buena perfusion, se procedio al bombeo de paraformaldehido (PFA)
al 4% a través de la misma via. Los temblores de fijacién se observaron en cuestion de
segundos. La eficacia de la perfusion pudo constatarse por la rigidez absoluta del animal.
Finalmente, se diseccionaron los tejidos de interés, los cuales se mantuvieron en la solucién
de fijado durante un maximo de 24 horas a 4°C. A continuacion, se cambiaron a una solucion
de sacarosa al 30% y se congelaron a -80°C.

9.3 DISECCION Y EXTRACCION DE TEJIDOS

Al término de cada procedimiento experimental, se llevé a cabo la eutanasia y diseccién
de tejidos de los animales mediante luxacion cervical y posterior decapitacion, segin lo
establecido en las leyes y normas en experimentacion animal. Los tejidos extraidos fueron los
siguientes: hipotalamo (microdiseccionando los nucleos ARC, VMH y LHA), BAT, tejido
adiposo subcutaneo (SWAT, subcutaneous white adipose tissue), tejido adiposo blanco
gonadal (QWAT, gonadal white adipose tissue), tejido adiposo blanco visceral (VWAT,
visceral white adipose tissue), higado y musculo esquelético. Los tejidos se conservaron a -
80°C hasta su procesamiento y analisis. Para andlisis histologicos e inmunohistoquimicos, las
muestras fueron fijadas en formalina al 10% (Formalina 10% neutra tamponada; Bio-Optica;
Italia) y posteriormente parafinadas.
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10 DISENOS EXPERIMENTALES

10.1 GENERACION DE RATONES KNOCKOUT PARA AMPKT2 EN LOS ASTROCITOS GLAST-
POSITIVOS Y SU FENOTIPADO METABOLICO Y CIRCADIANO

Para estudiar de forma especifica el efecto de la delecion de AMPKy2 en los astrocitos
positivos para GLAST, se generd el modelo de raton knockout de AMPKy2 especifico en los
astrocitos positivos para GLAST. Se trata de un modelo genético inducible, por lo que para
obtener los ratones knockout se administro diariamente Tx via IP (100 mg/kg peso corporal) a
las 6 semanas de edad durante 5 dias consecutivos. Los ratones knockout para AMPKy2 son
aquellos con el genotipo GLAST-Cre ** AMPKy2M¥flox ‘mientras que los ratones del grupo
control fueron siempre hermanos de camada con el genotipo GLAST-Cre 7~ AMPKy2flo¥/flox
Por lo tanto, los grupos experimentales fueron los siguientes:

e Ratones control (AMPKy2M1ox/flox)
e Ratones AMPKy2cKO (GLAST-Cre *- AMPKy2floX/flox)

A partir del tratamiento con Tx se inicio el fenotipado metabdlico. De este modo, entre
las 6 y las 37 semanas de edad se realizé el seguimiento del peso corporal de los diferentes
ratones y, a partir de las 15 semanas, se llevaron a cabo las distintas pruebas del fenotipado
metabolico y circadiano (Figura 16, Tablas 1y 2).

Control AMPKy2cKO

A

Administracién

Nacimiento IP de Tx
l t = 3 semanas J Fenotipado metabélico y circadiano
3 . D
t = 0 semanas I t = 6 semanas t= 37 semanas

Destete y genotipado

Figura 16. Representacion esquematica de la generacion de ratones KO para AMPKy2 en astrocitos GLAST-
positivos y su fenotipado metabdlico y circadiano. Creado con Biorender.com.
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Tabla 1. Edad a la que se realizaron los procedimientos del fenotipado metabdlico en machos y hembras.

Fenotipado metabdlico

Procedimientos Tiempo (tras nacimiento) Tiempo (tras Tx)

Peso corporal Semana 6 - semana 31 Semana 0 - semana 25
Ingesta diaria total Semana 21-22 Semana 15-16
Ingesta diaria luz-oscuridad Semana 21 Semana 15
Glucosa Semana 20 Semana 14
GTT Semana 21 Semana 15
ITT Semana 23 Semana 17
Calorimetria Semana 20-21 Semana 14-15
Resonancia magnética Semana 21 Semana 15
Temperatura del BAT Semana 24 Semana 18
Temperatura rectal Semana 23 Semana 17
Eutanasia y recoleccién de tejidos Semana 24 Semana 18

Tabla 2. Edad a la que se realizaron los procedimientos del fenotipado circadiano en machos y hembras.

Fenotipado circadiano

Procedimientos Tiempo (tras nacimiento) Tiempo (tras Tx)

Luz-oscuridad (LD) Semana 22 Semana 16

Oscuridad constante (DD) Semana 28 Semana 22

Machos rLuz-oscuridad (rLD) Semana 32 Semana 26
Adaptacién metabdlica Semana 35 Semana 29

Luz-oscuridad (LD) Semana 22 Semana 16

Oscuridad constante (DD) Semana 27 Semana 21

Hembras rLuz-oscuridad (rLD) Semana 30 Semana 24
Adaptacién metabdlica Semana 24 Semana 18

10.2 INOCULACION DE ADENOVIRUS ASOCIADOS CRE EN RATONES AMPKI2 FLOX EN
VMH

Para determinar el efecto de la inhibicion de AMPKy2 en el VMH, después de una
semana de adaptacion, los ratones AMPKy2M1°¥flox fyeron divididos en dos grupos (n = 7-8)
con acceso libre a comida STD. Un grupo fue inoculado con adenovirus asociados (AAV,
adeno-associtated virus) que expresan la recombinasa Cre y el otro con GFP en el VMH. Una
vez por semana se monitorizo el peso corporal y la ingesta. Transcurridas cuatro semanas, se
estudio la ingesta durante la fase de luz y de oscuridad a lo largo de tres dias y tres noches. A
las cinco semanas, se procedid a controlar la temperatura corporal y se tomaron imagenes
termograficas del BAT. Durante la séptima semana, los animales se estabularon
individualmente en jaulas equipadas con ruedas y se iniciaron los experimentos de medicién
de la actividad locomotora circadiana, tras un periodo de adaptacion a la rueda de tres dias en
condiciones estandar de luz-oscuridad LD (12 horas: 12 horas). El experimento bajo estas
condiciones dur0 10 dias. Posteriormente, se llevaron a cabo estudios de restriccion
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alimentaria temporal, durante los cuales los animales se alojaron en condiciones de
temperatura y humedad controladas bajo un ciclo de luz-oscuridad LD (12 horas: 12 horas),
siendo el encendido de las luces a ZTO. Tras este periodo de tiempo, se midio el peso corporal
y la ingesta de los ratones a ZT6 y, durante los siguientes 10 dias, se les invirtio y restringio el
acceso a la comida al periodo inactivo. Bajo estas condiciones de alimentacion restringida, el
acceso al alimento fue limitado de ZT4 a ZT10 durante 6 dias y de ZT4 a ZT8 los cuatro dias
siguientes, mientras se registraba la actividad locomotora. Para monitorizar la ingesta, se pesé
diariamente la comida de cada raton antes (ZT4) y después del acceso a la comida (ZT10 o
ZT8). Durante la undécima semana, se introdujeron los animales en jaulas metabdlicas para
monitorizar el gasto energético, el cociente respiratorio y la actividad locomotora espontanea
mediante el sistema de calorimetria indirecta. Los animales se adaptaron al sistema durante
las primeras 24-48 horas y la tasa metabodlica se midio durante las 24-72 horas siguientes. A
continuacion, se analizé la composicién corporal mediante un sistema de NMR (Whole Body
Composition Analyzer; EchoMRI; Houston, TX, EEUU), que mide la masa grasa, la masa
magra y el volumen de fluidos con tiempos de escaneado cortos para asegurar el bienestar
animal. Para realizar cada medicion, los animales se introdujeron en un adaptador adecuado al
tamafo del raton, sin necesidad de anestesia previa. Se tomaron dos mediciones por animal,
utilizdndose el promedio de ambas mediciones para el célculo del porcentaje de masa grasa,
masa magra y volumen de fluidos por peso total del animal. Finalmente, se procedio a realizar
la eutanasia de los animales por luxacion cervical y decapitacion, segln las leyes y normas
vigentes de experimentacion animal. De cada animal se extrajo el hipotalamo, BAT, sSCcWAT,
gWAT, VWAT, higado y musculo esquelético. Los tejidos se mantuvieron congelados a -80°C
para su posterior procesamiento y analisis. Para la extraccién de nucleos especificos del
hipotalamo se llevo a cabo una microdiseccion de los mismos (Figura 17).

RF 6h

STX AAV GFAP _ Eutanasia y
GFP vs Cre .. iccion ali . recoleccion de
(VMH) Termogénesis Restriccién alimentaria tejidos
1 t =4 semanas l t = 7 semanas l t =17 semanas l
t = 0 semanas ] t = 5 semanas t = 8-9 semanas I t = 12 semanas
Ingesta luz-oscuridad Light-Dark (12h:12h) Calorimetria

R
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Figura 17. Representacion esquematica de la inoculacién de Adenovirus Asociados Cre en ratones AMPKy2
FLOX en el VMH. Creado con Biorender.com.
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Tabla 3. Tiempo al que se realizaron los procedimientos del fenotipado metabdlico y circadiano en machos y
hembras tras la cirugia estereotaxica en el VMH.

Procedimientos Tiempo (tras cirugia estereotaxica)
Peso corporal Semana 0 - semana 6
Ingesta semanal Semana 0 -semana 6
Ingesta diaria luz-oscuridad Semana 4
Temperatura del BAT Semana 5
Temperatura rectal Semana 5
Luz-oscuridad Semana 7
Adaptacién metabdlica Semanas 8-9
Calorimetria Semana 11
Resonancia magnética Semana 11
Eutanasia y recoleccién de tejidos Semana 12
11 TECNICAS ANALITICAS

11.1 ANALISIS DE PROTEINAS POR WESTERN BLOT

11.1.1. EXTRACCION DE PROTEINA

Para la extraccion de proteina, se cortd un fragmento del tejido a analizar, manteniéndolo
siempre en hielo seco durante su manipulacién. El tejido sobrante se volvié a guardar a -80°C.
La porcién de tejido cortado se introdujo en un tubo eppendorf de 2 ml con cierre de
seguridad (Safe-Lock Tubes 2.0 ml; Eppendorf; Hamburgo, Alemania). Dicho tubo contenia
una bolita de acero y un volumen determinado de tampon de lisis (composicion en la Tabla 4)
con inhibidor de proteasas (Complete TM; Roche; Mannhein, Alemania), segun el tejido de
interés (volumen entre 100 ply 1000 pl).

Las muestras se homogeneizaron mediante un proceso de disgregacion y rotura celular
mecénica utilizando un homogeneizador mecanico (TissueLyser IlI; Quiagen; Germantown,
MD, USA). Los valores del tiempo y la frecuencia de la disgregacion mecanica variaron
segun el tejido a estudiar. Posteriormente, se realizé una centrifugacion a 13200 rpm durante
30 minutos y se extrajo el sobrenadante a un nuevo tubo eppendorf de 1.5 ml con cierre de
seguridad (Safe-Lock Tubes 1.5 ml; Eppendorf; Hamburgo, Alemania), descartando el
precipitado. Para la extraccion de proteina del higado y del BAT se requirid realizar a
mayores dos centrifugaciones de 5 minutos para asegurar la eliminacion de la grasa. A lo
largo de todo el proceso de extraccién, tanto las muestras como el tampén de lisis estuvieron
refrigerados a 0°C para evitar la degradacion de proteina.
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Tabla 4. Composicion del tampdn de lisis.

Tampon de lisis (pH 7.5)

Reactivo Cantidad/Volumen
Tris-HCL pH 7.5 2.5 ml
EGTA 0.2 M (pH 8) 2.5 ml
EDTA 0.2 M (pH 8) 2.5ml
Tritén X-100 5 mi
Ortavanadato sédico 0.1 M 5 ml
Fluoruro sddico 1lg
Pirofosfato sédico l1lg
Sacarosa 46 g
H,0O destilada c.s.p. 500 ml
Coctel inhibidor de proteasas (ROCHE) 1 pastilla por cada 50 ml

11.1.2. CUANTIFICACION DE PROTEINA

La determinacién de la concentracion de proteina en las alicuotas obtenidas a partir de los
extractos proteicos se realizd mediante el método colorimétrico de Bradford, empleando el kit
Bio-Rad Protein Assay (Protein Assay Dye Reagent; Bio-Rad; Hercules, CA, USA). Todo el
proceso de llevo a cabo en hielo a 4°C para evitar la degradacion de la proteina.

En primer lugar, se diluyé cada muestra por un factor de dilucion 1:26 en H>O destilada
en tubos eppendorf. En una placa de 96 pocillos, se cargaron 10 pl de cada muestra y,
posteriormente, 250 pl de reactivo de Bradford diluido en proporcion 1:4 en H2O destilada y a
una temperatura de 37°C. Ademas, en cada placa se incluyd una recta de calibrado, mediante
una dilucion seriada de albumina de suero bovino (BSA, Albumin from bovine serum; Sigma-
Aldrich; San Luis, MI, EUU) con siete puntos duplicados de concentracién conocida (Tabla
5). A continuacién, las placas se incubaron en un lector de placas (Multiskan Go Microplate
Spectrophotometer; Thermo Scientific; Rockford, IL, USA) durante 5 minutos a 37°C y se
midio la colorimetria en densidad dptica en cada pocillo a una longitud de onda de A=595 nm.
Extrapolando los valores de la recta de calibrado se determiné la concentracion de proteina de
cada muestra.

Tabla 5. Concentraciones de BSA de la recta patron.

Concentraciones de BSA de la recta patrén

Punto Concentracion
Punto 1 0.03125 mg/ml
Punto 2 0.0625 mg/ml
Punto 3 0.125 mg/ml
Punto 4 0.25 mg/ml
Punto 5 0.5 mg/ml
Punto 6 0.7 mg/ml
Punto 7 1 mg/ml
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11.1.3. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Las proteinas fueron separadas mediante electroforesis desnaturalizante en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE, Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrilamida Gel Electroforesis).
Esta técnica se fundamenta en la separacion de proteinas en funcién de su masa molecular, en
base a su migracion en un campo eléctrico, por lo que es necesario neutralizar una serie de
caracteristicas de las proteinas que darian lugar a patrones de migracion erréneos e
identificaciones incorrectas. Resulta imprescindible eliminar la estructura cuaternaria de la
proteina para reproducir una migracion en el gel lo mas proporcional a su tamafio. Ademas,
dado que las proteinas van a estar sometidas a un campo eléctrico, es preciso eliminar la carga
intrinseca de los polipéptidos, desnaturalizarlos y otorgarles el mismo signo de carga. Para
ello, se prepararon alicuotas de cada muestra, con la misma concentracién de proteina total
(10-20 pg) en tampon de lisis con inhibidor de proteasas. Ademas, se afiadio tampon de carga
5X para asegurar la eliminacion de la estructura cuaternaria de las proteinas (f-
mercaptoetanol; Sigma-Aldrich; San Luis, MI, EEUU), uniformizar la carga eléctrica
proporcionalmente a su longitud (SDS, sodium dodecyl sulfate; Sigma-Aldrich; San Luis, Ml,
EEUU) e incrementar su densidad para facilitar su carga en el gel. Por ultimo, se agregé el
colorante azul de bromofenol (Azul de bromofenol; Merk; Darmstadt, Alemania) (Tabla 6).
Para cada tejido se emple6 la cantidad de proteina mas adecuada para los analisis de Western
Blot (Tabla 7).

Tabla 6. Composicion del tampdn de carga 5X.

Tampon de carga 5X (pH 6.8)

Reactivo Cantidad/Volumen
SDS 2g
Trizma-base 8 ml
B-mercaptoetanol 1ml
Azul de bromofenol 4 mg
Glicerol 10 ml

Ajustar a pH 6.8 y enrasar con H,0 miliQ hasta 1L.

Tabla 7. Concentracidn de proteina de los distintos tejidos.

Concentracion de proteina de los tejidos

Tejido Concentracion
BAT 8 ug
Higado 10-20 pg
Hipotdlamo 10 ug
Medio basal 10 ug

VMH 10 ug
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11.1.4 WESTERN BLOT

11.1.4.1 Preparacion de geles

Las proteinas fueron separadas mediante electroforesis desnaturalizante en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE). Dichos geles consisten en una estructura tridimensional, en
forma de malla, constituida por la polimerizacion de acrilamida y bis-acrilamida (N, N-
metilenobisacrilamida). EI proceso de polimerizacion es catalizado por amonio persulfato
(APS) (Ammonium persulfate; Sigma-Aldrich; San Luis, MI, EEUU) y TEMED (N,N,N,N-
tetramethyletienediamina; Sigma-Aldrich; San Luis, MI, EEUU). La concentracion de
acrilamida y bis-acrilamida (30% Acrylamide/Bis Solution 29:1; Bio-Rad; Hercules, CA,
EEUU) en el gel determina el tamafio de los poros de la red tridimensional y el grado de
migracion de las proteinas en funcion de su tamafio. Los geles constan de dos fracciones: una
fraccion separadora y otra concentradora. La parte separadora se encarga de separar las
proteinas, por lo que presenta un porcentaje de acrilamida diferente (6%, 8%, 10%, 12% o
15%) en funcion del peso molecular de la proteina de interés (Tabla 8). Sin embargo, la
fraccion concentradora, con un porcentaje fijo de acrilamida/bis-acrilamida (4%), tiene la
funcién de agrupar las proteinas, de modo que la separacion de las proteinas de las distintas
muestras se produce de forma simultanea (Tabla 9).

Tras el montaje del soporte de los geles y la comprobacion de que no existe pérdida de
liquido, se procedio a afiadir en primer lugar la parte separadora del gel. A continuacion, se
agrego isopropanol (2-Propanol; Sigma-Aldrich; San Luis, MI, EEUU) al 60% para nivelar el
borde superior del gel y eliminar las burbujas de la superficie. Cuando el gel esta
polimerizado, se retird el isopropanol y se lavo con H2O destilada. Posteriormente, se seco el
exceso de agua y se afiadio la parte concentradora colocando los peines inmediatamente para
formar los pocillos.

Tabla 8. Composicién de los geles separadores de electroforesis.

Gel separador Gel 6% Gel 8% Gel 10% Gel 12% Gel 15%
Reactivo Volumen Volumen Volumen Volumen Volumen
H,O destilada 5.3 ml 4.6 ml 4.0 ml 3.2ml 2.3 ml
Acrilamida/bisacrilamida (30%) 2ml 2.7 ml 3.3 ml 4 ml 5.0 ml
1.5 M Tris (pH 8.8) 2.5ml 2.5ml 2.5ml 2.5ml 2.5ml
SDS 10% 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml
APS 10% 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml
TEMED 8 ul 6 ul 4 pul 4 ul 4 pl
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Tabla 9. Composicion del gel concentrador de electroforesis.

Gel concentrador 4%

Reactivo Volumen
H,0 destilada 3.4 ml
Acrilamida/bisacrilamida (30%) 830 ul
1.5 M Tris (pH 8.8) 630 pl
SDS 10% 50 pl
APS 10% 50 ul
TEMED 4 ul

11.1.4.2 Electroforesis

Los geles se colocaron en un kit de electroforesis (Mini-PROTEAN Tetra Cell; Bio-Rad;
Hercules, CA, EEUU) y se sumergieron en tampon de electroforesis 1X (Tabla 10),
asegurando que los geles quedasen bien cubiertos por el tampdn. Previo paso a la carga de las
muestras en los pocillos del gel, éstas se calentaron a 95°C durante 5-10 minutos en agitacién
suave. A continuacion, se cargaron 16 pl de muestra en cada pocillo del gel, excepto en el
primer pocillo, en el que se afiadieron 3 pl de marcador de peso molecular (Precision Plus
Protein, cat 161-0374; Bio-Rad; Hercules, CA, EEUU). Cabe mencionar que en todos los
geles se cargaron siempre muestras de todos los grupos experimentales. Las muestras se
sometieron a un campo eléctrico (voltaje constante de 100-120V y amperaje de 180 mA),
conectando el kit de electroforesis a una fuente de energia (PowerPac HC High Current
Power Supply; Bio-Rad; Hercules, CA, EEUU), induciendo asi la migracion de las proteinas
desde el anodo hacia el catodo. La electroforesis se detuvo cuando el frente de migracion
Ilegb a una distancia aproximada de 1 cm del borde inferior del gel.

Tabla 10. Composicidn del tampdn de electroforesis.

Tampon de electroforesis 5X

Reactivo Volumen/cantidad
Glicina 72g
Trizima base 15¢g
SDS 5g
H,O destilada c.s.p. 1l

11.4.1.3 Transferencia

Una vez finalizada la electroforesis, las proteinas fueron transferidas a un medio solido,
como una membrana de PVDF (Polyvinylidene Fluoride Immobilon-P membrane; Millipore;
Burlington, MA, EEUU) para poder analizar la expresion de cada proteina. A tal efecto,
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fueron sometidas a un campo eléctrico capaz de movilizar las proteinas hasta la membrana en
la cual quedan absorbidas y donde posteriormente se incubaran los diferentes anticuerpos. Se
empled un sistema de transferencia de tipo semi-seca Trans-Blot Semy-dry Transference
(Extra thick BloT Paper; Bio-Rad; Hercules, CA, EEUU). Las membranas, cortadas con unas
dimensiones proporcionales a las del gel (8.5 cm x 6.5 cm), fueron activadas previamente
sumergiéndolas en metanol, H2O destilada y tampdn de transferencia al 1X (Tablas 11 y 12)
de forma consecutiva y durante 5 minutos en cada uno. Los papeles absorbentes (Extra Thick
Blot Paper; Bio-Rad; Hercules, CA, EEUU) entre los que se van a situar la membrana y el gel
durante la transferencia, se cortaron con las mismas dimensiones que la membrana y se
sumergieron en tampén de transferencia para que a través de él pudiera crearse el campo
eléctrico necesario para que se produjese la transferencia. Tras la activacion de las
membranas, tanto el gel como la membrana se colocaron entre dos papeles absorbente
himedos en el Trans-Blot Semy-dry Transference, evitando la formacién de burbujas entre
ellos con un rodillo para que la transferencia se efectuase correctamente. Esta se realizd
durante 2 horas a un voltaje de 25V y un amperaje constante de 250 mA conectando el
sistema de transferencia a una fuente de energia (PowerPac HC Hight Current Power Supply;
Bio-Rad; Hercules, CA, EEUU). El correcto funcionamiento de la transferencia se verifico
tifendo las membranas con colorante Rojo de Ponceau (Ponceau S Red; Sigma-Aldrich; San
Luis, MI, EEUU). Dicha tincién se elimino facilmente lavando la membrana con tampén de
lavado.

Tabla 11. Composicidon del tampdn de transferencia 25X.

Tampon de transferencia 25X

Reactivo Volumen/cantidad
Glicina 36.5¢g
Trizima base 72.5¢g
SDS 45g
H,0O destilada c.s.p. 500 ml

Tabla 12. Composicién del tampdn de transferencia 1X.

Tampon de transferencia 1X

Reactivo Volumen/cantidad
Tampdn de transferencia 25X 40 ml
Metanol 200 ml
H,O destilada c.s.p. 11

11.1.4.4 Inmunodeteccion de proteinas

Tras la transferencia, las membranas se incubaron en tampon de bloqueo (Tabla 13)
durante 1 hora a temperatura ambiente para eliminar las uniones inespecificas que presenta la
membrana en aquellas zonas donde no existe proteina transferida. Posteriormente, se corto la
membrana tomando como referencia el marcador de peso molecular para aislar las diferentes
proteinas a analizar. Cada fragmento de la membrana fue incubado con su correspondiente
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anticuerpo primario diluido en tampén de blogueo (Tabla 14) durante 1 hora a temperatura
ambiente o durante toda la noche a 4°C, en funcion de las especificaciones de cada anticuerpo.
Transcurrido el tiempo de incubacion con el anticuerpo primario, se retird y se realizaron tres
lavados de 5 minutos con tampdn de lavado (Tablas 16 y 17) a temperatura ambiente.
Seguidamente, los fragmentos de la membrana se incubaron con el anticuerpo secundario
correspondiente (Tabla 15) diluido 1:5000 en tamp6n de bloqueo durante 1 hora a temperatura
ambiente. Para finalizar, se retir0 el anticuerpo secundario y se realizaron tres lavados de 5
minutos con tampén de lavado. Cabe destacar que todo el proceso de inmunodeteccion se
llevé a cabo en agitacion suave.

Tabla 13. Composicién del tampdn de bloqueo.

Tampon de bloqueo

Reactivo Volumen/cantidad
BSA 3g
Tampodn de lavado 100 ml

Tabla 14. Relacidn de anticuerpos primarios utilizados y sus diluciones.

Anticuerpo Casa comercial (Referencia) Dilucion
Mouse Anti-a-tubulin Sigma-Aldrich (T5168) 1:5000
Mouse Anti-B-actin Sigma-Aldrich (A5316) 1.5000
Rabbit Anti-ACC Cell Signaling (3662S) 1:1000
Rabbit Anti-AMPKa Cell Signaling (2532) 1:1000
Rabbit Anti-AMPKa1 Millipore (07-350) 1:1000
Rabbit Anti-AMPKa2 Millipore (07-363) 1:1000
Rabbit Anti-Phospho-ACC (Ser79) Cell Signaling (3661L) 1:1000
Rabbit Anti-Phospho-AMPKa (Thr172) (40H9) Cell Signaling (2535L) 1:1000
Rabbit Anti-PER2 ThemoFisher (PA5-89045) 1:1000
Rabbit Anti-VIP ThemoFisher (PA5-78224) 1:1000
Rabbit Anti-UCP1 Abcam (ab10983) 1:5000

Tabla 15. Relacidn de anticuerpos secundarios utilizados y sus diluciones.

Anticuerpo Casa comercial (Referencia) Dilucion
Anti-Mouse IgG, HRP-linked antibody Cell Signaling (7076S) 1:5000
Anti-Rabbit 1gG, HRP-linked antibody Cell Signaling (7074S) 1.5000

Tabla 16. Composicién del tampon de lavado 10X.

Tampon de lavado 10X (pH 7.6)

Reactivo Volumen/cantidad
Trizma base 242 ¢
NacCl 80¢g
H,O destilada c.s.p. 1l
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Tabla 17. Composicién del tampdn de lavado 1X.

Tampdn de lavado 1X

Reactivo Volumen/cantidad
Tampodn de lavado 10X 100 ml
Tween 20 1ml
H,0 destilada c.s.p. 1l

11.1.4.5 Revelado y fijacion de la sefial

El siguiente paso a seguir consiste en el revelado de la membrana, para lo cual las
membranas se incubaron durante 3 minutos en oscuridad en un sustrato de revelado que
detecta el Horseradish Peroxidase (Pierce ECL Western Blotting substrate; Thermo
Scientific; Rockford, IL, EEUU) en una dilucion 1:1 de cada uno de los reactivos. Tras el
tiempo de incubacion, las membranas se colocaron en un casete de revelado (Hypercassette;
Amersham Biosciences GE Healthcare Life Sciences; Buckinghamshire, Reino Unido) entre
dos papeles de acetato, eliminando las burbujas. El proceso de revelado se llevo a cabo en una
camara oscura donde se introdujo encima de la membrana una pelicula de revelado sensible a
la luz (Fuji Medical X-Ray Film; Fujifilm Corporation; Tokio, Japon), cerrdndose el casete a
continuacion. La pelicula se dejo exponer durante un tiempo determinado en funcién de la
proteina de estudio. Después se retird la pelicula y se sumergidé en una solucién de revelado
(dilucion 1:10) (Developer/Replenisher G150; Agfa-Gevaert Group; Dubendorf, Suiza) hasta
que se visualizo la sefal. Seguidamente, se sumergié en un liquido fijador (dilucién 1:5)
(Manual fixing bath G354; Agfa-Gevaert Group; Dubendorf, Suiza) durante unos segundos
para fijar la sefial. Por ultimo, se lavé en agua para eliminar los restos de los liquidos y se dej6
secar. Una vez secas las peliculas, se marcaron los pesos moleculares del marcador para
identificar las proteinas segun su peso molecular. Los fragmentos de la membrana se
guardaron en papel Whatman (3MM Chromatography paper; GE Healthcare; Chicago,
EEUU).

11.1.4.6 Cuantificacion

La cuantificacion se realizo midiendo la densidad éptica de la sefial de cada muestra, a
partir de las iméagenes escaneadas (resolucion 600 ppp, HP Scanjet G2710; Hewlett-Packard,;
CA, EEUU) de las peliculas autorradiografiadas, con el software informatico ImageJ (ImageJ-
1.40g software; Wayne Rasband; NIH, EEUU). En la imagen escaneada, se selecciond un
area fija rectangular del tamafio adecuado para todas las sefiales de cada una de las muestras,
midiéndose la densidad Optica de cada una de las sefiales, asi como una zona adyacente que
fue considerada como fondo. Cada medicion de densidad Optica se corrigié por la medicion de
la densidad 6ptica del fondo para obtener la sefial real. Finalmente, la sefial de cada una de las
muestras fue representada en relacion a la sefial obtenida para el control (B-actina o a-
tubulina) de esa misma muestra.
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11.1.4.7 Estripado

En el caso de aquellas proteinas con peso molecular igual o muy similar, las cuales no se
pueden separar cortando la membrana, se llevd a cabo el estripado del fragmento de la
membrana correspondiente. De este modo, se elimino el anticuerpo primario y secundario, y
se incubd de nuevo con otro anticuerpo primario. Para realizar el estripado, las membranas se
incubaron a 55°C durante 40 minutos en una solucion de estripado (Tabla 18) en agitacion
fuerte y a continuacién se realizaron 3 lavados de 15 minutos con tampdn de lavado.
Finalmente, fue necesario bloquear de nuevo la membrana antes de iniciar la incubacion con
el anticuerpo primario.

Tabla 18. Composicién de la solucidn de estripado.

Solucion de estripado pH 2.2

Reactivo Volumen/cantidad
Glicina2 M 150¢g
Tween 20 10 ml
SDS 20% 50 ml
H,0 destilada cs.p. 11

11.2 PCR PARA GENOTIPADO

11.2.1 EXTRACCION DE ADN

Para la extraccion de ADN se utilizé un pequefio fragmento de la cola del ratén, de
aproximadamente 2-3 mm. Se afiadieron 600 pl de NaOH a 0.6 M y se calentaron a 100°C
durante 15 minutos para conseguir la degradacion del tejido. A continuacién, se mantuvieron
a temperatura ambiente durante 10 minutos y se le afiadieron 100 ul de Tris-HCI.

11.2.2 AMPLIFICACION POR PCR CONVENCIONAL

El genotipado requiere la realizacion del método de PCR estandar, en el cual la region
de ADN de interés se amplifica mediante un set especifico de cebadores (Tabla 19) y unas
condiciones de temperatura y numero de ciclos determinados para el alelo objeto de estudio.

Tabla 19. Set de cebadores para el genotipado.

Alelo Cebador Secuencia
AMPKy2 loxP Forward 37331 5-TAG CTT GTT GTG GGT TGC TG-3’
Reverse 37332 3’-CGG GGA TGT AGA CAA AAC CT-5'
GLAST CreERT2 Forward F8 5’-GAG GCA CTT GGC TAG GCT CTG AGG A-3°
Reverse R3 3’-GAG GAG ATC CTG ACC GAT CAGTTG G-5°
Control positivo interno CER1 5°-GGT GTA CGG TCA GTA AAT TGG ACA T-3’
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Para el genotipado del alelo AMPKYy2 floxeado se empled un volumen final de 25 ul con
los siguientes componentes:

- 12.5 pl de Kapa2G Fast HotStart Ready Mix a 2X (Kapa2G Fast HotStart ReadyMix
PCR Kit; Kapa Biosystems; Ciudad del Cabo, Sudafrica) para una concentracion final de 1X.

- 1.25 ul de cebador forward 37331 a 10 uM (Eurofins Genomics; Ebersberg, Alemania)
para una concentracion final de 0.5 uM.

- 1.25 pl de cebador reverse 37332 a 10 uM (Eurofins Genomics; Ebersberg, Alemania)
para una concentracion final de 0.5 uM.

-2 ul de ADN.
- 8 ul de agua ultrapura autoclavada.

Las condiciones de la PCR se detallan en la siguiente tabla (Tabla 20):

Tabla 20. Condiciones de la PCR para el genotipado de los ratones AMPKy2 floxeado.

Paso Temperatura Duracion Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 oC 3 min 1
Desnaturalizacion 95 oC 10-15s
Alineamiento 602C 10-15s 25-40
Extension 72°C 1-15 s/kb
Extension final 72°C 1 min/kb 1

Para el genotipado del alelo GLAST Cre se utilizé un volumen final de 11.4 ul con los
siguientes componentes:

- 1.25 pl de tampon Dream Taq a 10X (Thermo Scientific; Waltham, MA, EEUU) para
una concentracion final de 1X.

- 0,25 pl de dNTPs a 10 mM (Invitrogen; Carlsbad, CA, EEUU) para una concentracion
final de 0.20 mM.

- 0,25 pl de cebador forward F8 a 20 uM (Eurofins Genomics; Ebersberg, Alemania).
- 0,25 pl de cebador reverse R3 a 20 uM (Eurofins Genomics; Ebersberg, Alemania).

- 0.25 ul de control positivo interno CER1 a 20 uM (Eurofins Genomics; Ebersberg,
Alemania).

- 2.5 ul de betaina (Sigma-Aldrich; San Luis, MI, EEUU).
- 0,15 ul de DreamTaq polimerasa a 5 U/ul (Thermo Scientific; Waltham, MA, EEUU).
- 1 ul de ADN.

- 5.5 pl de H20 ultrapura autoclavada.
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Las condiciones de la PCR se detallan en la siguiente tabla (Tabla 21):

Tabla 21. Condiciones de la PCR para el genotipado de los ratones GLAST Cre.

Paso Temperatura Duracién Nuamero de ciclos
Desnaturalizacién inicial 94 °C 2 min 1
Desnaturalizacidn 94 °C 20s
Alineamiento 612C 20s 35
Extension 72°C 30s
Extensidn final 72°C 5 min 1

Al finalizar la PCR se afiadieron 3 pl de tampon de carga 5 mM (Loading Dye; Thermo
Scientific; Waltham, MA, EEUU) para una concentracion final de 1 mM.

11.2.3 ELECTROFORESIS DE AGAROSA

La separacion de los fragmentos amplificados se llevé a cabo a través de geles de
agarosa (Agarose; Sigma-Aldrich; San Luis, MI, EEUU), cuya concentracion varia segun el
tamafio de los fragmentos amplificados. De este modo, para los fragmentos de AMPKy> se
empled una concentracion de 1% de agarosa y para los de GLAST Cre de un 1%. La agarosa
se disolvi6 en 100 ml de tampon de electroforesis TAE (TRIS 40 mM pH 7.6; Acido acético
20 mM y EDTA 1 mM) aplicando calor en un microondas poco a poco. Una vez disuelta, se
afiadieron 5 pul de solucion de tincion de acidos nucleicos (Red Safe; iINtRON biotechnology;
Corea del Sur). Posteriormente, se trasvaso a un molde para geles de agarosa y se coloco un
peine para formar los pocillos. Una vez solidificado el gel, se cargaron las muestras y 5 ul de
marcador de peso molecular (DNA Ladder; Invitrogen; Carlsbad, CA, EEUU). La
electroforesis se realizd a un voltaje de 100 V durante 1 hora, sumergido en tampon de
electroforesis TAE. La visualizacion de los fragmentos de ADN requirid la utilizacion de un
transiluminador de luz ultravioleta (Gel Doc 1000; Bio-Rad; Hercules, CA, EEUU).

11.3 DOBLE INMUNOFLUORESCENCIA

La realizacion de la doble inmunofluorescencia en hipotalamo requiere la perfusion
intracardiaca de los animales con suero fisiologico seguido de PFA 4% (ver en detalle en el
apartado “Perfusion intracardiaca” de la seccion “Material y métodos™) (Tabla 22). Los
cerebros fueron post-fijados en PFA 4% durante un maximo de 24 horas y, a continuacion, se
cambiaron a una solucion de sacarosa al 30%. Tras su congelacion a -80°C se cortaron en
secciones de 30 um de ancho en el criostato (Leica CM1860 cryostat; Leica biosystems;
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Barcelona, Espafia), seleccionando aquellas pertenecientes a la region del hipotdlamo (entre -
1.34 mm y -1.94 mm respecto al bregma). Los cortes fueron lavados con PBS tres veces
durante 10 minutos y luego se realiz6 el antigen retrieval (desenmascaramiento de antigenos)
incub&ndolos en 1X tampon de citrato (1:10) 10 mM pH6 a 95°C durante 10 minutos (Tabla
23). Tras dejarlos enfriar a temperatura ambiente, se volvieron a realizar tres lavados con PBS
durante 10 minutos y se permeabilizaron con PBS 1X-Triton X-100 al 0.3% durante 10
minutos. A continuacién, se llevaron a cabo dos lavados en PBS 1X-Triton X-100 al 0.1%.
Posteriormente, los cortes se bloquearon con solucién de bloqueo, constituida por suero de
cabra (NGS, normal goat serum) al 5% en PBS 1X-Triton X-100 al 0.1%, durante 1 hora a
temperatura ambiente.

Una vez bloqueados, los cortes fueron incubados a 4°C durante toda la noche con el
anticuerpo primario (Tabla 24). Al dia siguiente, los cortes fueron lavados cuatro veces
durante 10 minutos con PBS 1X-Triton X-100 al 0.1%, e incubados durante 2 horas a
temperatura ambiente en oscuridad con los anticuerpos secundarios (Tabla 25). Finalmente, se
realizaron tres lavados de 10 minutos con PBS 1X-Triton X-100 al 0.1% y otro lavado de 10
minutos con PBS 1X, para a continuacion incubarlos con solucion Hoechst (Hoeschst
solution; Thermo Scientific; Rockford, 1L, EEUU) 1:300 diluido en PBS 1X. Tras lavar una
vez con PBS 1X durante 10 minutos, los cortes fueron montados con la solucion de montaje
(Prolong Gold; Thermo Scientific; Rockford, IL, EEUU). Paralelamente, se repitié el mismo
proceso, pero sin el anticuerpo primario en los controles negativos para asegurar que no existe
sefial de los anticuerpos secundarios.

Las iméagenes se adquirieron utilizando un microscopio de fluorescencia (Thunder
Imager; Leica biosystems; Barcelona, Espafia) y un microscopio confocal (Leica TCS SP-5-X;
Leica biosystems; Barcelona, Espafia) con las mismas condiciones para todas ellas. La
cuantificacion y el andlisis de las imagenes se llevaron a cabo utilizando el software LAS X
(Leica Application Suite X; Leica biosystems; Barcelona, Espafia).

Tabla 22. Composicién del paraformaldehido 4%.

Paraformaldehido 4% pH 7.2

Reactivo Volumen/cantidad
PFA 40g
NaOH 2N 1 gota/ml
PBS 10X 100 ml
H,O destilada cs.p. 11

Tabla 23. Composicién del tampdn citrato sédico 10 mM.

Tampdn de citrato sédico 10mM pH 6.0

Reactivo Volumen/cantidad
Citrato trisédico dihidrato 1.47¢
H,O destilada c.s.p. 500 ml
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Tabla 24. Relacidn de anticuerpos primarios utilizados y sus diluciones.

Anticuerpo Casa comercial (Referencia) Dilucion
Rabbit Anti-Phospho-ACCa ThermoFisher (PA5-17725) 1:100
Mouse Anti-GFAP Sigma (G3893) 1:1000
Rabbit Anti-PER2 ThemoFisher (PA5-89045) 1:200
Rabbit Anti-VIP ThemoFisher (PA5-78224) 1:200

Tabla 25. Relacidn de anticuerpos secundarios utilizados y sus diluciones.

Anticuerpo Casa comercial (Referencia) Dilucion
Goat Anti-Mouse Alexa-647 Thermofisher (A21235) 1:1000
Goat Anti-Rabbit Alexa-488 Thermofisher (A11008) 1.1000

11.4 DETERMINACIONES SERICAS

Los niveles de triglicéridos y colesterol en suero se determinaron utilizando kits Spinreact
(Triglicéridos. GPO-POD. Enzimatico colorimétrico y Colesterol. CHOD-POD. Enzimatico
colorimétrico; Spinreact SA, San Esteve de Bas, Espafia).

11.5 ANALISIS HISTOLOGICO DE LOS TEJIDOS

El andlisis histologico de los distintos tejidos requirié un procesamiento diferente de las
muestras segun la técnica a seguir. Las muestras que iban a ser incluidas en parafina, se
introdujeron durante la eutanasia de los animales en casetes de histologia, que se embebieron
en formalina al 10% para su posterior inclusion en parafina. A continuacion, se llevaron a
cabo cortes histolégicos, distribuidos en portaobjetos.

11.5.1 INMUNOHISTOQUIMICA

Las secciones del BAT extraidas en el momento de la eutanasia de los animales se fijaron
en formaldehido tamponado al 10% y se deshidrataron en concentraciones crecientes de
alcohol para su estudio histologico, montaje en xileno e inmersion en parafina. Para la
inmunohistoquimica de UCP1, los bloques de parafina se cortaron en secciones de 3 um que
se desparafinaron en xileno, se rehidrataron y enjuagaron en H,O destilada. Después las
secciones se incubaron durante toda la noche con el anticuerpo primario (anti-UCP1, dilucion
1:500; Abcam; Cambridge, Reino Unido), se lavaron e incubaron con el anticuerpo
secundario ENVISION (una mezcla de anti-Rabbit y anti-Mouse; Dako; Glostrup,
Dinamarca).
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11.5.2 ADQUISICION Y ANALISIS DE IMAGENES

Una vez fijadas las histologias, las imagenes se tomaron en un microscopio Optico
conectado a una camara Olympus XC50 (Olympus Corporation; Tokio, Japon) a 20X y a
40X. Para el analisis cuantitativo de las tinciones, se tomaron cinco fotografias de cada corte
histoldgico. Las iméagenes obtenidas fueron procesadas mediante el software ImageJ (ImageJ-
1.40g software; Wayne Rasband; NIH, EEUU). Las imagenes se dividieron en canales
separados de color, se ajustaron los limites comprobando las imagenes de todas las muestras y
se realizo un analisis de particulas. En el caso de la tincion Oil red O, para calcular la cantidad
de lipidos acumulados, se contaron el numero de células por imagen. Para la cuantificacion
del tamafio y del nimero de adipocitos, se tomaron cinco fotografias representativas de cada
seccidn. Se analizd el area de los adipocitos utilizando el software ImageJ (ImageJ-1.40g
software; Wayne Rasband; NIH, EEUU).

11.6 ESTADISTICA

Los resultados obtenidos en los procedimientos experimentales se representaron en
funcién de su control, donde el valor representado se corresponde con la media (M) y el error
con la desviacion estandar de la media (SEM) (media £ SEM). En aquellos procedimientos en
los que se monitorizaron parametros tales como el peso corporal de los animales y/o la
ingesta, se representaron los valores brutos sin realizar ningun tipo de relacion porcentual de
comparacion. El tamafio muestral de las poblaciones de cada experimento se detalla en los
pies de figura de los resultados y se representa con la letra “n”.

Los datos obtenidos en todos los experimentos se analizaron mediante el software
estadistico Microsoft Excel (Microsoft Office 2021) y GraphPad Instad para Windows
(GraphPad Instad® Software. V8), el cual también se empled para elaborar las figuras para la
presente tesis doctoral.

Primeramente, se aplicd un test de normalidad para confirmar la normalidad del conjunto
de datos. Como hipétesis nula se planted que la muestra del conjunto de datos provenia de
una poblacién normalmente distribuida, utilizando el test de Shapiro-Wilks (Kao & Green,
2008) para conjuntos de muestras de n < 20 y > 7. El test Kolgomorov-Smirnof se empled
cuando el n < 6. Cuando las poblaciones analizadas mostraron una distribucion normal, se
realizaron test estadisticos paramétricos como el T-test. Si la poblacion no sigue una
distribucion normal, se aplican test estadisticos no paramétricos, situacién que no se produjo
durante el anélisis de datos de esta tesis doctoral.

En segundo lugar, se emplearon dos tests paramétricos distintos para el contraste de
hipdtesis segin las muestras y/o grupos experimentales analizados. De este modo, en los
procedimientos con dos muestras 0 grupos experimentales que seguian una distribucion
normal, se utilizo el t-test que compara las medias de dos poblaciones desapareadas
asumiendo que siguen una distribucién normal gaussiana. Sin embargo, en los experimentos
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con tres 0 mas muestras 0 grupos experimentales que seguian una distribucion normal, se
aplicé el andlisis de la varianza (ANOVA, analysis of variance) para establecer si habia
diferencia entre las medias de los grupos. Tras la realizacién del test y aceptada la hipétesis
alternativa que indica que si existen diferencias entre las medias de los grupos, se llevo a cabo
un test post-hoc de Bonferroni para determinar qué medias dieron lugar a la significacion. Se
consideraron significativos todos los resultados con una P<0.05, muy significativos con
P<0.01 y extremadamente significativos con P<0.001.

En cuanto a las acrofases, se obtuvieron adecuando la actividad media a una curva
cosinor utilizando el periodo de 24 horas. Brevemente, los datos de actividad locomotora se
ajustaron mediante una regresion no lineal por minimos cuadrados con la siguiente ecuacion:

y =A+B xcos [2r x t_C], donde A es la media ajustada al ritmo, B es la amplitud del
ritmo, C es la fase dada en tiempo circadiano que representa el tiempo de méxima expresion,
y tes el tiempo circadiano.

La significacion estadistica de la expresion ritmica de la actividad locomotora y de los
ciclos metabdlicos se determinaron mediante analisis Cosinor (Barca Mayo et al., 2019;
Barca-Mayo et al., 2017, 2020; Riccitelli et al., 2022).

Por altimo, con el fin de establecer los animales y/o muestras atipicas se utilizé el
GraphPad Software Outlier calculator, que utiliza el test de Grubbs para determinar los
valores significativamente atipicos. También fueron excluidos de los resultados aquellos
animales que presentaban estereotipias, dolor o mal aspecto externo.
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1 LA DELECION DE AMPKr2 EN ASTROCITOS GLAST-POSITIVOS ACTIVA
CONSTITUTIVAMENTE AMPK

Con el proposito de llevar a cabo el estudio planteado en esta tesis doctoral, se establecio
un modelo de raton que permitiera la eliminacion controlada de AMPKy2 en astrocitos. Para
lograr esto se implementé un sistema Cre/lox que posibilita la eliminacion selectiva de
AMPKY2 en los astrocitos que expresan la proteina GLAST. Es importante mencionar que los
progenitores neuronales, los cuales desempefian un papel crucial en la generacion de nuevas
neuronas durante el desarrollo, también expresan la proteina GLAST (Goldman, 2003). Para
evitar posibles interferencias durante el desarrollo neuronal, se disefio este modelo de raton de
manera que la eliminacion de AMPKy?2 pudiera ser inducida en ratones adultos mediante la
administracion de Tx, sin que ello repercutiera en el desarrollo natural de las neuronas.

Estudios previos han demostrado que la linea GLAST-CreER " induce recombinacion en
un gran subconjunto de astrocitos (60-80%), correspondiendo en su frecuencia a los astrocitos
que expresan GLAST de forma enddgena en la corteza y el estriado (Mori etal., 2006).
Ademas, se ha demostrado que la recombinacién mediada por Cre en ratones adultos
GLAST:Cre-IRES-hrGFP solo se produce en el 0.1% de las neuronas (Mori et al., 2006),
confirmando asi la recombinacion especifica de astrocitos. Ademas, diferentes estudios de
nuestro grupo demuestran que en ratones adultos GLAST-CreER™ se induce recombinacion
en los astrocitos del SCN y de otros nucleos hipotalamicos (Barca-Mayo et al., 2017, 2020;
Luengo-Mateos et al., 2023), de otras areas cerebrales (Buffo et al., 2008; Gotz et al., 2015) y
de la retina (Riccitelli et al., 2022).

Estudios previos demostraron que las mutaciones que inactivan AMPKy2 provocan la
activacion constitutiva de AMPK (Yavari et al., 2016). Este fendmeno conlleva una serie de
cambios en la célula, como la fosforilacion e inhibicion de la enzima ACC, una de las
principales dianas de AMPK (Yavari et al., 2016). Con el fin de validar la recombinacion de
AMPKYy2 en nuestro modelo, evaluamos los niveles de pAMPK y pACC en el hipotadlamo de
ratones control y mutantes (4MPKy2cKO) transcurridas 18 semanas desde el tratamiento con
Tx. Como era de esperar, se observo un incremento significativo de los niveles de pACC
(Figura 18A) y en el ratio pACC/ACC en el hipotadlamo de los machos AMPKy2c¢KO (Figura
18B). Por otro lado, aunque se detectd un ligero aumento en los niveles de pAMPK en los
mutantes no alcanzé diferencias significativas (Figura 18A). No obstante, observamos una
disminucion significativa de los niveles de AMPKal en el hipotdlamo de los ratones
AMPKy2cKO (Figura 18A), dando lugar a un aumento significativo de la ratio
pAMPK/AMPKal (Figura 18C). Ademas, los niveles de AMPKa2 estaban significativamente
incrementados en los mutantes en comparacion con los controles (Figura 18A).
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Figura 18. Efecto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos GLAST positivos en la ruta de AMPK en el
hipotalamo. (A) Niveles proteicos de la ruta de AMPK en el hipotalamo en machos control y AMPKy2cKO (n=7).
Los datos estan expresados como media + SEM (test t-Student, *p<0.05 y ***p<0.001 vs control). (B) Niveles
proteicos del ratio pACC/ACC en el hipotdlamo en machos control y AMPKy2cKO (n=5-7). Los datos estan
expresados como media + SEM (test t-Student, ****p<0.0001 vs control). (C) Niveles proteicos del ratio
pAMPK/AMPKa1l en el hipotdlamo en machos control y AMPKy2cKO (n=5-7). Los datos estdn expresados como
media + SEM (test t-Student, *p<0.05 vs control).
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2 LA ELIMINACION DE AMPKTI2 EN ASTROCITOS ALTERA LA HOMEOSTASIS ENERGETICA EN
MACHOS Y HEMBRAS

Con el propdsito de examinar el impacto de la activacion constitutiva de AMPK en los
astrocitos sobre el balance energético, evaluamos el peso corporal de ratones control y
mutantes en una dieta STD durante 25 semanas desde el tratamiento con Tx. Es bien conocido
que existe un marcado dimorfismo sexual en condiciones patoldgicas como la obesidad,
especificamente en relacion con la acumulacion de grasa, mayormente debido a factores
hormonales (Palmer & Clegg, 2015). Ademaés, considerando que los astrocitos muestran
diferencias de sexo en el transcriptoma y en sus funciones (Chowen & Garcia-Segura, 2021;
Luengo-Mateos et al., 2023), evaluamos la posibilidad de que existan fenotipos distintos en
ratones hembra y machos. Nuestros resultados indican que los ratones macho AMPKy2cKO
experimentaban un aumento de peso corporal en comparacion con sus hermanos de camada a
partir de la undécima semana tras la administracién de Tx (Figura 19A). En el caso de las
hembras, se observaron diferencias significativas en el peso corporal a partir de la vigésimo
primera semana tras la inyeccion con Tx (Figura 20A). Este aumento de peso corporal en los
machos se asocié con un incremento tanto en la masa grasa como en la masa magra (Figura
19B). Por el contrario, en el caso de las hembras, no se evidenciaron diferencias en la
adiposidad ni en la masa magra (Figura 20B). Esto posiblemente se deba al momento en que
se analiz6 la composicion corporal, que fue en la vigésima semana después del tratamiento
con Tx, justo antes de la aparicion de los cambios en el peso corporal. Siendo necesario
repetir el analisis, en futuros experimentos, en el momento apropiado para estudiar el
mecanismo en detalle.
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Figura 19. Efecto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos GLAST positivos en el balance energético de
los machos. (A) Ganancia de masa corporal de machos control y AMPKy2cKO (n=9-10). Los datos estan
expresados como media + SEM (Two-way ANOVA, ***p<0.001 vs control). (B) Composicidén corporal de machos
control y AMPKy2cKO 20 semanas después de la administracion de Tx (n=17-19). Los datos estan expresados
como media + SEM (test t-Student, *p<0.05 vs control).
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Figura 20. Efecto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos GLAST positivos en el balance energético de
las hembras. (A) Ganancia de masa corporal de hembras control y AMPKy2cKO (n=9-15). Los datos estan
expresados como media + SEM (Two-way ANOVA, **p<0.01 vs control). (B) Composicidn corporal de hembras
control y AMPKy2cKO 20 semanas después de la administracion de Tx (n=15-16). Los datos estan expresados
como media + SEM.

Dado que existe conocimiento previo sobre el papel regulador de AMPK en el
metabolismo del tejido adiposo en ambos sexos (Daval etal., 2006), y considerando el
aumento en la adiposidad observado en los ratones macho AMPKy2c¢KO, se decidio investigar
los niveles de triglicéridos y colesterol en el suero de los ratones control y AMPKy2cKO a las
18 semanas después del tratamiento con Tx. Sin embargo, no se observaron diferencias
significativas en ninguno de los casos entre los ratones 4MPKy2cKO y sus compafieros de
camada (Figura 21y 22).
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Figura 21. Efecto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos GLAST positivos en los niveles circulantes de
triglicéridos y colesterol de los machos. (A) Concentracidén de triglicéridos y (B) colesterol en el suero de
machos control y AMPKy2cKO (n=9). Los datos estan expresados como media * SEM.
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Figura 22. Efecto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos GLAST positivos en los niveles circulantes de
triglicéridos y colesterol de las hembras. (A) Concentracion de triglicéridos y (B) colesterol en el suero de
hembras control y AMPKy2cKO (n=9-11). Los datos estan expresados como media = SEM.

La ingesta alimentaria se evalud durante el dia y la noche transcurridas 15 semanas del
tratamiento con Tx, con el objetivo de establecer si el aumento en el peso corporal de los
ratones mutantes estaba vinculado a cambios en la ingesta. Nuestros resultados indican que
los ratones macho mutantes consumian una cantidad mayor de alimento durante el periodo de
oscuridad en comparacion con los ratones control (Figura 23A). En el caso de las hembras
AMPKy2cKO, no se detectaron diferencias significativas en comparacion con sus compareras
de camada (Figura 24A). En resumen, los resultados sugieren que el aumento en el peso
corporal de los ratones macho mutantes estd asociado con una mayor ingesta de alimento
durante la noche.
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Figura 23. Efecto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos GLAST positivos en la ingesta de los machos.
(A) Ingesta en el ciclo de luz y en el ciclo de oscuridad de machos control y AMPKy2cKO (n=4-6). Los datos estan
expresados como media * SEM (One-way ANOVA, *p<0.05 vs control, ###<0.001 control luz vs control
oscuridad, ++++p<0.0001 AMPKy2cKO luz vs AMPKy2cKO oscuridad).
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Figura 24. Efecto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos GLAST positivos en la ingesta de las hembras.
(A) Ingesta en el ciclo de luz y en el ciclo de oscuridad de machos y hembras control y AMPKy2cKO (n=11-14).
Los datos estan expresados como media + SEM (One-way ANOVA, ####<0.001 control luz vs control oscuridad,
++++p<0.0001 AMPKy2cKO luz vs AMPKy2cKO oscuridad).

A continuacion, examinamos detalladamente el impacto de la eliminaciéon de AMPKy2
en los astrocitos GLAST-positivos sobre la funcion del BAT tanto en ratones macho como
hembras, 18 semanas después de la administracion de Tx. Nuestros resultados revelaron que
la delecion de AMPKy?2 en astrocitos GLAST-positivos no provocd cambios significativos en
la temperatura rectal ni en la temperatura del BAT en machos (Figura 25 A 'y 25B). Ademas,
el analisis molecular del BAT no mostr6 cambios en la expresion de UCP1, un marcador
clave de la termogénesis (Figura 25C). En contrate, en las ratonas hembras mutantes se
observo un descenso significativo tanto en la temperatura rectal como en la temperatura del
BAT (Figura 26A y 26B). Ademas, se evidencid una disminucion de los niveles proteicos de
UCP1 en el BAT, determinado por Western Blot, en comparacion con sus compafieros de
camada (Figura 26C).
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Figura 25. Impacto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos GLAST positivos en la termogénesis de los
ratones macho. (A) Temperatura corporal de machos control y AMPKy2cKO (n=7). Los datos estan expresados
como media + SEM. (B) Temperatura del area del BAT de machos control y AMPKy2cKO (n=10). Los datos estan
expresados como media = SEM. (C) Niveles proteicos de UCP1 en el BAT de machos control y AMPKy2cKO
(n=7). Los datos estan expresados como media + SEM.
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Figura 26. Impacto de la eliminaciéon de AMPKy2 en los astrocitos GLAST positivos en la termogénesis de las
hembras. (A) Temperatura corporal de hembras control y AMPKy2cKO (n=11-16). Los datos estan expresados
como media * SEM (test t-Student, **p<0.01 vs control). (B) Temperatura del area del BAT de hembras control
y AMPKy2cKO (n=19). Los datos estan expresados como media + SEM (test t-Student, *p<0.05 vs control). (C)
Niveles proteicos de UCP1 en el BAT de machos control y AMPKy2cKO (n=4-7). Los datos estan expresados
como media + SEM.

Posteriormente, procedimos a investigar si la ganancia de peso corporal observada en los
mutantes podia estar relacionada con alteraciones en el gasto energético y con la actividad
locomotora espontanea, 15 semanas después de la administracion de Tx. Los datos obtenidos
mostraron que tanto los machos como las hembras AMPKy2cKO presentaban un menor gasto
energético durante la fase de oscuridad (Figura 27A y Figura 28A), mientras que su actividad
locomotora era similar a la de sus comparieros de camada (Figura 27B y Figura 28B).
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Figura 27. Efecto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos GLAST positivos en el gasto energético y
actividad locomotora de los machos. (A) Gasto energético (H1) de machos y control y AMPKy2cKO (n=7-11).
Las areas de color gris en las gréficas indican la fase de oscuridad. Los datos estan expresados como media *
SEM. Los datos experimentales se ajustaron con el modelo cosinor (test t-Student, *p<0.05 vs control. (B)
Actividad locomotora de machos control y AMPKy2cKO (n=7-11). Las 4reas de color gris en las graficas indican
la fase de oscuridad. Los datos estan expresados como media + SEM. Los datos experimentales se ajustaron
con el modelo cosinor.
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Figura 28. Efecto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos GLAST positivos en el gasto energético y
actividad locomotora de las hembras. (A) Gasto energético (H1) de hembras y control y AMPKy2cKO (n=7). Las
areas de color gris en las graficas indican la fase de oscuridad. Los datos estan expresados como media + SEM.
Los datos experimentales se ajustaron con el modelo cosinor (test t-Student, *p<0.05 vs control. (B) Actividad
locomotora de hembras control y AMPKy2cKO (n=7). Las 4reas de color gris en las graficas indican la fase de
oscuridad. Los datos estan expresados como media + SEM. Los datos experimentales se ajustaron con el
modelo cosinor.

En resumen, nuestros resultados indican que la eliminacion de AMPKy2 en astrocitos
resulta en un aumento de peso corporal tanto en machos como en hembras, aunque en los
machos esta respuesta es mas temprana tras el tratamiento con Tx. Ademas, en los machos
mutantes, el aumento de peso corporal parece estar vinculado a un incremento en la ingesta de
alimentos y a una diminucion en el gasto energético. En el caso de las hembras mutantes, el
aumento del peso corporal parece estar asociado principalmente a una menor termogénesis y
gasto energético. Estos hallazgos sugieren que la delecion de AMPKy2 en astrocitos puede
afectar de manera diversa a la ingesta y a la termogénesis del BAT en funcidn del sexo.
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3 LA ELIMINACION DE AMPKI2 EN LOS ASTROCITOS GLAST NO AFECTA A LA
HOMEOSTASIS DE LA GLUCOSA

Dado que AMPK en el SNC esta relacionada con la homeostasis de la glucosa (Kim et
al., 2004; Alquier et al., 2007), se investigo el posible efecto de la eliminacion de AMPKy2 en
astrocitos GLAST positivos en la regulacion de la glucosa periférica, en la respuesta a
insulina y en la capacidad gluconeogénica a través de tests de tolerancia a glucosa, de
tolerancia a insulina y de tolerancia a piruvato, respectivamente. No se observaron diferencias
significativas en los niveles de glucosa en ratones alimentados ad libitum o en estado de
ayuno (Figura 29A) después de 14 semanas de las inyecciones con Tx. Ademas, no se
detectaron cambios en la tolerancia a glucosa (Figura 29B), a la insulina (Figura 30A) ni al
piruvato (Figura 30B), entre las semanas 15 y 17 del tratamiento con Tx, en los ratones
mutantes en comparacion con los controles.
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Figura 29. Efecto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos GLAST positivos en la homeostasis de la
glucosa. (A) Niveles de glucosa en condiciones de alimentacidén ad libitum y en ayuno en machos control y
AMPKy2cKO (n=10-12). Los datos estan expresados como media + SEM (One-way ANOVA, ****p<0.0001 vs
control y ####p<0.0001 vs ayuno). (B) Prueba de tolerancia a glucosa (GTT) de machos de los grupos control y
AMPKy2cKO (n=8-11). Los datos se presentan como media + SEM (Two-way ANOVA y test t-Student).
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Figura 30. Efecto de la eliminacién de AMPKy2 en los astrocitos GLAST positivos en la sensibilidad a insulina y
piruvato de los machos. (A) Prueba de tolerancia a insulina (ITT) en machos de los grupos control y
AMPKy2cKO (n=11-14). Los datos estan expresados como media + SEM (Two-way ANOVA vy test t-Student). (C)
Prueba de tolerancia a piruvato (PTT) de machos control y AMPKy2cKO (n=6-14). Los datos estan expresados
como media + SEM (Two-way ANOVA y test t-Student).

En cuanto a las hembras, no se observaron diferencias en los niveles de glucosa en los
ratones alimentados ad libitum ni en ayuno (Figura 31A), 14 semanas después de la
administracion de Tx. No se apreciaron diferencias significativas en los niveles de glucosa en
sangre tras la administracion IP de glucosa (Figura 31B), de insulina (Figura 32A) ni de
piruvato (Figura 32B), después de entre 15 y 17 semanas del tratamiento con Tx. Esto indica
que la delecion de AMPKy2 en astrocitos no afecta a la tolerancia a ninguna de estas tres
sustancias.

122



RESULTADOS

En resumen, estos resultados sugieren que, a pesar de la influencia de AMPK en la
regulacion metabolica, la activacion constitutiva de AMPK en astrocitos no parece tener un
impacto directo en la homeostasis de la glucosa en los modelos de ratones utilizados en esta
tesis.
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Figura 31. Efecto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos GLAST positivos en la homeostasis de la
glucosa. (A) Niveles de glucosa ad libitum y en ayuno de hembras control y AMPKy2cKO (n=19-19). Los datos
estan expresados como media + SEM (One-way ANOVA, ****p<0.0001 vs control y ####p<0.0001 vs ayuno).
(B) Prueba de tolerancia a glucosa (GTT) de hembras control y AMPKy2cKO (n=16-20). Los datos estan
expresados como media + SEM (Two-way ANOVA vy test t-Student).
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Figura 32. Efecto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos GLAST positivos en la sensibilidad a insulina y
piruvato de las hembras. (A) Prueba de tolerancia a insulina (ITT) de hembras control y AMPKy2cKO (n=10-22).
Los datos estan expresados como media + SEM (Two-way ANOVA y test t-Student). (B) Prueba de tolerancia a
piruvato (PTT) de hembras control y AMPKy2cKO (n=7-13). Los datos estan expresados como media + SEM
(Two-way ANOVA y test t-Student).
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4 LA ELIMINACION DE AMPKTI2 EN LOS ASTROCITOS GLAST AUMENTA EL PERIODO Y
ALTERA LA SINCRONIZACION DEL SCN

A continuacion, se abordé la cuestion de como la activacion constitutiva de AMPK en
astrocitos afecta a la funcion del marcapasos enddgeno (el SCN). Para abordar esta pregunta,
se monitorizd la actividad locomotora en ratones control (AMPKy2Mo¥foX) vy ratones
AMPK»2cKO en condiciones normales de luz-oscuridad (LD), alternando ciclos de 12 horas
de luz con 12 horas de oscuridad, durante un periodo de 7-10 dias. Posteriormente, los ratones
fueron sometidos a un ambiente de oscuridad constante (DD) durante 3-4 semanas. El
propdsito de esta fase experimental fue entender si la sefializacion de AMPK en astrocitos
podria influir en la capacidad del SCN para mantener sus ritmos endogenos en ausencia de
sefiales de luz y oscuridad. A continuacion, se reintrodujo a los ratones en ciclos de luz-
oscuridad (rLD) normales durante 7-10 dias para observar como reajustaban sus ritmos
circadianos después del periodo de oscuridad constante (Barca-Mayo et al., 2017; Luengo-
Mateos et al., 2023).

En ratones macho AMPKy2cKO, se observé una tendencia a una menor actividad durante
las primeras horas de la noche en condiciones de LD (entre las 16 y las 26 semanas tras la
administracion de Tx), siendo significativa en los animales en rLD (Figura 33A). Sin
embargo, no hubo cambios en la actividad locomotora total entre los ratones macho control y
los ratones AMPKy2cKO (Figura 33D). En DD, se evidencié un aumento significativo en la
periodicidad (Figura 33B), reflejado en un adelanto considerable en el inicio de la actividad
locomotora (onset) (Figura 33A). Sorprendentemente, los ratones mutantes exhibieron una
disminucion en la amplitud del periodograma en LD y rLD (Figura 33C). Estos hallazgos
sugieren que la activacién constante de AMPK en astrocitos desincroniza las células del SCN
en presencia de luz, coincidiendo con la tendencia a la reduccion de la actividad nocturna en
LD y la disminucidn significativa en rLD.

En resumen, la activacion constante de AMPK en astrocitos tiene un impacto
significativo en la regulacion de los ritmos circadianos, particularmente en el SCN. Los
cambios observados en el periodograma en LD y rLD indican que las células del SCN no
estan respondiendo de manera uniforme a las sefiales de luz, mientras que el aumento en la
periodicidad de los ritmos de actividad locomotora en condiciones de oscuridad constante,
muestran una perturbacion en la duracion natural del ciclo circadiano.
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Figura 33. Efecto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos GLAST positivos en la actividad locomotora
circadiana de los machos. (A) Actividad promedio durante los ciclos de LD, DD y rLD de los machos control y
AMPKy2cKO (n=8). La actividad se expresa como el promedio de actividad en intervalos de 5 minutos. Para LD y
rLD, los datos se representan con horas nocturnas de 8 a 20 y se expresan en horas Zeitgeber (ZT). Para DD, las
unidades del eje de abscisas estan expresadas en tiempo circadiano (CT), que representa el tiempo bioldgico
interno del organismo en ausencia de sefiales externas. La actividad se presenta en intervalos de 5 minutos
durante el ciclo circadiano de cada animal. Los datos estan expresados como media = SEM (Two-way ANOVA,
***p<0.001 vs control). (B) Periodicidad y (C) Periodogramas Lomb-Scargle de machos control y AMPKy2cKO en
LD, DD y rLD (n=6-9). Los datos estan expresados como media + SEM (Two-way ANOVA o test t-student,
*p<0.05 y **p<0.01 vs control). (D) Actividad total durante los ciclos de LD, DD y rLD de los machos control y
AMPKy2cKO (n=8). Los datos estan expresados como media + SEM.
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Figura 34. Efecto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos GLAST positivos en la actividad locomotora
circadiana de los machos. (A) Actogramas representativos durante los ciclos 12:12 LD, DD y rLD de machos
control y AMPKy2cKO. Las dreas sombreadas en amarillo representan las fases de luz.

Curiosamente, nuestros resultados demostraron una reduccion en los niveles de VIP en el
SCN de los ratones AMPKy2cKO en comparacion con los ratones control, 20 semanas
después del tratamiento con Tx en ZT8 (Figura 35C). Dado el papel crucial de VIP en la
sincronizacion de las neuronas del SCN, su reduccion en los mutantes se correlaciona con su
disminucion en la amplitud del periodograma. Adicionalmente, investigaciones previas habian
indicado que la activacion de AMPK conduce a la degradacién de los represores del TTFL
PER2 y CRY1 en tejidos periféricos, lo que se asocia con el aumento de la periodicidad en los
ciclos del TTFL y en la actividad locomotora (Lamia et al., 2009; Um et al., 2007). En linea
con nuestra observacién de ciclos mas largos en oscuridad constante, encontramos una
disminucion significativa en los niveles hipotalamicos de PER2 y CRY1 en los ratones
AMPKy2cKO en comparacion con los ratones control, 20 semanas después del tratamiento
con Tx a ZT8 (Figura 35A y 35B). Estos resultados respaldan la idea de que AMPK puede
desempefiar un papel en el reloj molecular en los astrocitos al regular la expresion de PER2 y
CRY1.
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Figura 35. Efecto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos GLAST positivos en los niveles de PER2 y
CRY1 en el hipotadlamo de los machos. (A) Niveles de proteina hipotaldamicos de PER2 y CRY1 de machos
control y AMPKy2cKO (n=7). Los datos estan expresados como media + SEM (test t-Student, ***p<0.001 vs
control). (B) Inmunofluorescencia de PER2 en el nucleo ARC del hipotdlamo (n=20-30). Los datos estan
expresados como media + SEM (test t-Student, ***p<0.001 vs control). (C) Inmunofluorescencia de VIP en el
SCN de machos control y AMPKy2cKO (n=10). Los datos estan expresados como media + SEM (test t-Student,
****p<0.0001 vs control).

Las hembras AMPKy2cKO reprodujeron los resultados observados en la actividad
locomotora promediada de los machos mutantes (entre las 16 y las 24 semanas después del
tratamiento con Tx) (Figura 36A). Sin embargo, a diferencia de los machos, en condiciones de
oscuridad constante (DD) no se observd un aumento en la periodicidad en las hembras
mutantes (Figura 36B). De hecho, las hembras mostraron una tendencia a tener ritmos mas
cortos en estas condiciones (Figura 36B). Aungue observamos una tendencia a una reduccion
en la amplitud del periodograma en todas las condiciones de luz en las hembras, no se
encontraron diferencias significativas (Figura 36C). Estos resultados sugieren que la
activacion constitutiva de AMPK en astrocitos tiene un impacto menor en la actividad
locomotora circadiana y, por lo tanto, en el SCN en ratones hembra.
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Figura 36. Efecto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos GLAST positivos en la actividad locomotora
circadiana de las hembras. (A) Actividad promedio durante los ciclos de LD, DD y rLD de las hembras control y
AMPKy2cKO (n=4-7). La actividad se expresa como el promedio de actividad en intervalos de 5 minutos. Para
LD y rLD, los datos se representan con horas nocturnas de 8 a 20 y se expresan en hora tiempo Zeitgeber (ZT).
Para DD, las unidades del eje de abscisas estan expresadas en tiempo circadiano (CT), que representa el tiempo
bioldgico interno del organismo en ausencia de sefales externas. La actividad se presenta en intervalos de 5
minutos durante el ciclo circadiano de cada animal. Los datos estan expresados como media + SEM (Two-way
ANOVA, ***p<0.001 y ****p<0.0001 vs control). (B) Periodicidad y (C) Periodogramas Lomb-Scargle de
hembras control y AMPKy2cKO en LD, DD y rLD (n=4-7). Los datos estan expresados como media + SEM (Two-
way ANOVA o test t-student, ****p<0.0001 vs control). (D) Actividad total durante los ciclos de LD, DD y rLD de

las hembras control y AMPKy2cKO (n=4-7). Los datos estan expresados como media + SEM.
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5 LA ELIMINACION DE AMPKTI2 EN LOS ASTROCITOS GLAST ALTERA LA ANTICIPACION A
LA COMIDA EN LOS MACHOS

Dada la importancia de AMPK como un sensor metabolico esencial y su impacto en la
sincronizacion del SCN a la luz, investigamos si la activacion constitutiva de AMPK en
astrocitos también podria afectar a la capacidad de los animales para sincronizarse con los
patrones de alimentacion. Con este propdsito, se realizo un estudio utilizando ratones control
y ratones con delecion de AMPKY2 en astrocitos (AMPKy2cKO), sometiéndolos a un
paradigma de restriccion alimentaria temporal (RF) transcurridas 29 semanas de la
administracion de Tx.

Inicialmente, monitorizamos la actividad locomotora de los ratones en ciclos regulares de
luz y oscuridad (LD) de 12 horas, con acceso libre a la comida, durante un periodo de 7 dias.
Luego, invertimos el tiempo de alimentacion a determinadas horas durante el dia e
implementamos una reduccion gradual del tiempo de alimentacion. Limitamos la ventana de
alimentacion a seis horas (ZT4-ZT10, RF 6h) durante 6 dias y, posteriormente, la redujimos a
4 horas durante 4 dias (ZT4-ZT8, RF 4h) (Figura 37A). Durante estas fases de restriccion
alimentaria, observamos un aumento en la actividad locomotora entre una y cuatro horas antes
de la presentacién de la comida, conocido como actividad anticipatoria de la alimentacion
(FAA) (Figuras 37B y 37C). Ademas, el porcentaje de FAA aumentd gradualmente a medida
que los ratones estaban sometidos al paradigma de restriccion alimentaria (Figuras 37B, 37C
y 37D). Sorprendentemente, los ratones macho AMPKy2¢KO mostraron una disminucion en
la FAA tanto durante la primera parte (RF 6h) como en la segunda parte (RF 4h) del
paradigma de restriccion alimentaria (Figuras 37B, 37C y 37D). Es importante sefialar que
esta alteracion no estuvo relacionada con cambios en la actividad total de los ratones
mutantes, ya que mantuvieron niveles de actividad comparables a los controles (Figura 38A).
Ademas, después de adquirir la FAA, el FEO se vuelve dominante sobre la actividad nocturna
controlada por el SCN (Holmes & Mistlberger, 2000; Sen et al., 2017). En este sentido, se
observo que los ratones mutantes no reducian su actividad nocturna de la misma manera que
lo hacian los controles durante el paradigma RF 4h (Figuras 37C, 38B y 38C), confirmando
su menor adquisicion de la FAA. Este hallazgo resalta que la activacion constitutiva de
AMPK en astrocitos interfiere con el comportamiento de anticipacion a la comida.
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Figura 37. Efecto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos GLAST positivos en la anticipacion a la
comida de los machos. (A) Diagrama que muestra los paradigmas de restriccion de la comida (RF). (B)
Actograma representativo durante el paradigma de restriccion de la comida (RF). Las dreas sombreadas en
amarillo representan las fases de luz. (C) Graficas de actividad promedio durante el paradigma de restriccion de
alimentos (RF) desde ZT 4-10 (RF 6h, panel superior) (n=8) y ZT 4-8 (RF 4h, panel inferior) en ratones control y
AMPKy2cKO (n=6-9). Las areas de color azul en las graficas indican el tiempo de alimentacién. Los datos estan
expresados como media + SEM (Two-way ANOVA, **p<0.01 y ****p<0.0001 vs control). (D) Porcentaje de FAA
durante el paradigma RF 6h (n=8) (panel superior) y RF 4h (n=6-9) (panel inferior) en machos control y
AMPKy2cKO. Los datos estan expresados como media + SEM (Two-way ANOVA, *p<0.05 y ***p<0.001 vs

control).
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Figura 38. Efecto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos GLAST positivos en la anticipaciéon de la
comida de los machos. (A) Porcentaje de FAA durante el paradigma de RF de machos control y AMPKy2ckKO
(n=8). Los datos estan expresados como media + SEM (One-way ANOVA, **p<0.01 vs control). (B) Actividad
total durante el paradigma de RF de machos control y AMPKy2cKO (n=8). Los datos estan expresados como
media + SEM. (C) Actividad nocturna durante el paradigma de RF de machos control y AMPKy2cKO (n=8). Los
datos estan expresados como media + SEM (One-way ANOVA, **p<0.01 vs control).

Las hembras AMPKy2cKO, en cambio, no mostraron cambios con respecto a las hembras
control en la FAA en el paradigma RF 6h ni durante el paradigma RF 4h (Figura 39A, 39B y
40A) después de 18 semanas del tratamiento con Tx. Esto sugiere que la delecion de
AMPKY2 en astrocitos no altera la adquisicion de la FAA en hembras. A pesar de tener
niveles similares de FAA que las hembras control, se observd que las hembras mutantes
tenian menor actividad nocturna, especialmente evidente durante la segunda parte del
paradigma de RF (RF 4h) (Figuras 39A y 40C).
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En resumen, estos hallazgos resaltan la influencia especifica del sexo en la respuesta a la
anticipacion a la comida ante la activacion constante de AMPK en astrocitos. Mientras que,
en machos, esta activacion se traduce en una significativa disminucion en la FAA, en las
hembras no induce cambios en la adquisicion de la FAA, aunque muestran una menor
actividad nocturna. Estos resultados sugieren que la respuesta a la activacion de AMPK en
astrocitos puede varias segun el sexo y pueden afectar a la interaccion entre el FEO y el SCN,
influenciando asi los patrones de comportamiento alimentario y la actividad locomotora de
manera diferencial entre sexos.
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Figura 39. Efecto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos GLAST positivos en la anticipacion a la
comida de las hembras. (A) Gréficas de actividad promedio durante el paradigma de restriccién de alimentos
(RF) de ZT 4-10 (RF 6h, panel superior) (n=6-7) y ZT 4-8 (RF 4h, panel inferior) en ratones control y AMPKy2cKO
(n=6). Las areas de color azul en las gréficas indican el tiempo de alimentacidn. Los datos estan expresados
como media = SEM (Two-way ANOVA, *p<0.05 y ****p<0.0001 vs control). (B) Porcentaje de FAA durante el
paradigma de RF 6h (n=6-7) (panel superior) y de RF 4h (n=6) (panel inferior) en hembras control y AMPKy2cKO
(n=6-7). Los datos estan expresados como media + SEM.
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Figura 40. Efecto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos GLAST positivos en la anticipacion a la
comida de las hembras. (A) Porcentaje de FAA durante el paradigma de RF de hembras control y AMPKy2cKO
(n=6-7). Los datos estan expresados como media + SEM. (B) Actividad total durante el paradigma de RF de
hembras control y AMPKy2cKO (n=6-7). Los datos estan expresados como media + SEM. (C) Actividad nocturna
durante el paradigma de RF de hembras control y AMPKy2cKO (n=6-7). Los datos estan expresados como
media + SEM (One-way ANOVA, *p<0.05 vs control).

La adaptacién metabolica al paradigma de restriccion alimentaria (RF) se evaluo
mediante el seguimiento del peso corporal al finalizar los periodos de alimentacion ad libitum
(AL), RF 6h y RF 4h, junto con el analisis de la ingesta diaria. Tanto en los machos como en
las hembras AMPKy2cKO, ambos grupos iniciaron el paradigma de RF con un peso corporal
superior al de los controles y, aunque mantuvieron esta diferencia durante todo el
experimento, las divergencias con los controles se atenuaron progresivamente (Figura 41A 'y
42A). Curiosamente, este aumento en el peso corporal podria estar asociado a una reduccion
en la ingesta acumulada en estos ratones mutantes macho pero no en las hembras (Figuras
41B y 42B). Estos hallazgos sugieren una respuesta metabolica diferencial entre machos y
hembras ante la restriccion alimentaria, 1o que subraya la complejidad de las interacciones
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entre AMPK en astrocitos y los patrones de comportamiento alimentario, adaptacion
metabdlica y actividad locomotora en ambos sexos.
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Figura 41. Efecto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos GLAST positivos en la adaptacion metabdlica
de los machos. (A) Peso corporal durante el paradigma de RF de machos control y AMPKy2cKO (n=8-9). Los
datos estan expresados como media + SEM (test t-Student, *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001 vs control). (B)
Ingesta durante el paradigma RF de machos control y AMPKy2cKO (n=14-16). Los datos estan expresados como
media £+ SEM (Two-way ANOVA, **p<0.01 vs control).
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Figura 42. Efecto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos GLAST positivos en la anticipacion a la
comida. (A) Peso corporal durante el paradigma de RF de hembras control y AMPKy2cKO (n=12-17). Los datos
estan expresados como media + SEM (test t-Student, *p<0.05 y **p<0.01 vs control). (B) Ingesta durante el
paradigma RF de hembras control y AMPKy2cKO (n=14-17). Los datos estdn expresados como media £ SEM.
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6 LA ELIMINACION DE AMPKTI2 EN EL VMH DISMINUYE EL PESO CORPORAL Y AUMENTA
EL GASTO ENERGETICO

El VMH desempefia un papel crucial en la regulacion del equilibrio energético al integrar
sefiales relacionadas tanto a la exposicion a la luz como a la disponibilidad de nutrientes
(Barca-Mayo & Lopez, 2021; Guilding et al., 2009; Lopez, 2022). Se ha observado que la
fase del reloj molecular en el VMH es sensible a los estados de alimentacion (Guilding et al.,
2009), lo que subraya su importancia como nucleo central en la coordinacion del equilibrio
energeético y el comportamiento circadiano. Sin embargo, el papel especifico de los astrocitos
en el VMH en ambos procesos aun se desconoce.

En este estudio, se investigd el papel de la sefializacion de AMPK en los astrocitos del
VMH con respecto a la regulacion del metabolismo periférico y la sincronizacion circadiana a
la luz y a los patrones de alimentacién. Se emple6 un sistema basado en virus que utiliza la
técnica Cre/lox para eliminar selectivamente el gen Prkag2 en los astrocitos localizados en el
VMH de ratones adultos, tanto machos como hembras AMPKy2/1o¥floxpara ello, se realizaron
inyecciones estereotaxicas de particulas de virus adenoasociados (AAV, serotipo 2/5) que
expresan la proteina GFP o la proteina Cre bajo el control del promotor hGFAP. Las
particulas AAV-hGFAP-GFP (controles) o AAV-hGFAP-Cre (KOs) se inyectaron
bilateralmente (2x10° particulas virales por cada lado) en el VMH de ratones AMPKy2loX/flox
utilizando un dispositivo estereotaxico motorizado.

En primera instancia, se realizd la validacion de la correcta inyeccién de las particulas
virales AAV en el VMH, asi como la distribucion de los virus, siguiendo la sefial fluorescente
emitida por la proteina GFP (Figura 43A). Asimismo, se evalud la eficacia de recombinacién
mediante andlisis de Western Blot de la via de AMPK en el &rea medio basal del hipotalamo.
Los resultados obtenidos confirmaron un aumento en los niveles de la proteina pACC en los
machos mutantes, respaldando asi la activaciéon constitutiva de AMPK en el VMH (Figura
43B).
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Figura 43. Efecto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos del VMH en los niveles de pACC y ACC de la
region medio basal del hipotdlamo. (A) Infeccién del VMH con AAV-GFAP-GFP en ratones AMPKy2flox/flox (B)
Niveles proteicos de pACC y ACC en la regién medio basal del hipotdlamo de machos AMPKy2fo*/flox inyectados
con AAV-hGFAP-GFP (control) o AAV-hGFAP-Cre (mutantes) (n=5-6). Los datos estan expresados como media *
SEM (test t-Student, *p<0.05 vs control).

La eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos del VMH, tanto en machos como en
hembras, resulté en cambios en el perfil metabdlico, pero éstos no replicaron completamente
el fenotipo observado en los ratones AMPKy2cKO. Concretamente, la delecion de AMPKy2
en los astrocitos del VMH condujo a una disminucion del peso corporal en machos (Figura
44A). Aunque observamos una leve reduccion en la grasa magra en los ratones mutantes en
comparacion con los controles 11 semanas después de la cirugia estereotaxica, esta diferencia
no alcanzé significacion estadistica (Figura 44B). Sin embargo, la disminucion del peso
corporal si se asocié con una reduccion de los depositos de grasa subcutanea (Figura 44C).
Este fenotipo difiere del observado en los ratones AMPKy2cKO, quienes experimentaron un
aumento del peso corporal (Figura 19A). Es importante destacar que esta disminucion en el
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peso corporal no estuvo asociada a cambios en la ingesta total de alimentos (Figura 45A), ni a
la ingesta diaria durante los ciclos de luz y oscuridad (Figura 45B).
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Figura 44. Efecto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos del VMH en el balance energético de los
machos. (A) Ganancia de masa corporal de machos control y mutantes (n=7-8). Los datos estan expresados
como media £ SEM (Two-way ANOVA, ***p<0.001 vs control). (B) Composicion corporal de machos control y
mutantes 10 semanas después de la cirugia estereotaxica (n=5-6). Los datos estan expresados como media *
SEM. (C) Masa de los depdsitos de grasa de machos y hembras control y mutantes (n=5-6). Los datos estan
expresados como media + SEM (test t-Student, *p<0.05 vs control).
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Figura 45. Efecto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos del VMH en la ingesta de los machos. (A)
Ingesta acumulada de machos control y mutantes (n=7-8). Los datos estan expresados como media + SEM. (B)

Ingesta en el ciclo de luz y en el ciclo de oscuridad de machos control y mutantes (n=7-8). Los datos estan
expresados como media + SEM.

Curiosamente, observamos una tendencia hacia una temperatura corporal mas elevada en
los ratones mutantes (Figura 46A), aunque no se observaron diferencias en la temperatura del
BAT (Figura 46B) 5 semanas después de la esterotaxia. Esta observacion concuerda con la
ausencia de cambios significativos en los niveles proteicos de UCP1 en el BAT (Figura 46C).
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Figura 46. Efecto de la eliminacién de AMPKy2 en los astrocitos del VMH en la termogénesis de los machos.
(A) Temperatura corporal, (B) temperatura del area del BAT y (C) niveles proteicos de UCP1 en BAT de machos
control y mutantes (n=5-8). Los datos estan expresados como media + SEM.

La eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos del VMH en machos provocd un
incremento en el gasto energético (Figura 47A) y una disminucion en la actividad locomotora
(Figura 47B) después de 11 semanas de la inoculacion de los adenovirus. Estos resultados
sugieren que la activacion constitutiva de AMPK desempefia un papel en el control del peso
corporal en machos, principalmente a través de la modulacién del gasto energético. Sin
embargo, se plantea la posibilidad de que otros nucleos hipotalamicos contribuyan al fenotipo
metabolico observado en los machos AMPKy2cKO.
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Figura 47. Efecto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos del VMH en el gasto energético y la actividad
locomotora de los machos. (A) Gasto energético (H1) de machos control y mutantes (n=5-6). Las 4reas de color
gris en las gréficas indican la fase de oscuridad. Los datos estan expresados como media £+ SEM. Los datos
experimentales se ajustaron al cosinor (test t-Student, *p<0.05 vs control. (B) Actividad locomotora de machos
control y mutantes (n=5-6). Los datos estan expresados como media + SEM. Los datos experimentales se
ajustaron al modelo cosinor (test t-Student, *p<0.05 y **p<0.01 vs control).

Las hembras que fueron sometidas a la inyeccion estereotaxica de AAV-hGFAP-CRE,
también mostraron una reduccion en el peso corporal en comparacion con las hembras control
(Figura 48A\). Esta disminucion del peso corporal estuvo acompafiada por una reduccion en la
masa grasa (Figura 48B) y en los depdsitos de grasa subcutanea, gonadal y visceral (Figura
48C), a diferencia de lo observado en las hembras AMPKy2cKO (Figura 20A). Aungue no se
observaron cambios significativos en la ingesta acumulada de alimentos (Figura 49A), hubo
una tendencia hacia una menor ingesta durante los ciclos de luz (Figura 49B) durante la
semana 4 del experimento.
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Figura 48. Efecto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos del VMH en el balance energético de las
hembras. (A) Ganancia de masa corporal de hembras control y mutantes (n=5-7). Los datos estdn expresados
como media + SEM (Two-way ANOVA, *p<0.05 vs control). (B) Composicion corporal de hembras control y
mutantes 10 semanas después de la cirugia estereotaxica (n=5-6). Los datos estan expresados como media +
SEM (test t-Student, *p<0.05 vs control). (C) Masa de los depdsitos de grasa de hembras control y mutantes

(n=5-6). Los datos estan expresados como media + SEM (test t-Student, *p<0.05 vs control).
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Figura 49. Efecto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos del VMH en la ingesta de las hembras. (A)
Ingesta acumulada de hembras control y mutantes (n=7-8). Los datos estdn expresados como media + SEM. (B)
Ingesta en el ciclo de luz y en el ciclo de oscuridad de hembras control y mutantes (n=7-8). Los datos estan
expresados como media + SEM.

Ademas, se observd que las hembras mutantes, no presentaban variaciones en su
temperatura corporal (Figura 50A), pero si mostraban un aumento en la temperatura del BAT
(Figura 50B) en la semana 5 tras la realizacion de la cirugia estereotéxica, lo cual estaba en
consonancia con el incremento significativo en los niveles proteicos de UCP1 en BAT (Figura
50C). La eliminaciéon de AMPKy2 en los astrocitos del VMH en hembras resulté en un
aumento tanto del gasto energético (Figura 51A), como de la actividad locomotora, (Figura
51B) 11 semanas después de la administracion de los adenovirus. Estos resultados, junto con
el aumento en la termogénesis, proporcionan una explicacion para la reduccion en el peso
corporal de las hembras que presentan la delecion de AMPKY2 en los astrocitos del VMH.
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Figura 50. Efecto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos del VMH en la termogénesis de las hembras.
(A) Temperatura corporal, (B) temperatura del area del BAT y (C) niveles proteicos de UCP1 en BAT de hembras
control y mutantes (n=6-7). Los datos estan expresados como media + SEM (test t-Student, *p<0.05 vs control).
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Figura 51. Efecto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos del VMH en el gasto energético y la actividad
locomotora de las hembras. (A) Gasto energético (H1) de hembras control y mutantes (n=5-6). Las areas de
color gris en las graficas indican la fase de oscuridad. Los datos estan expresados como media + SEM. Los datos
experimentales se ajustaron al cosinor (test t-Student, *p<0.05 vs control. (B) Actividad locomotora de machos
control y mutantes (n=5-6). Los datos estan expresados como media + SEM. Los datos experimentales se
ajustaron al cosinor (test t-Student, *p<0.05 vs control vs control).

En resumen, la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos del VMH tuvo efectos
metabolicos distintos en machos y hembras. En machos, se redujo el peso corporal y los
depdsitos de grasa subcutanea, mientras que se incrementd el gasto energético y se redujo la
actividad locomotora. En hembras, también disminuy6 el peso corporal, junto con la masa
grasa y los depositos de grasa subcutanea, gonadal y visceral. Ademas, se observé un aumento
en la temperatura del BAT, acompafiado de un aumento en el gasto energético y la actividad
locomotora. Estos resultados demuestran un dimorfismo en la respuesta metabdlica a la
eliminacion de AMPKy2 en astrocitos del VMH entre machos y hembras. Asimismo, destacar
que la respuesta en los ratones AMPKy2c¢KO difiere notablemente, indicando la influencia de
otros nucleos hipotalamicos en la regulacion metabdlica. Estos hallazgos resaltan la
complejidad de la homeostasis energética y la interaccion entre diferentes regiones
hipotalamicas en la modulacion de los efectos metabdlicos.
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En el andlisis del efecto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos del VMH sobre
el sistema circadiano, evaluamos su posible influencia en la sincronizacion del SCN a la luz 'y
al FEO al patron de alimentacion a través de estudios de la actividad locomotora. Los machos
mutantes no mostraron diferencias significativas en la actividad locomotora (Figura 52A) 7
semanas despueés de la inoculacién de los adenovirus. Ademas, no se observaron cambios en
la periodicidad (Figura 52B). Aunque se aprecio una tendencia a una menor amplitud en el
periodograma de los mutantes (Figura 52C), esta tendencia no alcanz6 resultados
significativos. En conjunto, esto sugiere que la sefializacion de AMPK en los astrocitos del
VMH no reproduce los resultados observados en los AMPKy2cKO.
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Figura 52. Efecto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos del VMH en la actividad locomotora
circadiana de los machos. (A) Actividad promedio durante los ciclos de LD de machos AMPKy2/¥/floX jnyectados
con AAV-hGFAP-GFP (control) o AAV-hGFAP-Cre (mutantes) (n=7-8). La actividad se expresa como el promedio
de actividad en intervalos de 5 minutos. Los datos se representan con horas nocturnas de 8 a 20 y se expresan
en hora tiempo Zeitgeber (ZT). Los datos estdn expresados como media + SEM (Two-way ANOVA). (B)
Periodicidad de machos control y mutantes en LD (n=6-8). Los datos estdn expresados como media + SEM (test
t-Student). (C) Periodogramas Lomb-Scargle de machos control y mutantes en LD (n=5-6). Los datos estan
expresados como media + SEM (Two-way ANOVA).

Después de administrar AAV-hGFAP-CRE a los machos y someterlos al paradigma de
restriccion alimentaria (RF), se observo que la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos del
VMH no afect6 la anticipacion a la alimentacién durante el paradigma RF 6h (Figura 53A).
Sin embargo, durante el paradigma RF 4h, se detectaron dos picos de actividad: uno dos horas
antes del acceso a la comida (ZT2) y otro justo antes del acceso a la comida (ZT4) (Figura
53B). Pese a esta supresion temporal de la FAA en los mutantes, no se observaron diferencias
significativas en la FAA o en la actividad total con respecto a los controles (Figura 53C y
53D).
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Figura 53. Efecto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos del VMH en la anticipacion a la comida de los
machos. (A) Graficas de actividad promedio durante el paradigma de restriccién de alimentos (RF) desde ZT 4-
10 (RF 6h) (n=6-7) y (B) ZT 4-8 (RF 4h) de machos control y mutantes (n=6-7). Las areas de color azul en las
graficas indican el tiempo de alimentacion. Los datos estan expresados como media + SEM. (C) Porcentaje de
FAA durante el paradigma de RF en machos control y mutantes (n=6-7). Los datos estan expresados como
media + SEM. (D) Actividad total durante el paradigma RF en machos control y mutantes (n=7-8). Los datos
estan expresados como media + SEM.

En relacion con las hembras que recibieron la inyeccion estereotaxica de AAV-hGFAP-
CRE en el VMH, después de 7 semanas no se observaron cambios en la actividad locomotora
circadiana (Figura 54A). Especificamente, no se evidenciaron variaciones en la periodicidad
(Figura 54B) ni en la amplitud del periodograma (Figura 54C), en consonancia con lo
observado en las hembras AMPKy2cKO. También en concordancia con los resultados de las
hembras AMPKy2cKO sometidas al paradigma de RF, la eliminacion de AMPKy2 en el VMH
no tuvo efecto en la adquisicion de la anticipacion a la alimentacion durante el paradigma RF
de 6 horas (Figura 55A) ni en el mantenimiento de la anticipacion a la alimentacion durante el
paradigma RF de 4 horas (Figura 55B).
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Figura 54. Efecto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos del VMH en la actividad locomotora
circadiana de las hembras. (A) Actividad promedio durante los ciclos de LD de hembras AMPKy2flox/flox
inyectadas con AAV-hGFAP-GFP (control) o AAV-hGFAP-Cre (mutantes) (n=6-7). La actividad se expresa como el
promedio de actividad en intervalos de 5 minutos. Los datos se representan con horas nocturnas de 8 a 20 y se
expresan en hora tiempo Zeitgeber (ZT). Los datos estan expresados como media = SEM. (B) Periodicidad de
hembras control y mutantes en LD (n=5-6). Los datos estadn expresados como media + SEM. (C) Periodogramas
Lomb-Scargle de hembras control y mutantes en LD (n=4). Los datos estan expresados como media + SEM.
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Figura 55. Efecto de la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos del VMH en la anticipacion a la comida de las
hembras. (A) Graficas de actividad promedio durante el paradigma de restriccién de alimentos (RF) desde ZT 4-
10 (RF 6h) (n=5-7) y (B) ZT 4-8 (RF 4h) de hembras control y mutantes (n=5-7). Las areas de color azul en las
graficas indican el tiempo de alimentacidon. Los datos estan expresados como media + SEM (Two-way ANOVA).
(C) Porcentaje de FAA y (D) actividad total durante el paradigma RF en hembras control y mutantes (n=6-7). Los
datos estdn expresados como media + SEM.
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DIscuUsION

En los mamiferos, los ritmos circadianos, controlados principalmente por el SCN
hipotalamico, rigen procesos fisioldgicos y conductuales ritmicos como la oscilacion diaria
del metabolismo de la glucosa, la ingesta de alimentos, el gasto energético y la sensibilidad a
la insulina de todo el organismo (Barca-Mayo & Lépez, 2021; Eckel-Mahan & Sassone-
Corsi, 2013). Las alteraciones en el ciclo circadiano, ya sea por factores ambientales o
genéticos, estdn estrechamente vinculadas a enfermedades metabdlicas tanto en humanos
como en roedores (Barca-Mayo & Loépez, 2021). Dada la prevalencia alarmante de la
obesidad y su conexion con alteraciones circadianas, comprender mejor la interrelacion entre
la perturbacion del ritmo circadiano y el equilibrio energético podria arrojar luz sobre los
mecanismos fisiopatoldgicos subyacentes al aumento de peso. Este conocimiento, a largo
plazo, podria contribuir al disefio de estrategias efectivas para abordar la pandemia de la
obesidad (Basolo et al., 2021).

El hipotdlamo desempefia un papel fundamental en la regulacion de la homeostasis
energética, integrando sefiales periféricas como hormonas y metabolitos para generar
respuestas neuronales (Saper & Lowell, 2014). Esta regulacion afecta tanto a la ingesta de
alimentos como al gasto energético, especialmente a través de la modulacion de la
termogénesis en el BAT. A nivel molecular, la enzima AMPK juega un papel crucial en la
integracion de sefiales periféricas y es una via central en la regulacion del balance energético
(Lopez etal., 2016). Por otro lado, se ha establecido que AMPK es un importante sensor
metabdlico que transmite sefiales dependientes de la energia al reloj circadiano de los
mamiferos, participando en la fosforilacion y desestabilizacion de las proteinas CRY y PER.
La composicion de subunidades de AMPK, su localizacion subcelular y la fosforilacion de sus
sustratos estan influenciadas por la hora del reloj (Jordan & Lamia, 2013). Dado el papel bien
establecido de AMPK en diversos aspectos de la fisiologia metabodlica, la interaccion
reciproca entre AMPK vy los relojes circadianos probablemente desempefia un papel esencial
en la regulacion metabdlica circadiana (Jordan & Lamia, 2013). Aunque se ha estudiado
ampliamente la funcién de AMPK en las neuronas de varios ndcleos hipotalamicos (Claret
etal.,, 2007; Martinez-Sanchez etal., 2017; Seoane-Collazo etal., 2018), queda por
determinar si esta enzima puede ejercer funciones similares en otros tipos celulares del
hipotalamo.

Aunque tradicionalmente se consideraban solo como células de soporte en el cerebro, los
astrocitos han emergido como actores clave en la regulacion de la fisiologia y el
comportamiento circadianos. Tanto las neuronas como los astrocitos del SCN coordinan los
ritmos circadianos generados por osciladores auténomos presentes en todas las células del
cuerpo. Esta coordinacion es esencial para sincronizar los ritmos circadianos a nivel sistemico
(Barca Mayo et al., 2019; Barca-Mayo et al., 2017; Brancaccio et al., 2017, 2019; Moore &
Eichler, 1972; Stephan & Zucker, 1972; Tso et al., 2017). Ademas de su funcion en la
coordinacion circadiana, los astrocitos juegan un papel importante en la sefializaciéon y
deteccidn de ciertos metabolitos y hormonas, como leptina e insulina. Estas interacciones
afectan al metabolismo y a la actividad neuronal, participando asi en la regulacion de la
homeostasis energética (Fuente-Martin et al., 2012; Garcia-Céaceres et al., 2016; Kim et al.,
2014).
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En este estudio, nos propusimos investigar los efectos de la delecion de AMPKy2 en los
astrocitos sobre el balance energético y la actividad circadiana. Para ello, se empled un
sistema Cre-lox inducible por Tx, especifico para astrocitos positivos para GLAST. Nuestros
resultados muestran que la delecion de AMPKY2 en astrocitos provoca un aumento del peso
corporal tanto en machos como en hembras. Asimismo, en los machos mutantes, el
incremento de peso corporal se asocia con un aumento en la ingesta de alimentos y una
diminucion en el gasto energético. Por su parte, en las hembras mutantes se observd un
aumento en el peso corporal que parece estar relacionado con un menor gasto energeético y
menor termogénesis del BAT. Estos hallazgos indican que la delecion de AMPKy2 en
astrocitos puede afectar de diferentes formas al gasto energético en funcion del sexo. Ademas,
estos datos son especialmente relevantes al mostrar una respuesta especifica en funcion del
tipo celular ya que, por ejemplo, la delecion de AMPKal en las neuronas SF1 del VMH,
protege contra la ganancia de peso en dietas normales y ricas en grasas (Martinez-Sanchez
et al., 2017; Seoane-Collazo et al., 2018).

Dada la participacién de los astrocitos en la deteccion y homeostasis de la glucosa (Chari
etal., 2011), y la implicacion de AMPK en la deteccion de la hipoglucemia y generacion de
respuestas contrarreguladoras (Fan etal., 2009; McCrimmon et al., 2008), exploramos la
posibilidad de una desregulacién en la homeostasis de la glucosa en nuestro modelo animal
AMPKy2cKO. Sin embargo, no se observaron diferencias en los niveles de glucosa ad libitum
ni en ayuno de los ratones AMPKy2cKO machos o hembras y tampoco se reflejaron
diferencias en la tolerancia a glucosa, a piruvato o a la sensibilidad a insulina en ninguno de
los dos sexos. Estos resultados sugieren que, a pesar de la influencia de AMPKen el cerebro
en la regulacion metabolica, la activacion constitutiva de AMPK en astrocitos no tiene un
impacto directo en la homeostasis de la glucosa. Es crucial tener en cuenta que estas pruebas
de tolerancia se llevaron a cabo cuando los ratones mutantes machos comenzaban a aumentar
de peso, lo que sugiere que en este momento no se manifiesta un cierto grato de resistencia a
la insulina.

Ademas, se exploré como la activacion constitutiva de AMPK en astrocitos impacta en el
SCN vy los ritmos circadianos en machos y hembras. Nuestros resultados indicaron que la
activacion constitutiva de AMPK en astrocitos machos altera la sincronizacion del SCN a la
luz y aumenta la periodicidad de los ritmos de actividad locomotora en un entorno sin sefiales
temporales externas de luz y oscuridad. En concordancia con este hallazgo, observamos una
reduccion en los niveles de VIP en el SCN de los ratones mutantes en comparacion con los
ratones control. Es relevante destacar que investigaciones previas habian sugerido que la
activacion de AMPK conduce a la degradacion de las proteinas PER2 y CRY1, componentes
esenciales del reloj circadiano (Lamia etal., 2009; Um etal., 2007). En linea con esta
observacion, nuestros resultados mostraron una disminucién en los niveles hipotalamicos de
PER2 y CRY1 en los ratones AMPKy2c¢KO en comparacion con los ratones control. Estos
hallazgos respaldan la hipotesis de que AMPK podria formar parte del reloj molecular en los
astrocitos, influyendo en la regulacion de los ritmos circadianos de PER2 y CRYL.
Curiosamente, se observd que las hembras presentaban menos alteraciones en el patron de
actividad locomotora en condiciones constantes de oscuridad (DD), sugiriendo que la
respuesta de los astrocitos al cambio en la sefializacion de AMPK puede variar segun el sexo.
Estos hallazgos resaltan la complejidad de la interaccion entre la activacion de AMPK en
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astrocitos y la regulacion de los ritmos circadianos, sefialando la necesidad de investigaciones
adicionales para comprender completamente las diferencias de sexo en esta dindmica.

Dada la importancia de AMPK como sensor metabdlico esencial en las células y su
influencia en la sincronizacién del SCN a la luz, exploramos si la activacion constitutiva de
AMPK en astrocitos podria afectar a la capacidad de los animales para sincronizarse con los
patrones de alimentacion. Sorprendentemente, los ratones macho AMPKy2c¢KO mostraron una
disminucion en la anticipacion a la alimentacion en comparacion con los ratones control.
Ademas, se observd gue los ratones mutantes no reducian su actividad nocturna de la misma
manera que lo hacian los controles durante el paradigma RF 4h, sugiriendo una menor
adquisicion de la FAA en los ratones mutantes. Este hallazgo resalta que la activacion
constitutiva de AMPK en astrocitos interfiere con el comportamiento de anticipacion a la
comida. Sin embargo, la delecion de AMPKY2 en astrocitos no altera la adquisicion de la
FAA en hembras. Aunque se ha descrito la existencia de dimorfismo sexual en el momento de
la adquisicion y la amplitud de la FAA (Aguayo et al., 2018), todavia se desconoce la causa
subyacente de dicha diferencia de sexo, pero no esta relacionada con las hormonas sexuales
gonadales (Aguayo et al., 2018).

La FAA o anticipacion a la alimentacion, esta regulada por un oscilador (conocido como
FEO) cuya ubicacién exacta es alin desconocida y que opera de manera independiente al SCN
(Mistlberger, 2020). Se ha propuesto recientemente que la sefializacion de la insulina
desencadenada después de la alimentacion es esencial para sincronizar el FEO con el patrén
de alimentacién, y esto se logra mediante la regulacion de la proteina PER2 (Crosby et al.,
2019). Este mecanismo permite que el FEO se ajuste y sincronice con los horarios de
alimentacion, contribuyendo asi a la anticipacion a la hora de comer. Diversos estudios, junto
con nuestros resultados, sugieren que los astrocitos forman parte integral del FEO. En primer
lugar, los astrocitos no solo con capaces de generar oscilaciones circadianas autbnomas, sino
que también pueden modular la expresion génica del reloj de otros tipos de células como las
neuronas (Barca Mayo et al., 2019; Barca-Mayo et al., 2017, 2020). En segundo lugar, la
reduccion significativa en la expresion de PER2 en el hipotalamo de los ratones macho
AMPKy2cKO, quienes también presentan alteraciones en la FAA, respalda la hip6tesis de que
los astrocitos podrian formar parte esencial del FEO. Dado que PER2 es esencial para la FAA
(Feillet et al., 2006), y la preservacion de este comportamiento en ratones con delecion de
PER2 en neuronas preservan la FAA (Chavan etal., 2016), se sugiere que los astrocitos
pueden desemperiar un papel crucial en el FEO.

Por otra parte, abordamos el papel del VMH en la regulacion del equilibrio energético y
circadiano. A pesar de la comprension de la importancia del VMH en estos procesos
(Guilding et al., 2009; Lépez, 2022; Lbpez et al., 2016; Orozco-Solis et al., 2016), aun no se
habia explorado completamente la funcién especifica de los astrocitos en el VMH en relacién
con la homeostasis energética y el comportamiento circadiano. La eliminacion de AMPKy2
en los astrocitos del VMH provoc6 cambios en el perfil metabdlico, pero éstos no
reprodujeron completamente el fenotipo observado en los ratones AMPKy2¢KO. En machos,
la eliminacion de AMPKy2 en los astrocitos del VMH resulté en una disminucion del peso
corporal y de los depdsitos de grasa subcutanea, acompafiada de un aumento en el gasto
energetico y una reduccion en la actividad locomotora. Por otro lado, en hembras, se observo
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una disminucién del peso corporal, de la masa grasa y de los depositos de grasa subcuténea,
gonadal y visceral. Ademas, se registr6 un aumento en la temperatura del BAT, junto con un
incremento en el gasto energético y la actividad locomotora. Estos resultados evidencian un
dimorfismo sexual en la respuesta metabolica a la eliminacion de AMPKy2 en astrocitos del
VMH. Es importante sefialar que la respuesta en los ratones AMPKy2cKO fue notablemente
diferente, indicando la influencia de otros nucleos hipotaldmicos en la regulacion metabodlica.
Estos hallazgos destacan la complejidad de la homeostasis energética y la interaccion entre
diferentes regiones hipotalamicas en la regulacion de los efectos metabolicos.

Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en la actividad locomotora
circadiana, la periodicidad ni la amplitud del periodograma en los machos con delecién de
AMPKY2 en el VMH. Esto sugiere que las alteraciones observadas en los ratones
AMPK?y2cKO eran debidas a la activacion constitutiva de AMPK en el SCN. Sin embargo, al
someter a ratones con delecion de AMPKYy2 en astrocitos del VMH al paradigma de
restriccion alimentaria (RF), se observaron dos picos de actividad: uno 2 horas antes del
acceso a la comida (ZT2) y otro justo antes del acceso (ZT4) durante la segunda fase del
paradigma RF 4h. Es fundamental destacar que las sefales externas, como la luz o el patrén
de alimentacion, que sincronizan los marcapasos circadianos (SCN y FEO), tienen un impacto
en la actividad locomotora del dia siguiente. En este contexto, una activacion constitutiva de
AMPK en el VMH podria estar suprimiendo la anticipacion a la alimentacion dos horas antes
de la administracion de la comida. Asi, la activacion de AMPK en astrocitos en el VMH
operaria como una sefial anticipatoria que suprime la anticipacién a la alimentacion. En caso
de ser demostrada esta hipdtesis, los astrocitos del VMH podrian formar parte del FEO vy
regular la sincronizacion al patron de alimentacion mediante la activaciéon de AMPK. En
hembras con la delecion de AMPKYy2 en astrocitos del VMH, no se evidenciaron cambios en
la actividad locomotora circadiana, sugiriendo que la sefalizacion de AMPK en estos
astrocitos no afecta a la estabilidad del reloj circadiano en hembras. En cuanto a la
anticipacion a la alimentacion en el paradigma RF, no se observaron impactos en la
adquisicion durante RF 6h ni en el mantenimiento durante RF 4h en hembras mutantes. Estos
hallazgos resaltan la complejidad de la relacion entre la sefializacion de AMPK en astrocitos
del VMH, la anticipacién a la alimentacién y la respuesta circadiana, revelando diferencias
notables entre machos y hembras.

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral revelan una alteracion en el balance
energético tras la eliminacion de AMPKy2 en astrocitos. La disrupcion en el cambio de la
FAA en ratones AMPKy2cKO sugiere posibles alteraciones en la sincronizacion del oscilador
circadiano o en la homeostasis metabdlica. La interconexion entre el metabolismo y el reloj
circadiano es bidireccional, y modelos animales con defectos geneticos en el reloj de los
astrocitos muestran anomalias metabolicas. Nuestros hallazgos sobre la significativa
contribucion de los astrocitos a la sincronizacion dependiente de la luz y la alimentacién, que
asegura la precision ciclo a ciclo de la ritmicidad circadiana, podrian abrir nuevas
perspectivas para abordar trastornos metabolicos asociados a desajustes circadianos.
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Los resultados obtenidos durante la realizacion de la presente tesis doctoral basados en la
generacion de dos nuevos modelos animales mediante la modificacion genética o virogenética
nos permiten establecer las siguientes conclusiones:

La delecion de AMPKy2 en los astrocitos GLAST-positivos en ratones macho
provoca un aumento del peso corporal, un incremento de la ingesta y la disminucién
del gasto energético, un fenotipo que no esta mediado por los astrocitos del VMH.

La delecion de AMPKYy2 en los astrocitos GLAST-positivos en ratones hembra
provoca un incremento del peso corporal, una disminucion del gasto energético y de
la termogénesis del BAT, un fenotipo que no estd mediado por los astrocitos del
VMH. Estos resultados indican que la delecion de AMPKy2 en astrocitos puede
afectar de diferentes formas al gasto energético en funcién del sexo.

La delecion de AMPKy2 en los astrocitos GLAST-positivos en ratones macho
aumenta el periodo, afecta al acoplamiento del SCN vy altera la anticipacion al tiempo
de las comidas, probablemente mediante la supresion de PER2 y VIP.

La delecion de AMPKY2 en los astrocitos GLAST-positivos tiene un impacto menor

en la actividad locomotora circadiana y no altera la adquisicion de la actividad
anticipatoria a las comidas en ratones hembra.
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+S+ ¢
‘_r‘ CONSELLERIA DO MEDIO RURAL

Edificio administrativo Monelos, 4° andar

XUNTADEGALICIR oo _gslias

Rua Vicente Ferrer, N° 2

15008 A Corufia

Tfno.: 981 184 565, fax.: 981 184 653

Correo electronico: servizo.gandaria.a.coruna@xunta.gal

RESOLUCION DE AUTORIZACION DE PROXECTO DE EXPERIMENTACION ANIMAL

Expediente nim.: 15012/2020/010 Data de inicio do expediente: 26.10.2020
Persoa solicitante: Anxo Vidal Figueroa Procedemento: resolucidn de autorizacién
Forma de inicio: solicitude da persoa interesada

ANTECEDENTES

Anxo Vidal Figueroa, en representacion do Centro de Biomedicina Experimental (CEBEGA),
presentou con data 26.10.2020 unha solicitude para a realizacion do proxecto de
experimentacion animal (entrada no Rexistro Electrénico da Xunta de Galicia 2020/2052958),
cuxos datos se detallan a continuacién:

Denominacion do proxecto: Mecanismos neuroendocrinos de regulacion do balance
enerxético

Nome do centro usuario: Centro de Biomedicina Experimental (CEBEGA) da Universidade de
Santiago de Compostela
Persoa responsable do proxecto: Miguel Anotnio Lépez Pérez

Establecemento onde se realizaran os procedementos do proxecto (ou lugar xeografico no
caso de traballos de campo): Centro de Biomedicina Experimental (CEBEGA)

Clasificacion do proxecto: Tipol| | Tipoll [ | Tipo Il [ X |

CONSIDERACIONS LEGAIS E TECNICAS

1 O Real decreto 53/2013, de 1 de febreiro (BOE 34, do 8 de febreiro), polo que se establecen
as normas basicas aplicables para a proteccion dos animais utilizados en experimentacion e
outros fins cientificos, incluindo a docencia, establece no seu artigo 33 as condicidons de
autorizacions dos proxectos con animais de experimentacion.

2 O artigo 88 da Lei 39/2015, de 1 de outubro, do procedemento administrativo comun das
administraciéns publicas (BOE 236, do 2 de outubro de 2015) establece que a resolucién que
poia fin o procedemento decidird todas as cuestidons expostas polos interesados e aquelas
outras derivadas deste.

Verificacién: https://sede.xunta.gal/cve

CVE: atbFudgLD0O
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Verificacién: https://sede.xunta.gal/cve
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CONSELLERIA DO MEDIO RURAL

Xefatura Territorial
XUNTA DE GALICIA o j 3 I ICI B

Edificio administrativo Monelos, 4° andar
Rua Vicente Ferrer, N° 2

15008 A Corufia

Tfno.: 981 184 565, fax.: 981 184 653

Correo electronico: servizo.gandaria.a.coruna@xunta.gal

3 O Servizo de Gandaria da Corufia revisou a documentacidon achegada na solicitude e o
resultado favorable da avaliacion do proxecto realizada polo drgano habilitado, a Seccién de
Experimentacion Animal do Comité de Bioética da Universidade de Santiago de Compostela.

Esta xefatura territorial é competente para ditar unha resolucién, de conformidade co Decreto
149/2018, do 5 de decembro, polo que se establece a estrutura orgédnica da Conselleria do
Medio Rural e se modifica parcialmente o Decreto 177/2016, do 15 de decembro, polo que se
fixa a estrutura orgdnica da Vicepresidencia e das consellerias da Xunta de Galicia (DOG 235,
do 11 de novembro).

De acordo con todo o indicado, RESOLVO:

1 Autorizar o proxecto solicitado.
2 O proxecto precisa someterse a unha avaliacidn retrospectiva cando este finalice.

3 A autorizacidn deste proxecto tera unha duracién de cinco anos e unha vez transcorrido este
tempo debera ser renovada.

A citada autorizacion é unicamente valida nas condicidns que figuran no expediente. Ante
calquera cambio significativo no proxecto que poida ter efectos negativos sobre o benestar dos
animais, debera solicitar a confirmacion da autorizacién ao Servizo Provincial de Gandaria.

Esta autorizacién podera ser suspendida no caso de que o proxecto non se leve a cabo de
acordo coas condicidns de autorizacion e retirala, previo expediente tramitado ao que se lle
dara audiencia.

Contra a presente resolucién, que non pon fin @ via administrativa, podera interpofier un
recurso de alzada ante o conselleiro de Medio Rural. O prazo comezara a contar dende o dia
seguinte ao da recepcion desta resolucion. Todo isto, segundo o disposto nos artigos 121 e 122
da citada Lei 39/2015.

Mediante este escrito notificaselle a Anxo Vidal Figueroa esta resolucidon segundo o esixido no
artigo 40.1 da antedita Lei 39/2015.

% Xacobeo 2021
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XUNTA DE GALICIA

@ CONSELLERIA DO MEDIO RURAL

Certificado de capacitacion en materia de proteccion de animais utilizados, criados ou
subministrados con fins de experimentacién e otros fins cientificos, incluindo a docencia conforme
coa Orde ECC/566/2015 de 20 de marzo.

Certificado de capacitacién en materia de proteccién de animales utilizados, criados o suministrados con
fines de experimentacién y ofros fines cientificos, incluyendo la docencia conforme con la Orden
ECC/566/2015 de 20 de marzo.

1. IDENTIFICACION

| 11. Apelidos 1 Apetlidos / Surname:
{

| SILVEIRA LOUREIRO

1.2Nome /Nombre / First names: DNI /DN / ientity card number:

MARIA 35608375M

1.3. Categoria/Categoria/Categery: [ bu 1.4. Especies/Especies/Species: 1.5. Vélido ata/ véido hastasexpires:
ROEDORES 16/04/2027

2. N° DO CERTIFICADO / N° DEL CERTIFICADO / CERTIFICATE NUMBER

b385

3.0RGANISMO QUE EXPIDE O CERTIFICADO / ORGANISMO QUE EXPIDE EL CERTIFICADO / BODY ISSUING THE CERTIFICATE:

3.1.Nome e enderezo do organismo que expide o certificado 1 Nombre y direccién del organismo que expide el certificado / Name and address of the body issuing the
cerlificate:

CONSELLERIA DO MEDIO RURAL - XUNTA DE GALICIA
AXENCIA GALEGA DA CALIDADE ALIMENTARIA
Avda. Do Camifio Francés, 10 baixo
15781 Santiago de Compostela
A Corufia (Espaiia)

3.2.Teléfono 1 Teiéfono / Telephone: 33Fax/Fax/Fax: 3.4.Correo electronico / Comeo electrénico / Email:
981 546 654 981 546 651 A formacion.cmrm@xunta.es
3.5.Data/ Fecha / Date: 36.Lugar/ Lugar/Piace:
10/05/2019 /’S ntiago de Compostela

3.7.Nome e sinatyfa/ wombre jy fifma / Name and signature

Xacobeo 2021
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XUNTA DE GALICIA

CONE

ERIA DO MEDIO RURAL

MO'DULOS,FUNDAMENTAIS OU TRONCAIS E ESPECIFICOS CORRESPONDENTES A
CATEGORIA “B” EUTANASIA DOS ANIMAIS — ORDE ECC/566/2015, DE 20 DE MARZO

MODULOS FUNDAMENTAIS OU TRONCAIS

1.- Lexislacion nacional (1 hora).

2.- Etica, benestar animal e as “tres erres”, nivel 1 (2 horas).

3.- Bioloxia bésica e adecuada, nivel 1 (3 horas).

4.- Coidado, satide e manexo dos animais, nivel 1 (5 horas).

5.- Recoftecemento do dolor, o sufrimento e a angustia ( 3 horas).

6.- Métodos incruentos de sacrificio, nivel 1 (2 horas)

MODULOS ESPECIFICOS DA CATEGORIA “B”
1.-Bioloxia basica e adecuada, nivel 2 (3 horas)

2.- Métodos incruentos de sacrificio, nivel 2 (3 horas)

MODULOS FUNDAMENTALES O TRONCALES

1.- Legislacion nacional (1 hora).

2.- Etica, bienestar animal y las ‘“tres erres”, nivel 1 (2 horas).

3.- Biologia bésica y adecuada, nivel 1 (3 horas).

4 - Cuidado, salud y manejo de los animales, nivel 1 (5 horas).

5.- Reconocimiento del dolor, el sufrimiento y la angustia ( 3 horas).

6.- Métodos incruentos de sacrificio, nivel 1 (2 horas)

MODULOS ESPECIFICOS DE LA CATEGORIA “B”
1.-Biologla bésica y adecuada, nivel 2 (3 horas)

2.- Métodos incruentos de sacrificio, nivel 2 (3 horas)

* Xacobeo 2021
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| XUNTA DE GALICIA

¢ CONSELLERIA DO MEDIO RURAL

fo Camirc Fance ). Batxs
16 de Composte

Certificado de capacitacion en materia de proteccion de animais utilizados, criados ou
subministrados con fins de experimentacion e otros fins cientificos, incluindo a docencia conforme
coa Orde ECC/566/2015 de 20 de marzo.

Certificado de capacitacién en materia de proteccién de animales utilizados, criados o suministrados con
fines de experimentacién y otros fines cientificos, incluyendo la docencia conforme con la Orden
ECC/566/2015 de 20 de marzo.

1. IDENTIFICACION

1.1. Apelidos / Apellidos / Surname

SILVEIRA LOUREIRO
1.2.Nome / Nombre /First names: ’ DNI /DN  1dentity card number:
' MARIA | 35608375M
s ssio ol wsaee lly e PR S S
| 1.3. Categoria/Categoria/Category: ncu 1.4. Especies/especies/Species: T‘ 1.5. Valido ata/ véiido hastaexpires:
ROEDORES i 16/04/2027
2. N° DO CERTIFICADO / N° DEL CERTIFICADO / CERTIFICATE NUMBER
c430

3.0RGANISMO QUE EXPIDE O CERTIFICADO / ORGANISMO QUE EXPIDE EL CERTIFICADO / BODY ISSUING THE CERTIFICATE:

| 31.Nome e enderezo do organismo que expide o certificado / Nombre y direccién del arganismo que expide el certificado / Name and address of the body issuing the
certificate:
' CONSELLERIA DO MEDIO RURAL —~ XUNTA DE GALICIA
AXENCIA GALEGA DA CALIDADE ALIMENTARIA

15781 Santiago de Compostela
A Coruiia (Espaiia)

|
i Avda. Do Camifio Francés, 10 baixo
|
|
|

3.2 Teléfono / Tekfono / Telephone: 3.3.Fax/Fax/Fax 3.4.Correo electrénico / Carreo electrénico / Email:
| 981 546 654 981 546 651 formacion.cmm@xunta.es
| 35 Data/ Fecha / Date: 3e.lugar/ Lugar/ Place:
‘ 10/05/2019 Santiago de Compostela

S = = .

37 Nome e sinatyra / Nogpre y firma / Name and signature

odriguez Vazquez
lega da Calidade Alimentaria
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XUNTA DE GALICIA

CONSELLERIA DO MEDIO RURAL

. _pslias

MO'DULOS’FUNDAMENTAIS OU TRONCAIS E ESPECIFICOS CORRESPONDENTES A
CATEGORIA “C” REALIZACION DOS PROCEDEMENTOS — ORDE ECC/566/2015, DE 20
DE MARZO

MODULOS FUNDAMENTAIS OU TRONCAIS

1.- Lexislacién nacional (1 hora).

2.- E!ica, benestar animal e as “tres erres”, nivel 1 (2 horas).

3.- Bioloxia basica e adecuada, nivel 1 (3 horas).

4.- Coidado, satide e manexo dos animais, nivel 1 (5 horas).

5.- Recoriecemento do dolor, o sufrimento e a angustia ( 3 horas).

6.- Métodos incruentos de saciificio, nivel 1 (2 horas)

MODULOS ESPECIFICOS DA CATEGORIA “C”
1.- Bioloxia bésica e adecuada, nivel 2 (3 horas)

2.- Procedementos minimamente invasores sen anestesia, nivel 1 (5 horas)

3.- Proced tos minii invasores sen anestesia, nivel 2 (10 horas)
4.- Anestesia para procedementos menores (5 horas)
5.- Anestesia avanzada para intervencions cirtirxicas ou procedementos prolongados ( 8 horas)

6.- Principios de cirurxia (5 horas)

MODULOS FUNDAMENTALES O TRONCALES

1.- Legislacién nacional (1 hora).

2.- Etica, bienestar animal y las ‘tres erres”, nivel 1 (2 horas).

3.- Biologia bésica y adecuada, nivel 1 (3 horas).

4.- Cuidado, salud y manejo de los animales, nivel 1 (5 horas).

5.- Reconocimiento del dolor, el sufrimiento y la angustia ( 3 horas).

6.- Métodos incruentos de sacrificio, nivel 1 (2 horas)

MODULOS ESPECIFICOS DE LA CATEGORIA “C”
1.- Biologia bésica y adecuada, nivel 2 (3 horas)

2.- Procedimientos mini i ivos sin tesia, nivel 1 (5 horas)

3.- Procedimientos sin tesia, nivel 2 (10 horas)
4.- Anestesia para procedementos menores (5 horas)
5.- Anestesia avanzada para intervenciones quirdrgicas o procedimientos prolongados ( 8 horas)

6.- Principios de cirugia (5 horas)
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DE COMPOSTELA

En esta tesis doctoral se investiga el papel de la sefnalizacion de
AMPK en los astrocitos sobre el control de los patrones

de comportamiento circadiano y la homeostasis energética en
ratones. Para ello, hemos generado ratones condicionales
inducibles con deleciéon de la subunidad reguladora AMPKy2 en
astrocitos, asi como ratones con ablacion especifica de
AMPKYy?2 en astrocitos del nucleo ventromedial del hipotdlamo.
Nuestros hallazgos revelan que la activacion de AMPK en

los astrocitos altera la sincronizacion de los ritmos circadianos
ala luz y al patrén de alimentacion, asi como la

homeostasis energética. Este descubrimiento arroja luz sobre la
compleja interaccién entre los ritmos circadianos, la
sefializacion de AMPK y la regulacion de la energia en el
organismo.
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