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Resumen 

 

La homeostasis energética en mamíferos se alcanza a través de mecanismos que regulan 

el equilibrio entre la ingesta y el gasto de energía. Una característica fundamental de esta 

regulación homeostática es su naturaleza intrínsecamente rítmica, la cual está controlada por 

los ritmos circadianos. Éstos aseguran una distribución temporal adecuada entre las 

reacciones catabólicas y anabólicas, sincronizando el metabolismo con los ciclos de luz-

oscuridad y alimentación-ayuno. Durante el período de ayuno, la activación de la proteína 

AMP-activated protein kinase (AMPK) en tejidos periféricos desencadena procesos 

catabólicos y modula la degradación rítmica de las proteínas del reloj biológico. No obstante, 

se desconoce el papel de la señalización central de AMPK en el control de la sincronización a 

la luz y al horario de alimentación. 

Los astrocitos desempeñan un papel crucial como sensores en la detección de nutrientes y 

en la regulación de los ritmos circadianos. Sin embargo, hasta el momento, sigue siendo un 

misterio cómo su reloj biológico intrínseco logra detectar y responder a los patrones de 

alimentación y a las variaciones en la iluminación. En esta tesis, nos hemos propuesto 

investigar el papel de la señalización 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 deleción de la subunidad 

reguladora AMPKγ2 (Prkag2) en astrocitos, así como ratones con ablación específica de 

AMPKγ2 en astrocitos del núcleo ventromedial del hipotálamo. Nuestros hallazgos revelan 

que la activación de AMPK en los astrocitos altera la sincronización de los ritmos circadianos 

a la luz y al patrón de alimentación, así como la homeostasis energética.  

Este descubrimiento arroja luz sobre la compleja interacción entre los ritmos circadianos, 

la señalización de AMPK y la regulación de la energía en el organismo, brindando nuevos 

conocimientos sobre cómo se coordinan estos procesos para garantizar un equilibrio adecuado 

en la utilización de la energía.  
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Resumo 

 

A homeostase enerxética en mamíferos alcánzase a través de mecanismos que regulan o 

equilibrio entre a inxesta e o gasto de enerxía. Unha característica fundamental desta 

regulación homeostática é a súa natureza intrínsecamente rítmica, a cal está controlada polos 

ritmos circadianos. Estes aseguran unha distribución temporal adecuada das reaccións 

catabólicas e anabólicas, sincronizando o metabolismo cos ciclos de luz-escuridade e 

alimentación-xaxún. Durante o período de xaxún, a activación da proteína AMP-activated 

protein kinase (AMPK) en tecidos periféricos desencadea procesos catabólicos e modula a 

degradación rítmica das proteínas do reloxo biolóxico. Con todo, descoñécese o papel da 

sinalización central de AMPK no control da sincronización á luz e ao horario de alimentación. 

Os astrocitos desempeñan un papel crucial como sensores na detección de nutrientes e na 

regulación dos ritmos circadianos. Porén, ata o momento, continúa sendo un misterio como o 

seu reloxo biolóxico intrínseco logra detectar e responder aos patróns de alimentación e ás 

variacións na iluminación. Nesta tese, propuxémonos investigar o papel da sinalización de 

AMPK nos astrocitos sobre o control dos patróns de comportamento circadiano e a 

homeostase enerxética en ratos. 

Con este fin, xeramos ratos condicionais inducibles con deleción da subunidade 

reguladora AMPKγ2 (Prkag2) en astrocitos, así como ratos con ablación específica de 

AMPKγ2 en astrocitos do núcleo ventromedial do hipotálamo. Os nosos descubrimentos 

revelan que a activación de AMPK nos astrocitos altera a sincronización dos ritmos 

circadianos á luz e ao patrón de alimentación, así como da homeostase enerxética.  

Este descubrimento arroxa luz sobre a complexa interacción entre os ritmos circadianos, 

a sinalización de AMPK e a regulación da enerxía do organismo, brindando novos 

coñecementos sobre como se coordinan estes procesos para garantir un equilibrio adecuado na 

utilización da enerxía.  
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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 AMPKγ2 regulatory subunit 

(Prkag2) in adult astrocytes, as well as mice with ventromedial hypothalamus targeted 

ablation of AMPKγ2. 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, ACRÓNIMOS Y ANGLICISMOS 

 

AAV: adenovirus asociados, adeno-associtated virus.  

AMPc: adenosín monofosfato cíclico. 

AMPK: proteína quinasa activada por AMP, AMP-activated protein kinase. 

ANGPTL4: proteína similar a la angiopoyetina 4, angiopoietin-related protein 4. 

ANOVA: análisis de varianza, analysis of variance. 

AP: antero-posterior. 

ARC: núcleo arcuato, arcuate nucleus. 

ATGL: lipasa adipocítica de triglicéridos, adipose triglyceride lipase. 

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

AVP: arginina-vasopresina, arginine vasopressin. 

Β3-AR: receptores β3-adrenérgicos, β3-adrenergic receptors.  

BAT: tejido adiposo pardo, brown adipose tissue. 

BHE: barrera hematoencefálica, brain blood barrier. 

BMP8B: proteína morfogenética ósea 8B, bone morphogenetic protein 8B. 

BMR: tasa metabólica basal, basal metabolic rate. 

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

CBM: módulo de unión a carbohidratos, carbohydrate-binding module. 

CBS : dominios de la cistationina β-sintasa, cystathione β-synthase domains. 

CCGs: genes controlados por el reloj, clock-controlled genes. 

CIDEA: complejo con el efector A inductor de muerte celular por fragmentación de DNA, 

cell death–inducing DNA fragmentation factor-α-like effector A. 

CKIε: caseína quinasa Iε, casein kinases Iε. 

CKK: colecistoquinina, cholescistokinin. 

CNTF: factor neurotrófico ciliar, ciliary neurotrophic factor. 

CPT1A: carnitina palmitoiltransferasa 1A, carnitine palmitoyltransferase 1A. 

CRY: criptocromo, cryptocrome. 

DBP: proteína de unión al promotor del sitio D de la albúmina, D-box binding PAR bZIP 

transcription factor. 
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DMH: núcleo dorsomedial del hipotálamo, 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 dinucleótido, flavin adenine dinucleotide. 

FAS: ácido graso sintasa, fatty acid synthase. 

FEO: oscilador de sincronización con los alimentos, food entrainable oscillator. 

GCs: glucocorticoides. 

GFAP: proteína gliofibrilar acídica, glial fibrillary acidic protein.  

GLAST: transportador de glutamato de alta afinidad, glial high affinity glutamate transporter. 

GLP-1: péptido análogo de glucagón 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: fascículo 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: área lateral hipotalámica, lateral hypothalamic area. 

LPL: lipoproteína 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 dinucleótido, 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-GlcNAc: O-GlucosilNAcetilación. 

OPCs: células progenitoras de oligodendrocitos, oligodendrocyte progenitor cells. 

OX: orexina, orexin. 

p38 MAPK: proteína quinasa activada por mitógeno p38, p38-mitogen-activated protein 

kinase. 

PARP: poli ADP-ribosa polimerasa 1, poly ADP-ribose polymerase. 

PCR: reacción en cadena de la polimerasa, polimerase chain reaction. 

PDF: factor de dispersión pigmentaria, pigment dispersing factor.  

PER: period. 

PKA: proteína quinasa A, protein kinase A. 

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

PVH: núcleo paraventricular, paraventicular nucleus. 

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

RF: alimentación restringida, restricted feeding. 

RQ: cociente respiratorio, respiratory quotient.  

SC: subcutáneo. 

SCN: núcleo supraquiasmático, suprachiasmatic nucleus. 

SDS: dodecilsulfato sódico, sodium dodecyl sulfate. 

SDS-PAGE: gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico.  

SEM: desviación estándar de la media, standard error of the mean. 

SIRT1: sirtuina 1 desacetilasa dependiente de NAD, NAD-dependent deacetylase sirtuin-1. 

SNC: sistema nervioso central. 

SNS: sistema nervioso simpático. 
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STD: dieta estándar, standard diet. 

STZ: estreptozotocina, streptozotocin. 

sWAT: tejido adiposo blanco subcutáneo, subcutaneous white adipose tissue.  

T3: triyodotironina, triiodothyronine. 

TAK1: factor de crecimiento transformante β, transforming growth factor-β-activated kinase 

1.  

THs: hormonas tiroideas, thyroid hormones. 

TNF α: factor de necrosis tumoral α, tumor necrosis factor. 

TRF: restricción alimentaria temporal, time-restricted feeding. 

TTFL: bucle de retroalimentación transcripción-traducción, transcriptional–translational 

feedback loops. 

UCP1: proteína desacoplante 1, uncoupling protein 1. 

VIP: polipéptido intestinal vasoactivo, vasoactive intestinal polypeptide.  

VMH: núcleo ventromedial, ventromedial nucleus.  

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

WAT: tejido adiposo blanco, white adipose tissue. 

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

ZT: zeitgeber. 

 

 

ANGLICISMOS 

Antigen retrieval: desenmascaramiento de antígenos. 

Browning: pardeamiento del tejido adiposo. 

Downstream: “aguas abajo” (referido a una vía de señalización).  

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

Knockout: modificación genética en la cual se inactiva la expresión de un gen. 

Outputs: salidas. 

Upstream: “aguas arriba” (referido a una vía de señalización).  

Wildtype: tipo salvaje.
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1 HOMEOSTASIS ENERGÉTICA 

La primera ley de la termodinámica – que establece que la energía no puede crearse ni 

destruirse – es un principio que también se aplica a los seres vivos, ya que necesitan controlar 

la energía para su supervivencia. Para garantizar esta regulación, conocida como homeostasis 

energética, se requiere un equilibrio entre las vías metabólicas que producen y consumen 

energía, debido a las oscilaciones en la disponibilidad y la demanda de la misma. La 

regulación de la homeostasis energética ocurre mediante el control del aporte de energía 

(ingesta alimentaria) y del gasto energético (Friedman, 2009). Mientras que la ingesta de 

energía proviene de las calorías asociadas a las proteínas, carbohidratos y grasas de los 

alimentos, el gasto energético se refiere a la tasa metabólica basal, a la termogénesis y a la 

actividad física. En consecuencia, las células han desarrollado sensores moleculares que 

permiten ajustar la actividad metabólica según la accesibilidad y las necesidades energéticas 

del organismo (López et al., 2016). 

La masa corporal está 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 está en 

equilibrio, el peso se mantiene estable. Sin embargo, este equilibrio no siempre permanece 

constante debido a diferentes factores, tanto extrínsecos (estilo de vida y ambiente) como 

intrínsecos (genética, sexo y edad) (Friedman, 2009; Kopelman, 2000). Así, si el balance 

energético es negativo, es decir, las calorías 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 más calorías 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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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 

está 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 calorías 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 calorías ingeridas son menores que las consumidas, 

resulta en una pérdida de peso. Creado con Biorender.com. 

 

La regulación de la homeostasis energética se lleva a cabo mediante un sistema 

fisiológico altamente complejo que involucra señales 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 señales 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 hipotálamo, que integra señales periféricas 

hormonales y neuronales relacionadas con la saciedad y el estado nutricional. Además, éste 

regula la absorción y utilización de nutrientes, así como la homeostasis de la glucosa y el 

metabolismo lipídico periférico (Diéguez et al., 2009; González-García et al., 2017; 

Spiegelman & Flier, 2001; Williams, 2000) (Figura 2). Además del hipotálamo, existen otras 

zonas del cerebro como la corteza cerebral, las áreas olfativas y algunas áreas del tronco 

encefálico implicadas en el control del apetito y el equilibrio energético (Dietrich & Horvath, 

2009; López et al., 2023; Spiegelman & Flier, 2001). En respuesta a la ingesta de alimentos, 

surgen señales de saciedad a nivel gastrointestinal, como la colecistoquinina (CKK, 
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cholescistokinin), el péptido YY3-36 (PYY, Peptide YY (PYY)3−36) o el péptido análogo de 

glucagón 1 (GLP-1, glucagon-like peptide 1) (Murphy & Bloom, 2006). Además, otras 

señales periféricas originadas en el estómago como la grelina (un péptido orexigénico) (Al 

Massadi et al., 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 

páncreas (Saltiel & Kahn, 2001), atraviesan la barrera hematoencefálica (BHE) para llegar al 

cerebro (Figura 2).  

 

 

Figura 2. Integración a nivel central de hormonas derivadas del tracto gastrointestinal, el tejido adiposo, 

órganos endocrinos y gónadas. Creado con Biorender.com. 

 

 

1.1 GASTO ENERGÉTICO Y TERMOGÉNESIS 
 

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

a) La tasa metabólica basal (BMR, basal metabolic rate), que hace referencia a la 

energía necesaria para mantener la homeotermia y el metabolismo celular. 

 

b) La actividad física, que incluye la actividad tanto intencionada como no 

intencionada, incluida la postura bípeda erguida. 
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c) La termogénesis, que se refiere a la producción de calor no relacionada con la 

actividad física (Landsberg et al., 2009).  

En individuos sedentarios, la BMR representa el 80% del gasto de energía, la actividad 

física constituye el 10%, mientras que el restante 10% se atribuye a la termogénesis. Sin 

embargo, en personas activas, la actividad física y la termogénesis pueden contribuir en más 

del 40% del gasto total de energía, lo que significa que la BMR solo constituiría en torno a un 

60% del gasto energético 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. Está 

relacionada con las reacciones del metabolismo energético y la regulación del efecto térmico 

de los alimentos (Himms-Hagen, 1989). Sin embargo, la termogénesis adaptativa se refiere a 

la generación de calor por el organismo en respuesta a estímulos externos como una dieta 

hipercalórica o la exposición al frío. Esto implica la disipación de energía en forma de calor 

mediante el temblor del músculo esquelético o la activación del tejido adiposo pardo (BAT, 

brown adipose tissue) (Chouchani et al., 2019). El BAT representa una variante especial del 

tejido adiposo. En roedores, se distribuye en áreas interescapulares, subescapulares, axilares, 

perirrenales y periaórticas (Cannon & Nedergaard, 2004). En seres humanos adultos, se 

encuentra en regiones como la subescapular, cervical, periespinal, mediastínica, periaórtica, 

pericárdica y perirrenal (Contreras et al., 2016; Nedergaard et al., 2007). El BAT está 

compuesto por adipocitos marrones, que presentan características anatómicas y funcionales 

diferentes a los adipocitos blancos del tejido adiposo blanco (WAT, white adipose tissue). A 

diferencia de los adipocitos blancos, que funcionan como depósitos de grasa con escasas 

mitocondrias y una sola gran gota lipídica para el almacenamiento de energía (Contreras et 

al., 2015; Contreras et al., 2017), los adipocitos marrones presentan una forma poligonal, 

múltiples gotas lipídicas y numerosas mitocondrias que generan energía. Estas mitocondrias 

contienen citocromos pigmentados con hierro, lo cual otorga su característico tono marrón al 

BAT y son esenciales para la producción de calor (Cannon & Nedergaard, 2004; Contreras 

et al., 2016). 

La termogénesis adaptativa tiene lugar principalmente en los adipocitos marrones, que 

liberan energía en forma de calor para mantener la temperatura corporal (Contreras et al., 

2016). Esta función se logra gracias a la presencia de una proteína llamada proteína 

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 síntesis de ATP y disipando en 

su lugar el exceso de energía en forma de calor (Cannon & Nedergaard, 2004; Contreras et al., 

2016; Villarroya & Vidal-Puig, 2013). En los últimos años se ha descrito un nuevo tipo de 

adipocitos, denominados adipocitos beige o brite (brown in white) (Cannon & Nedergaard, 

2004; Contreras et al., 2015). Estos se generan en depósitos de WAT, presentando 

características anatómicas y funcionales intermedias entre los adipocitos blancos y los 

marrones (González-García et al., 2019; Jespersen et al., 2013) (Figura 3). El proceso en que 
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los adipocitos beige emergen en los depósitos de WAT se conoce como browning o 

pardeamiento, permitiéndoles desarrollar capacidad termogénica (Contreras et al., 2016; 

González-García et al., 2019), aunque su poder termogénico es mucho menor que el de los 

adipocitos marrones (Petrovic et al., 2009; Shabalina et al., 2013). Varios factores 

fundamentales son necesarios para inducir el fenómeno de browning. Entre ellos, los más 

destacados son la expresión del receptor gamma activado por el proliferador de peroxisomas 

(PPARγ, peroxisome proliferator-activated receptor γ), el dominio PR que contiene 16 

(PRDM16, PR domain containing 16), la proteína 1 alfa coactivadora del receptor gamma 

activado por el proliferador de peroxisomas (PGC1α, proliferator-activated receptor-gamma 

coactivator 1 alpha) y la proteína de interacción 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). 

 

 
Figura 3. Representación gráfica del proceso de browning. Los adipocitos blancos se transforman en 

adipocitos beige adquiriendo en este proceso las características intermedias entre los primeros y los adipocitos 

marrones (Contreras et al., 2016). Creado con Biorender.com. 

 

La termogénesis en el BAT está regulada por el sistema nervioso simpático (SNS) 

(Cannon & Nedergaard, 2004; Contreras et al., 2015, 2016; Villarroya & Vidal-Puig, 2013). 

Un incremento en el tono simpático del BAT provoca la liberación de noradrenalina (NA, 

noradrenaline), la cual activa los receptores β3-adrenérgicos (β3-AR, β3-adrenergic 

receptors). Estos receptores, a su vez, están acoplados a proteínas G que activan la adenilato 

ciclasa (AC, adenylate ciclase), elevando así los niveles de adenosín monofosfato cíclico 

(AMPc, cyclic adenosine monophosphate), lo que finalmente activa la proteína quinasa A 
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(PKA, protein kinase A). La PKA tiene dos efectos principales. Primero, estimula la proteína 

quinasa activada por mitógeno p38 (p38 MAPK, p38-mitogen-activated protein kinase), que 

induce la transcripción génica, la síntesis de proteínas y el crecimiento y la diferenciación 

celular. Segundo, incrementa la actividad de las enzimas lipolíticas, incluyendo la lipasa 

adipocítica 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 citosólicos de ácidos 

grasos libres (Cannon & Nedergaard, 2004; Contreras et al., 2016; González-García et al., 

2019). Estos ácidos grasos libres son transportados al interior de las mitocondrias por la 

carnitina palmitoiltransferasa 1A (CPT1A, carnitine palmitoyltransferase 1A) y allí son 

oxidados para producir nicotinamida adenina dinucleótido (NAD, nicotinamide adenine 

dinucleotide) y flavín adenín dinucleótido (FAD, flavín adenine dinucleotide), los cuales 

continúan siendo oxidados en la cadena de transporte electrónico. Esta oxidación establece un 

gradiente de protones que UCP1 desacopla, generando calor (Cannon & Nedergaard, 2004; 

Contreras et al., 2015, 2016; Villarroya & Vidal-Puig, 2013) (Figura 4). 

Además de su función termogénica, se ha confirmado que la actividad del BAT responde 

a los niveles de glucosa y está bajo el control de los ritmos circadianos, tanto en humanos 

(Lee et al., 2016), como en ratones (Orozco-Solis et al., 2016). Específicamente, este estudio 

ha revelado que, en ratones, la actividad del BAT está controlada por un marcapasos 

autónomo en el núcleo ventromedial del hipotálamo (VMH, ventromedial hypothalamic 

nucleus) (Orozco-Solis et al., 2016). 

 

 

Figura 4. Mecanismo de regulación de la termogénesis en el BAT. Creado con Biorender.com. 
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1.2 HIPOTÁLAMO Y REGULACIÓN DE LA HOMEOSTASIS ENERGÉTICA 

  

El control de la homeostasis energética se produce en el SNC, y el hipotálamo emerge 

como una región esencial en este proceso (Williams et al., 2001). Situado bajo el tálamo, el 

hipotálamo integra señales sensoriales y nutricionales en el SNC, activando respuestas 

autonómicas, endocrinas y conductuales para mantener la homeostasis (Saper & Lowell, 

2014). El hipotálamo, dividido por el tercer ventrículo, se organiza en tres zonas principales. 

La región rostral, conocida como área preóptica, controla la termorregulación, el equilibrio 

electrolítico, los ritmos circadianos incluyendo los ciclos de vigilia y sueño y el 

comportamiento sexual. El área media o tuberal integra circuitos para la termorregulación y la 

ingesta, así como circuitos de respuesta para el comportamiento sexual, la agresividad y 

diversas respuestas autónomas y endocrinas. Por último, la región posterior regula la vigilia y 

las respuestas al estrés (Saper & Lowell, 2014) (Figura 5). 

Los núcleos hipotalámicos, agrupaciones de neuronas definidas anatómicamente, 

interactúan a través de proyecciones axonales. Estos núcleos regulan la expresión de distintos 

neurotransmisores específicos en respuesta a señales periféricas (López et al., 2007; Saper & 

Lowell, 2014). Algunos núcleos clave en la regulación de la homeostasis energética incluyen 

el núcleo arcuato (ARC, arcuate nucleus), el núcleo paraventricular (PVH, paraventricular 

nucleus), el núcleo dorsomedial (DMH dorsomedial hypothalamic nucleus), el área lateral 

hipotalámica (LHA, lateral hypothalamic area) y el VMH (Figura 5). 

 

 
Figura 5. Representación de los núcleos del hipotálamo más relevantes en la regulación de la homeostasis 

energética. Creado con Biorender.com. 
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1.2.1 NÚCLEO VENTROMEDIAL  

 

El VMH desempeña un papel crucial en la regulación de la homeostasis energética.  

Situado en la base del hipotálamo 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 región provocaron un fenotipo obeso en modelos animales 

(Hetherington & Ranson, 1983; Shimizu et al., 1987). Además, el VMH tiene un papel 

fundamental en la regulación de la homeostasis de la glucosa al expresar receptores de leptina 

e insulina (Elmquist et al., 1998; Paranjape et al., 2011; Song et al., 2001; Wada et al., 2014) 

y en la modulación del gasto energético a través de la termogénesis del BAT (Contreras et al., 

2015). El VMH también está involucrado en funciones fisiológicas adicionales, como el 

comportamiento sexual femenino y la regulación cardiovascular (Mcclellan et al., 2006; 

Shimogawa et al., 2014). 

En el VMH se identifican distintos tipos de neuronas con funciones específicas que 

interactúan con el SNS. Por ejemplo, las neuronas que expresan el factor esteroidogénico 1 

(SF1, steroidogenic factor 1) desempeñan funciones en el desarrollo del VMH, así como en la 

regulación 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 través del 

SNS para estimular la termogénesis en el tejido adiposo marrón y promover el browning en el 

tejido adiposo blanco (Contreras et al., 2015, 2016). Diversas señales periféricas modulan la 

termogénesis del tejido adiposo marrón a través del VMH, incluyendo hormonas tiroideas, la 

proteína morfogenética ósea 8B (BMP8B, bone morphogenetic protein 8B), la leptina, el 

estradiol, los análogos de GLP-1, la nicotina y las ceramidas  (Álvarez-Crespo et al., 2016; 

Capelli et al., 2021; López et al., 2010; Martínez-Sánchez et al., 2017; Rial-Pensado et al., 

2022; Martins et al., 2016; Tanida et al., 2013;González-García et al., 2017, 2018; Martínez 

De Morentin et al., 2014; Seoane-Collazo et al., 2021; Beiroa et al., 2014; Martínez De 

Morentin et al., 2012; Seoane-Collazo et al., 2014; Contreras et al., 2014; Contreras et al., 

2017). 

Finalmente, se ha observado una estrecha interacción entre la homeostasis energética, la 

termogénesis y los relojes circadianos (Barca-Mayo & López, 2021; Orozco-Solis et al., 

2016). El VMH, en particular, está implicado en la regulación circadiana del gasto energético 

y la termogénesis. La interrupción del reloj circadiano en el VMH altera la actividad 

circadiana del tejido adiposo marrón, contribuyendo así al control del equilibrio energético 

(Orozco-Solis et al., 2016). 
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2 SISTEMA DE CRONOMETRAJE CIRCADIANO 

La rotación de la Tierra ha dado origen a la evolución de relojes biológicos, los cuales 

permiten que los seres vivos se adapten y se anticipen a los ciclos de luz y oscuridad 

(Albrecht & Ripperger, 2018; Barca-Mayo & López, 2021). Estos relojes biológicos están 

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 latín “circa” (alrededor) y 

“diem” (día), regula y sincroniza ritmos de 24 horas en la expresión génica y en procesos 

fisiológicos o conductuales, como los ciclos de sueño-vigilia, el equilibrio energético o la 

consolidación de la memoria (Hastings et al., 2008). Estudios experimentales y 

epidemiológicos han demostrado los significativos impactos que resultan de la alteración de 

estos ritmos biológicos. 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 et al., 2021; Li et al., 2019; Lim et al., 2018; Liu et al., 2018; Pan et al., 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 biológicos, necesitamos familiarizarnos con 

algunos conceptos clave: 

Período, Frecuencia y Fase: El “período” (τ) es el tiempo que tarda en completarse un 

ciclo, medido en unidades como segundos, horas o días. Por otro lado, la “frecuencia” es la 

inversa del período (1/τ). La “fase” (f) indica el valor de una variable en un punto específico 

del ciclo, medido en tiempos o grados. En la fase, destacamos la “acrofase”, cuando la 

variable alcanza su punto máximo, y el “nadir” o “batifase”, el momento de su mínimo 

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 máximo o mínimo de la 

variable. 

Sincronización y Ritmos: Los ritmos son cambios en cualquier variable, y son 

previsibles y periódicos. Hablamos de “estar en fase” cuando dos ritmos sincronizan sus 

variables en el tiempo, y “fuera de fase” cuando sus puntos máximos ocurren en momentos 

distintos (Mistlberger & Rusak, 2011; Olavarrieta Bernardino, 2016). La sincronización de los 

diferentes cambios en los ritmos internos se denomina “sincronización interna”. En 

condiciones normales, los ritmos circadianos están sincronizados por factores periódicos del 

entorno, denominados zeitgebers (Aschoff y Pohl, 1978). El más importante, es el ciclo de 

luz-oscuridad. Hablamos de “sincronización externa” cuando los ritmos biológicos se 
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sincronizan o coordinan con factores geofísicos como los ciclos externos de luz y oscuridad. 

No obstante, debemos tener en cuenta que la actividad física o las interacciones sociales 

(denominados “sincronizadores secundarios”) también intervienen en este proceso 

(Grandin, Alloy y Abramson, 2006). 

Ritmos Biológicos y Adaptación: Los “ritmos biológicos” son fenómenos cíclicos en 

los seres vivos, variando regularmente en función de una actividad biológica en un período 

(Cardinal, 2005). Es importante resaltar que no son meras coincidencias ni respuestas pasivas 

al entorno, sino procesos de adaptación a éste (Vargas-Vargas & Camargo-Sánchez, 2014).  

Clasificación de los Ritmos: Según su frecuencia, los ritmos biológicos se dividen en 

tres grupos. Los “ritmos infradianos” tienen un período superior a 28 horas. Los “ritmos 

circadianos”, con un período cerca de las 24 horas, son especialmente importantes. 

Finalmente, los “ritmos ultradianos” tienen un período menor a 20 horas.  

Influencia del entorno: Es fundamental considerar el entorno al analizar los períodos de 

los ritmos. Por ejemplo, los organismos en hábitats de mareas desarrollan ritmos mareales con 

períodos de doce horas. También existen otros ritmos, como los “circanuales”, con períodos 

cercanos a un año, y los “circalunares”, relacionados con ciclos lunares de 28 días.  

 

 

2.2 ORGANIZACIÓN DEL SISTEMA CIRCADIANO 

 

En mamíferos el sistema circadiano está organizado en una jerarquía de osciladores. A 

nivel del organismo, los ritmos son generados por un reloj central en el núcleo 

supraquiasmático (SCN, suprachiasmatic nucleus) del hipotálamo, y por los relojes 

periféricos en los diferentes tejidos (Moore & Eichler, 1972; Stephan & Zucker, 1972). En 

ausencia de señales temporales externas, estos relojes funcionan intrínsecamente con un 

período cercano a las 24 horas. Para ajustar las discrepancias entre este período intrínseco y 

los ciclos ambientales, estos relojes se sincronizan diariamente con factores externos naturales 

(zeitgeber, ZT). La luz es el ZT del SCN y sincroniza el marcapasos central a la hora local, 

que a su vez transmite información temporal a otros relojes cerebrales y periféricos mediante 

ritmos neuronales, hormonales o conductuales, como los ciclos de alimentación-ayuno o 

sueño-vigilia, que actúan como señales de sincronización para los relojes fuera del SCN 

(Crosby et al., 2019; Pezük et al., 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 último, a nivel molecular, el reloj consiste en un circuito de 

retroalimentación negativa que regula la transcripción rítmica de los genes del reloj. Del 7% 

al 12% del transcriptoma presenta ritmos de expresión circadiana al estar controlados por este 

reloj molecular. Estos genes diana tienen funciones muy diversas en el control de la 

proliferación, metabolismo celular, regulación 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). 
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2.2.1 EL NÚCLEO SUPRAQUIASMÁTICO COMO MARCAPASOS CIRCADIANO 
 

El SCN es un componente clave en el sistema circadiano, del que forma parte junto con 

los fotorreceptores, las vías de entrada que reciben y transmiten señales de luz y las vías de 

salida (Arendt et al., 1995; Moore et al., 1991). Ubicado bilateralmente en la región anterior 

del hipotálamo, encima del quiasma óptico, el SCN recibe información a través de la retina 

(Hastings et al., 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 et al., 2003), mientras que el dorsal regula la 

señalización GABAérgica hacia las neuronas que expresan arginina-vasopresina (AVP) 

(Mazuski et al., 2018; Mieda et al., 2015). La estimulación por la luz aumenta la activación de 

las células del SCN que expresan el polipéptido intestinal vasoactivo (VIP) y la liberación de 

VIP (Jones et al., 2018; Mazuski et al., 2018) induciendo cambios de fase en el tiempo 

circadiano (Figura 6). Aunque se ha avanzado en la comprensión de la neuroanatomía del 

SCN, los mecanismos de sincronización a la luz y la transmisión de señales temporales a otras 

áreas cerebrales o a los relojes periféricos aún no se comprenden completamente.  

El SCN en ratones está compuesto por aproximadamente 10,000 neuronas a cada lado del 

tercer ventrículo, la mayoría de las cuales son GABAérgicas (Hastings et al., 2018; Ono et al., 

2021). Además del GABA, en el SCN se expresan numerosos neuropéptidos (Abrahamson & 

Moore, 2001; Lee et al., 2015; Wen et al., 2020). Por ejemplo, el núcleo dorsal del SCN 

contiene neuronas que expresan principalmente AVP, encefalina y angiotensina II, mientras 

que el núcleo ventral del SCN contiene neuronas que expresan principalmente VIP, péptido 

liberador de gastrina (GRP, gastrin-releasing peptide), neurotensina y calretinina 

(Abrahamson & Moore, 2001). Además, la neuromedina-S se expresa ampliamente en todo el 

SCN. Estos neuropéptidos se unen a receptores acoplados a proteínas G, modulando la 

señalización de segundos mensajeros y afectando la fosforilación de proteínas CREB, lo que 

modifica la transcripción de los genes reloj Periodo (Per) (Ono et al., 2021). 

Clásicamente se ha considerado que las neuronas del SCN en mamíferos son las células 

marcapasos que generan y controlan los ritmos diarios fisiológicos y conductuales y 

coordinan los programas circadianos en los tejidos periféricos (Yoo et al., 2004). Sin 

embargo, en los últimos años, se ha revelado que los astrocitos del SCN funcionan de forma 

autónoma 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 PERIFÉRICOS 
 

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 alimentación. Esto puede resultar 

en la desincronización de los osciladores circadianos en estos tejidos respecto al SCN, como 

es común en los trabajadores nocturnos (Hastings et al., 2023). La restricción de la ingesta 

alimentaria a un período específico del día o de la noche, conocida como restricción 
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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. Además, 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 continúa 

manifestándose y la ingesta de alimentos se convierte en un ZT efectivo capaz de coordinar 

los ritmos fisiológicos circadianos, como la liberación 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 teoría de que la sincronización con los horarios de 

alimentación no depende del SCN, sino que está gobernada por un “oscilador de 

sincronización con los alimentos” (FEO, food entrainable oscillator), cuya ubicación aún se 

desconoce (Mistlberger, 2020). Investigaciones recientes han señalado que en las etapas 

tempranas después del nacimiento, la conexión entre las células ipRGC de la retina y las 

neuronas que producen el neuropéptido Y (NPY, neuropeptide Y) en el área conocida como 

zona intergenicular (IGL, intergeniculate leaflet) juega un papel crucial en la sincronización 

con el TRF en el animal adulto. En este modelo, las señales procedentes de las neuronas 

IGLNPY inhiben la actividad del SCN, permitiendo que las señales de FEO generen la FAA 

(Fernández et al., 2020). 

Considerando que las lesiones en el hipotálamo y los modelos knockout (KOs) dirigidos a 

tipos celulares específicos en el cerebro, como el tronco encefálico y las áreas 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 región cerebral específica, sino 

que podría estar distribuido funcionalmente entre áreas cerebrales competentes para provocar 

cambios en el comportamiento. En línea con esta idea, se ha descubierto recientemente que la 

acción 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 

señal que desencadena la FAA podría originarse en el hígado. Concretamente, este estudio 

evidenció que la proteína PERIOD2 (PER2) es crucial para la producción de cuerpos 

cetónicos derivados del hígado, los cuales, a su vez, envían señales al cerebro para inducir la 

FAA (Chavan et al., 2016).  

En resumen, es posible que el FEO no esté confinado en un único tejido, sino que tenga 

naturaleza sistémica. En este contexto, señales relacionadas con la ingesta, como la insulina y 

los cuerpos cetónicos 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 conexión de las células ipRGCs con el área IGL durante el 

desarrollo, permitiendo así la sincronización no fótica con la alimentación (Fernández 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 áreas cerebrales y tejidos periféricos, sincronizando los relojes de 

todo el cuerpo para adaptar y optimizar la fisiología a los cambios en el entorno. Los inputs de luz que llegan al 

SCN a través de la retina son el factor de sincronización más importante para el SCN, que a su vez coordina los 

relojes periféricos a través de señales neuronales, endocrinas y conductuales. Las señales relacionadas con la 

alimentación (insulina y cuerpos cetónicos) generadas por tejidos periféricos y las neuronas IGLNPY 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 mamíferos gira en torno a un circuito de 

retroalimentación transcripcional-traduccional (TTFL, transcriptional-translational feedback 

loop) rítmico y autónomo de genes/proteínas reloj (Figura 7) (Hastings et al., 2023). Los 

reguladores positivos del TTFL son dos factores de transcripción específicos de la secuencia 

E-box: BMAL1 (Brain and Muscle ARNT-Like protein-1) y CLOCK (Circadian Locomotor 

Output Cycles Kaput). Por la mañana, CLOCK y BMAL1 se heterodimerizan para activar la 

expresión de los genes Period (Per1, Per2 y Per3) y Criptocromo (Cry1 y Cry2) (Takahashi, 

2017). PER/CRY se translocan al núcleo donde se acumulan gradualmente y reclutan factores 

inhibidores de la transcripción que provocan la degradación de los dímeros BMAL1/CLOCK, 

lo que a su vez inhibe su propia transcripción (Kume et al., 1999). Por la noche, los complejos 

PER: CRY se degradan hasta que la transactivación puede reiniciarse a la mañana siguiente 

(Hastings et al., 2023). De esta manera, se establecen fluctuaciones rítmicas en los niveles de 

BMAL1, 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 

retroalimentación adicionales, donde la expresión rítmica de los genes que codifican los 

receptores nucleares de la subfamilia 1 Nr1d1 y Nr1d2 (REV-ERB) y el receptor huérfano A 
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relacionado con los receptores de ácido retinoico (RORA) es controlada por CLOCK: 

BMAL1 (Preitner et al., 2002). A su vez, REV-ERB y RORA regulan negativa y 

positivamente, respectivamente, la expresión de Bmal1, 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).  

 

 

Figura 7. Red central del reloj molecular. El reloj molecular de los mamíferos se compone de un bucle de 

retroalimentación transcripcional-traduccional en el que intervienen las proteínas del reloj CLOCK, BMAL1, PER 

y CRY y los receptores nucleares REV-ERB y ROR. La heterodimerización de CLOCK y BMAL1 activa la 

transcripción de los genes Per, Cry, Rorα y Rev-erb. Posteriormente, PER/CRY se translocan al núcleo e inhiben 

la actividad transcripcional de BMAL1 y CLOCK, bloqueando así su propia transcripción. Por otro lado, REV-ERB 

y su receptor nuclear RORα, que se unen competitivamente a RORE, reprimen o activan la transcripción del gen 

Bmal1 o Clock, respectivamente. Modificaciones postraduccionales de los factores nucleares también pueden 

regular la transcripción. Por ejemplo: la desacetilación de BMAL1 o PER2 por SIRT1, la fosforilación de BMAL1 o 

la traducción de PER2 por la señalización de insulina, la O-GlNAcilación de CLOCK, BMAL1 y PER2; y la 

fosforilación y consecuente degradación de CRY1 por AMPK. Creado con Biorender.com. 

 

Las dianas directas de CLOCK/BMAL1, denominadas genes controlados por el reloj 

(CCGs, clock-controlled genes), incluyen genes relacionados con procesos rítmicos como la 

ingesta alimentaria, el ciclo sueño-vigilia y la regulación de la glucosa (Marcheva et al., 2010; 

Richards & Gumz, 2012) (Figura 7). Entre estos CCGs se encuentran factores de 

transcripción, como la proteína de unión al promotor del sitio D de la albúmina (DBP, D-box 
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binding PAR bZIP transcription factor) (Stratmann et al., 2012) y la caja homeótica 3 de 

unión a la caja E con dedos de zinc (ZFHX3, zinc finger homeobox 3) (Parsons et al., 2015). 

Estos factores de transcripción inducen la expresión rítmica de genes diana. Como resultado 

de la secuencia organizada del bucle TTFL, se habilita la transcripción rítmica y autónoma de 

todos aquellos genes controlados por el reloj molecular, controlando así todos los aspectos 

relacionados con las funciones celulares rítmicas (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 proteínas que oscilan no muestran signos de ritmicidad a nivel de ARN 

mensajero (mARN). Esto sugiere que el bucle de retroalimentación transcripcional no es el 

único mecanismo que genera ritmicidad en los seres vivos (Robles et al., 2017). De hecho, 

modificaciones postraduccionales, como la fosforilación, la acetilación, la ubiquitinación y 

otras, pueden afectar tanto a las proteínas del propio reloj circadiano como a las proteínas que 

son reguladas por este mecanismo. De esta manera, las modificaciones postraduccionales 

contribuyen a la generación y sincronización de los ritmos biológicos al influir en la actividad 

y la estabilidad de las proteínas involucradas en el reloj circadiano y en sus interacciones con 

otros componentes celulares (Barca-Mayo & López, 2021).  

Las “vías sensoras” del metabolismo encargadas de detectar el estado metabólico, ejercen 

una influencia significativa en el reloj molecular de los tejidos periféricos. Durante la 

alimentación, se activan procesos anabólicos mediante la vía insulina-AKT-mTOR. Por otro 

lado, durante el ayuno, la activación de AMPK induce procesos catabólicos e inhibe la 

actividad de mTOR (Inoki et al., 2012). La vía de insulina-AKT-mTOR regula la 

fosforilación de BMAL1 y la traducción de PER2, especialmente en el estado postpandrial 

(Dang et al., 2016; Luciano et al., 2018; Robles et al., 2017). La señalización de la insulina, 

por ejemplo, sincroniza los relojes circadianos tanto in vivo como in vitro al inducir la síntesis 

de proteínas PER (Crosby et al., 2019). De forma similar, en los tejidos periféricos, AMPK 

modula la fosforilación de CRY1, regulando así su degradación rítmica (Lamia et al., 2009). 

Además, los niveles de glucosa también influyen en la duración del período a través de la O-

GlucosilNAcetilación (O-GlcNAc), afectando a las proteínas CLOCK, BMAL1 y PER2 

(Kaasik et al., 2013; M. D. Li et al., 2013; Ma et al., 2013). Los relojes moleculares también 

responden a la relación entre el NAD y el FAD, indicadores indirectos del estado energético 

celular. La oxidación del NAD, bajo control del reloj, impacta en la actividad transcripcional 

del complejo CLOCK-BMAL1, a través de la sirtuina 1 (SIRT1) y la poli-ADP-ribosilación 

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 coordinación temporal precisa entre los 

procesos catabólicos y anabólicos en concordancia con el ciclo de alimentación-ayuno (Barca-

Mayo & López, 2021). Dado que la relación 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 metabólicas y viceversa, es decir, que 

en condiciones de estrés metabólico 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 exposición a ciclos artificiales de luz-

oscuridad, alteración en el sueño, trabajo por turnos y desfase horario, tienen un impacto 

significativo en el sistema circadiano lo que a su vez contribuye al desarrollo del síndrome 

metabólico (Zimmet et al., 2019) (Figura 8). Este síndrome abarca una serie de factores de 

riesgo y comorbilidades cardio-metabólicas que aumentan la probabilidad de padecer 

enfermedades cardiovasculares, obesidad y diabetes tipo 2 (Punjabi et al., 2004). 

Aproximadamente el 30% de los adultos se ven afectados por este síndrome (Światkiewicz 

et al., 2021). 

Figura 8. Impacto de la desincronización del sistema circadiano en el desarrollo del síndrome metabólico. El 

sistema circadiano se compone de múltiples ciclos circadianos como el ciclo de sueño/vigilia (azul), los ciclos de 

ayuno/ingesta (naranja) y los ciclos metabólicos (verde). En un organismo sano, mantienen una relación de fase 

estable entre sí y, por lo tanto, están sincronizados. Sin embargo, la alteración de esta sincronía puede 

producirse por la interrupción de uno o más 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 

síndrome metabólico y la obesidad. Creado con Biorender.com. 

En los seres humanos, las mutaciones en genes del reloj molecular están fuertemente 

asociadas con la obesidad, la resistencia a insulina y la diabetes tipo 2. Específicamente, se 

han descrito asociaciones entre polimorfismos de un solo nucleótido en BMAL1 y la diabetes 

tipo 2 (Woon et al., 2007), haplotipos específicos de CLOCK y obesidad (Scott et al., 2008; 

Sookoian et al., 2008), así 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 específicos, 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 deleción de BMAL1 en el 

SCN. Estos ratones presentan ritmos de actividad locomotora comparables a los animales 

control en ciclos de luz-oscuridad, pero se vuelven arrítmicos en oscuridad constante, lo que 

coincide con un aumento en la acumulación 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, así 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 función metabólica adecuada 

(Koronowski & Sassone-Corsi, 2021). Sorprendentemente, la deleción específica 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 podría preservar la homeostasis de todo el organismo y la salud 

metabólica (Barca-Mayo & López, 2021). En conjunto, estos estudios subrayan la 

importancia crítica de la interacción entre el sistema circadiano y el metabolismo en el 

desarrollo y la prevención de trastornos metabólicos. 

El SCN central anticipa y sincroniza la función diaria de los tejidos periféricos de 

acuerdo con los cambios naturales de la luz. Sin embargo, con la introducción 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 & López, 

2021). Estos cambios en el entorno llevan a una desincronización entre el reloj interno y el 

ciclo luz-oscuridad, conocido como “desajuste circadiano” (Barca-Mayo & López, 2021) 

(Figura 8). Estudios en humanos y animales han asociado la obesidad y la diabetes tipo 2 con 

una mayor exposición 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 fenómeno para la salud, todavía se desconocen los 

mecanismos moleculares y celulares implicados en la fototransducción fisiológica y 

patológica en el SCN. Un ejemplo es el ritmo del neuropéptido VIP, que desempeña un papel 

crucial en la sincronización de las neuronas del SCN con el ciclo luz-oscuridad (Aton et al., 

2005; Colwell et al., 2003). Este ritmo está impulsado por el ciclo luz-oscuridad en lugar del 

reloj circadiano (Takahashi et al., 1989). Así, el mecanismo por el cual la deleción de BMAL1 

en los astrocitos conduce a niveles constantemente elevados de VIP sigue siendo desconocido 

(Barca-Mayo et al., 2017). De hecho, la exposición constante a la luz aumenta los niveles de 

VIP, alargando el período circadiano y resultando en patrones de actividad diaria con dos o 

más picos (Ohta et al., 2005). Este patrón se asemeja al de los ratones con deleción de BMALl 

en astrocitos (Barca-Mayo et al., 2017). Curiosamente, estudios en Drosophila mostraron que 

las manipulaciones genéticas específicas en células gliales provocan arritmicidad circadiana 

debido al aumento constante del factor de dispersión pigmentaria (PDF, pigment dispersing 

factor), que actúa sobre un receptor similar al de VIP en mamíferos (Ng et al., 2011; Suh & 

Jackson, 2007). Estos hallazgos sugieren que el reloj astrocítico tiene una función crucial en 

la facilitación de la sincronización a la luz y, por ende, en la mediación de los cambios de fase 

inducidos por la luz en la fisiología y el comportamiento. Este fenómeno indica que la 

regulación de VIP por parte de los astrocitos podría estar conservada en diferentes especies, 
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subrayando la importancia de profundizar en esta línea de investigación para comprender 

mejor cómo las señales lumínicas influyen en los ritmos circadianos.  

La luz es la principal señal temporal para el SCN, mientras que el horario de las comidas 

se posiciona como el principal ZT para los relojes periféricos. La desregulación en los 

horarios de alimentación ha demostrado tener un impacto negativo en la salud 

cardiometabólica, alterando los ritmos circadianos y provocando una regulación metabólica 

anómala, desequilibrios en la homeostasis energética y un mayor riesgo cardiometabólico  

(Pot et al., 2016). Además, los patrones alimentarios prolongados o irregulares, comunes en 

trabajadores a turnos, se asocian con una disminución 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 días en humanos es capaz de aumentar los 

niveles de glucosa e insulina en sangre (Scheer et al., 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 sensación de hambre 

(McHill et al., 2014; Nguyen & Wright, 2009; Qian et al., 2019; Scheer et al., 2009; Qian 

et al., 2019; Scheer et al., 2009). Aunque no se observa un aumento significativo en la 

cantidad de calorías ingeridas por parte de los trabajadores a turnos que experimentan 

desajustes circadianos en comparación con aquellos que mantienen un horario regular de 

sueño y vigilia, estudios han revelado un mayor riesgo de obesidad en estos trabajadores en 

comparación con aquellos cuyos ciclos de sueño 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 metabólica.  

La biología circadiana influye en cómo el cuerpo procesa y utiliza la energía a lo largo 

del día y la noche. Consumir calorías durante la noche, cuando el organismo está programado 

para un menor gasto energético y una menor sensibilidad a la insulina, resulta en una 

utilización menos eficiente de esas calorías. Alinear el consumo de alimentos con la fase de 

vigilia durante el día, cuando el organismo está naturalmente preparado para consumir energía 

y procesar alimentos, contribuye a mantener el equilibrio energético (Arble et al., 2009; 

Hatori et al., 2012). La elección de alimentos y el horario de las comidas son aspectos 

interconectados que pueden desempeñar un papel crucial en la salud metabólica. Consumir 

calorías durante los momentos adecuados puede ayudar a optimizar la respuesta metabólica 

del cuerpo, mientras que la alimentación en momentos menos apropiados puede alterar este 

equilibrio y contribuir a un mayor riesgo de obesidad y otros problemas cardiometabólicos 

(Chaput et al., 2023). En este sentido, el enfoque en la sincronización de los ritmos 

circadianos, tanto en términos de sueño como de alimentación, es fundamental para mantener 

una salud metabólica óptima y reducir el riesgo de enfermedades relacionadas con la obesidad 

y la resistencia a insulina. 

Estudios epidemiológicos y experimentales han revelado las consecuencias perjudiciales 

de la restricción prolongada del sueño y las alteraciones en los patrones de sueño en diversos 

órganos y tejidos (Xie et al., 2019). Estos trastornos impactan significativamente en la salud 

metabólica. Por ejemplo, la tasa metabólica basal tiende a disminuir, y tras la ingesta de 

alimentos, se observa un aumento en la concentración de glucosa debido a una respuesta 
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inadecuada de la secreción pancreática de insulina (Buxton et al., 2012; Stenvers et al., 2019). 

Además, existe un mayor riesgo de desarrollar obesidad y diabetes tipo 2 (Bosy-Westphal 

et al., 2008; Cappuccio et al., 2010; Karatsoreos et al., 2011; Nedeltcheva et al., 2009; 

Reutrakul & Mokhlesi, 2017; Shan et al., 2015), se producen alteraciones en el equilibrio 

entre el sistema nervioso simpático y parasimpático (Spiegel et al., 1999; Stamatakis & 

Punjabi, 2010), aumentan los niveles circulantes de catecolaminas (Rao et al., 2015), cortisol 

(Rao et al., 2015; Stamatakis & Punjabi, 2010) y disminuyen los niveles de melatonina 

(Szewczyk-Golec et al., 2015). La presencia de niveles anómalos de glucocorticoides y 

melatonina podría afectar negativamente la secreción de insulina, ya que los glucocorticoides 

disminuyen su producción mientras que la melatonina la aumenta (Stenvers et al., 2019). El 

sistema circadiano desempeña un papel fundamental en el mantenimiento a largo plazo del 

equilibrio energético al regular la comunicación 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 crítica del reloj circadiano en el control preciso del metabolismo y el equilibrio 

energético (Kettner et al., 2015). Este fenómeno indica que la adecuada sincronización de los 

ritmos circadianos es esencial para garantizar un funcionamiento metabólico óptimo y 

prevenir desregulaciones que podrían conducir a problemas de salud. Al mismo tiempo, el 

sistema circadiano también ejerce su influencia en la regulación de las neurohormonas 

asociadas con la función cardiovascular, como la angiotensina II, la renina, la aldosterona, la 

hormona del crecimiento y el péptido natriurético auricular (Bhatnagar, 2017). Estas 

neurohormonas desempeñan un papel crucial en la regulación de la presión arterial y otros 

aspectos del sistema cardiovascular. Cuando se produce un desajuste en los ritmos 

circadianos, como en el caso de la alteración del sueño o cambios en los horarios de 

alimentación, estas neurohormonas pueden contribuir al aumento de la presión arterial 

(Chellappa et al., 2019; Scheer et al., 2009). En resumen, estas investigaciones resaltan la 

interconexión entre el reloj circadiano, el metabolismo energético y la función cardiovascular. 

Subrayan también la importancia crítica de mantener ritmos circadianos adecuados para una 

salud metabólica y cardiovascular óptima.  

Una dieta alta en grasas perturba la coordinación temporal de las vías metabólicas entre 

diferentes tejidos, como se observa en el metaboloma circadiano del cerebro y suero de 

ratones (Dyar et al., 2018). La falta de un ritmo claro de ingesta y ayuno puede inhibir la 

oscilación de genes metabólicos clave (Greenwell et al., 2019; Su et al., 2016). En contraste, 

los patrones de alimentación y los horarios de comida pueden fortalecer el reloj circadiano 

(Koronowski & Sassone-Corsi, 2021). La sincronización circadiana de los ciclos de 

alimentación y ayuno se asocia con beneficios en diversas especies. Por ejemplo, en la mosca, 

esta alineación se ha asociado con una mayor esperanza de vida (Ulgherait et al., 2021); en 

ratones, esto se vincula a la protección contra trastornos metabólicos (Arble et al., 2009; 

Chaix et al., 2019; Hatori et al., 2012; Palmisano et al., 2017) y, en seres humanos, se 

relaciona con la promoción de la salud (Manoogian et al., 2019; Wilkinson et al., 2020). La 

restricción calórica en ratones tiene beneficios metabólicos notables, como la reducción del 

contenido de grasa (Acosta-Rodríguez et al., 2022). Curiosamente, la restricción calórica 

temporal en ratones, especialmente durante la noche, muestra efectos positivos al atenuar 

cambios relacionados con el envejecimiento bajo condiciones de alimentación ad libitum, 
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incluyendo mejoras en la homeostasis de la glucosa, la sensibilidad a la insulina y los perfiles 

hormonales (Acosta-Rodríguez et al., 2022). En definitiva, la sincronización adecuada de los 

patrones de alimentación y ayuno, así como la consideración de los momentos óptimos para la 

restricción calórica, es crucial para mantener la salud metabólica y promover un 

envejecimiento saludable. Por lo tanto, es razonable considerar que las interrupciones en los 

flujos de nutrientes o la falta de armonización entre los ritmos de los relojes centrales y 

periféricos podrían contribuir a la patofisiología de la resistencia a la insulina a nivel tisular. 

Un ejemplo concreto sería el desequilibrio entre la producción hepática de glucosa, la 

captación muscular de glucosa y la ingesta de carbohidratos, que podría contribuir al aumento 

de los niveles de glucosa. De manera similar, un desajuste entre el almacenamiento de lípidos 

en el WAT, la oxidación de lípidos en el BAT y la producción hepática de lípidos podría 

impulsar la acumulación anormal de lípidos en distintos tejidos (Barca-Mayo & López, 2021). 

Es relevante mencionar que los astrocitos, al ubicarse en la interfaz entre los vasos sanguíneos 

y las neuronas, tienen una posición estratégica para detectar señales metabólicas sistémicas 

que sincronizan los relojes periféricos, como los glucocorticoides o la insulina (Barca-Mayo 

et al., 2017; Crosby et al., 2019).  

En resumen, estos estudios indican que la falta de sincronización circadiana conduce a la 

desincronización de múltiples órganos y desempeña un rol patológico en el desarrollo de la 

disfunción metabólica sistémica. Es importante destacar que la disfunción metabólica, a su 

vez, puede agravar el desajuste circadiano, estableciendo así un círculo vicioso entre la 

obesidad y las perturbaciones en el funcionamiento de los relojes biológicos (Froy, 2010).  
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3 ASTROCITOS 

3.1 BIOLOGÍA DE LOS ASTROCITOS EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL 

 

El cerebro de los mamíferos alberga células con una gran diversidad molecular, 

morfológica y funcional. Estas células forman circuitos altamente especializados 

desempeñando funciones específicas. En las últimas décadas, se han identificado redes 

neuronales específicas en la región hipotalámica, cruciales en la regulación del metabolismo 

sistémico, la ingesta de alimentos y el control del peso corporal (García-Cáceres et al., 2019). 

La glía constituye el tipo celular más abundante en el cerebro y puede clasificarse en función 

de su origen celular en dos tipos: (1) microglía y (2) macroglía, donde se incluyen astrocitos, 

oligodendrocitos y tanicitos (García-Cáceres et al., 2012). La macroglía deriva del 

neuroectodermo (Verkhratsky et al., 2019), mientras que la microglía proviene del 

neuroepitelio o de las células hematopoyéticas (Ginhoux & Prinz, 2015). Aunque 

históricamente las células gliales fueron consideradas principalmente como soporte y 

nutrición para las neuronas, ahora se comprende que desempeñan funciones más complejas y 

activas en la regulación del entorno cerebral. Los astrocitos, en particular, han atraído 

atención debido a su capacidad para influir en la función neuronal, modular la transmisión 

sináptica y participar en la homeostasis de iones y neurotransmisores (Fields & Stevens-

Graham, 2002; García-Cáceres et al., 2019; Jäkel & Dimou, 2017; Tasker et al., 2012). 

Además, se ha reconocido que las células gliales también están implicadas en la regulación 

metabólica sistémica (García-Cáceres et al., 2019). En particular, los astrocitos hipotalámicos 

han demostrado ser elementos clave en la detección de señales metabólicas y la transducción 

de estas señales para influir en la función neuronal y, por lo tanto, en la homeostasis 

metabólica general (García-Cáceres 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 coordinación de las respuestas metabólicas y la adaptación a diferentes 

estados nutricionales y energéticos (González-García & García-Cáceres, 2021). 

 

 

3.2 MORFOLOGÍA Y ORGANIZACIÓN DE LOS ASTROCITOS 

 

Dentro de la macroglía, los astrocitos constituyen una de las poblaciones celulares más 

abundantes del cerebro (Sofroniew, 2020). En función de su morfología y localización los 

astrocitos se clasifican en dos grandes grupos: (1) astrocitos protoplásmicos, localizados en la 

sustancia gris y (2) astrocitos fibrosos, situados en la sustancia blanca (Liddelow & Barres, 

2015). Los astrocitos protoplásmicos son el tipo predominante. Estos astrocitos poseen forma 

estrellada con múltiples procesos gruesos y cortos que irradian desde el soma celular y que se 

dividen gradualmente en procesos cada vez más finos, generando una densa red de procesos 

terminales, que terminan en forma de pie en los vasos sanguíneos, en contacto directo con 
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otros astrocitos o se asocian muy estrechamente con las sinapsis (Freeman, 2010; Oberheim 

et al., 2006; Zhou et al., 2019). Los pies terminales perivasculares, junto con las células 

endoteliales de los vasos sanguíneos cerebrales, forman el sistema glinfático (Iliff et al., 

2012). Por su parte, los astrocitos fibrosos tienen procesos más largos y finos, en su mayoría 

no ramificados. Los procesos terminales también terminan en forma de pie, que rodean los 

nódulos de Ranvier y entran en contacto con los vasos sanguíneos. Los astrocitos fibrosos 

participan principalmente en la reparación del tejido dañado, especialmente en la médula 

espinal, un proceso que da lugar a la formación de cicatrices (Sofroniew & Vinters, 2010). 

Aunque esta clasificación es ampliamente utilizada, los astrocitos forman una población 

muy heterogénea, distinguiéndose varios subtipos celulares. Además, los astrocitos muestran 

diferenciación incluso dentro de una misma región cerebral, ya que desempeñan funciones 

específicas en regiones particulares del sistema nervioso (Allen & Barres, 2009). Por ejemplo, 

los astrocitos radiales son células especializadas que están presentes durante la embriogénesis 

temprana del SNC, formando un andamiaje crucial para favorecer la migración neuronal. 

Posteriormente, se diferencian en astrocitos, aunque las células gliales radiales permanecen en 

la retina, como la glía de Müller, o en el cerebelo, como la glía de Bergmann (Barres, 2008; 

Liddelow & Barres, 2017). 

Clásicamente los astrocitos se identificaban por la presencia de una proteína denominada 

proteína ácida fibrilar glial (GFAP, glial fibrillary acidic protein) que actúa como un 

filamento intermedio (García-Cáceres 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 mayoría de los astrocitos reactivos, pero no siempre es detectable en 

astrocitos de tejidos sanos (como la corteza cerebral) o alejados del lugar de la lesión. 

Además, GFAP no está presente en todo el citoplasma, únicamente en las ramificaciones 

principales, lo que dificulta la identificación del número de astrocitos. Por último, la 

expresión de GFAP no es exclusiva de los astrocitos protoplásmicos y fibrosos, sino que 

también es expresada en el SNC por la glía de Müller, la glía de Bergmann, tanicitos, y fuera 

del SNC por la glía entérica. También expresan GFAP las células mesenquimales de distintos 

órganos como el hígado, riñón, páncreas, pulmón y testículos (Zhao & Burt, 2007). Debido a 

estas limitaciones, para la identificación de los astrocitos se han utilizado otros marcadores, 

como la glutamina sintetasa (Anlauf & Derouiche, 2013; Norenberg, 1979; Patel et al., 1985), 

la S100β (Gonçalves et al., 2008), Aldh1a1 (Cahoy et al., 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 único sin superponerse con otros astrocitos cercanos 

(Bushong et al., 2002; Haber et al., 2006; Halassa, Fellin, & Haydon, 2007). Esta disposición 

asegura que cada astrocito tenga un control sobre su área designada en el cerebro, 

permitiéndoles interactuar de manera precisa con las neuronas y las sinapsis dentro de su 

dominio. Esta organización eficiente contribuye a regular la comunicación y el equilibrio 

químico en su entorno cercano (Chung et al., 2015; Halassa et al., 2007). Dependiendo de la 

región cerebral, un solo astrocito de roedor puede cubrir un dominio espacial en el cerebro 

que oscila entre 20.000 y 80.000 μm3, envolver entre 4 y 8 somatas neuronales (Halassa et al., 

2007), asociarse con 300 a 600 dendritas neuronales y contactar con aproximadamente 
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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 varían en función de su maduración (en humanos) o en respuesta a estímulos. Esta 

heterogeneidad en la morfología permite que estas células cambien rápidamente en respuesta 

a la actividad neuronal o señales específicas (Escartin et al., 2021; Freeman, 2010). Estos 

cambios pueden ser inducidos por la señalización de calcio (Ca2+) (Shigetomi et al., 2019), 

alteraciones en los transportadores de glutamato (García-Cáceres et al., 2012) o ajustes en la 

cobertura alrededor de las sinapsis, que tiende a aumentar en respuesta a la estimulación 

neuronal (Lushnikova et al., 2009).  

Además, también se producen cambios en la morfología de los astrocitos en respuesta a 

procesos inflamatorios o daño cerebral (Sofroniew, 2020; Sofroniew & Vinters, 2010). En 

estas situaciones, se desencadena la activación y proliferación de las células gliales en un 

proceso conocido como astrogliosis, en el cual tanto los astrocitos como la microglía 

desarrollan un fenotipo hipertrófico o reactivo (Sofroniew, 2020). Este proceso se caracteriza 

por un aumento en la expresión de proteínas estructurales como GFAP (Escartin et al., 2021) 

y la vimentina (Ridet et al., 1997), que le confieren una apariencia más fibrosa. Se han 

descrito astrocitos reactivos en todas las especies de mamíferos estudiadas, mientras que se ha 

encontrado reactividad de GFAP mínima 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 (Kálmán et al., 2013). Por el contrario, otros estudios 

informan de algún tipo de reactividad de los astrocitos en estas mismas especies (Bernstein & 

Bernstein, 1967; Lang et al., 2008; Reier, 1979). Además, en invertebrados, todavía no está 

claro hasta qué punto existe una glía reactiva (Doherty et al., 2009; MacDonald et al., 2006). 

Esta falta de consenso sugiere que GFAP podría no ser el principal marcador de la reactividad 

astrocitaria, y que ésta podría tratarse de un proceso heterogéneo, más que de una respuesta a 

reacciones inflamatorias (Liddelow &, 2017). Existen al menos dos tipos de astrocitos 

reactivos, denominados A1 y A2, que son inducidos por diferentes lesiones del SNC. Los 

procesos neuroinflamatorios inducen los astrocitos A1, mientras que las lesiones isquémicas 

generan los astrocitos A2 (Zamanian et al., 2012). Los análisis transcriptómicos de los 

astrocitos reactivos muestran que los astrocitos reactivos neuroinflamatorios A1 regulan 

numerosos genes, incluidos aquellos de la cascada del complemento, que impulsan la 

destrucción de las sinapsis. Esto sugiere que los astrocitos A1 podrían desempeñar funciones 

neurotóxicas (Zamanian et al., 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 neurotróficos, que 

promueven la supervivencia neuronal, así como las trombospondinas, que promueven la 

reparación de las sinapsis. Esta regulación sugiere que los astrocitos A2 podrían desempeñar 

funciones neuroprotectoras (Liddelow & Barres, 2017) y promueven la recuperación y 

reparación del SNC (Bush et al., 1999; Sofroniew & Vinters, 2010; Zador et al., 2009). Sin 

embargo, aunque los astrocitos muestran algunas características comunes en respuesta a 

diferentes estímulos patológicos, su heterogeneidad es mucho más 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; Ståhlberg et al., 2011; Wheeler et al., 2020). Estudios recientes sugieren que las 

poblaciones de astrocitos reactivos no deben definirse teniendo en cuenta un único gen 

marcador (Escartin et al., 2021), sino que es necesario considerar múltiples parámetros, 

incluyendo la expresión génica, la proteómica, la morfología y la función (Matusova et al., 

2023). Así, mediante técnicas de secuenciación, se han identificado distintas poblaciones de 

astrocitos reactivos en enfermedades neurológicas crónicas 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 últimos años ha cobrado un mayor interés el papel de las células 

gliales en el desarrollo de enfermedades metabólicas, como la obesidad (García-Cáceres et al., 

2013; González-García & García-Cáceres, 2021; Horvath et al., 2010; Thaler et al., 2012; 

Varela et al., 2021). La obesidad inducida por dieta en ratones también provoca astrogliosis en 

el hipotálamo (Horvath et al., 2010). Sorprendentemente, los cambios morfológicos 

producidos en los astrocitos, así como el aumento de la producción de citoquinas en el 

hipotálamo, se producen antes de cualquier indicio de inflamación 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 expresión de GFAP, la 

promoción de un fenotipo proinflamatorio (producción y liberación de citoquinas) y la 

adquisición de una morfología hipertrófica, pero sin proliferación, a diferencia de otras 

patologías cerebrales (González-García & García-Cáceres, 2021). Estudios recientes han 

descubierto que la inducción del gen GFAP se produce muy pronto, y que incluso una hora de 

exposición a HFD es suficiente para provocar cambios significativos en su expresión (Cansell 

et al., 2021). Además de la obesidad inducida por la dieta, otros estudios también han descrito 

la presencia de astrogliosis reactiva en modelos genéticos de ratón 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-Martín et al., 2012). 

 

 

3.3 FISIOLOGÍA DE LOS ASTROCITOS 
 

A diferencia de las neuronas, cuya excitabilidad se basa en señales eléctricas generadas a 

través de la membrana plasmática, los astrocitos presentan excitabilidad celular fundamentada 

en las variaciones de Ca2+ citosólico principalmente como resultado de la movilización de 

Ca2+ almacenado en el retículo endoplasmático (Perea et al., 2009). Los niveles elevados de 

Ca2+ desempeñan un papel crucial como señales celulares (Perea & Araque, 2005). La 

elevación de estos niveles puede ocurrir de forma espontánea en ausencia de actividad 

neuronal, o bien ser desencadenada por diferentes estímulos, como la estimulación mecánica, 

ligandos exógenos o neurotransmisores liberados durante la actividad neuronal (Perea & 

Araque, 2005), evidenciando así la existencia de una comunicación activa entre neuronas y 

astrocitos (Navarrete et al., 2013). 

Además, 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 α (TNF-α, tumor necrosis factor), prostaglandinas, etc. Estos 

gliotransmisores pueden influir en la excitabilidad neuronal, así como en la transmisión y 

plasticidad sináptica (Navarrete et al., 2013). Estos hallazgos han llevado al desarrollo del 

concepto de “sinapsis tripartita”, donde los astrocitos y neuronas se comunican de manera 

recíproca, sugiriendo que la función cerebral resulta de la coordinación de la señalización 

entre ambos tipos celulares (Perea & Araque, 2007). La sinapsis tripartita se compone de tres 

elementos: los componentes presinápticos, los elementos postsinápticos y los astrocitos 

adyacentes. Estos elementos intercambian información con el propósito de regular la 

transmisión de señales (Perea et al., 2009) (Figura 9). 

 

 

Figura 9. Esquema de una sinapsis tripartita. Creado con Biorender.com.  

 

 

3.4 FUNCIONES DE LOS ASTROCITOS EN EL CONTROL METABÓLICO 

 

Los astrocitos desempeñan un conjunto diverso de funciones esenciales en el SNC 

(Sofroniew & Vinters, 2010). Estas células interactúan con las neuronas y sus sinapsis, los 

oligodendrocitos, las células progenitoras de oligodendrocitos (OPCs, oligodendrocyte 

progenitor cells), la microglía, diversas células perivasculares, los fibroblastos meníngeos y 

las células inmunitarias circulantes (Sofroniew, 2020). En el SNC los astrocitos desempeñan 
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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 energía para las neuronas (Magistretti & Allaman, 2018), regulan el 

flujo sanguíneo local (Macvicar & Newman, 2015), contribuyen al drenaje del líquido 

intersticial (Macvicar & Newman, 2015) y juegan un papel crucial en el desarrollo y la 

plasticidad sináptica (Allen & Eroglu, 2017). Además, exhiben actividades dinámicas que son 

esenciales para el funcionamiento de los circuitos neuronales, la función neurológica y el 

comportamiento (Allen & Eroglu, 2017). Los astrocitos también desempeñan un papel 

fundamental en el control metabólico tanto en situaciones fisiológicas como patológicas 

(Argente-Arizón et al., 2017). Junto con los vasos sanguíneos y las neuronas, los astrocitos 

forman una unidad sensorial que facilita la comunicación metabólica entre el SNC y la 

periferia. Los astrocitos desempeñan un papel en la regulación de la entrada de nutrientes al 

cerebro, actuando como sensores metabólicos y promoviendo la supervivencia neuronal y el 

equilibrio del SNC (Abbott et al., 2010; Wang et al., 2014) (Figura 10). 

 

 

Figura 10. Mecanismos moleculares de los astrocitos asociados a los procesos metabólicos celulares y 

sistémicos en los que participan. El transporte de lactato por parte de los astrocitos es un importante 

mecanismo de apoyo metabólico neuronal. En este proceso, la captación de glucosa va unida a la liberación de 

lactato desde los astrocitos para ser luego absorbido por las neuronas. Los astrocitos regulan la comunicación 

sináptica y la homeostasis mediante la captación de neurotransmisores del espacio sináptico, el 

tamponamiento de K+ y H+, el mantenimiento del equilibrio redox y la liberación de gliotransmisores. Además, 

los astrocitos se comunican con otros astrocitos y con las neuronas a través de ondas de Ca2+, Na+, K+, Cl- y H+. 

El estrecho contacto de los astrocitos con los vasos sanguíneos cerebrales les permite regular el transporte de 

nutrientes al cerebro. Todo ello ha permitido situar a los astrocitos como actores centrales en la regulación de 

diversas funciones metabólicas como la ingesta, la homeostasis de la glucosa, el gasto energético, los ritmos 

circadianos, además de estar involucrados en la regulación de la cognición, de la memoria y de la reproducción. 

(Adaptado de González-García et al., 2021). Licencia Creative Commons. 
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3.4.1 ASTROCITOS COMO MEDIADORES DE LAS SEÑALES HORMONALES 
 

Los astrocitos desempeñan un papel importante en la transducción de señales 

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-Arizón et al., 2017) (Figura 10). Muchos de estos factores hormonales y metabólicos 

influyen en la morfología y las funciones de los astrocitos, incluyendo la producción de 

citoquinas y otros factores, así como el transporte de nutrientes y neurotransmisores (Fuente-

Martín et al., 2013; García-Cáceres et al., 2011, 2016).  

Un ejemplo destacado de los efectos hormonales y metabólicos en los astrocitos es la 

influencia de la leptina en los astrocitos hipotalámicos. La leptina tiene impactos 

significativos en su morfología y funciones (García-Cáceres et al., 2011; Kim et al., 2014). 

Esto se refleja en cambios en la longitud y el número de las proyecciones asociados. Estas 

alteraciones están relacionadas con la expansión de la cobertura astrocítica y ajuste del 

número y la proporción de las conexiones sinápticas en las neuronas locales (Horvath et al., 

2010; Kim et al., 2014). Estas modificaciones en la morfología de los astrocitos podrían ser 

cruciales para la adaptación de los circuitos neuronales hipotalámicos a nuevas condiciones 

metabólicas, 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 crónica, las 

modificaciones en los astrocitos podrían tener implicaciones patológicas (Argente-Arizón 

et al., 2017). Por ejemplo, los astrocitos responden tanto a la leptina como a la grelina, pero 

los efectos de estas hormonas en la síntesis y liberación de citoquinas y glutamato, así como 

el transporte de glucosa, pueden variar con la duración de la exposición, conduciendo a 

efectos opuestos en situaciones a corto y largo plazo (Fuente-Martín et al., 2012; García-

Cáceres et al., 2011).  

La importancia de la señalización hormonal en los astrocitos se destacó en un estudio en 

modelos animales modificados genéticamente. La ablación del receptor de leptina (Ob-R) 

específicamente en astrocitos altera la organización sináptica del sistema de melanocortina 

(Kim et al., 2014). La ausencia de Ob-R resulta en una disminución en el número y la 

longitud de las proyecciones astrocíticas, 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 anatómicos y funcionales están asociados con una atenuación de 

la respuesta anorexigénica a la leptina y un aumento de la respuesta al ayuno inducida por la 

grelina. Además, 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 generación 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 específica en la región mediobasal del hipotálamo, ha demostrado que la 

función de la insulina en los astrocitos está directamente relacionada con la entrada de glucosa 

en el cerebro y con la detección sistémica de los niveles de glucosa (García-Cáceres et al., 

2016; González-García 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 et al., 2015). Asimismo, la grelina puede actuar 

directamente sobre los astrocitos hipotalámicos. Éstos no solo expresan receptores para esta 

hormona orexigénica (Baquedano et al., 2013; Fuente-Martín et al., 2016), sino que también 

se ha observado que la grelina altera la capacidad de los astrocitos para transportar glutamato 

y glucosa. Además, esta hormona también influye en la expresión de enzimas como la 

glutamina sintetasa, la lactato deshidrogenasa y la glucógeno fosforilasa, así como en los 

transportadores de lactato (Fuente-Martín et al., 2016). Estos hallazgos sugieren un impacto 

directo de la grelina en el metabolismo del glutamato y los carbohidratos en los astrocitos 

(Argente-Arizón et al., 2017). 

 

 

3.4.2 ASTROCITOS COMO SENSORES DE NUTRIENTES 
 

A pesar de que el cerebro demanda un alto consumo de energía, su capacidad para 

almacenar glucosa o energía 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 glucógeno, utilizando el lactato como fuente energética para mantener su propia función 

(González-García & García-Cáceres, 2021) (Figura 10). Además de su papel en el 

almacenamiento de energía, los astrocitos también actúan como sensores de glucosa. Esto se 

demostró en estudios donde la inhibición del transportador de glucosa 2 (GLUT2, glucose 

transporter 2) en el área preóptica del hipotálamo alteraba la detección de glucosa, afectando 

la respuesta a la inyección de glucosa en la arteria carótida interna (Leloup et al., 1998). 

Asimismo, se ha observado que, en el hipotálamo, GLUT2 se expresa predominantemente en 

astrocitos (Arluison et al., 2004; Leloup et al., 1994). Estudios en ratones con deleción global 

de GLUT2 confirmaron la importancia de los astrocitos en la detección central de la glucosa, 

ya que presentaban niveles elevados de glucagón en sangre y una menor respuesta en la 

liberación de glucagón 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). Además, los astrocitos hipotalámicos también participan en 

el mecanismo de detección de glucosa a través de GLUT1 en ratas tratadas con 

estreptozotocina (STZ, streptozotocin), un inductor de diabetes en roedores. La restauración 

de GLUT1 en astrocitos hipotalámicos de ratas diabéticas con niveles reducidos de GLUT1, 

normalizó los niveles de glucosa en sangre y restauró la detección hipotalámica de glucosa 

(Chari et al., 2011). A través de estos receptores los astrocitos capturan y almacenan glucosa 

en forma de glucógeno, a partir del cual producen lactato que es transferido a las neuronas 

como fuente de energía (García-Cáceres et al., 2012). El lactato se transporta mediante 

transportadores de monocarboxilato (MCT, monocarboxylate transporter), entre los cuales 

MCT1 y MCT4 se expresan en los astrocitos, permitiéndoles participar en la regulación de la 

concentración 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-Arizón 

et al., 2017). Por ejemplo, la fructosa ha sido identificada como un factor que induce la 

astrogliosis hipotalámica (Li et al., 2015). A pesar de que la ingesta elevada de sacarosa se ha 

asociado con la inflamación en el hipotálamo, no se ha observado una relación directa con la 

astrogliosis (Fuente-Martín et al., 2013). Esto sugiere que la respuesta de los astrocitos podría 

variar dependiendo del tipo de carbohidrato consumido en exceso. Sin embargo, se requieren 

más investigaciones para comprender los mecanismos subyacentes de estas respuestas 

diferenciales y su relación con los resultados metabólicos finales (Argente-Arizón et al., 

2017). 

En cuanto a la detección de lípidos, los astrocitos tienen la capacidad de almacenar y 

captar lípidos mediante diversos transportadores, siendo la lipoproteína lipasa (LPL, 

lipoprotein lipase), la de mayor relevancia (González-García & García-Cáceres, 2021). La 

eliminación 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 acumulación de ceramidas, un fenómeno 

presente en procesos neurodegenerativos inducidos por lipotoxicidad (Chaurasia & Summers, 

2015; González-García et al., 2017). En condiciones ricas en ácidos grasos saturados, estudios 

in vitro han demostrado que los astrocitos hipotalámicos acumulan gotas lipídicas, adoptando 

simultáneamente un perfil inflamatorio reactivo (Kwon et al., 2017). En contraste, los ácidos 

grasos no saturados no inducen este tipo de respuesta inflamatoria en los astrocitos (Morselli 

et al., 2014; Valdearcos et al., 2014). En consecuencia, las señales liberadas por los astrocitos 

hacia las neuronas vecinas están influenciadas por el tipo específico de nutriente percibido por 

estas células gliales, lo cual, a su vez, afecta a la señalización metabólica neuronal (Argente-

Arizón et al., 2017). Además de su función en la homeostasis lipídica, los astrocitos 

desempeñan un papel clave en la oxidación de ácidos grasos, ya que son responsables de 

sintetizar la mayor parte de los cuerpos cetónicos en el SNC. La exposición a corto plazo a 

una dieta hipercalórica se asocia con mayores niveles de cuerpos cetónicos derivados de 

astrocitos en el hipotálamo, lo que se relaciona con una reducción aguda en la ingesta de 

alimentos (González-García & García-Cáceres, 2021). Estudios in vitro e in vivo indican que 

los astrocitos desempeñan un papel clave en el mantenimiento de una regulación precisa de la 

homeostasis lipídica hipotalámica, lo cual es esencial para lograr un control metabólico 

adecuado (Le Foll et al., 2014; Valdebenito et al., 2016).  

 

 

3.5 FUNCIONES DE LOS ASTROCITOS EN EL SISTEMA CIRCADIANO 

 

El cerebro humano contiene más de 100 billones de células, muchas de ellas siendo 

células gliales, que funcionan de manera coordinada por medio del reloj endógeno. Los 

astrocitos han permanecido durante mucho tiempo a la sombra de las neuronas, ya que se 

consideraba que desempeñaban 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 cooperación con 
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elementos neuronales presinápticos y postsinápticos para regular los eventos de 

comunicación. En este contexto, los astrocitos no solo participan en la transmisión y el 

procesamiento de señales neuronales, sino que también influyen en la modulación de la 

actividad sináptica y en la plasticidad neuronal. Su interacción 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 últimos años, se ha demostrado que los 

astrocitos desempeñan un papel fundamental en la generación de los ritmos circadianos y en 

la coordinación de los relojes periféricos y, por ende, en el comportamiento circadiano a nivel 

de todo el organismo (Barca-Mayo et al., 2017, 2020; Brancaccio et al., 2017, 2019; Tso 

et al., 2017). 

 

 

3.5.1 CONTRIBUCIÓN 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 

astrocíticos operan en fases opuestas en comparación con los relojes neuronales. Esto se 

evidencia en la expresión circadiana de CRY1, donde el pico de expresión circadiana de 

CRY1 en los astrocitos se retrasa aproximadamente 7 horas en comparación con su pico en las 

neuronas del SCN (Brancaccio et al., 2019). Adicionalmente, la actividad de los astrocitos, 

medida mediante el ciclo circadiano del Ca2+ intracelular, alcanza su punto máximo durante la 

noche, a diferencia de las neuronas, cuyo pico de actividad del Ca2+ se presenta durante el día 

circadiano (Brancaccio et al., 2017). Este patrón contrastante sugiere que el SCN está 

compuesto por neuronas que están más activas durante el día y astrocitos más activos durante 

la noche. Esta observación señala hacia una relación de inhibición recíproca entre ambos tipos 

celulares, donde su actividad opuesta podría desempeñar un papel crucial en la sincronización 

y regulación de los ritmos circadianos en el marcapasos central (Patton & Hastings, 2023). En 

última instancia, esta compleja interacción entre neuronas y astrocitos en el SCN contribuye 

de manera significativa a la coordinación 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 Ca2+ intracelular, tienen fases opuestas (neuronas activas de día y astrocitos 

activos de noche). La sincronización de la red neuronal del SCN se logra mediante neuropéptidos y GABA, 

mientras que los astrocitos transmiten señales, principalmente a través del glutamato (y posiblemente otras 

señales, representada por la flecha magenta), para regular los ritmos neuronales. Del mismo modo, las señales 

neuronales (aún por identificar, representadas en azul y posiblemente incluyendo neuropéptidos, línea 

discontinua) proporcionan información circadiana a los astrocitos. Esta comunicación recíproca desempeña un 

papel crucial en la regulación adecuada del sistema circadiano. Las señales aferentes que llegan a las neuronas 

desde fuera del NQS determinan la fase y el período, mientras que las señales eferentes neuronales transmiten 

la información 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 sólidas de su capacidad para funcionar como marcapasos en el sistema 

circadiano. La deleción de Bmal1 en astrocitos, por ejemplo, tiene diversos efectos: 

(1) Período de actividad locomotora: Alarga el período de la actividad locomotora al 

alterar la señalización GABAérgica y glutamatérgica (Barca-Mayo et al., 2017; 

Brancaccio et al., 2017, 2019; Tso et al., 2017). 

 

(2) Impacto en la retina: altera la organización del patrón de expresión rítmica de los 

genes del reloj de la retina, afectando la función retiniana (Riccitelli et al., 2022). 

 

(3) Ciclos metabólicos y homeostasis energética: conlleva cambios notables en los 

ciclos metabólicos 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 manipulación genética tanto de activadores (BMAL1) como de 

represores (CRY1) del TTFL alarga la duración de los ritmos circadianos, aumentando su 

periodicidad. Este fenómeno se replica en estudios que emplean la mutación en el alelo Tau 

de la caseína quinasa 1 epsilon (CK1ε Tau, Tau allele of the kinase CK1ε) en astrocitos. La 
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alteración en el exón 4 del gen CK1ε provoca la degradación de las proteínas PER, acelerando 

el reloj molecular y llevando a ritmos circadianos con una periodicidad de 20 horas en ratones 

homocigotos CK1εtau/tau (Meng et al., 2008). La reversión de este fenotipo, mediante la 

recombinasa Cre, resulta en ratones CK1ε+/- o CK1ε-/- con períodos de aproximadamente 24 

horas (Meng et al., 2008). Es particularmente interesante destacar que la eliminación de la 

mutación CK1ε Tau en los astrocitos del SCN prolonga el período de los ratones mutantes 

(Tso et al., 2017). Este hallazgo es sorprendente, ya que el alargamiento del período en una 

subpoblación de neuronas del SCN no necesariamente conduce a ritmos conductuales más 

extensos. De manera llamativa, la supresión de CK1ε Tau en los astrocitos es suficiente para 

incrementar el período conductual en 1,5 horas. En consecuencia, los relojes circadianos de 

los astrocitos en el SCN parecen desempeñar un papel más significativo que algunas neuronas 

del SCN en la determinación de la periodicidad de los ritmos circadianos (Tso et al., 2017).  

En conjunto, la deleción de BMAL1, CRY1 o el rescate de la mutación CK1ε Tau en los 

astrocitos del SCN resultaron en un alargamiento del período muy similar tanto in vitro como 

in vivo. Este hecho sugiere que cualquier alteración genética o ambiental de los ritmos 

circadianos en los astrocitos podría afectar a los ritmos conductuales. En resumen, estos 

estudios destacan el papel fundamental del reloj circadiano de los astrocitos en la regulación 

de los comportamientos diarios (Tso et al., 2017). 

Un ejemplo destacado de la función circadiana de los astrocitos del SCN se evidencia en 

su capacidad para iniciar la oscilación de novo en ratones que carecen de los genes Cry1 y 

Cry2 (Maywood et al., 2018). La eliminación global de CRY1 y CRY2 desactiva el TTFL, lo 

que lleva a la pérdida de los ritmos circadianos (Horst et al., 1999). La restauración de CRY1 

en astrocitos de este modelo de ratón arrítmico restauró los ciclos del TTFL, los ritmos de 

Ca2+ intracelular, la actividad diurna neuronal en el SCN (aun cuando las neuronas carecen de 

Cry1 y Cry2) y el comportamiento circadiano (actividad locomotora) (Brancaccio et al., 

2019). Curiosamente, cuando se compararon estos resultados con los obtenidos tras la 

complementación de Cry1 en las neuronas, se observó que los astrocitos tardaban más que las 

neuronas en iniciar los ritmos del SCN de novo y cambiar su período. Esto es consistente con 

la opinión de que los astrocitos del SCN regulan la función neuronal mediante mecanismos 

indirectos de modulación de la actividad sináptica, como el ya comentado mecanismo que 

involucra al glutamato extracelular, mientras que las neuronas tienen acceso inmediato a sus 

redes sinápticas (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, situándolos en la cúspide de la jerarquía del 

sistema circadiano (Figura 12).  
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Figura 12. Control astrocítico del sistema circadiano. En la parte superior se muestra una representación 

esquemática de los relojes moleculares de neuronas y astrocitos, mientras que en la sección media se ilustran 

los ciclos circadianos de Ca2+ intracelular en ambos tipos celulares, así 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 

condición de ratones wild-type, donde el reloj molecular está intacto, los ritmos de Ca2+ y glutamato son 

pronunciados, y el control circadiano de los ciclos de reposo/actividad es robusto. En el centro, se representa la 

condición de ratones que carecen de proteínas CRY, mostrando un TTFL inactivo, la pérdida de ritmos de Ca2+ y 

glutamato, y la falta de ritmicidad en los ciclos de reposo/actividad. En la columna derecha, se destaca la 

condición en la cual CRY1 se restablece solo en los astrocitos del SCN en ratones deficientes en CRY1. En esta 

situación, se activa el TTFL, restableciendo los ritmos de Ca2+ y glutamato en los astrocitos, así como el Ca2+ 

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 
 

Además de su función en la comunicación neuronal local, los astrocitos establecen 

conexiones entre sí mediante uniones GAP, permitiéndoles un acoplamiento metabólico o 

bioquímico en extensas redes que pueden abarcar distancias de 4 a 30 astrocitos (Sul et al., 

2004; Tian et al., 2006). Esta característica no solo implica una influencia en la comunicación 
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dentro de redes neuronales cercanas, sino también la capacidad de propagar información a 

regiones distantes del cerebro, tanto en términos espaciales como temporales (Giantomasi 

et al., 2023). Pero los astrocitos no solo influyen en la comunicación neuronal local a través 

de uniones GAP, sino que también pueden transmitir señales a larga distancia y sincronizar 

poblaciones neuronales distantes, lo que destaca su papel en la regulación de los ritmos 

circadianos y la comunicación interneuronal (Giantomasi et al., 2023). Sin embargo, en el 

SCN los astrocitos no solo desempeñan un papel en la comunicación neuronal, sino que 

también exhiben patrones rítmicos de reorganización estructural (Becquet et al., 2008). Así, la 

expresión de GFAP muestra un patrón rítmico específico, con niveles más altos durante el día 

circadiano (Monique & Servière, 1993; Servière & Lavialle, 1996), lo que facilita una 

cobertura diferenciada a lo largo del ciclo día/noche para las neuronas que liberan VIP, lo que 

modula la respuesta de estas neuronas a las señales lumínicas, contribuyendo así a la 

regulación del ritmo circadiano (Girardet et al., 2010). Pero el papel de los astrocitos también 

se extiende a la regulación del espacio extracelular (Iliff et al., 2012; Mendelsohn & Larrick, 

2013; Murlidharan et al., 2016; Taoka et al., 2018), facilitando el intercambio de solutos entre 

el líquido cefalorraquídeo y el espacio intersticial, conocido como sistema glinfático (Barca-

Mayo & López, 2021). Dado que la difusión de las señales del SCN es suficiente para 

preservar el comportamiento rítmico (Lesauter & Silver, 1998; Maywood et al., 2011), los 

cambios diarios en el sistema glinfático pueden subyacer a la sincronización entre diferentes 

regiones cerebrales a lo largo del ciclo circadiano (Maywood et al., 2011).  
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4 AMPK COMO SENSOR ENERGÉTICO 

La regulación de la homeostasis energética en organismos heterótrofos, como mamíferos, 

es un proceso complejo que involucra diversos factores y señales. En estos organismos, la 

energía liberada durante la oxidación de biomoléculas como carbohidratos, lípidos y proteínas 

se almacena en forma de ATP. Por otro lado, los procesos metabólicos que consumen ATP 

convierten este nucleótido 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 energía (López et al., 2016). En respuesta a esto, las células han evolucionado 

para desarrollar un eficaz mecanismo de detección basado en estas proporciones, centrado en, 

AMPK, considerada el principal sensor energético de las células eucariotas (Carling et al., 

1987; Hardie et al., 2012; López et al., 2016). 

 

 

4.1 ESTRUCTURA DE AMPK 
 

AMPK, una quinasa de serina/treonina, está altamente conservada en diferentes especies 

eucariotas a lo largo de la evolución, incluyendo protistas, plantas, hongos y animales 

(Carling et al., 2011; Hardie, 2014; López, 2018). A nivel molecular, es un complejo 

heterotrimérico compuesto por una subunidad catalítica, la subunidad α, de la cual existen dos 

variantes (α1 y α2), dos subunidades reguladoras, denominadas β (con variantes β1y β2) y la 

subunidad γ (con variantes γ1, γ2, γ3) (Figura 13). Estas subunidades son codificadas por 

genes distintos y pueden combinar de diversas maneras, dando lugar a la formación de hasta 

12 complejos heterotriméricos de AMPK posibles (López et al., 2016). 

La subunidad α contiene un dominio quinasa en su extremo N-terminal y un dominio 

regulador en su extremo C-terminal, que es necesario para la interacción con las subunidades 

β y γ (Xiao et al., 2013). La subunidad β actúa como un puente de unión entre la subunidad α 

y la γ a través de su dominio C- terminal, y contiene un dominio de unión a glucógeno 

denominado módulo de unión a carbohidratos (CBM, carbohydrate-binding module) (García 

& Shaw, 2017; Huynh et al., 2016; Lin & Hardie, 2018). Por otro lado, la subunidad γ posee 

cuatro dominios de la cistationina β-sintasa (CBS; cystathione β-synthase domains) que 

forman los cuatro sitios de unión a AMP, ADP o ATP (García & Shaw, 2017; Lin & Hardie, 

2018).  
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4.2 REGULACIÓN DE AMPK 
 

La regulación de AMPK es fundamental para mantener la homeostasis energética celular. 

AMPK se activa mediante la fosforilación de la treonina 172 (Thr-172) en la subunidad 

catalítica α, un proceso que puede inducirse alostéricamente mediante la unión de AMP (pero 

no de ADP) a la subunidad γ. Además, tanto AMP como ADP pueden aumentar la 

fosforilación de AMPK a través de la quinasa hepática 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 defosforilación por las fosfatasas. AMPK también se activa mediante un aumento de Ca2+ 

intracelular mediado por CaMKK2. Además, se ha descrito un mecanismo independiente de 

AMP/ADP que en situaciones de bajos niveles de glucosa promueve la activación de AMPK 

mediante un mecanismo que implica una disminución de la unión de fructosa 1,6-bifosfato 

(FBP, fructose 1,6-biphosphate) a la aldolasa. Esto promueve la interacción entre AMPK y 

LKB1 mediante la unión a la axina en el lisosoma, lo que da lugar a la fosforilación y 

activación de AMPK (Zhang et al., 2017). Aparte de LKB1 y CaMKK2, se han descubierto 

otras quinasas que activan AMPK a través de su fosforilación, incluyendo la quinasa 1 

activada por el factor de crecimiento transformante β (TAK1, transforming growth factor-β-

activated kinase 1) (Momcilovic et al., 2006) y la quinasa supresora de Ras (KSR2, kinase 

suppressor of Ras) (Costanzo-Garvey et al., 2009). La unión de AMP o ADP a la subunidad γ 

no solo induce la fosforilación de Thr172, sino que también induce un cambio conformacional 

que impide la defosforilación de esta treonina por parte de proteínas fosfatasas (Gowans et al., 

2013; Xiao et al., 2011). Una de estas proteínas fosfatasas es la proteína fosfatasa 1A 

(conocida comúnmente como proteína fosfatasa 2C o PP2Cα) (López et al., 2016; Salminen 

et al., 2016). Adicionalmente, se ha propuesto un mecanismo de regulación de AMPK 

independiente de AMP mediante procesos de fosforilación/defosforilación. Cuando se asocian 

con la subunidad β de AMPK y el efector A inductor de muerte celular por fragmentación de 

DNA (CIDEA, cell death–inducing DNA fragmentation factor-α-like effector A), se induce la 

degradación de AMPK mediante su ubiquitinación (Qi et al., 2008).  

Se han identificado diversas mutaciones en AMPK que destacan la función de esta 

proteína en el mantenimiento de la fisiología (Carling, 2004). Las únicas mutaciones en 

cualquiera de los siete genes que codifican subunidades de AMPK y que se han demostrado 

causantes de patologías en el ser humano son las mutaciones en PRKAG2, el gen que codifica 

la subunidad γ2 de AMPK (Hardie, 2004). Estas mutaciones están asociadas con varios 

trastornos cardíacos como preexcitación ventricular, acumulación excesiva de glucógeno en 

los cardiomiocitos e hipertrofia cardíaca (Salt & Hardie, 2017). Aunque son raras, las 

mutaciones de Prkag2 tienen un efecto autosómico dominante y, por lo tanto, son comunes en 

las familias afectadas. Estas mutaciones son el resultado de sustituciones de aminoácidos, y se 

han descrito al menos 14 de ellas (Salt & Hardie, 2017), aunque aún no se ha aclarado el 

efecto de cada una en la actividad de AMPK (Miyamoto, 2018). Los residuos afectados están 

perfectamente conservados entre las subunidades γ1, γ2 y γ3, y se encuentran en o entre los 

cuatro dominios CBS, los cuales interactúan con AMP, ADP o ATP (Salt & Hardie, 2017). 

Por lo tanto, estas mutaciones alteran la afinidad por AMP y ATP, explicando así 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 interactúan directamente con los grupos fosfato de una o más moléculas de 

AMP o ATP, mientras que otras dos también interactúan directa (S548) o indirectamente 

(T400) con AMP (Xiao et al., 2007). 

La disminución de la unión de AMP a la subunidad γ provoca una disminución de la 

activación por AMP, representando un claro efecto de pérdida de función. Sin embargo, 

debido a que las mutaciones impactan tanto en la unión del nucleótido inhibidor (ATP) como 

del nucleótido activador (AMP) (Scott et al., 2004), la explicación más probable es que 

disminuyan la unión del ATP y, por ende, aumenten la fosforilación de la Thr172 y la 

actividad de AMPK, generando un efecto de ganancia de función (Salt & Hardie, 2017). Este 

fenómeno se ha confirmado directamente en los mutantes R531G y R531Q (Burwinkel et al., 

2005; Hawley et al., 2010), así 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 función, el aumento de la actividad basal, el responsable de la mayor parte de la patología. 

Por otro lado, es posible que el efecto de pérdida de función sea compensado por la isoforma 

γ1, la cual es la principal isoforma expresada en el corazón en roedores (Cheung et al., 2000). 

La identificación de mutaciones en PRKAG2, que se caracterizan por aumentar la actividad 

de AMPK y provocar enfermedades cardíacas, ofrece la oportunidad de explorar las 

consecuencias metabólicas de la activación de AMPK tanto en ratones como en seres 

humanos (Blair, 2001; Folmes et al., 2009; Yavari et al., 2016). 

 

 

Figura 13. Mecanismos de regulación de AMPK. Creado con Biorender.com. 
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4.3 AMPK HIPOTALÁMICA Y REGULACIÓN DE LA INGESTA 
 

AMPK desempeña un papel clave en el control de los flujos de energía en todo el 

organismo. Dicho control se consigue regulando el metabolismo de lípidos y glucosa, así 

como la acción hormonal, en órganos metabólicos clave como el hígado, las células β 

pancreáticas, el WAT, el BAT, el músculo esquelético y el corazón (Carling et al., 2011; 

Hardie et al., 2012). Además, en el cerebro, AMPK controla el equilibrio energético de todo 

el organismo al actuar en el hipotálamo (López, 2018, 2022; López et al., 2016). AMPK está 

altamente expresada en el hipotálamo, donde las subunidades α1, α2, β1, β2, γ1 y γ2 se 

encuentran en los núcleos ARC, VMH, PVH, LHA y DMH (López et al., 2016; Sjöstedt 

et al., 2020). La regulación de AMPK en el hipotálamo es un componente crucial de los 

ajustes adaptativos observados durante la regulación fisiológica de la ingesta. Durante el 

ayuno, se produce un aumento de la actividad de AMPK hipotalámica, mientras que durante 

la ingesta se observa su inhibición (Minokoshi et al., 2004). En este contexto, la activación de 

AMPK en el hipotálamo, 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 (López et al., 2010, 2016). Por el contrario, la inhibición de AMPK 

hipotalámica mediante adenovirus que expresan una forma dominante negativa de AMPK 

resulta en la pérdida de peso (López et al., 2010, 2016).  

AMPK hipotalámica desempeña un papel fundamental en el control central de la ingesta 

de alimentos al mediar los efectos de señales periféricas, tanto nutricionales como 

hormonales. Además de su regulación por estímulos periféricos, numerosos metabolitos 

también influyen en la función de AMPK en el hipotálamo. Estos incluyen la glucosa (Kim et 

al., 2004; Minokoshi et al., 2004), el ácido α-lipólico (Kim et al., 2004), los ácidos 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 concentración de 

malonyl-CoA, el que a su vez actúa como una señal anorexigénica en las neuronas 

hipotalámicas. 

La principal función de AMPK en el hipotálamo es la integración de señales hormonales. 

Tanto las hormonas orexigénicas como anorexigénicas convergen en la AMPK hipotalámica 

para modular el apetito (López et al., 2016). Es notable que, aunque los principales factores 

que reducen el apetito actúan como inhibidores en el hipotálamo, la mayoría 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; Müller et al., 

2015), la adiponectina (Martínez De Morentin et al., 2014), los glucocorticoides (Shimizu 

et al., 2008), los cannabinoides (Kola et al., 2008) y neuropéptidos como la proteína 

relacionada con agouti (AgRP, agouti-realted peptide) (Minokoshi et al., 2004) inducen la 

activación de AMPK, dando lugar a la fosforilación y consiguiente inactivación de ACC, 

inhibiendo la síntesis de ácidos grasos  (López et al., s. f.). Por el contrario, durante la ingesta, 

hormonas anorexigénicas como la leptina (Andersson et al., 2004; Gao et al., 2007), la 

insulina (Minokoshi et al., 2004; Namkoong et al., 2005), el glucagón (Quiñones et al., 2015), 

péptido similar al glucagón tipo 1 (GLP1, glucagon-like peptide-1) (Beiroa et al., 2014; Seo 
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et al., 2008), estradiol (Martínez De Morentin et al., 2014), CKK (Akieda-Asai et al., 2014), 

factor neurotrófico ciliar (CNTF, ciliary neurotrophic factor) y proteína similar a la 

angiopoyetina 4 (ANGPTL4, angiopoietin-related protein 4) (Kim et al., 2010) inhiben la 

actividad de AMPK en el hipotálamo. Curiosamente, numerosos agentes farmacológicos con 

efectos sobre la alimentación, como los agonistas de los receptores de melanocortina 

(Minokoshi et al., 2004); el C75, que es un inhibidor de la ácido graso sintasa (FAS, fatty acid 

synthase) (Kim et al., 2004) y la nicotina, tengan un efecto de inhibición en la actividad de 

AMPK hipotalámica (Martínez De Morentin et al., 2012; Seoane-Collazo et al., 2014, 2021). 

Por el contrario, antipsicóticos como la olanzapina, con efectos orexigénicos e inductores de 

obesidad, activan AMPK en el hipotálamo (Fernø et al., 2011; Mukherjee et al., 2021; Skrede 

et al., 2014).  

Se han empleado modelos genéticos para demostrar el papel clave de AMPK 

hipotalámica en la regulación de la homeostasis energética. Sin embargo, es importante 

destacar que el hipotálamo no es una entidad homogénea, sino una región cerebral compleja 

con varios núcleos y poblaciones neuronales, cada uno desempeñando funciones específicas 

en la regulación del comportamiento alimentario y energético (López et al., 2016). En este 

contexto, la función de la AMPK en el hipotálamo se presenta de manera precisa y 

diferenciada en cada conjunto de neuronas. Al emplear estrategias como la inhibición de 

AMPK mediante isoformas dominantes negativas, se ha observado que los efectos de la 

AMPK varían según el núcleo neuronal en el que esté involucrada. Por ejemplo, la inhibición 

de AMPK en neuronas que expresan neuropéptidos orexigénicos como AgRP y NPY en el 

ARC resulta en una disminución de la expresión 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 expresión en respuesta a la regulación 

de AMPK (Al-Massadi et al., 2021; Minokoshi et al., 2004). Estos resultados sugieren que la 

AMPK hipotalámica actúa de manera precisa y adaptable en cada conjunto de neuronas 

dentro del hipotálamo para coordinar la regulación del comportamiento alimentario y 

energético en respuesta a diversos estímulos hormonales y nutricionales. Por ejemplo, la 

deficiencia de la isoforma α2 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 está influenciado por la edad (Claret 

et al., 2007). En resumen, la AMPK hipotalámica actúa de manera altamente específica y 

diferenciada en función de las poblaciones neuronales y sus interacciones para regular la 

homeostasis energética de manera precisa y adaptativa.  

 

 

4.4 AMPK HIPOTALÁMICA Y HOMEOSTASIS DE LA GLUCOSA 

 

Dado que la glucosa constituye la principal fuente de energía para el cerebro, la 

hipoglucemia puede compensar seriamente su función (Coppari & Bjørbæk, 2012; Morton & 



MARÍA SILVEIRA LOUREIRO  

 

66 
 

Schwartz, 2011). Las neuronas sensoras de glucosa, ubicadas en áreas clave del cerebro 

relacionadas con la homeostasis energética y de la glucosa desempeñan un papel crucial en 

estas respuestas (Song et al., 2001). AMPK hipotalámica también ejerce un papel fundamental 

en la modulación de estas respuestas (López et al., 2016) (Figura 14). De esta manera, la 

administración intracerebroventricular de glucosa reduce la actividad hipotalámica de AMPK, 

mientras que la inhibición de la utilización de la glucosa intracelular en el cerebro aumenta su 

actividad (Alquier et al., 2007; Kim et al., 2004). La regulación de la actividad de AMPK en 

el hipotálamo también afecta a la respuesta contrarreguladora a la hipoglucemia, que implica 

señales como el glucagón, la corticosterona y las catecolaminas (Alquier et al., 2007; Fan et 

al., 2009; Han et al., 2005; McCrimmon et al., 2008). La inhibición genética o farmacológica 

de AMPK en el área mediobasal del hipotálamo conduce a una disminución en la secreción de 

estas señales provocando una hipoglucemia grave y prolongada (McCrimmon et al., 2008; 

Namkoong et al., 2005). Por otro lado, la activación específica de AMPK en el VMH tiene 

efectos contrarreguladores, incluyendo la disminución de la sensibilidad a la insulina 

(McCrimmon et al., 2008), el aumento de los niveles plasmáticos de hormonas 

contrarreguladoras (McCrimmon et al., 2008; Namkoong et al., 2005) y la estimulación de la 

actividad neuronal de las neuronas sensoras de glucosa (Canabal et al., 2007).  

En el hipotálamo, es importante destacar que AMPK también juega un papel significativo 

en la regulación de la producción hepática de glucosa (Yang et al., 2010). Además, AMPK 

desempeña un papel crucial en mediar las acciones de otras señales que intervienen en el 

control de la producción de glucosa. Por ejemplo, la leptina, actúa a través de AMPK para 

normalizar los niveles de glucosa en sangre en modelos de roedores de diabetes mellitus tipo 

1 y tipo 2, así como en pacientes con lipodistrofia (Coppari & Bjørbæk, 2012; Morton & 

Schwartz, 2011; Tanida et al., 2013, 2015). Además, la fructosa, incrementa la 

gluconeogénesis hepática en roedores a través de la AMPK hipotalámica (Kinote et al., 2012). 

En resumen, AMPK en el hipotálamo no solo regula la producción hepática de glucosa, sino 

que también actúa como intermediario clave en las respuestas a diversas señales metabólicas y 

hormonales, como la leptina y la fructosa, que influyen en la homeostasis de la glucosa y en el 

control global de la energía.  

 

 

4.5 AMPK HIPOTALÁMICA Y TERMOGÉNESIS 

 

También cabe señalar el papel clave de AMPK hipotalámica como regulador de la 

termogénesis del BAT a través de la modulación del SNS (Figura 14). Estudios con modelos 

de ratones genéticamente deficientes en la isoforma α2 de AMPK revelaron un aumento en 

los niveles de catecolaminas en la orina, indicando una hiperactivación 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 observó una pérdida de peso corporal y una resistencia a 

la obesidad inducida por dieta, lo cual se relacionó con una menor actividad de la isoforma α2 

de AMPK. Esta disminución de actividad se asoció con un aumento de la termogénesis, de la 

biogénesis mitocondrial y la oxidación 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 et al., 

2009) .  

Además, AMPK también regula los efectos de las THs en el gasto energético. La 

administración de triyodotironina (T3, triiodothyronine) específicamente en el VMH inhibe la 

actividad de AMPK en este núcleo, 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 regulación 

del balance térmico (Capelli et al., 2021; Martínez-Sánchez et al., 2017). De forma similar, el 

estradiol también ejerce un efecto en la regulación de AMPK en el SNC. La administración de 

estradiol en el SNC inhibe de manera específica AMPK a través del receptor de estrógenos α 

en el VMH. Esta inhibición de AMPK en el VMH resulta en la activación de la termogénesis 

en el BAT, independiente de la ingesta, lo que conduce a una pérdida de peso corporal 

(Martínez De Morentin et al., 2014). Sin embargo, la sobreexpresión de AMPK en animales 

tratados con estradiol centralmente produce un efecto contrario; disminuye la termogénesis y, 

por lo tanto, previene de la pérdida de peso que normalmente se observa con la administración 

de estradiol (Martínez De Morentin et al., 2014). Es importante destacar que otras señales 

también juegan un papel en la regulación de la termogénesis en el SNC, y su efecto puede 

depender del estado de activación de AMPK en el VMH. Un ejemplo es la proteína BMP8B, 

que actúa en el SNC y su efecto termogénico depende del estado de activación 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 activación 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).  

 

 

Figura 14. Modulación del balance energético por AMPK en el hipotálamo. 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 regulación de la homeostasis energética 

(Contreras et al., 2015; López et al., 2016). Otras señales también ejercen sus efectos a través 

de este eje. Por ejemplo, la administración de nicotina provoca un aumento de la termogénesis 

y una reducción en el peso corporal al inhibir la actividad de AMPK en el hipotálamo 

(Martínez De Morentin et al., 2012; Seoane-Collazo et al., 2014, 2021). De manera similar, el 

liraglutide, un análogo de GLP1 utilizado en el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2, tiene 

propiedades termogénicas y estimula el browning del WAT a través de la regulación de 

AMPK en el VMH, lo que resulta en una disminución del peso corporal (Beiroa et al., 2014; 

González-García et al., 2019). Además, estudios recientes han demostrado que la inyección 

intravenosa de exosomas dirigidos específicamente a AMPK hipotalámica en poblaciones 

neuronales selectivas pueden convertirse en una estrategia eficaz para el tratamiento de la 

obesidad. Mediante la regulación de la actividad de AMPK hipotalámica 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 desempeña un papel complejo en la regulación de los ritmos circadianos y su 

interacción con el sistema de reloj molecular del hipotálamo. Hay dos maneras principales de 

entender su función 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 hipotálamo, la actividad de AMPK 

muestra una oscilación diurna, alcanzando su punto máximo durante la fase de oscuridad, 

cuando los ratones están activos y se alimentan (Um et al., 2011). Este patrón de oscilación se 

correlaciona con un aumento del apetito, lo que sugiere que el reloj central influye en la 

modulación de la actividad de AMPK para sincronizarla con los ritmos circadianos y las 

necesidades metabólicas 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 

expresión de los genes del reloj al degradar proteínas como PER2 a través de la fosforilación 

de la caseína quinasa Iε Ser389 (CKIε, casein kinases Iε) (Um et al., 2007). También 

contribuye a la sincronización metabólica de los relojes periféricos al fosforilar y 

desestabilizar CRY1 (Lamia et al., 2009). Por lo tanto, la relación entre AMPK y el reloj 

molecular es bidireccional y compleja. Por un lado, AMPK responde a las señales 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 interacción precisa contribuye a sincronizar los procesos fisiológicos y 

metabólicos en el hipotálamo y otros tejidos, permitiendo que el organismo se adapte de 

manera óptima a los ciclos diarios de luz y oscuridad. 
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Curiosamente, la deleción de las subunidades α1 y α2 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 α1 -/- presentan 

un período más corto y los ratones α2 -/- muestran una ligera tendencia hacia un período más 

largo. También se ha observado que el ritmo circadiano de la temperatura corporal se reduce 

en los ratones α1 -/-, pero no en los α2 -/-. En relación con el patrón circadiano de expresión 

de los genes centrales del reloj, se ha observado una perturbación severa en el tejido adiposo 

de los ratones α1 -/-, y en el corazón y el músculo esquelético de los ratones α2 -/-. Además, 

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 et al., 2011). Estos hallazgos 

subrayan la importancia fundamental de AMPK en la regulación de los ritmos circadianos y 

su contribución en la sincronización de procesos fisiológicos en el hipotálamo y otros tejidos. 

La capacidad de AMPK para responder a señales metabólicas y modificar directamente 

los componentes del reloj circadiano sugiere que desempeña un papel fundamental en la 

sincronización metabólica en los relojes periféricos (Jordan & Lamia, 2013). La activación 

farmacológica de AMPK mediante la inyección intraperitoneal (IP) del ribonucleótido 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 

hepático en ratones, lo que sugiere su posible capacidad para controlar el reloj en el hígado. 

Además, la estimulación aguda con AICAR alteró la expresión de los genes del reloj en el 

músculo esquelético en ratones wildtype, pero no en ratones deficientes en la subunidad γ3, lo 

que indica que la activación de AMPK también puede desempeñar un papel en el reloj 

muscular (Vieira et al., 2008). La alteración genética de los relojes circadianos ya sea de 

forma ubicua (Lee et al., 2011; Preitner et al., 2002) o de forma específica en un tejido 

(Vielhaber et al., 2000), provoca cambios drásticos en el comportamiento alimenticio, el peso 

corporal y la homeostasis de la glucosa, cada uno de los cuales también se ve alterado por la 

manipulación 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 metabólicos (Lee & Kim, 2013). 
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Dado que los astrocitos pueden detectar señales metabólicas periféricas, nuestra hipótesis 

propone que AMPK, actuando como un sensor metabólico en los astrocitos, desempeña un 

papel esencial en la coordinación de los ritmos circadianos y en la homeostasis energética en 

el organismo. Postulamos que la actividad de AMPK en los astrocitos podría ser un factor 

clave en la sincronización y regulación de los ritmos circadianos, así como en la adecuada 

gestión del equilibrio energético a nivel sistémico.  
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El objetivo principal de esta tesis doctoral es comprender el papel de AMPKγ2 en el 

balance energético y la sincronización del reloj astrocítico. Para abordar este propósito, se han 

establecido tres objetivos específicos: 

1. Generación de ratones knockout para AMPKγ2 en astrocitos GLAST. 

 

2. Investigar el impacto de la deleción de la subunidad AMPKγ2 en los astrocitos 

GLAST positivos en la regulación del balance energético.  

 

3. Analizar el efecto de la deleción de la subunidad AMPKγ2 en los astrocitos GLAST 

positivos en la sincronización del reloj astrocítico.  
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MATERIAL Y MÉTODOS 
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5 MODELOS ANIMALES 

5.1 LEGISLACIÓN 
 

En materia de experimentación animal, los procedimientos experimentales y protocolos 

de manipulación de animales llevados a cabo durante la realización de esta tesis doctoral, se 

efectuaron bajo la supervisión del Comité Ético de la Universidad de Santiago de Compostela, 

siendo responsables finales el Dr. Miguel Antonio López Pérez y la Dra. Olga Barca Mayo 

con los números de procedimiento ID 15012/2020/010 e ID 15012/2021/011, 

respectivamente,  siendo aprobados previamente por el jefe del servicio provincial de 

ganadería del departamento territorial de la Consellería do Medio Rural e do Mar de la 

provincia de A Coruña, órgano competente para dictar dicha resolución. Siempre se ha 

actuado conforme la legislación vigente: 

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

Consellería Rural”. 

- Ley estatal 32/2007, de 7 de noviembre, para el cuidado de los animales, en su 

explotación, transporte, experimentación y sacrificio.  

- Decreto 296/2008, de 30 de diciembre, de protección de los animales utilizados para 

experimentación y otros fines científicos, incluida la docencia, y por el que se crea el 

Registro de los centros de cría, de suministradores y usuarios y la Comisión Gallega 

de Bienestar de los Animales de Experimentación.  

- Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 22 de septiembre, 

relativa a la protección de los animales utilizados para fines científicos.  

- Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen las normas básicas 

aplicables para la protección de los animales utilizados en experimentación y otros 

fines científicos, incluyendo la docencia.  

 

Durante el desarrollo de esta tesis doctoral se prestó especial atención al cumplimiento 

del artículo 4 del Real Decreto 53/2013, el cual establece como principio general la 

promoción e implementación del “principio de las tres erres”, es decir, el reemplazo, la 

reducción y el refinamiento de los procedimientos. Para ello se trató de emplear el mínimo 

número de animales en cada experimento, evitando la duplicación innecesaria de 

experimentos y reduciendo el número experimental por grupo sin comprometer la 

consecución de los objetivos del estudio. De este modo, se tuvo en especial consideración el 

mantenimiento del bienestar animal disminuyendo, en la medida de lo posible, el estrés 

causado por dolor, sufrimiento o daño 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 AMPKγ2 en astrocitos que expresan GLAST (ver en detalle en 

“Procedimientos no quirúrgicos”). Los animales se estabularon en condiciones estables de 

temperatura (21 ± 2ºC) y humedad, con ciclos de luz-oscuridad de 12 horas (8:00 horas - 

20:00 horas). Antes de iniciar cualquier experimento, se realizaron períodos de aclimatación a 

las instalaciones de 7 días aproximadamente. Durante todos los procedimientos, los animales 

se mantuvieron en condiciones ad libitum de acceso libre a agua y a dieta estándar (STD, 

standard diet) (STD, SAFE A04: 3.1% grasa, 59.9% carbohidratos, 16.1% proteínas, 2791 

kcal/g; Scientific Animal Food & Engineering; Nantes, Francia), exceptuando aquellos 

experimentos en los que se especifique. Además, distintos parámetros fueron monitorizados 

periódicamente para confirmar el bienestar animal, mediante un seguimiento del peso 

corporal e ingesta, una valoración del aspecto físico y acostumbrándolos al manejo por el 

personal técnico del laboratorio para minimizar el estrés ocasionado durante los experimentos. 

En cuanto a las condiciones de estabulación, en la mayor parte de los procedimientos los 

animales fueron alojados de manera colectiva, pero en algunos procedimientos se requirió su 

estabulación individual.  

 

 

 

6 ANESTESIA Y ANALGESIA 

De forma previa al inicio de los procedimientos quirúrgicos, se suministró anestesia 

general a los animales de experimentación mediante una inyección IP. En ratones la dosis 

administrada fue de 100μl/100g de peso corporal, con una composición 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 

fisiológico (Suero fisiológico isotónico 0.9%; Braun; Lugo, España). Para verificar el estado 

de anestesia de los animales, se comprobó 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 quirúrgicos.  

Como métodos analgésicos, por vía subcutánea (SC) se administró 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 quirúrgico 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 cirugía.  
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7 VÍAS DE ADMINISTRACIÓN DE SUSTANCIAS 

7.1 VÍA INTRAPERITONEAL (IP) 
 

La administración de sustancias por vía 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 daño al animal, éste debe estar correctamente inmovilizado, para lo cual se 

sujeta por el lomo, garantizando que la cabeza tenga la menor movilidad posible. El animal 

debe inclinarse ligeramente hacia abajo con el fin de reducir el riesgo de desgarro de los 

órganos internos y a continuación 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 ángulo de 45 grados con respecto al 

vientre. Esta vía de administración fue la seleccionada para inocular la anestesia a los 

animales (dosis detallada en la sección anterior) y otros reactivos como glucosa, insulina y 

piruvato. 

 

 

7.2 VÍA SUBCUTÁNEA (SC) 
 

Esta vía de administración 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 inyección 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 

administración de los agentes analgésicos.  

 

 

7.3 VÍA HIPOTALÁMICA NÚCLEO-ESPECÍFICA 
 

Esta vía se emplea para la administración de virus bilateralmente en diferentes núcleos 

del hipotálamo mediante el uso de coordenadas específicas para cada núcleo y especie, 

indicadas en el Atlas Estereotáxico de Cerebro de rata y ratón. Para establecer las coordenadas 

estereotáxicas antero-posterior (AP), lateral (L) y dorso-ventral (DV) se utiliza como punto de 

referencia la intersección de la sutura coronal con la sutura sagital, denominada bregma. Las 

coordenadas de los núcleos hipotalámicos estudiados fueron las siguientes (Paxinos & Franklin, 

2001): 

-Núcleo ventromedial en ratón: -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 utilización 

de un aparato de esterotaxia (David Kopf Instruments; Tujunga, CA, EEUU) (ver en más 

detalle en el apartado “Procedimientos quirúrgicos”) y jeringuillas de microinyección 

(NeuroHamilton Modelo 7001KH Neuros Syringe; Hamilton Company; NV, EEUU), con un 

flujo de inyección de 200 nl/min durante 10-15 minutos.  

 

 

 

8 PROCEDIMIENTOS NO QUIRÚRGICOS 

8.1 GENERACIÓN DE RATONES KNOCKOUT CONDICIONALES E INDUCIBLES GLAST-CRE 

AMPKΓ2FLOX/FLOX 
 

Para generar el modelo de ratón knockout (KO) de AMPKγ2 específico en los astrocitos 

que expresan el transportador de glutamato de alta afinidad (GLAST), se cruzaron ratones 

GLAST-CreERT2 (Mori et al., 2006) (proporcionados por la Dra. Cristina García Cáceres, 

Helmholtz Diabetes Center) con ratones AMPKγ2 floxeados (AMPKγ2flox/flox) 

(Prkag2tm1.1Rti/J; cepa: 030979; The Jackson Laboraoty; Bar Harbor, ME, EEUU), ambos bajo 

un fondo genético C57BL/6J. 

Los ratones GLAST-CreERT2 son ratones transgénicos inducibles, ya que presentan una 

secuencia promotora del transportador de glutamato de alta afinidad (GLAST) que dirige la 

expresión de la proteína de fusión Cre-ERT2. Dicha proteína consiste en una recombinasa Cre 

fusionada con una forma mutante del receptor de estrógeno humano que no se une a su 

ligando natural (17β-estradiol) a concentraciones fisiológicas, pero sí a los ligandos sintéticos 

del receptor de estrógenos, como el tamoxifeno (Tx). De este modo, la recombinasa Cre 

únicamente se expresa en aquellos astrocitos positivos para GLAST cuando se administra el 

Tx. Los animales utilizados de esta línea son ratones hemicigotos, viables, fértiles y sin 

anomalías físicas o de comportamiento grave.  

Los ratones AMPKγ2 floxeados presentan sitios loxP que flanquean al exón 6 del gen de 

la subunidad reguladora gamma 2 (Prkag2) de la proteína AMPK. Los animales empleados de 

esta línea son animales homocigotos para el inserto, viables, fértiles y sin anomalías físicas o 

de comportamiento.  

A través del cruce de ratones GLAST-CreERT2 +/- y AMPKγ2flox/flox se obtienen animales 

heterocigotos GLAST-CreERT2 +/- AMPKγ2flox/flox (GLAST-Cre AMPKγ2flox/flox). Para los 

estudios realizados en esta tesis doctoral se utilizaron ratones GLAST-Cre AMPKγ2flox/flox 

(AMPKγ2cKO) machos y hembras. Como controles se emplearon los hermanos de camada 

con el mismo fondo genético, pero negativos para Cre (AMPKγ2flox/flox). Tanto los animales 

AMPKγ2cKO como los controles fueron tratados con Tx. Para realizar la escisión del gen 

AMPKγ2 por la recombinasa Cre, se administra diariamente Tx vía IP (100 mg/kg peso 
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corporal) a las 6 semanas de edad durante 5 días consecutivos (García-Cáceres 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 concentración final de 10 

mg/ml a 37ºC y se almacena a -20ºC en oscuridad. El genotipado de los animales se lleva a 

cabo mediante el método de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR, polimerase chain 

reaction) (ver el apartado “PCR para genotipado” en la sección “Material y métodos”).  

 

 

8.2 MONITORIZACIÓN DE LA INGESTA Y LA MASA CORPORAL 
 

El registro del peso corporal y de la ingesta se determinó con una balanza de precisión 

(Balanza de precisión 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 

administración de Tx, y se continuaron durante un período de 20 semanas.  

Con el propósito 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 específicos del ciclo circadiano: ZT0, 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 período de cuatro días. Esto permitió distinguir la cantidad de alimento 

consumido por cada animal durante la fase de luz y la fase de oscuridad. 

 

 

8.3 MEDICIÓN DE LA TEMPERATURA CORPORAL 
 

Para el registro de la temperatura corporal, los animales se estabularon individualmente. 

La temperatura corporal se midió a través de una sonda rectal conectada a un termómetro 

(BAT-12 Microprobe-Thermometer; Physitemp; Clifton, NJ). Durante el procedimiento los 

ratones se encontraban despiertos y parciamente inmovilizados.  

 

 

8.4 MEDICIÓN DE LA TEMPERATURA DEL BAT 
 

El día anterior a la adquisición de imágenes térmicas del BAT, es imprescindible afeitar 

la zona interescapular del animal. La temperatura de la piel de la zona del BAT se midió con 

una cámara infrarroja (B335: Compact-Infrared-Thermal-Imaging-Camera; FLIR; West 

Malling, Kent, Reino Unido) y se analizó empleando un software específico (FLIR-Tools-

Software, FLIR; West Malling, Kent, Reino Unido), delimitando el área del BAT. Para el 

cálculo de la temperatura media se utilizó el promedio de tres imágenes por ratón.   
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8.5 TEST DE TOLERANCIA A GLUCOSA (GTT) 
 

Para valorar el grado de tolerancia a glucosa se llevó 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 glucómetro (Glucocard sensor; A.Menarini diagnostics; España). A 

continuación, se inyecta en función del peso corporal de cada animal, D-glucosa (D-glucose; 

Sigma-Aldrich; San Luis, MI, EEUU) vía 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 inyección, 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 calculó el Área 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 medición de los niveles basales de 

glucosa circulante en sangre de la cola, se procedió a la inyección por vía 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 

inyección. Los datos obtenidos se representaron en una curva a partir de la cual se calculó el 

Área 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 llevó a cabo un 

test de tolerancia a piruvato (PTT, piruvate tolerance test), que es inductor de la 

gluconeogénesis (Hughey et al., 2014). Tras un período de ayuno de 12 horas, se procedió a la 

inyección por vía IP de piruvato (Sodium pyruvate; Sigma-Aldrich; San Luis, MI, EEUU) a 

una dosis de 1.25 g/kg. Tras la medición 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 inyección. Por último, se representaron los resultados en una curva y se calculó 

el Área bajo la Curva (AUC) del grupo control y del grupo experimental. 
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8.8 MONITORIZACIÓN DEL GASTO ENERGÉTICO, COEFICIENTE RESPIRATORIO Y ACTIVIDAD 

LOCOMOTORA 
 

Para la monitorización del gasto energético (EE, energy expenditure), del coeficiente 

respiratorio (RQ, respiratory quotient) y de la actividad locomotora espontánea (LA, 

locomotor activity), se ha empleado un sistema de calorimetría indirecta, consistente en jaulas 

metabólicas en las que los animales se estabulan de forma individual. Cada jaula tiene una 

temperatura controlada de 24ºC 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 O2 (vO2) y producción de CO2 (vCO2) (LabMaster; TSE 

Systems; Bad Homburg, Alemania). El sistema de calorimetría se calibra a partir de una serie 

de gases de referencia (20,9% O2; 0,05% CO2 y 79,05% N2). Los animales estuvieron en el 

sistema en período de adaptación durante 24-48 horas y la tasa metabólica se midió durante 

las 24-72 horas siguientes. 

  

 

8.9 DETERMINACIÓN DE LA COMPOSICIÓN CORPORAL 
 

El análisis de la composición corporal se realizó 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 medición, los animales se introdujeron en un adaptador adecuado al tamaño del 

ratón, sin necesidad de anestesia previa. Se tomaron dos mediciones por animal, empleándose 

el promedio de ambas mediciones para el cálculo 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 monitorización 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 período de adaptación a la rueda durante tres días en condiciones 

estándar de luz-oscuridad (12 horas: 12 horas) (LD, light-dark), se comenzaron los 

experimentos de monitorización de la actividad locomotora. Éstos siempre se iniciaron por un 

período de monitoreo de la actividad de 7-10 días en condiciones estándar de luz y oscuridad. 

Posteriormente, los animales fueron trasladados a un entorno de oscuridad constante durante 

24 horas al día (DD, dark-dark) durante un período 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 días. La actividad locomotora de los 

animales se registró cada 5 minutos utilizando el software Wheel Manager (SOF-860; Med 

Associates Inc; NY, EEUU). Para su análisis 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 RESTRICCIÓN 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 período de adaptación a la rueda de tres días en condiciones estándar de 

luz-oscuridad (12 horas: 12 horas) (LD), se comenzaron los experimentos de monitorización 

de la actividad locomotora. Durante los primeros 7 días bajo condiciones de disponibilidad de 

comida ad libitum (AL), se registró la actividad locomotora de los ratones en el ciclo LD. 

Luego, se implementó una restricción alimentaria en los siguientes 10 días. Durante este 

período de restricción alimentaria (RF, restricted feeding), se invirtieron los ciclos de 

alimentación y se limitó el acceso a la comida durante el período inactivo (durante el día). 

Específicamente, el acceso al alimento se restringió desde ZT4 hasta ZT10 durante 6 días, y 

desde ZT4 hasta ZT8 durante los 4 días siguientes, mientras se monitorizaba la actividad 

locomotora. Para medir la ingesta, se pesaron diariamente los pellets de comida de cada ratón 

antes de proporcionar el acceso a la comida (ZT4) y después del período de acceso restringido 

(ZT10 o ZT8). La actividad locomotora de los ratones en las ruedas de actividad se registró 

cada 5 minutos utilizando el software Wheel Manager (SOF-860; Med Associates Inc; NY, 

EEUU). Para su inspección visual, los datos de la actividad se mostraron en forma de 

actogramas elaboradas con Actogram-J (Barca-Mayo et al., 2017, 2020; Luengo-Mateos 

et al., 2023). 

La FAA se definió como el incremento de la actividad locomotora observado entre 1 y 4 

horas antes del momento programado para el acceso a la comida. Para calcular este valor, se 

dividió la actividad locomotora registrada durante las 4 horas previas al acceso a la comida 

entre la actividad locomotora total registrada durante un período 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 QUIRÚRGICOS 

9.1 ESTEROTAXIA NÚCLEO-ESPECÍFICA 
 

Esta técnica se llevó a cabo en aquellos animales donde el procedimiento experimental 

requería la inoculación de sustancias en núcleos específicos del hipotálamo. Tras la anestesia 

general y la comprobación del estado de los animales, éstos se dispusieron en un equipo 

estereotáxico (David Kopf Instruments; Tujunga, CA, EEUU). En primer lugar, se inmovilizó 

la cabeza y se realizó 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 quirúrgico y dejando 

accesible el bregma. Estableciendo este punto como referencia, se calcularon las coordenadas 

estereotáxicas en función del núcleo de interés: 

-Núcleo ventromedial en ratón: -1.7 mm AP; ±0.5 mm L; -5.5 mm DV (Figura 15). 

Posteriormente, se realizó una perforación en cada punto de las coordenadas calculadas 

en cada hemisferio cerebral con una broca quirúrgica y se inyectaron 0.5 μl de la sustancia 

con una jeringa de microinyección (NeuroHamilton Modelo 7001KH Neuros Syringe; 

Hamilton Company; NV; EEUU) durante 10-15 minutos, con una velocidad de 

administración de 200 nl/min. Finalizada la inoculación, se suturó el corte con seda de sutura 

(Ethicon Mersilk, Special 4-0; Johnson and Johnson Company; Alemania) y los animales se 

estabularon individualmente. 

 

Figura 15. Representación esquemática de la localización de las inyecciones estereotáxicas en el VMH de 

ratón. Adaptación de Paxinos and Franklin., 2001. 
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9.2 PERFUSIÓN INTRACARDIACA 
 

El cerebro de los ratones se fija mediante perfusión intracardiaca como paso previo a su 

estudio con técnicas de inmunofluorescencia. Tras la anestesia general del animal, se 

introdujo en una cabina de perfusión homologada (Hoods division; Flores Valles; Madrid, 

España) en posición decúbito-dorsal y se realizó una incisión de 5-6 cm a través de la pared 

abdominal justo debajo de la caja torácica. Con cuidado se separó el hígado del diafragma y 

se llevó a cabo una incisión en el diafragma a lo largo de toda la caja torácica para exponer la 

cavidad pleural. A continuación, se cortó la caja torácica hasta la clavícula. Levantando y 

sujetando el esternón, se realizó una incisión en la aurícula derecha del animal para crear una 

salida de sangre. Posteriormente, se llevó a cabo una pequeña incisión en el extremo posterior 

del ventrículo izquierdo, a través de la que se pasó una aguja palometa quirúrgica (Aguja 

epicraneal palometa Venoflix 21G 0.8x20 mm; Braun; Lugo, España), conectada a una jeringa 

(Syringe 20 ml; BD Plastipak; Becton Dickinson; Nueva Jersey, EEUU), hasta llegar a la raíz 

de la aorta. A través de la vía, se bombeó una solución de suero salino 0.9% NaCl, con el fin 

de eliminar la sangre del sistema circulatorio. Cuando se observó el aclaramiento del hígado, 

que es indicador de una buena perfusión, se procedió al bombeo de paraformaldehido (PFA) 

al 4% a través de la misma vía. Los temblores de fijación se observaron en cuestión de 

segundos. La eficacia de la perfusión pudo constatarse por la rigidez absoluta del animal. 

Finalmente, se diseccionaron los tejidos de interés, los cuales se mantuvieron en la solución 

de fijado durante un máximo de 24 horas a 4ºC. A continuación, se cambiaron a una solución 

de sacarosa al 30% y se congelaron a -80ºC.  

 

 

9.3 DISECCIÓN Y EXTRACCIÓN DE TEJIDOS 
 

Al término de cada procedimiento experimental, se llevó a cabo la eutanasia y disección 

de tejidos de los animales mediante luxación cervical y posterior decapitación, según lo 

establecido en las leyes y normas en experimentación animal. Los tejidos extraídos fueron los 

siguientes: hipotálamo (microdiseccionando los núcleos ARC, VMH y LHA), BAT, tejido 

adiposo subcutáneo (sWAT, subcutaneous white adipose tissue), tejido adiposo blanco 

gonadal (gWAT, gonadal white adipose tissue), tejido adiposo blanco visceral (vWAT, 

visceral white adipose tissue), hígado y músculo esquelético. Los tejidos se conservaron a -

80ºC hasta su procesamiento y análisis. Para análisis histológicos e inmunohistoquímicos, las 

muestras fueron fijadas en formalina al 10% (Formalina 10% neutra tamponada; Bio-Optica; 

Italia) y posteriormente parafinadas. 
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10 DISEÑOS EXPERIMENTALES 

10.1 GENERACIÓN DE RATONES KNOCKOUT PARA AMPKΓ2 EN LOS ASTROCITOS GLAST-

POSITIVOS Y SU FENOTIPADO METABÓLICO Y CIRCADIANO 

 

Para estudiar de forma específica el efecto de la deleción de AMPKγ2 en los astrocitos 

positivos para GLAST, se generó el modelo de ratón knockout de AMPKγ2 específico en los 

astrocitos positivos para GLAST. Se trata de un modelo genético inducible, por lo que para 

obtener los ratones knockout se administró diariamente Tx vía IP (100 mg/kg peso corporal) a 

las 6 semanas de edad durante 5 días consecutivos. Los ratones knockout para AMPKγ2 son 

aquellos con el genotipo GLAST-Cre +/- AMPKγ2flox/flox, mientras que los ratones del grupo 

control fueron siempre hermanos de camada con el genotipo GLAST-Cre -/- AMPKγ2flox/flox. 

Por lo tanto, los grupos experimentales fueron los siguientes: 

• Ratones control (AMPKγ2flox/flox) 

• Ratones AMPKγ2cKO (GLAST-Cre +/- AMPKγ2flox/flox) 

A partir del tratamiento con Tx se inició el fenotipado metabólico. De este modo, entre 

las 6 y las 37 semanas de edad se realizó 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 

metabólico y circadiano (Figura 16, Tablas 1 y 2).  

 

 

Figura 16. Representación esquemática de la generación de ratones KO para AMPKγ2 en astrocitos GLAST-

positivos y su fenotipado metabólico y circadiano. Creado con Biorender.com. 
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Tabla 1. Edad a la que se realizaron los procedimientos del fenotipado metabólico en machos y hembras.  

Fenotipado metabólico 

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 

Calorimetría 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 recolección 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) 
 
 

Machos 

Luz-oscuridad (LD) Semana 22 Semana 16 

Oscuridad constante (DD) Semana 28 Semana 22 

rLuz-oscuridad (rLD) Semana 32 Semana 26 

Adaptación metabólica Semana 35 Semana 29 

 
 

Hembras 

Luz-oscuridad (LD) Semana 22 Semana 16 

Oscuridad constante (DD) Semana 27 Semana 21 

rLuz-oscuridad (rLD) Semana 30 Semana 24 

Adaptación metabólica Semana 24 Semana 18 
 

 

10.2 INOCULACIÓN DE ADENOVIRUS ASOCIADOS CRE EN RATONES AMPKΓ2 FLOX EN 

VMH 
 

Para determinar el efecto de la inhibición de AMPKγ2 en el VMH, después de una 

semana de adaptación, los ratones AMPKγ2flox/flox fueron 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 monitorizó el peso corporal y la ingesta. Transcurridas cuatro semanas, se 

estudió la ingesta durante la fase de luz y de oscuridad a lo largo de tres días y tres noches. A 

las cinco semanas, se procedió a controlar la temperatura corporal y se tomaron imágenes 

termográficas del BAT. Durante la séptima semana, los animales se estabularon 

individualmente en jaulas equipadas con ruedas y se iniciaron los experimentos de medición 

de la actividad locomotora circadiana, tras un período de adaptación a la rueda de tres días en 

condiciones estándar de luz-oscuridad LD (12 horas: 12 horas). El experimento bajo estas 

condiciones duró 10 días. Posteriormente, se llevaron a cabo estudios de restricción 
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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 ZT0. Tras este período de tiempo, se midió el peso corporal 

y la ingesta de los ratones a ZT6 y, durante los siguientes 10 días, se les invirtió y restringió el 

acceso a la comida al período inactivo. Bajo estas condiciones de alimentación restringida, el 

acceso al alimento fue limitado de ZT4 a ZT10 durante 6 días y de ZT4 a ZT8 los cuatro días 

siguientes, mientras se registraba la actividad locomotora. Para monitorizar la ingesta, se pesó 

diariamente la comida de cada ratón antes (ZT4) y después del acceso a la comida (ZT10 o 

ZT8). Durante la undécima semana, se introdujeron los animales en jaulas metabólicas para 

monitorizar el gasto energético, el cociente respiratorio y la actividad locomotora espontánea 

mediante el sistema de calorimetría indirecta. Los animales se adaptaron al sistema durante 

las primeras 24-48 horas y la tasa metabólica se midió durante las 24-72 horas siguientes. A 

continuación, se analizó la composición 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 medición, los animales se introdujeron en un adaptador adecuado al 

tamaño del ratón, sin necesidad de anestesia previa. Se tomaron dos mediciones por animal, 

utilizándose el promedio de ambas mediciones para el cálculo del porcentaje de masa grasa, 

masa magra y volumen de fluidos por peso total del animal. Finalmente, se procedió a realizar 

la eutanasia de los animales por luxación cervical y decapitación, según las leyes y normas 

vigentes de experimentación animal. De cada animal se extrajo el hipotálamo, BAT, scWAT, 

gWAT, vWAT, hígado y músculo esquelético. Los tejidos se mantuvieron congelados a -80ºC 

para su posterior procesamiento y análisis. Para la extracción de núcleos específicos del 

hipotálamo se llevó a cabo una microdisección de los mismos (Figura 17).  

 

 

Figura 17. Representación esquemática de la inoculación de Adenovirus Asociados Cre en ratones AMPKγ2 

FLOX en el VMH. Creado con Biorender.com. 
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Tabla 3. Tiempo al que se realizaron los procedimientos del fenotipado metabólico y circadiano en machos y 

hembras tras la cirugía estereotáxica en el VMH.  

Procedimientos Tiempo (tras cirugía estereotáxica) 

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 

Adaptación metabólica Semanas 8-9 

Calorimetría Semana 11 

Resonancia magnética Semana 11 

Eutanasia y recolección de tejidos Semana 12 

 

 

 

11 TÉCNICAS ANALÍTICAS 

11.1 ANÁLISIS DE PROTEÍNAS POR WESTERN BLOT 
 

11.1.1. EXTRACCIÓN DE PROTEÍNA 
 

Para la extracción de proteína, se cortó un fragmento del tejido a analizar, manteniéndolo 

siempre en hielo seco durante su manipulación. El tejido sobrante se volvió a guardar a -80ºC. 

La porción 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 contenía 

una bolita de acero y un volumen determinado de tampón de lisis (composición en la Tabla 4) 

con inhibidor de proteasas (Complete TM; Roche; Mannhein, Alemania), según el tejido de 

interés (volumen entre 100 μl y 1000 μl). 

Las muestras se homogeneizaron mediante un proceso de disgregación y rotura celular 

mecánica utilizando un homogeneizador mecánico (TissueLyser II; Quiagen; Germantown, 

MD, USA). Los valores del tiempo y la frecuencia de la disgregación mecánica variaron 

según el tejido a estudiar. Posteriormente, se realizó una centrifugación 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 extracción de proteína del hígado y del BAT se requirió realizar a 

mayores dos centrifugaciones de 5 minutos para asegurar la eliminación de la grasa. A lo 

largo de todo el proceso de extracción, tanto las muestras como el tampón de lisis estuvieron 

refrigerados a 0ºC para evitar la degradación de proteína. 
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Tabla 4. Composición del tampón de lisis. 

 Tampón 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) 2.5 ml 

Tritón X-100 5 ml 

Ortavanadato sódico 0.1 M 5 ml 

Fluoruro sódico 1 g 

Pirofosfato sódico 1.1 g 

Sacarosa 46 g 

H2O destilada  c.s.p. 500 ml 

Cóctel inhibidor de proteasas (ROCHE) 1 pastilla por cada 50 ml 

 

 

11.1.2. CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNA 
 

La determinación de la concentración de proteína en las alícuotas obtenidas a partir de los 

extractos proteicos se realizó 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 llevó a cabo en hielo a 4ºC para evitar la degradación de la proteína.  

En primer lugar, se diluyó cada muestra por un factor de dilución 1:26 en H2O destilada 

en tubos eppendorf. En una placa de 96 pocillos, se cargaron 10 μl de cada muestra y, 

posteriormente, 250 μl de reactivo de Bradford diluido en proporción 1:4 en H2O destilada y a 

una temperatura de 37ºC. Además, en cada placa se incluyó una recta de calibrado, mediante 

una dilución seriada de albúmina de suero bovino (BSA, Albumin from bovine serum; Sigma-

Aldrich; San Luis, MI, EUU) con siete puntos duplicados de concentración conocida (Tabla 

5). A continuación, las placas se incubaron en un lector de placas (Multiskan Go Microplate 

Spectrophotometer; Thermo Scientific; Rockford, IL, USA) durante 5 minutos a 37ºC y se 

midió la colorimetría en densidad óptica en cada pocillo a una longitud de onda de λ=595 nm. 

Extrapolando los valores de la recta de calibrado se determinó la concentración de proteína de 

cada muestra.  

Tabla 5. Concentraciones de BSA de la recta patrón. 

Concentraciones de BSA de la recta patrón 

Punto Concentración 
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. PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS 
 

Las proteínas fueron separadas mediante electroforesis desnaturalizante en geles de 

poliacrilamida (SDS-PAGE, Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrilamida Gel Electroforesis). 

Esta técnica se fundamenta en la separación de proteínas en función de su masa molecular, en 

base a su migración en un campo eléctrico, por lo que es necesario neutralizar una serie de 

características de las proteínas que darían lugar a patrones de migración erróneos e 

identificaciones incorrectas. Resulta imprescindible eliminar la estructura cuaternaria de la 

proteína para reproducir una migración en el gel lo más proporcional a su tamaño. Además, 

dado que las proteínas van a estar sometidas a un campo eléctrico, es preciso eliminar la carga 

intrínseca de los polipéptidos, desnaturalizarlos y otorgarles el mismo signo de carga. Para 

ello, se prepararon alícuotas de cada muestra, con la misma concentración de proteína total 

(10-20 μg) en tampón de lisis con inhibidor de proteasas. Además, se añadió tampón de carga 

5X para asegurar la eliminación de la estructura cuaternaria de las proteínas (β-

mercaptoetanol; Sigma-Aldrich; San Luis, MI, EEUU), uniformizar la carga eléctrica 

proporcionalmente a su longitud (SDS, sodium dodecyl sulfate; Sigma-Aldrich; San Luis, MI, 

EEUU) e incrementar su densidad para facilitar su carga en el gel. Por último, se agregó el 

colorante azul de bromofenol (Azul de bromofenol; Merk; Darmstadt, Alemania) (Tabla 6). 

Para cada tejido se empleó la cantidad de proteína más adecuada para los análisis de Western 

Blot (Tabla 7).  

 

   Tabla 6. Composición del tampón de carga 5X. 

Tampón de carga 5X (pH 6.8) 

Reactivo Cantidad/Volumen 

SDS 2 g 

Trizma-base 8 ml 

β-mercaptoetanol 1 ml 

Azul de bromofenol 4 mg 

Glicerol 10 ml  

Ajustar a pH 6.8 y enrasar con H2O miliQ hasta 1L. 
 

 

    Tabla 7. Concentración de proteína de los distintos tejidos. 

Concentración de proteína de los tejidos 

Tejido Concentración 

BAT 8 μg 

Hígado 10-20 μg 

Hipotálamo 10 μg 

Medio basal 10 μg 

VMH 10 μg 
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11.1.4 WESTERN BLOT 
 

11.1.4.1 Preparación de geles 
 

Las proteínas 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 polimerización de acrilamida y bis-acrilamida (N, N-

metilenobisacrilamida). El proceso de polimerización 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 concentración de 

acrilamida y bis-acrilamida (30% Acrylamide/Bis Solution 29:1; Bio-Rad; Hercules, CA, 

EEUU) en el gel determina el tamaño de los poros de la red tridimensional y el grado de 

migración de las proteínas en función de su tamaño. Los geles constan de dos fracciones: una 

fracción separadora y otra concentradora. La parte separadora se encarga de separar las 

proteínas, por lo que presenta un porcentaje de acrilamida diferente (6%, 8%, 10%, 12% o 

15%) en función del peso molecular de la proteína de interés (Tabla 8). Sin embargo, la 

fracción concentradora, con un porcentaje fijo de acrilamida/bis-acrilamida (4%), tiene la 

función de agrupar las proteínas, de modo que la separación de las proteínas de las distintas 

muestras se produce de forma simultánea (Tabla 9).  

Tras el montaje del soporte de los geles y la comprobación de que no existe pérdida de 

líquido, se procedió a añadir en primer lugar la parte separadora del gel. A continuación, se 

agregó 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 está 

polimerizado, se retiró el isopropanol y se lavó con H2O destilada. Posteriormente, se secó el 

exceso de agua y se añadió la parte concentradora colocando los peines inmediatamente para 

formar los pocillos.  

 

Tabla 8. Composición de los geles separadores de electroforesis. 

Gel separador Gel 6% Gel 8% Gel 10% Gel 12% Gel 15% 

Reactivo Volumen Volumen Volumen Volumen Volumen 

H2O destilada 5.3 ml 4.6 ml 4.0 ml 3.2 ml 2.3 ml 

Acrilamida/bisacrilamida (30%) 2 ml 2.7 ml 3.3 ml 4 ml 5.0 ml 

1.5 M Tris (pH 8.8) 2.5 ml 2.5 ml 2.5 ml 2.5 ml 2.5 ml 

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 μl 6 μl 4 μl 4 μl 4 μl 
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Tabla 9. Composición del gel concentrador de electroforesis. 

Gel concentrador 4% 

Reactivo Volumen 

H2O destilada 3.4 ml 

Acrilamida/bisacrilamida (30%) 830 μl 

1.5 M Tris (pH 8.8) 630 μl 

SDS 10% 50 μl 

APS 10% 50 μl  

TEMED 4 μl 

 

 

 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 tampón de electroforesis 1X (Tabla 10), 

asegurando que los geles quedasen bien cubiertos por el tampón. Previo paso a la carga de las 

muestras en los pocillos del gel, éstas se calentaron a 95ºC durante 5-10 minutos en agitación 

suave. A continuación, se cargaron 16 μl de muestra en cada pocillo del gel, excepto en el 

primer pocillo, en el que se añadieron 3 μl 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 energía (PowerPac HC High Current 

Power Supply; Bio-Rad; Hercules, CA, EEUU), induciendo así la migración de las proteínas 

desde el ánodo hacia el cátodo. La electroforesis se detuvo cuando el frente de migración 

llegó a una distancia aproximada de 1 cm del borde inferior del gel.  

 

   Tabla 10. Composición del tampón de electroforesis.  

Tampón de electroforesis 5X 

Reactivo Volumen/cantidad 

Glicina 72 g 

Trizima base 15 g 

SDS 5 g 

H2O destilada c.s.p. 1l 

 

 

11.4.1.3 Transferencia 

Una vez finalizada la electroforesis, las proteínas fueron transferidas a un medio sólido, 

como una membrana de PVDF (Polyvinylidene Fluoride Immobilon-P membrane; Millipore; 

Burlington, MA, EEUU) para poder analizar la expresión de cada proteína. A tal efecto, 
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fueron sometidas a un campo eléctrico capaz de movilizar las proteínas hasta la membrana en 

la cual quedan absorbidas y donde posteriormente se incubarán los diferentes anticuerpos. Se 

empleó 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 tampón 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 tampón de transferencia para que a través de él pudiera crearse el campo 

eléctrico necesario para que se produjese la transferencia. Tras la activación de las 

membranas, tanto el gel como la membrana se colocaron entre dos papeles absorbente 

húmedos en el Trans-Blot Semy-dry Transference, evitando la formación de burbujas entre 

ellos con un rodillo para que la transferencia se efectuase correctamente. Ésta se realizó 

durante 2 horas a un voltaje de 25V y un amperaje constante de 250 mA conectando el 

sistema de transferencia a una fuente de energía (PowerPac HC Hight Current Power Supply; 

Bio-Rad; Hercules, CA, EEUU). El correcto funcionamiento de la transferencia se verificó 

tiñendo las membranas con colorante Rojo de Ponceau (Ponceau S Red; Sigma-Aldrich; San 

Luis, MI, EEUU). Dicha tinción se eliminó fácilmente lavando la membrana con tampón de 

lavado.  

   Tabla 11. Composición del tampón de transferencia 25X. 

Tampón de transferencia 25X 

Reactivo Volumen/cantidad 

Glicina 36.5 g 

Trizima base 72.5 g 

SDS 4.5 g 

H2O destilada c.s.p. 500 ml 

 

             Tabla 12. Composición del tampón de transferencia 1X. 

Tampón de transferencia 1X 

Reactivo Volumen/cantidad 

Tampón de transferencia 25X 40 ml 

Metanol 200 ml 

H2O destilada c.s.p. 1 l 

 

 

11.1.4.4 Inmunodetección de proteínas 

Tras la transferencia, las membranas se incubaron en tampón de bloqueo (Tabla 13) 

durante 1 hora a temperatura ambiente para eliminar las uniones inespecíficas que presenta la 

membrana en aquellas zonas donde no existe proteína transferida. Posteriormente, se cortó la 

membrana tomando como referencia el marcador de peso molecular para aislar las diferentes 

proteínas a analizar. Cada fragmento de la membrana fue incubado con su correspondiente 
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anticuerpo primario diluido en tampón de bloqueo (Tabla 14) durante 1 hora a temperatura 

ambiente o durante toda la noche a 4ºC, en función de las especificaciones de cada anticuerpo. 

Transcurrido el tiempo de incubación con el anticuerpo primario, se retiró y se realizaron tres 

lavados de 5 minutos con tampón 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 tampón de bloqueo durante 1 hora a temperatura 

ambiente. Para finalizar, se retiró el anticuerpo secundario y se realizaron tres lavados de 5 

minutos con tampón de lavado. Cabe destacar que todo el proceso de inmunodetección se 

llevó a cabo en agitación suave.  

 

Tabla 13. Composición del tampón de bloqueo. 

Tampón de bloqueo 

Reactivo Volumen/cantidad 

BSA 3 g 

Tampón de lavado 100 ml 
 

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

Anticuerpo Casa comercial (Referencia) Dilución 

Mouse Anti-α-tubulin Sigma-Aldrich (T5168) 1:5000 

Mouse Anti-β-actin Sigma-Aldrich (A5316) 1.5000 

Rabbit Anti-ACC Cell Signaling (3662S) 1:1000 

Rabbit Anti-AMPKα Cell Signaling (2532) 1:1000 

Rabbit Anti-AMPKα1 Millipore (07-350) 1:1000 

Rabbit Anti-AMPKα2 Millipore (07-363) 1:1000 

Rabbit Anti-Phospho-ACC (Ser79) Cell Signaling (3661L) 1:1000 

Rabbit Anti-Phospho-AMPKα (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. Relación de anticuerpos secundarios utilizados y sus diluciones. 

Anticuerpo Casa comercial (Referencia) Dilución 

Anti-Mouse IgG, HRP-linked antibody Cell Signaling (7076S) 1:5000 

Anti-Rabbit IgG, HRP-linked antibody Cell Signaling (7074S) 1.5000 
 

   Tabla 16. Composición del tampón de lavado 10X. 

Tampón de lavado 10X (pH 7.6) 

Reactivo Volumen/cantidad 

Trizma base 24.2 g 

NaCl 80 g 

H2O destilada c.s.p. 1l 
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   Tabla 17. Composición del tampón de lavado 1X.  

Tampón de lavado 1X 

Reactivo Volumen/cantidad 

Tampón de lavado 10X 100 ml 

Tween 20 1 ml 

H2O destilada c.s.p. 1l 

 

 

11.1.4.5 Revelado y fijación de la señal 

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 dilución 1:1 de cada uno de los reactivos. Tras el 

tiempo de incubación, 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 llevó a cabo en una 

cámara oscura donde se introdujo encima de la membrana una película de revelado sensible a 

la luz (Fuji Medical X-Ray Film; Fujifilm Corporation; Tokio, Japón), cerrándose el casete a 

continuación. La película se dejó exponer durante un tiempo determinado en función de la 

proteína de estudio. Después se retiró la película y se sumergió en una solución de revelado 

(dilución 1:10) (Developer/Replenisher G150; Agfa-Gevaert Group; Dubendorf, Suiza) hasta 

que se visualizó la señal. Seguidamente, se sumergió en un líquido fijador (dilución 1:5) 

(Manual fixing bath G354; Agfa-Gevaert Group; Dubendorf, Suiza) durante unos segundos 

para fijar la señal. Por último, se lavó en agua para eliminar los restos de los líquidos y se dejó 

secar. Una vez secas las películas, se marcaron los pesos moleculares del marcador para 

identificar las proteínas según su peso molecular. Los fragmentos de la membrana se 

guardaron en papel Whatman (3MM Chromatography paper; GE Healthcare; Chicago, 

EEUU). 

 

 

11.1.4.6 Cuantificación 

La cuantificación se realizó midiendo la densidad óptica de la señal de cada muestra, a 

partir de las imágenes escaneadas (resolución 600 ppp, HP Scanjet G2710; Hewlett-Packard; 

CA, EEUU) de las películas autorradiografiadas, con el software informático ImageJ (ImageJ-

1.40g software; Wayne Rasband; NIH, EEUU). En la imagen escaneada, se seleccionó un 

área fija rectangular del tamaño adecuado para todas las señales de cada una de las muestras, 

midiéndose la densidad óptica de cada una de las señales, así como una zona adyacente que 

fue considerada como fondo. Cada medición de densidad óptica se corrigió por la medición de 

la densidad óptica del fondo para obtener la señal real. Finalmente, la señal de cada una de las 

muestras fue representada en relación a la señal obtenida para el control (β-actina o α-

tubulina) de esa misma muestra.  
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11.1.4.7 Estripado 

En el caso de aquellas proteínas con peso molecular igual o muy similar, las cuales no se 

pueden separar cortando la membrana, se llevó a cabo el estripado del fragmento de la 

membrana correspondiente. De este modo, se eliminó el anticuerpo primario y secundario, y 

se incubó de nuevo con otro anticuerpo primario. Para realizar el estripado, las membranas se 

incubaron a 55ºC durante 40 minutos en una solución de estripado (Tabla 18) en agitación 

fuerte y a continuación se realizaron 3 lavados de 15 minutos con tampón de lavado. 

Finalmente, fue necesario bloquear de nuevo la membrana antes de iniciar la incubación con 

el anticuerpo primario.  

   Tabla 18. Composición de la solución de estripado.  

Solución de estripado pH 2.2 

Reactivo Volumen/cantidad 

Glicina 2 M 150 g 

Tween 20 10 ml 

SDS 20% 50 ml 

H2O destilada c.s.p. 1 l 
 

 

11.2 PCR PARA GENOTIPADO 
 

11.2.1 EXTRACCIÓN DE ADN 
 

Para la extracción de ADN se utilizó un pequeño fragmento de la cola del ratón, de 

aproximadamente 2-3 mm. Se añadieron 600 μl de NaOH a 0.6 M y se calentaron a 100ºC 

durante 15 minutos para conseguir la degradación del tejido. A continuación, se mantuvieron 

a temperatura ambiente durante 10 minutos y se le añadieron 100 μl de Tris-HCl. 

  

11.2.2 AMPLIFICACIÓN POR PCR CONVENCIONAL 
 

El genotipado requiere la realización del método de PCR estándar, en el cual la región 

de ADN de interés se amplifica mediante un set específico de cebadores (Tabla 19) y unas 

condiciones de temperatura y número de ciclos determinados para el alelo objeto de estudio. 

Tabla 19. Set de cebadores para el genotipado. 

Alelo Cebador Secuencia 

AMPKγ2 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 CAG TTG 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 AMPKγ2 floxeado se empleó un volumen final de 25 μl con 

los siguientes componentes: 

- 12.5 μl de Kapa2G Fast HotStart Ready Mix a 2X (Kapa2G Fast HotStart ReadyMix 

PCR Kit; Kapa Biosystems; Ciudad del Cabo, Sudáfrica) para una concentración final de 1X.  

- 1.25 μl de cebador forward 37331 a 10 μM (Eurofins Genomics; Ebersberg, Alemania) 

para una concentración final de 0.5 μM. 

- 1.25 μl de cebador reverse 37332 a 10 μM (Eurofins Genomics; Ebersberg, Alemania) 

para una concentración final de 0.5 μM. 

- 2 μl de ADN. 

- 8 μl 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 AMPKγ2 floxeado. 

Paso Temperatura Duración Número de ciclos 

Desnaturalización inicial 95 ºC 3 min 1 

Desnaturalización 95 ºC 10-15 s  
25-40 Alineamiento 60ºC 10-15 s 

Extensión 72ºC 1-15 s/kb 

Extensión final 72ºC 1 min/kb 1 
 

Para el genotipado del alelo GLAST Cre se utilizó un volumen final de 11.4 μl con los 

siguientes componentes: 

- 1.25 μl de tampón Dream Taq a 10X (Thermo Scientific; Waltham, MA, EEUU) para 

una concentración final de 1X. 

- 0,25 μl de dNTPs a 10 mM (Invitrogen; Carlsbad, CA, EEUU) para una concentración 

final de 0.20 mM. 

- 0,25 μl de cebador forward F8 a 20 μM (Eurofins Genomics; Ebersberg, Alemania).  

- 0,25 μl de cebador reverse R3 a 20 μM (Eurofins Genomics; Ebersberg, Alemania). 

- 0.25 μl de control positivo interno CER1 a 20 μM (Eurofins Genomics; Ebersberg, 

Alemania). 

- 2.5 μl de betaína (Sigma-Aldrich; San Luis, MI, EEUU).  

- 0,15 μl de DreamTaq polimerasa a 5 U/μl (Thermo Scientific; Waltham, MA, EEUU).  

- 1 μl de ADN.  

- 5.5 μl de H2O 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 Duración Número de ciclos 

Desnaturalización inicial 94 ºC 2 min 1 

Desnaturalización 94 ºC 20 s  
35 Alineamiento 61ºC 20 s 

Extensión 72ºC 30 s 

Extensión final 72ºC 5 min 1 
 

Al finalizar la PCR se añadieron 3 μl de tampón de carga 5 mM (Loading Dye; Thermo 

Scientific; Waltham, MA, EEUU) para una concentración final de 1 mM.  

 

 

11.2.3 ELECTROFORESIS DE AGAROSA 
 

La separación de los fragmentos amplificados se llevó a cabo a través de geles de 

agarosa (Agarose; Sigma-Aldrich; San Luis, MI, EEUU), cuya concentración varía según el 

tamaño de los fragmentos amplificados. De este modo, para los fragmentos de AMPKγ2 se 

empleó una concentración de 1% de agarosa y para los de GLAST Cre de un 1%. La agarosa 

se disolvió en 100 ml de tampón de electroforesis TAE (TRIS 40 mM pH 7.6; Ácido acético 

20 mM y EDTA 1 mM) aplicando calor en un microondas poco a poco. Una vez disuelta, se 

añadieron 5 μl de solución de tinción de ácidos nucleicos (Red Safe; iNtRON biotechnology; 

Corea del Sur). Posteriormente, se trasvasó a un molde para geles de agarosa y se colocó un 

peine para formar los pocillos. Una vez solidificado el gel, se cargaron las muestras y 5 μl de 

marcador de peso molecular (DNA Ladder; Invitrogen; Carlsbad, CA, EEUU). La 

electroforesis se realizó a un voltaje de 100 V durante 1 hora, sumergido en tampón de 

electroforesis TAE. La visualización de los fragmentos de ADN requirió la utilización de un 

transiluminador de luz ultravioleta (Gel Doc 1000; Bio-Rad; Hercules, CA, EEUU).  

 

 

11.3 DOBLE INMUNOFLUORESCENCIA 
 

La realización de la doble inmunofluorescencia en hipotálamo requiere la perfusión 

intracardiaca de los animales con suero fisiológico seguido de PFA 4% (ver en detalle en el 

apartado “Perfusión intracardiaca” de la sección “Material y métodos”) (Tabla 22). Los 

cerebros fueron post-fijados en PFA 4% durante un máximo de 24 horas y, a continuación, se 

cambiaron a una solución de sacarosa al 30%. Tras su congelación a -80ºC se cortaron en 

secciones de 30 μm de ancho en el criostato (Leica CM1860 cryostat; Leica biosystems; 
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Barcelona, España), seleccionando aquellas pertenecientes a la región del hipotálamo (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 realizó el antigen retrieval (desenmascaramiento de antígenos) 

incubándolos en 1X tampón de citrato (1:10) 10 mM pH6 a 95ºC 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 continuación, se llevaron a cabo dos lavados en PBS 1X-Triton X-100 al 0.1%. 

Posteriormente, los cortes se bloquearon con solución 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 4ºC durante toda la noche con el 

anticuerpo primario (Tabla 24). Al día 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 continuación incubarlos con solución Hoechst (Hoeschst 

solution; Thermo Scientific; Rockford, IL, EEUU) 1:300 diluido en PBS 1X. Tras lavar una 

vez con PBS 1X durante 10 minutos, los cortes fueron montados con la solución de montaje 

(Prolong Gold; Thermo Scientific; Rockford, IL, EEUU). Paralelamente, se repitió el mismo 

proceso, pero sin el anticuerpo primario en los controles negativos para asegurar que no existe 

señal de los anticuerpos secundarios.  

Las imágenes se adquirieron utilizando un microscopio de fluorescencia (Thunder 

Imager; Leica biosystems; Barcelona, España) y un microscopio confocal (Leica TCS SP-5-X; 

Leica biosystems; Barcelona, España) con las mismas condiciones para todas ellas. La 

cuantificación y el análisis de las imágenes se llevaron a cabo utilizando el software LAS X 

(Leica Application Suite X; Leica biosystems; Barcelona, España).  

   

   Tabla 22. Composición del paraformaldehido 4%. 

Paraformaldehido 4% pH 7.2 

Reactivo Volumen/cantidad 

PFA 40 g 

NaOH 2N 1 gota/ml 

PBS 10X 100 ml 

H2O destilada c.s.p. 1 l 
 

 

   Tabla 23. Composición del tampón citrato sódico 10 mM. 

Tampón de citrato sódico 10mM pH 6.0 

Reactivo Volumen/cantidad 

Citrato trisódico dihidrato 1.47 g 

H2O destilada c.s.p. 500 ml 
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Tabla 24. Relación de anticuerpos primarios utilizados y sus diluciones. 

Anticuerpo Casa comercial (Referencia) Dilución 

Rabbit Anti-Phospho-ACCα 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. Relación de anticuerpos secundarios utilizados y sus diluciones. 

Anticuerpo Casa comercial (Referencia) Dilución 

Goat Anti-Mouse Alexa-647 Thermofisher (A21235) 1:1000 

Goat Anti-Rabbit Alexa-488 Thermofisher (A11008) 1.1000 

 

 

11.4 DETERMINACIONES SÉRICAS 
 

Los niveles de triglicéridos y colesterol en suero se determinaron utilizando kits Spinreact 

(Triglicéridos. GPO-POD. Enzimático colorimétrico y Colesterol. CHOD-POD. Enzimático 

colorimétrico; Spinreact SA, San Esteve de Bas, España). 

 

 

11.5 ANÁLISIS HISTOLÓGICO DE LOS TEJIDOS 
 

El análisis histológico de los distintos tejidos requirió un procesamiento diferente de las 

muestras según la técnica a seguir. Las muestras que iban a ser incluidas en parafina, se 

introdujeron durante la eutanasia de los animales en casetes de histología, que se embebieron 

en formalina al 10% para su posterior inclusión en parafina. A continuación, se llevaron a 

cabo cortes histológicos, distribuidos en portaobjetos.  

 

11.5.1 INMUNOHISTOQUÍMICA 
 

Las secciones del BAT extraídas 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 histológico, montaje en xileno e inmersión en parafina. Para la 

inmunohistoquímica de UCP1, los bloques de parafina se cortaron en secciones de 3 μm que 

se desparafinaron en xileno, se rehidrataron y enjuagaron en H2O destilada. Después las 

secciones se incubaron durante toda la noche con el anticuerpo primario (anti-UCP1, dilución 

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 ADQUISICIÓN Y ANÁLISIS DE IMÁGENES 
 

Una vez fijadas las histologías, las imágenes se tomaron en un microscopio óptico 

conectado a una cámara Olympus XC50 (Olympus Corporation; Tokio, Japón) a 20X y a 

40X. Para el análisis cuantitativo de las tinciones, se tomaron cinco fotografías de cada corte 

histológico. Las imágenes obtenidas fueron procesadas mediante el software ImageJ (ImageJ-

1.40g software; Wayne Rasband; NIH, EEUU). Las imágenes se dividieron en canales 

separados de color, se ajustaron los límites comprobando las imágenes de todas las muestras y 

se realizó un análisis de partículas. En el caso de la tinción Oil red O, para calcular la cantidad 

de lípidos acumulados, se contaron el número de células por imagen. Para la cuantificación 

del tamaño y del número de adipocitos, se tomaron cinco fotografías representativas de cada 

sección. Se analizó el área de los adipocitos utilizando el software ImageJ (ImageJ-1.40g 

software; Wayne Rasband; NIH, EEUU). 

 

 

11.6 ESTADÍSTICA 
 

Los resultados obtenidos en los procedimientos experimentales se representaron en 

función de su control, donde el valor representado se corresponde con la media (M) y el error 

con la desviación estándar de la media (SEM) (media ± SEM). En aquellos procedimientos en 

los que se monitorizaron parámetros tales como el peso corporal de los animales y/o la 

ingesta, se representaron los valores brutos sin realizar ningún tipo de relación porcentual de 

comparación. El tamaño 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 

estadístico Microsoft Excel (Microsoft Office 2021) y GraphPad Instad para Windows 

(GraphPad Instad® Software. V8), el cual también se empleó para elaborar las figuras para la 

presente tesis doctoral.  

Primeramente, se aplicó un test de normalidad para confirmar la normalidad del conjunto 

de datos. Como hipótesis nula se planteó que la muestra del conjunto de datos provenía de 

una población 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 empleó 

cuando el n ≤ 6. Cuando las poblaciones analizadas mostraron una distribución normal, se 

realizaron test estadísticos paramétricos como el T-test. Si la población no sigue una 

distribución normal, se aplican test estadísticos no paramétricos, situación que no se produjo 

durante el análisis de datos de esta tesis doctoral.  

En segundo lugar, se emplearon dos tests paramétricos distintos para el contraste de 

hipótesis según las muestras y/o grupos experimentales analizados. De este modo, en los 

procedimientos con dos muestras o grupos experimentales que seguían una distribución 

normal, se utilizó el t-test que compara las medias de dos poblaciones desapareadas 

asumiendo que siguen una distribución normal gaussiana. Sin embargo, en los experimentos 
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con tres o más muestras o grupos experimentales que seguían una distribución normal, se 

aplicó el análisis de la varianza (ANOVA, analysis of variance) para establecer si había 

diferencia entre las medias de los grupos. Tras la realización del test y aceptada la hipótesis 

alternativa que indica que sí existen diferencias entre las medias de los grupos, se llevó a cabo 

un test post-hoc de Bonferroni para determinar qué medias dieron lugar a la significación. 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 período de 24 horas. Brevemente, los datos de actividad locomotora se 

ajustaron mediante una regresión no lineal por mínimos cuadrados con la siguiente ecuación: 

𝑦 = 𝐴 + 𝐵 𝑥 cos [2𝜋 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 máxima expresión, 

y t es el tiempo circadiano.  

La significación estadística de la expresión rítmica de la actividad locomotora y de los 

ciclos metabólicos se determinaron mediante análisis Cosinor (Barca Mayo et al., 2019; 

Barca-Mayo et al., 2017, 2020; Riccitelli et al., 2022). 

Por último, con el fin de establecer los animales y/o muestras atípicas se utilizó el 

GraphPad Software Outlier calculator, que utiliza el test de Grubbs para determinar los 

valores significativamente atípicos. También fueron excluidos de los resultados aquellos 

animales que presentaban estereotipias, dolor o mal aspecto externo. 
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1 LA DELECIÓN DE AMPKΓ2 EN ASTROCITOS GLAST-POSITIVOS ACTIVA 

CONSTITUTIVAMENTE AMPK 
 

Con el propósito de llevar a cabo el estudio planteado en esta tesis doctoral, se estableció 

un modelo de ratón que permitiera la eliminación controlada de AMPKγ2 en astrocitos. Para 

lograr esto se implementó un sistema Cre/lox que posibilita la eliminación selectiva de 

AMPKγ2 en los astrocitos que expresan la proteína GLAST. Es importante mencionar que los 

progenitores neuronales, los cuales desempeñan un papel crucial en la generación de nuevas 

neuronas durante el desarrollo, también expresan la proteína GLAST (Goldman, 2003). Para 

evitar posibles interferencias durante el desarrollo neuronal, se diseñó este modelo de ratón de 

manera que la eliminación de AMPKγ2 pudiera ser inducida en ratones adultos mediante la 

administración de Tx, sin que ello repercutiera en el desarrollo natural de las neuronas.  

Estudios previos han demostrado que la línea GLAST-CreERT2 induce recombinación en 

un gran subconjunto de astrocitos (60-80%), correspondiendo en su frecuencia a los astrocitos 

que expresan GLAST de forma endógena en la corteza y el estriado (Mori et al., 2006). 

Además, se ha demostrado que la recombinación 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 así la recombinación específica de astrocitos. Además, diferentes estudios de 

nuestro grupo demuestran que en ratones adultos GLAST-CreERT2 se induce recombinación 

en los astrocitos del SCN y de otros núcleos hipotalámicos (Barca-Mayo et al., 2017, 2020; 

Luengo-Mateos et al., 2023), de otras áreas cerebrales (Buffo et al., 2008; Götz et al., 2015) y 

de la retina (Riccitelli et al., 2022). 

Estudios previos demostraron que las mutaciones que inactivan AMPKγ2 provocan la 

activación constitutiva de AMPK (Yavari et al., 2016). Este fenómeno conlleva una serie de 

cambios en la célula, como la fosforilación e inhibición de la enzima ACC, una de las 

principales dianas de AMPK (Yavari et al., 2016). Con el fin de validar la recombinación de 

AMPKγ2 en nuestro modelo, evaluamos los niveles de pAMPK y pACC en el hipotálamo de 

ratones control y mutantes (AMPKγ2cKO) transcurridas 18 semanas desde el tratamiento con 

Tx. Como era de esperar, se observó un incremento significativo de los niveles de pACC 

(Figura 18A) y en el ratio pACC/ACC en el hipotálamo de los machos AMPKγ2cKO (Figura 

18B). Por otro lado, aunque se detectó un ligero aumento en los niveles de pAMPK en los 

mutantes no alcanzó diferencias significativas (Figura 18A). No obstante, observamos una 

disminución significativa de los niveles de AMPKα1 en el hipotálamo de los ratones 

AMPKγ2cKO (Figura 18A), dando lugar a un aumento significativo de la ratio 

pAMPK/AMPKα1 (Figura 18C). Además, los niveles de AMPKα2 estaban significativamente 

incrementados en los mutantes en comparación con los controles (Figura 18A). 
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Figura 18. Efecto de la eliminación de AMPKγ2 en los astrocitos GLAST positivos en la ruta de AMPK en el 

hipotálamo. (A) Niveles proteicos de la ruta de AMPK en el hipotálamo en machos control y AMPKγ2cKO (n=7). 

Los datos están 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 hipotálamo en machos control y AMPKγ2cKO (n=5-7). Los datos están 

expresados como media ± SEM (test t-Student, ****p<0.0001 vs control). (C) Niveles proteicos del ratio 

pAMPK/AMPKα1 en el hipotálamo en machos control y AMPKγ2cKO (n=5-7). Los datos están expresados como 

media ± SEM (test t-Student, *p<0.05 vs control). 
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2 LA ELIMINACIÓN DE AMPKΓ2 EN ASTROCITOS ALTERA LA HOMEOSTASIS ENERGÉTICA EN 

MACHOS Y HEMBRAS 
 

Con el propósito de examinar el impacto de la activación 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 patológicas como la obesidad, 

específicamente en relación con la acumulación de grasa, mayormente debido a factores 

hormonales (Palmer & Clegg, 2015). Además, considerando que los astrocitos muestran 

diferencias de sexo en el transcriptoma y en sus funciones (Chowen & García-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 AMPKγ2cKO 

experimentaban un aumento de peso corporal en comparación con sus hermanos de camada a 

partir de la undécima semana tras la administración 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 inyección con Tx (Figura 20A). Este aumento de peso corporal en los 

machos se asoció 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 analizó la composición corporal, que fue en la vigésima semana después del tratamiento 

con Tx, justo antes de la aparición de los cambios en el peso corporal. Siendo necesario 

repetir el análisis, en futuros experimentos, en el momento apropiado para estudiar el 

mecanismo en detalle.  

 

 

Figura 19. Efecto de la eliminación de AMPKγ2 en los astrocitos GLAST positivos en el balance energético de 

los machos. (A) Ganancia de masa corporal de machos control y AMPKγ2cKO (n=9-10). Los datos están 

expresados como media ± SEM (Two-way ANOVA, ***p<0.001 vs control). (B) Composición corporal de machos 

control y AMPKγ2cKO 20 semanas después de la administración de Tx (n=17-19). Los datos están expresados 

como media ± SEM (test t-Student, *p<0.05 vs control).  
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Figura 20. Efecto de la eliminación de AMPKγ2 en los astrocitos GLAST positivos en el balance energético de 

las hembras. (A) Ganancia de masa corporal de hembras control y AMPKγ2cKO (n=9-15). Los datos están 

expresados como media ± SEM (Two-way ANOVA, **p<0.01 vs control). (B) Composición corporal de hembras 

control y AMPKγ2cKO 20 semanas después de la administración de Tx (n=15-16). Los datos están 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 et al., 2006), y considerando el 

aumento en la adiposidad observado en los ratones macho AMPKγ2cKO, se decidió investigar 

los niveles de triglicéridos y colesterol en el suero de los ratones control y AMPKγ2cKO a las 

18 semanas después del tratamiento con Tx. Sin embargo, no se observaron diferencias 

significativas en ninguno de los casos entre los ratones AMPKγ2cKO y sus compañeros de 

camada (Figura 21 y 22). 
 

 

Figura 21. Efecto de la eliminación de AMPKγ2 en los astrocitos GLAST positivos en los niveles circulantes de 

triglicéridos y colesterol de los machos. (A) Concentración de triglicéridos y (B) colesterol en el suero de 

machos control y AMPKγ2cKO (n=9). Los datos están expresados como media ± SEM. 
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Figura 22. Efecto de la eliminación de AMPKγ2 en los astrocitos GLAST positivos en los niveles circulantes de 

triglicéridos y colesterol de las hembras. (A) Concentración de triglicéridos y (B) colesterol en el suero de 

hembras control y AMPKγ2cKO (n=9-11). Los datos están expresados como media ± SEM. 

 

La ingesta alimentaria se evaluó durante el día 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 consumían una cantidad mayor de alimento durante el período de 

oscuridad en comparación con los ratones control (Figura 23A). En el caso de las hembras 

AMPKγ2cKO, no se detectaron diferencias significativas en comparación con sus compañeras 

de camada (Figura 24A). En resumen, los resultados sugieren que el aumento en el peso 

corporal de los ratones macho mutantes está asociado con una mayor ingesta de alimento 

durante la noche.  
 

 

Figura 23. Efecto de la eliminación de AMPKγ2 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 AMPKγ2cKO (n=4-6). Los datos están 

expresados como media ± SEM (One-way ANOVA, *p<0.05 vs control, ###<0.001 control luz vs control 

oscuridad, ++++p<0.0001 AMPKγ2cKO luz vs AMPKγ2cKO oscuridad).  
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Figura 24. Efecto de la eliminación de AMPKγ2 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 AMPKγ2cKO (n=11-14). 

Los datos están expresados como media ± SEM (One-way ANOVA, ####<0.001 control luz vs control oscuridad, 

++++p<0.0001 AMPKγ2cKO luz vs AMPKγ2cKO oscuridad).  

 

 

A continuación, examinamos detalladamente el impacto de la eliminación de AMPKγ2 

en los astrocitos GLAST-positivos sobre la función del BAT tanto en ratones macho como 

hembras, 18 semanas después de la administración de Tx. Nuestros resultados revelaron que 

la deleción de AMPKγ2 en astrocitos GLAST-positivos no provocó cambios significativos en 

la temperatura rectal  ni en la temperatura del BAT en machos (Figura 25 A y 25B). Además, 

el análisis molecular del BAT no mostró cambios en la expresión de UCP1, un marcador 

clave de la termogénesis (Figura 25C). En contrate, en las ratonas hembras mutantes se 

observó un descenso significativo tanto en la temperatura rectal como en la temperatura del 

BAT (Figura 26A y 26B). Además, se evidenció una disminución de los niveles proteicos de 

UCP1 en el BAT, determinado por Western Blot, en comparación con sus compañeros de 

camada (Figura 26C). 
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Figura 25. Impacto de la eliminación de AMPKγ2 en los astrocitos GLAST positivos en la termogénesis de los 

ratones macho. (A) Temperatura corporal de machos control y AMPKγ2cKO (n=7). Los datos están expresados 

como media ± SEM. (B) Temperatura del área del BAT de machos control y AMPKγ2cKO (n=10). Los datos están 

expresados como media ± SEM. (C) Niveles proteicos de UCP1 en el BAT de machos control y AMPKγ2cKO 

(n=7). Los datos están expresados como media ± SEM.  
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Figura 26. Impacto de la eliminación de AMPKγ2 en los astrocitos GLAST positivos en la termogénesis de las 

hembras. (A) Temperatura corporal de hembras control y AMPKγ2cKO (n=11-16). Los datos están expresados 

como media ± SEM (test t-Student, **p<0.01 vs control). (B) Temperatura del área del BAT de hembras control 

y AMPKγ2cKO (n=19). Los datos están expresados como media ± SEM (test t-Student, *p<0.05 vs control). (C) 

Niveles proteicos de UCP1 en el BAT de machos control y AMPKγ2cKO (n=4-7). Los datos están expresados 

como media ± SEM.  

 

 

Posteriormente, procedimos a investigar si la ganancia de peso corporal observada en los 

mutantes podía estar relacionada con alteraciones en el gasto energético y con la actividad 

locomotora espontánea, 15 semanas después de la administración de Tx. Los datos obtenidos 

mostraron que tanto los machos como las hembras AMPKγ2cKO 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 compañeros de camada (Figura 27B y Figura 28B).  
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Figura 27. Efecto de la eliminación de AMPKγ2 en los astrocitos GLAST positivos en el gasto energético y 

actividad locomotora de los machos. (A) Gasto energético (H1) de machos y control y AMPKγ2cKO (n=7-11). 

Las áreas de color gris en las gráficas indican la fase de oscuridad. Los datos están 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 AMPKγ2cKO (n=7-11). Las áreas de color gris en las gráficas indican 

la fase de oscuridad. Los datos están expresados como media ± SEM. Los datos experimentales se ajustaron 

con el modelo cosinor. 
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Figura 28. Efecto de la eliminación de AMPKγ2 en los astrocitos GLAST positivos en el gasto energético y 

actividad locomotora de las hembras. (A) Gasto energético (H1) de hembras y control y AMPKγ2cKO (n=7). Las 

áreas de color gris en las gráficas indican la fase de oscuridad. Los datos están 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 AMPKγ2cKO (n=7). Las áreas de color gris en las gráficas indican la fase de 

oscuridad. Los datos están expresados como media ± SEM. Los datos experimentales se ajustaron con el 

modelo cosinor. 

 

En resumen, nuestros resultados indican que la eliminación de AMPKγ2 en astrocitos 

resulta en un aumento de peso corporal tanto en machos como en hembras, aunque en los 

machos esta respuesta es más temprana tras el tratamiento con Tx. Además, en los machos 

mutantes, el aumento de peso corporal parece estar vinculado a un incremento en la ingesta de 

alimentos y a una diminución 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 deleción de AMPKγ2 en astrocitos puede 

afectar de manera diversa a la ingesta y a la termogénesis del BAT en función del sexo.  
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3 LA ELIMINACIÓN DE AMPKΓ2 EN LOS ASTROCITOS GLAST NO AFECTA A LA 

HOMEOSTASIS DE LA GLUCOSA 

 

Dado que AMPK en el SNC está relacionada con la homeostasis de la glucosa (Kim et 

al., 2004; Alquier et al., 2007), se investigó el posible efecto de la eliminación de AMPKγ2 en 

astrocitos GLAST positivos en la regulación 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. Además, 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 comparación con los controles.  

 

Figura 29. Efecto de la eliminación de AMPKγ2 en los astrocitos GLAST positivos en la homeostasis de la 

glucosa. (A) Niveles de glucosa en condiciones de alimentación ad libitum y en ayuno en machos control y 

AMPKγ2cKO (n=10-12). Los datos están 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 

AMPKγ2cKO (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 eliminación de AMPKγ2 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 

AMPKγ2cKO (n=11-14). Los datos están expresados como media ± SEM (Two-way ANOVA y test t-Student). (C) 

Prueba de tolerancia a piruvato (PTT) de machos control y AMPKγ2cKO (n=6-14). Los datos están 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 

administración de Tx. No se apreciaron diferencias significativas en los niveles de glucosa en 

sangre tras la administración 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 deleción de AMPKγ2 en astrocitos no afecta a la tolerancia a ninguna de estas tres 

sustancias.  
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En resumen, estos resultados sugieren que, a pesar de la influencia de AMPK en la 

regulación metabólica, la activación 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.  

 

 

Figura 31. Efecto de la eliminación de AMPKγ2 en los astrocitos GLAST positivos en la homeostasis de la 

glucosa. (A) Niveles de glucosa ad libitum y en ayuno de hembras control y AMPKγ2cKO (n=19-19). Los datos 

están 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 AMPKγ2cKO (n=16-20). Los datos están 

expresados como media ± SEM (Two-way ANOVA y test t-Student).  
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Figura 32. Efecto de la eliminación de AMPKγ2 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 AMPKγ2cKO (n=10-22). 

Los datos están expresados como media ± SEM (Two-way ANOVA y test t-Student). (B) Prueba de tolerancia a 

piruvato (PTT) de hembras control y AMPKγ2cKO (n=7-13). Los datos están expresados como media ± SEM 

(Two-way ANOVA y test t-Student).  
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4 LA ELIMINACIÓN DE AMPKΓ2 EN LOS ASTROCITOS GLAST AUMENTA EL PERÍODO Y 

ALTERA LA SINCRONIZACIÓN DEL SCN 

 

A continuación, se abordó la cuestión de cómo la activación constitutiva de AMPK en 

astrocitos afecta a la función del marcapasos endógeno (el SCN). Para abordar esta pregunta, 

se monitorizó la actividad locomotora en ratones control (AMPKγ2flox/flox) y ratones 

AMPKγ2cKO en condiciones normales de luz-oscuridad (LD), alternando ciclos de 12 horas 

de luz con 12 horas de oscuridad, durante un período de 7-10 días. Posteriormente, los ratones 

fueron sometidos a un ambiente de oscuridad constante (DD) durante 3-4 semanas. El 

propósito de esta fase experimental fue entender si la señalización de AMPK en astrocitos 

podría influir en la capacidad del SCN para mantener sus ritmos endógenos en ausencia de 

señales de luz y oscuridad. A continuación, se reintrodujo a los ratones en ciclos de luz-

oscuridad (rLD) normales durante 7-10 días para observar cómo reajustaban sus ritmos 

circadianos después del período de oscuridad constante (Barca-Mayo et al., 2017; Luengo-

Mateos et al., 2023). 

En ratones macho AMPKγ2cKO, se observó 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 

administración 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 AMPKγ2cKO (Figura 33D). En DD, se evidenció 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 

disminución en la amplitud del periodograma en LD y rLD (Figura 33C). Estos hallazgos 

sugieren que la activación constante de AMPK en astrocitos desincroniza las células del SCN 

en presencia de luz, coincidiendo con la tendencia a la reducción de la actividad nocturna en 

LD y la disminución significativa en rLD. 

En resumen, la activación constante de AMPK en astrocitos tiene un impacto 

significativo en la regulación 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 

están respondiendo de manera uniforme a las señales de luz, mientras que el aumento en la 

periodicidad de los ritmos de actividad locomotora en condiciones de oscuridad constante, 

muestran una perturbación en la duración natural del ciclo circadiano.  
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Figura 33. Efecto de la eliminación de AMPKγ2 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 

AMPKγ2cKO (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 están expresadas en tiempo circadiano (CT), que representa el tiempo biológico 

interno del organismo en ausencia de señales externas. La actividad se presenta en intervalos de 5 minutos 

durante el ciclo circadiano de cada animal. Los datos están expresados como media ± SEM (Two-way ANOVA, 

***p<0.001 vs control). (B) Periodicidad y (C) Periodogramas Lomb-Scargle de machos control y AMPKγ2cKO en 

LD, DD y rLD (n=6-9). Los datos están 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 

AMPKγ2cKO (n=8). Los datos están expresados como media ± SEM. 
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Figura 34. Efecto de la eliminación de AMPKγ2 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 AMPKγ2cKO. Las áreas sombreadas en amarillo representan las fases de luz. 

 

 

Curiosamente, nuestros resultados demostraron una reducción en los niveles de VIP en el 

SCN de los ratones AMPKγ2cKO en comparación con los ratones control, 20 semanas 

después del tratamiento con Tx en ZT8 (Figura 35C). Dado el papel crucial de VIP en la 

sincronización de las neuronas del SCN, su reducción en los mutantes se correlaciona con su 

disminución en la amplitud del periodograma. Adicionalmente, investigaciones previas habían 

indicado que la activación de AMPK conduce a la degradación 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 línea 

con nuestra observación de ciclos más largos en oscuridad constante, encontramos una 

disminución significativa en los niveles hipotalámicos de PER2 y CRY1 en los ratones 

AMPKγ2cKO en comparación 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 

desempeñar un papel en el reloj molecular en los astrocitos al regular la expresión de PER2 y 

CRY1.  
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Figura 35. Efecto de la eliminación de AMPKγ2 en los astrocitos GLAST positivos en los niveles de PER2 y 

CRY1 en el hipotálamo de los machos. (A) Niveles de proteína hipotalámicos de PER2 y CRY1 de machos 

control y AMPKγ2cKO (n=7). Los datos están expresados como media ± SEM (test t-Student, ***p<0.001 vs 

control). (B) Inmunofluorescencia de PER2 en el núcleo ARC del hipotálamo (n=20-30). Los datos están 

expresados como media ± SEM (test t-Student, ***p<0.001 vs control). (C) Inmunofluorescencia de VIP en el 

SCN de machos control y AMPKγ2cKO (n=10). Los datos están expresados como media ± SEM (test t-Student, 

****p<0.0001 vs control). 

 

 

Las hembras AMPKγ2cKO 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 observó un aumento en la periodicidad en las hembras 

mutantes (Figura 36B). De hecho, las hembras mostraron una tendencia a tener ritmos más 

cortos en estas condiciones (Figura 36B). Aunque observamos una tendencia a una reducción 

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 

activación 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 eliminación de AMPKγ2 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 

AMPKγ2cKO (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 están expresadas en tiempo circadiano (CT), que representa el tiempo 

biológico interno del organismo en ausencia de señales externas. La actividad se presenta en intervalos de 5 

minutos durante el ciclo circadiano de cada animal. Los datos están 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 AMPKγ2cKO en LD, DD y rLD (n=4-7). Los datos están 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 AMPKγ2cKO (n=4-7). Los datos están expresados como media ± SEM. 
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5 LA ELIMINACIÓN DE AMPKΓ2 EN LOS ASTROCITOS GLAST ALTERA LA ANTICIPACIÓN A 

LA COMIDA EN LOS MACHOS 

 

Dada la importancia de AMPK como un sensor metabólico esencial y su impacto en la 

sincronización del SCN a la luz, investigamos si la activación constitutiva de AMPK en 

astrocitos también podría afectar a la capacidad de los animales para sincronizarse con los 

patrones de alimentación. Con este propósito, se realizó un estudio utilizando ratones control 

y ratones con deleción de AMPKγ2 en astrocitos (AMPKγ2cKO), sometiéndolos a un 

paradigma de restricción alimentaria temporal (RF) transcurridas 29 semanas de la 

administración 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 período de 7 días. 

Luego, invertimos el tiempo de alimentación a determinadas horas durante el día e 

implementamos una reducción gradual del tiempo de alimentación. Limitamos la ventana de 

alimentación a seis horas (ZT4-ZT10, RF 6h) durante 6 días y, posteriormente, la redujimos a 

4 horas durante 4 días (ZT4-ZT8, RF 4h) (Figura 37A). Durante estas fases de restricción 

alimentaria, observamos un aumento en la actividad locomotora entre una y cuatro horas antes 

de la presentación de la comida, conocido como actividad anticipatoria de la alimentación 

(FAA) (Figuras 37B y 37C). Además, el porcentaje de FAA aumentó gradualmente a medida 

que los ratones estaban sometidos al paradigma de restricción alimentaria (Figuras 37B, 37C 

y 37D). Sorprendentemente, los ratones macho AMPKγ2cKO mostraron una disminución en 

la FAA tanto durante la primera parte (RF 6h) como en la segunda parte (RF 4h) del 

paradigma de restricción alimentaria (Figuras 37B, 37C y 37D). Es importante señalar que 

esta alteración 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). 

Además, 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 

observó que los ratones mutantes no reducían su actividad nocturna de la misma manera que 

lo hacían los controles durante el paradigma RF 4h (Figuras 37C, 38B y 38C), confirmando 

su menor adquisición de la FAA. Este hallazgo resalta que la activación constitutiva de 

AMPK en astrocitos interfiere con el comportamiento de anticipación a la comida.  
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Figura 37. Efecto de la eliminación de AMPKγ2 en los astrocitos GLAST positivos en la anticipación a la 

comida de los machos. (A) Diagrama que muestra los paradigmas de restricción de la comida (RF). (B) 

Actograma representativo durante el paradigma de restricción de la comida (RF). Las áreas sombreadas en 

amarillo representan las fases de luz. (C) Gráficas de actividad promedio durante el paradigma de restricción 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 

AMPKγ2cKO (n=6-9). Las áreas de color azul en las gráficas indican el tiempo de alimentación. Los datos están 

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 

AMPKγ2cKO. Los datos están 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 eliminación de AMPKγ2 en los astrocitos GLAST positivos en la anticipación de la 

comida de los machos. (A) Porcentaje de FAA durante el paradigma de RF de machos control y AMPKγ2cKO 

(n=8). Los datos están expresados como media ± SEM (One-way ANOVA, **p<0.01 vs control). (B) Actividad 

total durante el paradigma de RF de machos control y AMPKγ2cKO (n=8). Los datos están expresados como 

media ± SEM. (C) Actividad nocturna durante el paradigma de RF de machos control y AMPKγ2cKO (n=8). Los 

datos están expresados como media ± SEM (One-way ANOVA, **p<0.01 vs control).  

 

 

Las hembras AMPKγ2cKO, 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 deleción de 

AMPKγ2 en astrocitos no altera la adquisición de la FAA en hembras. A pesar de tener 

niveles similares de FAA que las hembras control, se observó que las hembras mutantes 

tenían 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 específica del sexo en la respuesta a la 

anticipación a la comida ante la activación constante de AMPK en astrocitos. Mientras que, 

en machos, esta activación se traduce en una significativa disminución en la FAA, en las 

hembras no induce cambios en la adquisición de la FAA, aunque muestran una menor 

actividad nocturna. Estos resultados sugieren que la respuesta a la activación de AMPK en 

astrocitos puede varias según el sexo y pueden afectar a la interacción entre el FEO y el SCN, 

influenciando así los patrones de comportamiento alimentario y la actividad locomotora de 

manera diferencial entre sexos.  

 

 

Figura 39. Efecto de la eliminación de AMPKγ2 en los astrocitos GLAST positivos en la anticipación a la 

comida de las hembras. (A) Gráficas de actividad promedio durante el paradigma de restricción 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 AMPKγ2cKO 

(n=6). Las áreas de color azul en las gráficas indican el tiempo de alimentación. Los datos están 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 AMPKγ2cKO 

(n=6-7). Los datos están expresados como media ± SEM.  

 



MARÍA SILVEIRA LOUREIRO 

134 
 

 

Figura 40. Efecto de la eliminación de AMPKγ2 en los astrocitos GLAST positivos en la anticipación a la 

comida de las hembras. (A) Porcentaje de FAA durante el paradigma de RF de hembras control y AMPKγ2cKO 

(n=6-7). Los datos están expresados como media ± SEM. (B) Actividad total durante el paradigma de RF de 

hembras control y AMPKγ2cKO (n=6-7). Los datos están expresados como media ± SEM. (C) Actividad nocturna 

durante el paradigma de RF de hembras control y AMPKγ2cKO (n=6-7). Los datos están expresados como 

media ± SEM (One-way ANOVA, *p<0.05 vs control). 

 

 

La adaptación metabólica al paradigma de restricción alimentaria (RF) se evaluó 

mediante el seguimiento del peso corporal al finalizar los períodos de alimentación ad libitum 

(AL), RF 6h y RF 4h, junto con el análisis de la ingesta diaria. Tanto en los machos como en 

las hembras AMPKγ2cKO, 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 podría estar asociado a una reducción 

en la ingesta acumulada en estos ratones mutantes macho pero no en las hembras (Figuras 

41B y 42B). Estos hallazgos sugieren una respuesta metabólica diferencial entre machos y 

hembras ante la restricción alimentaria, lo que subraya la complejidad de las interacciones 



RESULTADOS 

135 
 

entre AMPK en astrocitos y los patrones de comportamiento alimentario, adaptación 

metabólica y actividad locomotora en ambos sexos. 

  

 

Figura 41. Efecto de la eliminación de AMPKγ2 en los astrocitos GLAST positivos en la adaptación metabólica 

de los machos. (A) Peso corporal durante el paradigma de RF de machos control y AMPKγ2cKO (n=8-9). Los 

datos están 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 AMPKγ2cKO (n=14-16). Los datos están expresados como 

media ± SEM (Two-way ANOVA, **p<0.01 vs control).  

 

 

 

Figura 42. Efecto de la eliminación de AMPKγ2 en los astrocitos GLAST positivos en la anticipación a la 

comida. (A) Peso corporal durante el paradigma de RF de hembras control y AMPKγ2cKO (n=12-17). Los datos 

están 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 AMPKγ2cKO (n=14-17). Los datos están expresados como media ± SEM. 
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6 LA ELIMINACIÓN DE AMPKΓ2 EN EL VMH DISMINUYE EL PESO CORPORAL Y AUMENTA 

EL GASTO ENERGÉTICO 
 

El VMH desempeña un papel crucial en la regulación del equilibrio energético al integrar 

señales relacionadas tanto a la exposición a la luz como a la disponibilidad de nutrientes 

(Barca-Mayo & López, 2021; Guilding et al., 2009; López, 2022). Se ha observado que la 

fase del reloj molecular en el VMH es sensible a los estados de alimentación (Guilding et al., 

2009), lo que subraya su importancia como núcleo central en la coordinación del equilibrio 

energético y el comportamiento circadiano. Sin embargo, el papel específico de los astrocitos 

en el VMH en ambos procesos aún se desconoce. 

En este estudio, se investigó el papel de la señalización de AMPK en los astrocitos del 

VMH con respecto a la regulación del metabolismo periférico y la sincronización circadiana a 

la luz y a los patrones de alimentación. Se empleó 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 AMPKγ2flox/flox. Para ello, se realizaron 

inyecciones estereotáxicas de partículas de virus adenoasociados (AAV, serotipo 2/5) que 

expresan la proteína GFP o la proteína Cre bajo el control del promotor hGFAP. Las 

partículas AAV-hGFAP-GFP (controles) o AAV-hGFAP-Cre (KOs) se inyectaron 

bilateralmente (2x109 partículas virales por cada lado) en el VMH de ratones AMPKγ2flox/flox, 

utilizando un dispositivo estereotáxico motorizado. 

En primera instancia, se realizó la validación de la correcta inyección de las partículas 

virales AAV en el VMH, así como la distribución de los virus, siguiendo la señal fluorescente 

emitida por la proteína GFP (Figura 43A). Asimismo, se evaluó la eficacia de recombinación 

mediante análisis de Western Blot de la vía de AMPK en el área medio basal del hipotálamo. 

Los resultados obtenidos confirmaron un aumento en los niveles de la proteína pACC en los 

machos mutantes, respaldando así la activación constitutiva de AMPK en el VMH (Figura 

43B). 
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Figura 43. Efecto de la eliminación de AMPKγ2 en los astrocitos del VMH en los niveles de pACC y ACC de la 
región medio basal del hipotálamo. (A) Infección del VMH con AAV-GFAP-GFP en ratones AMPKγ2flox/flox. (B) 
Niveles proteicos de pACC y ACC en la región medio basal del hipotálamo de machos AMPKγ2flox/flox inyectados 
con AAV-hGFAP-GFP (control) o AAV-hGFAP-Cre (mutantes) (n=5-6). Los datos están expresados como media ± 
SEM (test t-Student, *p<0.05 vs control).  

 

La eliminación de AMPKγ2 en los astrocitos del VMH, tanto en machos como en 

hembras, resultó en cambios en el perfil metabólico, pero éstos no replicaron completamente 

el fenotipo observado en los ratones AMPKγ2cKO. Concretamente, la deleción de AMPKγ2 

en los astrocitos del VMH condujo a una disminución del peso corporal en machos (Figura 

44A). Aunque observamos una leve reducción en la grasa magra en los ratones mutantes en 

comparación con los controles 11 semanas después de la cirugía estereotáxica, esta diferencia 

no alcanzó significación estadística (Figura 44B). Sin embargo, la disminución del peso 

corporal sí se asoció con una reducción de los depósitos de grasa subcutánea (Figura 44C). 

Este fenotipo difiere del observado en los ratones AMPKγ2cKO, quienes experimentaron un 

aumento del peso corporal (Figura 19A). Es importante destacar que esta disminución 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).  

 

 

 

Figura 44. Efecto de la eliminación de AMPKγ2 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 están expresados 
como media ± SEM (Two-way ANOVA, ***p<0.001 vs control). (B) Composición corporal de machos control y 
mutantes 10 semanas después de la cirugía estereotáxica (n=5-6). Los datos están expresados como media ± 
SEM.  (C) Masa de los depósitos de grasa de machos y hembras control y mutantes (n=5-6). Los datos están 
expresados como media ± SEM (test t-Student, *p<0.05 vs control). 
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Figura 45. Efecto de la eliminación de AMPKγ2 en los astrocitos del VMH en la ingesta de los machos. (A) 
Ingesta acumulada de machos control y mutantes (n=7-8). Los datos están 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 están 
expresados como media ± SEM. 

 

Curiosamente, observamos una tendencia hacia una temperatura corporal más 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 observación 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 eliminación de AMPKγ2 en los astrocitos del VMH en la termogénesis de los machos. 
(A) Temperatura corporal, (B) temperatura del área del BAT y (C) niveles proteicos de UCP1 en BAT de machos 
control y mutantes (n=5-8). Los datos están expresados como media ± SEM. 

 

La eliminación de AMPKγ2 en los astrocitos del VMH en machos provocó un 

incremento en el gasto energético (Figura 47A) y una disminución en la actividad locomotora 

(Figura 47B) después de 11 semanas de la inoculación de los adenovirus. Estos resultados 

sugieren que la activación constitutiva de AMPK desempeña un papel en el control del peso 

corporal en machos, principalmente a través de la modulación del gasto energético. Sin 

embargo, se plantea la posibilidad de que otros núcleos hipotalámicos contribuyan al fenotipo 

metabólico observado en los machos AMPKγ2cKO.  
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Figura 47. Efecto de la eliminación de AMPKγ2 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 áreas de color 
gris en las gráficas indican la fase de oscuridad. Los datos están 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 están 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 inyección estereotáxica de AAV-hGFAP-CRE, 

también mostraron una reducción en el peso corporal en comparación con las hembras control 

(Figura 48A). Esta disminución del peso corporal estuvo acompañada por una reducción en la 

masa grasa (Figura 48B) y en los depósitos de grasa subcutánea, gonadal y visceral (Figura 

48C), a diferencia de lo observado en las hembras AMPKγ2cKO (Figura 20A). Aunque 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 eliminación de AMPKγ2 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 están expresados 
como media ± SEM (Two-way ANOVA, *p<0.05 vs control). (B) Composición corporal de hembras control y 
mutantes 10 semanas después de la cirugía estereotáxica (n=5-6). Los datos están expresados como media ± 
SEM (test t-Student, *p<0.05 vs control). (C) Masa de los depósitos de grasa de hembras control y mutantes 
(n=5-6). Los datos están expresados como media ± SEM (test t-Student, *p<0.05 vs control). 
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Figura 49. Efecto de la eliminación de AMPKγ2 en los astrocitos del VMH en la ingesta de las hembras. (A) 
Ingesta acumulada de hembras control y mutantes (n=7-8). Los datos están 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 están 
expresados como media ± SEM. 

 

Además, se observó que las hembras mutantes, no presentaban variaciones en su 

temperatura corporal (Figura 50A), pero sí mostraban un aumento en la temperatura del BAT 

(Figura 50B) en la semana 5 tras la realización de la cirugía estereotáxica, lo cual estaba en 

consonancia con el incremento significativo en los niveles proteicos de UCP1 en BAT (Figura 

50C). La eliminación de AMPKγ2 en los astrocitos del VMH en hembras resultó en un 

aumento tanto del gasto energético (Figura 51A), como de la actividad locomotora, (Figura 

51B) 11 semanas después de la administración de los adenovirus. Estos resultados, junto con 

el aumento en la termogénesis, proporcionan una explicación para la reducción en el peso 

corporal de las hembras que presentan la deleción de AMPKγ2 en los astrocitos del VMH.  
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Figura 50. Efecto de la eliminación de AMPKγ2 en los astrocitos del VMH en la termogénesis de las hembras. 
(A) Temperatura corporal, (B) temperatura del área del BAT y (C) niveles proteicos de UCP1 en BAT de hembras 
control y mutantes (n=6-7). Los datos están expresados como media ± SEM (test t-Student, *p<0.05 vs control).  
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Figura 51. Efecto de la eliminación de AMPKγ2 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 áreas de 
color gris en las gráficas indican la fase de oscuridad. Los datos están 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 están expresados como media ± SEM. Los datos experimentales se 
ajustaron al cosinor (test t-Student, *p<0.05 vs control vs control).  

 

En resumen, la eliminación de AMPKγ2 en los astrocitos del VMH tuvo efectos 

metabólicos distintos en machos y hembras. En machos, se redujo el peso corporal y los 

depósitos de grasa subcutánea, mientras que se incrementó el gasto energético y se redujo la 

actividad locomotora. En hembras, también disminuyó el peso corporal, junto con la masa 

grasa y los depósitos de grasa subcutánea, gonadal y visceral. Además, se observó un aumento 

en la temperatura del BAT, acompañado de un aumento en el gasto energético y la actividad 

locomotora. Estos resultados demuestran un dimorfismo en la respuesta metabólica a la 

eliminación de AMPKγ2 en astrocitos del VMH entre machos y hembras. Asimismo, destacar 

que la respuesta en los ratones AMPKγ2cKO difiere notablemente, indicando la influencia de 

otros núcleos hipotalámicos en la regulación metabólica. Estos hallazgos resaltan la 

complejidad de la homeostasis energética y la interacción entre diferentes regiones 

hipotalámicas en la modulación de los efectos metabólicos.  



MARÍA SILVEIRA LOUREIRO 

146 
 

En el análisis del efecto de la eliminación de AMPKγ2 en los astrocitos del VMH sobre 

el sistema circadiano, evaluamos su posible influencia en la sincronización del SCN a la luz y 

al FEO al patrón de alimentación a través de estudios de la actividad locomotora. Los machos 

mutantes no mostraron diferencias significativas en la actividad locomotora (Figura 52A) 7 

semanas después de la inoculación de los adenovirus. Además, no se observaron cambios en 

la periodicidad (Figura 52B). Aunque se apreció una tendencia a una menor amplitud en el 

periodograma de los mutantes (Figura 52C), esta tendencia no alcanzó resultados 

significativos. En conjunto, esto sugiere que la señalización de AMPK en los astrocitos del 

VMH no reproduce los resultados observados en los AMPKγ2cKO.  

 

 

 

Figura 52. Efecto de la eliminación de AMPKγ2 en los astrocitos del VMH en la actividad locomotora 

circadiana de los machos. (A) Actividad promedio durante los ciclos de LD de machos AMPKγ2flox/flox inyectados 

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 están expresados como media ± SEM (Two-way ANOVA). (B) 

Periodicidad de machos control y mutantes en LD (n=6-8). Los datos están expresados como media ± SEM (test 

t-Student). (C) Periodogramas Lomb-Scargle de machos control y mutantes en LD (n=5-6). Los datos están 

expresados como media ± SEM (Two-way ANOVA). 

 

 

Después de administrar AAV-hGFAP-CRE a los machos y someterlos al paradigma de 

restricción alimentaria (RF), se observó que la eliminación de AMPKγ2 en los astrocitos del 

VMH no afectó la anticipación a la alimentación 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 supresión 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 eliminación de AMPKγ2 en los astrocitos del VMH en la anticipación a la comida de los 

machos. (A) Gráficas de actividad promedio durante el paradigma de restricción 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 áreas de color azul en las 

gráficas indican el tiempo de alimentación. Los datos están expresados como media ± SEM. (C) Porcentaje de 

FAA durante el paradigma de RF en machos control y mutantes (n=6-7). Los datos están expresados como 

media ± SEM. (D) Actividad total durante el paradigma RF en machos control y mutantes (n=7-8). Los datos 

están expresados como media ± SEM. 

 

 

En relación con las hembras que recibieron la inyección estereotáxica de AAV-hGFAP-

CRE en el VMH, después de 7 semanas no se observaron cambios en la actividad locomotora 

circadiana (Figura 54A). Específicamente, 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 AMPKγ2cKO. También en concordancia con los resultados de las 

hembras AMPKγ2cKO sometidas al paradigma de RF, la eliminación de AMPKγ2 en el VMH 

no tuvo efecto en la adquisición de la anticipación a la alimentación durante el paradigma RF 

de 6 horas (Figura 55A) ni en el mantenimiento de la anticipación a la alimentación durante el 

paradigma RF de 4 horas (Figura 55B). 
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Figura 54. Efecto de la eliminación de AMPKγ2 en los astrocitos del VMH en la actividad locomotora 

circadiana de las hembras. (A) Actividad promedio durante los ciclos de LD de hembras AMPKγ2flox/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 están expresados como media ± SEM. (B) Periodicidad de 

hembras control y mutantes en LD (n=5-6). Los datos están expresados como media ± SEM. (C) Periodogramas 

Lomb-Scargle de hembras control y mutantes en LD (n=4). Los datos están expresados como media ± SEM.  

 

 

 

Figura 55. Efecto de la eliminación de AMPKγ2 en los astrocitos del VMH en la anticipación a la comida de las 

hembras. (A) Gráficas de actividad promedio durante el paradigma de restricción 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 áreas de color azul en las 

gráficas indican el tiempo de alimentación. Los datos están 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 están expresados como media ± SEM. 
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En los mamíferos, los ritmos circadianos, controlados principalmente por el SCN 

hipotalámico, rigen procesos fisiológicos y conductuales rítmicos como la oscilación 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 & López, 2021; Eckel-Mahan & Sassone-

Corsi, 2013). Las alteraciones en el ciclo circadiano, ya sea por factores ambientales o 

genéticos, están estrechamente vinculadas a enfermedades metabólicas tanto en humanos 

como en roedores (Barca-Mayo & López, 2021). Dada la prevalencia alarmante de la 

obesidad y su conexión con alteraciones circadianas, comprender mejor la interrelación entre 

la perturbación del ritmo circadiano y el equilibrio energético podría arrojar luz sobre los 

mecanismos fisiopatológicos subyacentes al aumento de peso. Este conocimiento, a largo 

plazo, podría contribuir al diseño de estrategias efectivas para abordar la pandemia de la 

obesidad (Basolo et al., 2021). 

El hipotálamo desempeña un papel fundamental en la regulación de la homeostasis 

energética, integrando señales periféricas como hormonas y metabolitos para generar 

respuestas neuronales (Saper & Lowell, 2014). Esta regulación afecta tanto a la ingesta de 

alimentos como al gasto energético, especialmente a través de la modulación de la 

termogénesis en el BAT. A nivel molecular, la enzima AMPK juega un papel crucial en la 

integración de señales periféricas y es una vía central en la regulación del balance energético 

(López et al., 2016). Por otro lado, se ha establecido que AMPK es un importante sensor 

metabólico que transmite señales dependientes de la energía al reloj circadiano de los 

mamíferos, participando en la fosforilación y desestabilización de las proteínas CRY y PER. 

La composición de subunidades de AMPK, su localización subcelular y la fosforilación de sus 

sustratos están influenciadas por la hora del reloj (Jordan & Lamia, 2013). Dado el papel bien 

establecido de AMPK en diversos aspectos de la fisiología metabólica, la interacción 

recíproca entre AMPK y los relojes circadianos probablemente desempeña un papel esencial 

en la regulación metabólica circadiana (Jordan & Lamia, 2013). Aunque se ha estudiado 

ampliamente la función de AMPK en las neuronas de varios núcleos hipotalámicos (Claret 

et al., 2007; Martínez-Sánchez et al., 2017; Seoane-Collazo et al., 2018), queda por 

determinar si esta enzima puede ejercer funciones similares en otros tipos celulares del 

hipotálamo. 

Aunque tradicionalmente se consideraban solo como células de soporte en el cerebro, los 

astrocitos han emergido como actores clave en la regulación de la fisiología y el 

comportamiento circadianos. Tanto las neuronas como los astrocitos del SCN coordinan los 

ritmos circadianos generados por osciladores autónomos presentes en todas las células del 

cuerpo. Esta coordinación es esencial para sincronizar los ritmos circadianos a nivel sistémico 

(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). Además de su función en la 

coordinación circadiana, los astrocitos juegan un papel importante en la señalización y 

detección de ciertos metabolitos y hormonas, como leptina e insulina. Estas interacciones 

afectan al metabolismo y a la actividad neuronal, participando así en la regulación de la 

homeostasis energética (Fuente-Martín et al., 2012; García-Cáceres et al., 2016; Kim et al., 

2014). 
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En este estudio, nos propusimos investigar los efectos de la deleción de AMPKγ2 en los 

astrocitos sobre el balance energético y la actividad circadiana. Para ello, se empleó un 

sistema Cre-lox inducible por Tx, específico para astrocitos positivos para GLAST. Nuestros 

resultados muestran que la deleción de AMPKγ2 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 

diminución en el gasto energético. Por su parte, en las hembras mutantes se observó un 

aumento en el peso corporal que parece estar relacionado con un menor gasto energético y 

menor termogénesis del BAT. Estos hallazgos indican que la deleción de AMPKγ2 en 

astrocitos puede afectar de diferentes formas al gasto energético en función del sexo. Además, 

estos datos son especialmente relevantes al mostrar una respuesta específica en función del 

tipo celular ya que, por ejemplo, la deleción de AMPKα1 en las neuronas SF1 del VMH, 

protege contra la ganancia de peso en dietas normales y ricas en grasas (Martínez-Sánchez 

et al., 2017; Seoane-Collazo et al., 2018). 

Dada la participación de los astrocitos en la detección y homeostasis de la glucosa (Chari 

et al., 2011), y la implicación de AMPK en la detección de la hipoglucemia y generación de 

respuestas contrarreguladoras (Fan et al., 2009; McCrimmon et al., 2008), exploramos la 

posibilidad de una desregulación en la homeostasis de la glucosa en nuestro modelo animal 

AMPKγ2cKO. Sin embargo, no se observaron diferencias en los niveles de glucosa ad libitum 

ni en ayuno de los ratones AMPKγ2cKO 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 regulación metabólica, la activación 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. 

Además, se exploró cómo la activación constitutiva de AMPK en astrocitos impacta en el 

SCN y los ritmos circadianos en machos y hembras. Nuestros resultados indicaron que la 

activación constitutiva de AMPK en astrocitos machos altera la sincronización del SCN a la 

luz y aumenta la periodicidad de los ritmos de actividad locomotora en un entorno sin señales 

temporales externas de luz y oscuridad. En concordancia con este hallazgo, observamos una 

reducción en los niveles de VIP en el SCN de los ratones mutantes en comparación con los 

ratones control. Es relevante destacar que investigaciones previas habían sugerido que la 

activación de AMPK conduce a la degradación de las proteínas PER2 y CRY1, componentes 

esenciales del reloj circadiano (Lamia et al., 2009; Um et al., 2007). En línea con esta 

observación, nuestros resultados mostraron una disminución en los niveles hipotalámicos de 

PER2 y CRY1 en los ratones AMPKγ2cKO en comparación con los ratones control. Estos 

hallazgos respaldan la hipótesis de que AMPK podría formar parte del reloj molecular en los 

astrocitos, influyendo en la regulación de los ritmos circadianos de PER2 y CRY1. 

Curiosamente, se observó que las hembras presentaban menos alteraciones en el patrón de 

actividad locomotora en condiciones constantes de oscuridad (DD), sugiriendo que la 

respuesta de los astrocitos al cambio en la señalización de AMPK puede variar según el sexo. 

Estos hallazgos resaltan la complejidad de la interacción entre la activación de AMPK en 
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astrocitos y la regulación de los ritmos circadianos, señalando la necesidad de investigaciones 

adicionales para comprender completamente las diferencias de sexo en esta dinámica.  

Dada la importancia de AMPK como sensor metabólico esencial en las células y su 

influencia en la sincronización del SCN a la luz, exploramos si la activación constitutiva de 

AMPK en astrocitos podría afectar a la capacidad de los animales para sincronizarse con los 

patrones de alimentación. Sorprendentemente, los ratones macho AMPKγ2cKO mostraron una 

disminución en la anticipación a la alimentación en comparación con los ratones control. 

Además, se observó que los ratones mutantes no reducían su actividad nocturna de la misma 

manera que lo hacían los controles durante el paradigma RF 4h, sugiriendo una menor 

adquisición de la FAA en los ratones mutantes. Este hallazgo resalta que la activación 

constitutiva de AMPK en astrocitos interfiere con el comportamiento de anticipación a la 

comida. Sin embargo, la deleción de AMPKγ2 en astrocitos no altera la adquisición de la 

FAA en hembras. Aunque se ha descrito la existencia de dimorfismo sexual en el momento de 

la adquisición y la amplitud de la FAA (Aguayo et al., 2018), todavía se desconoce la causa 

subyacente de dicha diferencia de sexo, pero no está relacionada con las hormonas sexuales 

gonadales (Aguayo et al., 2018). 

La FAA o anticipación a la alimentación, está regulada por un oscilador (conocido como 

FEO) cuya ubicación exacta es aún desconocida y que opera de manera independiente al SCN 

(Mistlberger, 2020). Se ha propuesto recientemente que la señalización de la insulina 

desencadenada después de la alimentación es esencial para sincronizar el FEO con el patrón 

de alimentación, y esto se logra mediante la regulación de la proteína PER2 (Crosby et al., 

2019). Este mecanismo permite que el FEO se ajuste y sincronice con los horarios de 

alimentación, contribuyendo así a la anticipación 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 autónomas, sino 

que también pueden modular la expresión 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 

reducción significativa en la expresión de PER2 en el hipotálamo de los ratones macho 

AMPKγ2cKO, quienes también presentan alteraciones en la FAA, respalda la hipótesis de que 

los astrocitos podrían formar parte esencial del FEO. Dado que PER2 es esencial para la FAA 

(Feillet et al., 2006), y la preservación de este comportamiento en ratones con deleción de 

PER2 en neuronas preservan la FAA (Chavan et al., 2016), se sugiere que los astrocitos 

pueden desempeñar un papel crucial en el FEO.  

Por otra parte, abordamos el papel del VMH en la regulación del equilibrio energético y 

circadiano. A pesar de la comprensión de la importancia del VMH en estos procesos 

(Guilding et al., 2009; López, 2022; López et al., 2016; Orozco-Solis et al., 2016), aún no se 

había explorado completamente la función específica de los astrocitos en el VMH en relación 

con la homeostasis energética y el comportamiento circadiano. La eliminación de AMPKγ2 

en los astrocitos del VMH provocó cambios en el perfil metabólico, pero éstos no 

reprodujeron completamente el fenotipo observado en los ratones AMPKγ2cKO. En machos, 

la eliminación de AMPKγ2 en los astrocitos del VMH resultó en una disminución del peso 

corporal y de los depósitos de grasa subcutánea, acompañada de un aumento en el gasto 

energético y una reducción en la actividad locomotora. Por otro lado, en hembras, se observó 
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una disminución del peso corporal, de la masa grasa y de los depósitos de grasa subcutánea, 

gonadal y visceral. Además, se registró 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 metabólica a la eliminación de AMPKγ2 en astrocitos del 

VMH. Es importante señalar que la respuesta en los ratones AMPKγ2cKO fue notablemente 

diferente, indicando la influencia de otros núcleos hipotalámicos en la regulación metabólica. 

Estos hallazgos destacan la complejidad de la homeostasis energética y la interacción entre 

diferentes regiones hipotalámicas en la regulación de los efectos metabólicos. 

Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en la actividad locomotora 

circadiana, la periodicidad ni la amplitud del periodograma en los machos con deleción de 

AMPKγ2 en el VMH. Esto sugiere que las alteraciones observadas en los ratones 

AMPKγ2cKO eran debidas a la activación constitutiva de AMPK en el SCN. Sin embargo, al 

someter a ratones con deleción de AMPKγ2 en astrocitos del VMH al paradigma de 

restricción 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 señales externas, como la luz o el patrón 

de alimentación, que sincronizan los marcapasos circadianos (SCN y FEO), tienen un impacto 

en la actividad locomotora del día siguiente. En este contexto, una activación constitutiva de 

AMPK en el VMH podría estar suprimiendo la anticipación a la alimentación dos horas antes 

de la administración de la comida. Así, la activación de AMPK en astrocitos en el VMH 

operaría como una señal anticipatoria que suprime la anticipación a la alimentación. En caso 

de ser demostrada esta hipótesis, los astrocitos del VMH podrían formar parte del FEO y 

regular la sincronización al patrón de alimentación mediante la activación de AMPK. En 

hembras con la deleción de AMPKγ2 en astrocitos del VMH, no se evidenciaron cambios en 

la actividad locomotora circadiana, sugiriendo que la señalización de AMPK en estos 

astrocitos no afecta a la estabilidad del reloj circadiano en hembras. En cuanto a la 

anticipación a la alimentación en el paradigma RF, no se observaron impactos en la 

adquisición durante RF 6h ni en el mantenimiento durante RF 4h en hembras mutantes. Estos 

hallazgos resaltan la complejidad de la relación entre la señalización de AMPK en astrocitos 

del VMH, la anticipación a la alimentación y la respuesta circadiana, revelando diferencias 

notables entre machos y hembras.  

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral revelan una alteración en el balance 

energético tras la eliminación de AMPKγ2 en astrocitos. La disrupción en el cambio de la 

FAA en ratones AMPKγ2cKO sugiere posibles alteraciones en la sincronización del oscilador 

circadiano o en la homeostasis metabólica. La interconexión entre el metabolismo y el reloj 

circadiano es bidireccional, y modelos animales con defectos genéticos en el reloj de los 

astrocitos muestran anomalías metabólicas. Nuestros hallazgos sobre la significativa 

contribución de los astrocitos a la sincronización dependiente de la luz y la alimentación, que 

asegura la precisión ciclo a ciclo de la ritmicidad circadiana, podrían abrir nuevas 

perspectivas para abordar trastornos metabólicos asociados a desajustes circadianos. 
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Los resultados obtenidos durante la realización de la presente tesis doctoral basados en la 

generación de dos nuevos modelos animales mediante la modificación genética o virogenética 

nos permiten establecer las siguientes conclusiones: 

- La deleción de AMPKγ2 en los astrocitos GLAST-positivos en ratones macho 

provoca un aumento del peso corporal, un incremento de la ingesta y la disminución 

del gasto energético, un fenotipo que no está mediado por los astrocitos del VMH.  

 

- La deleción de AMPKγ2 en los astrocitos GLAST-positivos en ratones hembra 

provoca un incremento del peso corporal, una disminución del gasto energético y de 

la termogénesis del BAT, un fenotipo que no está mediado por los astrocitos del 

VMH. Estos resultados indican que la deleción de AMPKγ2 en astrocitos puede 

afectar de diferentes formas al gasto energético en función del sexo.  

 

- La deleción de AMPKγ2 en los astrocitos GLAST-positivos en ratones macho 

aumenta el período, afecta al acoplamiento del SCN y altera la anticipación al tiempo 

de las comidas, probablemente mediante la supresión de PER2 y VIP.  

 

- La deleción de AMPKγ2 en los astrocitos GLAST-positivos tiene un impacto menor 

en la actividad locomotora circadiana y no altera la adquisición de la actividad 

anticipatoria a las comidas en ratones hembra. 
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En esta tesis doctoral se investiga el papel de la señalización 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 deleción de la subunidad reguladora AMPKγ2 en 
astrocitos, así como ratones con ablación específica de
AMPKγ2 en astrocitos del núcleo ventromedial del hipotálamo. 
Nuestros hallazgos revelan que la activación de AMPK en
los astrocitos altera la sincronización de los ritmos circadianos 
a la luz y al patrón de alimentación, así como la 
homeostasis energética. Este descubrimiento arroja luz sobre la 
compleja interacción entre los ritmos circadianos, la
señalización de AMPK y la regulación de la energía en el 
organismo.
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