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Resumo 

Os astrocitos amosáronse sempre como células auxiliares no sistema nervioso central, pero 

nos últimos anos adquiriron unha relevancia especial debido á súa participación na detección e 

regulación de determinados metabolitos e hormonas relacionadas coa homeostase enerxética. 

A pesar disto, moitos dos mecanismos polos que os astrocitos participan nesta regulación aínda 

se descoñecen. A proteína quinasa activada por AMP (AMPK, AMP-activated protein kinase) 

é un sensor celular especialmente importante na regulación central do equilibrio enerxético, 

especialmente a nivel hipotalámico. Por iso, o traballo desta tese consistiu en investigar o papel 

de AMPK en astrocitos e o súa posible implicación na homeostase enerxética. Os nosos 

resultados mostran que a eliminación xenética de AMPKα1, selectivamanente nos astrocitos 

que expresan a proteína gliofibrilar acídica (GFAP, glial fibrillary acidic protein), provoca un 

aumento do peso corporal e unha diminución da termoxénese do tecido adiposo pardo (BAT, 

brown adipose tissue), só nos ratos femia. Ademais, estas femias mostran un aumento dos niveis 

de aromatasa no núcleo arcuato (ARC, arcuate nucleus) e no núcleo ventromedial (VMH, 

ventromedial nucleus) do hipotálamo. Polo tanto, estes datos mostran que os astrocitos teñen 

un claro dimorfismo sexual no que participa AMPK. Palabras clave: AMPK, astrocitos, 

hipotálamo, BAT, estróxenos. 

Resumen 

Los astrocitos se han mostrado siempre como células únicamente de sostén pero, en los 

últimos años, han adquirido especial relevancia por su participación en la detección y regulación 

de ciertos metabolitos y hormonas relacionadas con la homeostasis energética. A pesar de ello, 

aún se desconocen muchos de los mecanismos por los cuales los astrocitos participan en esta 

regulación. La proteína quinasa activada por AMP (AMPK, AMP-activated protein kinase) es 

un sensor celular especialmente importante en la regulación central del balance energético, 

sobre todo a nivel hipotalámico. Por ello, el trabajo de esta tesis fue investigar la implicación 

de los astrocitos en la homeostasis energética a través de AMPK. Nuestros resultados muestran 

que la eliminación genética de AMPKα1 en los astrocitos que expresan la proteína gliofibrilar 

acídica (GFAP, glial fibrillary acidic protein) provoca un aumento del peso corporal y una 

disminución de la termogénesis del tejido adiposo pardo (BAT, brown adipose tissue), 

únicamente en los ratones hembra. Además, estas hembras presentan un aumento de los niveles 

de aromatasa en el núcleo arcuato (ARC, arcuate nucleus) y en el núcleo ventromedial (VMH, 

ventromedial nucleus) del hipotálamo. Por lo tanto, estos datos muestran que los astrocitos 

presentan un claro dimorfismo sexual en el cual participa AMPK. Palabras clave: AMPK, 

astrocitos, hipotálamo, BAT, estrógenos. 

Abstract 

Astrocytes have always been shown as supporting cells, but in recent years they have 

acquired special relevance due to their participation in the detection and regulation of certain 

metabolites and hormones related to energy homeostasis. Despite this, many of the mechanisms 

by which astrocytes participate in this regulation are still unknown. AMP-activated protein 

kinase (AMPK) is an important cellular sensor in the central regulation of energy balance, 

especially at the hypothalamic level. Therefore, the aim of this thesis was to investigate the 

involvement of astrocytes in energy homeostasis through AMPK. Our results show that genetic 

ablation of AMPKα1 in astrocytes expressing glial fibrillary acidic protein (GFAP) increases 

in body weight and decreases brown adipose tissue (BAT) thermogenesis, exclusively in female 

mice. Furthermore, these female mice show increased levels of aromatase in the arcuate nucleus 



 
 

 

(ARC) and ventromedial nucleus (VMH) of the hypothalamus. Therefore, these data show that 

astrocytes have a clear sexual dimorphism in which AMPK participates. Key words: AMPK, 

astrocytes, hypothalamus, BAT, estrogens. 
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ABREVIATURAS Y ACRÓNIMOS 

AACS: acetoacetil-CoA sintetasa, acetoacetyl-CoA synthetase. 

ACC: acetil-CoA carboxilasa, acetyl-CoA carboxylase. 

AgRP: péptido relacionado con agutí, agouti-related peptide. 

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

ApoE: apolipoproteína E. 

β3-AR: receptores β3 adrenérgicos, β3-adrenergic receptor. 

ARC: núcleo arcuato, arcuate nucleus. 

ARNm: ARN mensajero, messenger RNA. 

ATGL: lipasa adipocítica de triglicéridos, adipose triglyceride lipase. 

BAT: tejido adiposo pardo, brown adipose tissue. 

BBB: barrera hematoendefálica, blood brain barrier. 

BDNF: factor neurotrófico derivado del cerebro, brain-derived neurotrophic factor. 

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. 

CART: transcrito regulado por cocaína y anfetamina, cocaine- and amphetamine-regulated 

transcript. 

CaMKK: calcio/calmodulina quinasa quinasas, calcium/calmodulin-dependent protein kinase 

kinase. 

CB1: receptor canabinoide 1, cannabinoid receptor 1. 

Cbln1: cerebelin 1, cerebellin 1. 

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

CIDEA: efector A inductor de muerte celular por fragmentación de DNA, cell death–inducing 

DNA fragmentation factor-α-like effector A. 

CKK: colecistoquinina, cholescystokinin. 

CNS: sistema nervioso central, central nervous system. 

CPT1a: carnitina palmitoiltransferasa 1a, carnitine palmitoyltransferase 1a. 

CRH: hormona liberadora de corticotropina, corticotrophin-releasing hormone. 

DMH: núcleo dorsomedial del hipotálamo, dorsomedial nucleus of the hypothalamus. 

E2: estradiol. 

ER: retículo endoplasmático, endoplasmic reticulum. 
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ERα: receptor de estrógenos α, estrogen receptor α. 

Erβ: receptor de estrógenos β, estrogen receptor β. 

FAS: ácido graso sintasa, fatty acid synthase. 

G6Pase: glucosa 6 fosfatasa, glucose-6-phosphatase. 

GFAP: proteína gliofibrilar acídica, glial fibrillary acidic protein. 

GLP-1: péptido análogo de glucagón 1, glucagon-like peptide 1. 

GLUT4: transportador de glucosa 4 glucosa transporter 4. 

GnRH: hormona liberadora de gonadotropina, gonadotropin-releasing hormone. 

GPR30: receptor acoplado a proteína G, G protein-coupled receptor. 

GRP: péptido liberador gástrico, gastrin-realising peptide. 

GRP78: proteína regulada por glucosa 78, glucose regulated protein 78. 

GS: glucógeno sintasa, glycogen synthase. 

gWAT: tejido adiposo blanco gonadal, gonadal white adipose tissue. 

HFD: dieta alta en grasa, high fat diet. 

HSL: lipasa sensible a hormonas, hormone-sensitive lipase. 

IMC: índice de masa corporal. 

IP: intraperitoneal. 

IR: receptor de insulina, insulin receptor. 

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

LepR: receptor de leptina, leptin receptors. 

LH: hormona luteinizante, luteinizing hormone. 

LHA: área lateral hipotalámica, lateral hypothalamic area. 

LKB1: quinasa hepática B1, liver kinase B1. 

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

MBH: hipotálamo medio-basal, mediobasal hypothalamus. 

MC3R y MC4R: receptors de melanocortinas 3 y 4, melanocortin receptors 3 and 4. 

MCD: decarboxilasa malonil-CoA, malonyl-CoA decarboxylase. 

MCH: hormona concentradora de melanina, melanin-concentrating hormone. 

MCHR: receptores MCH, MCH receptor. 

MCT: transportadores de monocarboxilato, monocarboxylate transporter. 

MGL: monoacilglicerol lipasa, monoacylglycerol lipase. 
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α-MSH: hormona estimuladora de melanocitos alfa, alpha melanocyte stimulating hormone. 

NPY: neuropeptido Y, neuropeptide Y. 

NTS: núcleo del tracto solitario, nucleus of the solitary tract. 

OMS: organización mundial de la salud. 

OX: orexina, orexin. 

OX1R y OX2R: receptores de orexina 1 y 2, orexin receptor 1 and 2. 

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

PEPCK: carboxiquinasa fosfoenolpiruvato, phosphoenolpyruvate carboxykinase. 

PFA: área perifornical, perifornical area. 

PGC1α: proteína 1 alpha coactivadora del receptor activado por el proliferador de peroxisomas,  

peroxisome-proliferator-activated receptor-gamma co-activator 1 alpha. 

PKA: protein kinasa A, protein kinase A. 

POMC: proopiomelanocortina, proopiomelanocortin. 

PP2Cα: proteína fosfatasa 2C α, protein phosphatase 2C α. 

PPAR: receptor gamma activado por el proliferador de peroxisomas, peroxisome proliferator-

activated receptor gamma. 

PR: receptor de progesterona, progesteron receptor. 

PRDM16: dominio PR que contiene 16, PR domain containing 16. 

PSNS: sistema nervioso parasimpático, parasympathetic nervous system. 

PVH: núcleo paraventricular, paraventricular nucleus of the hypothalamus. 

PYY3−36: péptido tirosina tirosina 3-36, peptide tyrosine-tyrosine (PYY) 3−36.  

RIP140: proteína de interacción con receptores 140, receptor-interacting protein 140. 

RQ: cociente respiratorio, respiratory quotient. 

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

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

SF1: factor esteroidogénico 1, steroidogenic factor 1. 

SNS: sistema nervioso simpático, sympathetic nervous system. 

STD: dieta estándar, standard diet. 

TAK1: quinasa 1 activada por el factor de crecimiento transformante β, transforming growth 

factor-β-activated kinase 1.  

THs: hormonas tiroideas, thyroid hormones. 

TRH: hormona liberadora de tirotropina, tyrotrophin-releasing hormone. 
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TSH: hormona estimuladora de la tiroides, thyroid stimulating hormone. 

UCP1: proteína desacoplante 1, uncoupling protein 1. 

VMH: núcleo ventromedial, ventromedial nucleus. 

visWAT: tejidos adiposo blanco visceral, visceral white adipose tissue. 

WAT: tejido adiposo blanco, white adipose tissue. 

 

 

ANGLICISMOS 

Browning: pardeamiento.  

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

Upstream: más arriba (referido a una vía de señalización) 

El resto de las abreviaturas son de uso común o bien se detallan de un modo específico en el 

texto 
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1 OBESIDAD  

La obesidad se ha convertido en uno de los mayores problemas de salud a nivel mundial, 

con un alcance de proporciones pandémicas y con más de 2 millones de muertes al año, más 

incluso que las provocadas por desnutrición (O.M.S., 2020). Generalmente, se ha relacionado 

con un problema de los países de altos ingresos pero, en los últimos años, ha aumentado de 

manera considerable en los países de ingresos medios y bajos, especialmente en los entornos 

urbanos (O.M.S., 2017).    

Los datos proporcionados por la Organización Mundial de la Salud son bastante 

alarmantes. Desde 1975, la prevalencia de la obesidad se ha casi triplicado en todo el mundo 

llegando, en el 2016, a tener sobrepeso el 39% de las personas mayores de edad y a ser obesas 

el 13% (O.M.S., 2020). Además, la obesidad infantil ha aumentado de forma espectacular. En  

2016, más del 18% de niños y adolescentes padecían sobrepeso u obesidad y más de 41 millones 

de niños menores de 5 años tenían problemas de obesidad o sobrepeso (O.M.S., 2020). 

España no se queda atrás en este aspecto y se estima que más de la mitad de la población 

está por encima de su peso recomendado. Según la Encuesta Nacional de Salud de 2017, el 37% 

de la población adulta tenía sobrepeso y el 17% era obesa, siendo más prevalente en hombres 

que en mujeres (Ministerio de Sanidad, 2018). En cuanto a la obesidad infantil, en niños y 

adolescentes de 2 a 17 años, la prevalencia del sobrepeso y la obesidad era del 18% y 10%, 

respectivamente (Ministerio de Sanidad, 2019). 

La obesidad y el sobrepeso son definidos por la OMS como una acumulación excesiva de 

grasa que puede ser perjudicial para la salud (O.M.S., 2020). Para su identificación, se emplea 

el índice de masa corporal (IMC) el cual relaciona el peso con la altura. Su cálculo se realiza 

dividiendo el peso de una persona en kilos por el cuadrado de su altura en metros (kg/m2), 

proporcionando una medida equivalente para ambos sexos y para adultos de distintas edades 

(O.M.S., 2020). En una persona adulta de peso normal, el IMC se encuentra entre 18,5 y 24,9, 

por lo que, un IMC superior o igual a 25 significaría que padece sobrepeso y uno igual o superior 

a 30 que padece obesidad. En la siguiente tabla se muestran los distintos grados de sobrepeso y 

obesidad en función del IMC (Tabla 1). 

Tabla 1. Criterios SEEDO para definir la obesidad en grados según el índice de masa corporal 
(IMC) en adultos. 
 

Categoría IMC 

Peso insuficiente <18,5 

Peso normal 18,5-24,9 

Sobrepeso grado I 25-26,9 

Sobrepeso grado II (preobeso) 27-29,9 

Obesidad tipo I 30-34,9 

Obesidad tipo II 35-39,9 

Obesidad tipo III (mórbida) 40-49,9 

Obesidad tipo IV (extrema) >50 
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Esta ganancia de peso se debe principalmente a un desequilibrio entre las calorías 

consumidas y las gastadas. El consumo de alimentos pobres en nutrientes y con un alto valor 

calórico, junto con un descenso de la actividad física por el estilo de vida cada vez más 

sedentario, han propiciado este desequilibro y el consecuente aumento del sobrepeso y la 

obesidad en la población (O.M.S., 2020). 

Los problemas para la salud que acarrea tener un peso por encima del normal son de 

especial relevancia. De hecho, la obesidad se asocia con el denominado síndrome metabólico, 

cuyo diagnóstico está basado en un cluster entre los cuales se incluyen la hipertensión, los 

niveles bajos de HDL, la hipertriacilgliceridemia, la hiperglucemiala y la obesidad visceral. 

Aún cuando no exite un criterio unánime, habitualmente se requiere que un determinado 

paciente exhiba al menos tres de los componentes antes citados. La razón de darle tanta 

relevancia es que los pacientes con este diagnóstico tienen un gran incremento en los factores 

de riesgo para todoa una serie de patologías incluyendo infratos de miocardio, accidentes 

cerebrovasculares o diabetes tipo II (O.M.S., 2020). 

Por todo esto, es necesario desarrollar estrategias que permitan evitar o mejorar la obesidad. 

La prevención, tanto primaria como secundaria, debe ser la primera medida a adoptar, 

fomentando una alimentación saludable y una actividad física adecuada. Sin embargo, está 

fuera de toda duda la necesidad de desarrollar tratamientos para al menos paliarla y así poder 

disminuir las patologías asociadas. Conocer como funcionan los mecanismos que modulan la 

ingesta, el gasto energético y el metabolismo en general, pueden llegar a proporcionar nuevas 

dianas terapéuticas. 

 

2 HOMEOSTASIS ENERGÉTICA 

Todos los seres vivos necesitan de energía para su supervivencia, pero, como nos indica el 

primer principio de la termodinámica, la energía ni se crea ni se destruye, por lo que, un 

organismo tiene que ser capaz de regular de manera efectiva su estado energético para llevar a 

cabo sus funciones vitales. Esta regulación es lo que se conoce como homeostasis energética y 

se produce a través del control del aporte de energía (ingesta) y del consumo de energía (gasto 

energético). El aporte energético proviene de las calorías asociadas a las proteínas, 

carbohidratos y grasas de los alimentos y bebidas, mientras que el gasto energético hace 

referencia a la tasa metabólica basal, a la termogénesis y a la actividad física. 

El peso corporal va a depender de esta homeostasis energética y las alteraciones que se 

produzcan en la ingesta o en el gasto energético implicarán cambios en la masa corporal. 

Cuando el balance energético se mantiene en equilibrio, es decir, la ingesta es igual al gasto 

energético, el peso se mantiene estable (Imagen 1). Sin embargo, este equilibrio no siempre 

permanece estable y pueden generarse situaciones de desequilibrio que pueden ser debidas a 

diversos factores tanto intrínsecos (sexo, edad y genética) como extrínsecos (ambiente y estilo 

de vida) (Friedman, 2009; Kopelman, 2000). Así, si el balance es negativo, es decir, las calorías 

ingeridas son menores que las consumidas, se produce una pérdida de peso que puede generar 

delgadez. En cambio, si el balance es positivo, es decir, las calorías ingeridas son superiores a 

las consumidas, se produce un aumento de peso pudiendo llegar a situaciones de sobrepeso u 

obesidad (Hill et al., 2012). 
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Imagen 1. Componentes de balance energético.  

 

Esta regulación del balance energético se lleva a cabo a través de un sistema fisiológico 

complejo que incluye tanto señales aferentes como eferentes  que afectan a la ingesta y al gasto 

energético (Hill et al., 2012). El sistema nervioso central (CNS, central nervous system) es el 

encargado de coordinar todas estas señales y de provocar efectos en el comportamiento, 

incluyendo el apetito y la actividad física, en la actividad del sistema nervioso autónomo que 

regula el gasto energético y otros aspectos del metabolismo, y en el sistema neuroendocrino 

mediante la secreción de hormonas (Spiegelman and Flier, 2001). 

Una de las regiones cerebrales más importantes en esta regulación energética es el 

hipotálamo, el cual es capaz de integrar señales periféricas hormonales y neuronales 

correspondientes al estado nutricional, así como regular la absorción y utilización de nutrientes, 

el metabolismo lipídico periférico y la homeostasis de la glucosa (Spiegelman and Flier, 2001; 

Williams, 2012) (Imagen 2). Además del hipotálamo, existen otras zonas cerebrales como la 

corteza cerebral, las áreas olfativas y algunas áreas del tronco encefálico implicadas en el 

control del apetito y el equilibrio energético (Dietrich and Horvath, 2009; Spiegelman and Flier, 

2001). 
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Imagen 2. Integración a nivel central de hormonas derivadas del tracto gastrointestinal, el 
tejido adiposo, órganos endocrinos y gónadas. Creado con Biorender.com. 

 

2.1 SEÑALES AFERENTES 

Para una correcta regulación de la homeostasis energética, el cerebro necesita conocer las 

necesidades energéticas del organismo. Para ello, los tejidos periféricos van a producir señales 

endocrinas en respuesta al metabolismo de los nutrientes que son capaces de atravesar la barrera 

hematoencefálica (BBB, blood brain barrier) e informar al cerebro del estado nutricional.  

Las señales aferentes que influyen en la ingesta y el gasto energético pueden clasificarse 

en dos grupos: señales de saciedad y señales de adiposidad (Schwartz et al., 2000; Woods, 2005; 

Woods et al., 1998). Mientras que en la primera categoría se incluyen señales generadas durante 

las comidas, que contribuyen a la decisión de terminar de comer y prolongar el tiempo entre 

una comida y otra; en la segunda categoría se incluyen hormonas cuya secreción es proporcional 

a la cantidad de grasa corporal. 

2.1.1 Señales de saciedad 

El tracto gastrointestinal no solamente es importante en la digestión y absorción de 

nutrientes, sino que también juega un papel crucial en la regulación de la ingesta, controlando 

la cantidad de alimento ingerido. El CNS recibe señales del tracto gastrointestinal a través de 
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nervios sensoriales, ubicados a lo largo de todo el tracto, y de la circulación, por la llegada de 

señales hormonales secretadas por éste. 

El tracto gastrointestinal se encuentra inervado por el nervio vago que expresa 

mecanorreceptores y quimiorreceptores sensibles tanto a cambios de volumen y presión del 

estómago e intestino como a cambios en la composición de los nutrientes, osmolaridad y pH, 

respectivamente (Ahima and Antwi, 2008; Strader and Woods, 2005). Este nervio vago trasmite 

las señales hasta el núcleo del tracto solitario (NTS, nucleus of the solitary tract) (Claret et al., 

2011), el cual proyecta finalmente a los núcleos del hipotálamo, al núcleo central de la amígdala 

y al núcleo del lecho de la estría terminal (Ahima and Antwi, 2008). 

Además, el tracto gastrointestinal es capaz de secretar señales hormonales en respuesta a 

las propiedades fisicoquímicas de los alimentos ingeridos. Estas señales hormonales son 

principalmente péptidos, que pueden, por un lado, interaccionar con receptores localizados en 

las terminaciones del nervio vago y activar el NTS (Strader and Woods, 2005), o pueden, por 

el otro lado, entrar al torrente sanguíneo y actuar directamente sobre áreas cerebrales como el 

hipotálamo (Currie et al., 2005; Lopez et al., 2008) o sobre el área postrema, que transmite estas 

señales  al tronco encefálico y el prosencéfalo donde se incluye el hipotálamo (Ahima and 

Antwi, 2008). También son capaces de difundir a través del fluido extracelular y actuar de 

manera paracrina en órganos cercanos, como el hígado y páncreas, contribuyendo a la digestión 

y absorción de los nutrientes (Strader and Woods, 2005; Woods et al., 2000). 

Entre estas señales hormonales encontramos principalmente señales anorexigénicas, es 

decir, que reducen el apetito, como son el péptido tirosina-tirosina péptido tirosina tirosina 3-

36 (PYY3-36, peptide tyrosine-tyrosine (PYY) 3−36), la colescistoquinina (CKK, cholecystokinin), 

el péptido-1 similar al glucagón (GLP-1, glucagon-like peptide-1), el péptido liberador gástrico 

(GRP, gastrin-realising peptide), la oxintomodulina y la enterostatina (Woods, 2005), entre 

otras muchas. Solamente una de las hormonas gastrointestinales, la grelina, tiene el efecto 

contrario y se comporta como una señal orexigénica, es decir, aumenta el apetito (Tabla 2) 

(Woods, 2005).  

Tabla 2. Efecto de las principales señales gastrointestinales sobre la ingesta. 
 

Hormona 
gastrointestinal  

 

Efecto 
sobre la 
ingesta 

PYY3-36 Inhibición 

CKK Inhibición 

GLP-1 Inhibición 

GRP Inhibición 

Oxintomodulina Inhibición 

Enterostatina Inhibición 

Grelina Estimulación 

 

2.1.2 Señales de adiposidad 

Las señales de adiposidad hacen referencia a aquellas señales que se producen en relación 

con el contenido de grasa corporal. Entre ellas encontramos a la leptina, cuyos niveles están 

relacionados con el grado de adiposidad. Asimismo, destacaremos el papel de la insulina dado 
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que en sujetos con obesidad puede estar elevada debido a la insulino-resistencia, aunque en 

estadios avanzados puede estar disminuida.  (Schwartz et al., 2000). 

Leptina 

La leptina es uno de los principales factores encargados de la regulación de la homeostasis 

energética. Secretada principalmente por lo adipocitos, es capaz de disminuir el apetito e 

incrementar el gasto energético (Ahima and Flier, 2000). Sus niveles en sangre son 

proporcionales al contenido de grasa corporal, por lo que, en personas obesas, se encuentra 

elevada (Galic et al., 2010), aunque ha de tenerse en cuenta que su paso a través de la BBB es 

saturable y eso hace que sus niveles plasmáticos y en líquido cefalorraquídeo no sean 

concordantes. Además, varía en función de la ingesta de alimentos, aumentando después de 

comer y disminuyendo en los periodos de ayuno (Saper et al., 2002). 

La leptina  atraviesa la BBB y regula la ingesta a través de receptores localizados en zonas 

hipotalámicas del cerebro, como el núcleo arcuato (ARC, arcuate nucleus), incrementando la 

expresión de neuropéptidos anorexigénicos o de sus precursores, como la proopiomelanocortina 

(POMC, proopiomelanocortin) y disminuyendo los neuropéptidos orexigénicos como el 

neuropéptido Y (NPY, neuropeptide Y) y péptido relacionado con agutí (AgRP, agouti-related 

peptide) (Coll et al., 2007). También participa en el control del gasto energético a través de la 

activación del tejido adiposo pardo (BAT, brown adipose tissue) estimulando el sistema 

nervioso simpático (SNS, sympathetic nervous system) y la expresión de la proteína 

desacoplante 1 (UCP1, uncoupling protein 1) (Dodd et al., 2015; Wang et al., 2020b). Por lo 

tanto, la deficiencia de leptina en humanos o ratones ob/ob, causa obesidad con una marcada 

hiperfagia y una reducción del gasto energético (Friedman, 2016; Galic et al., 2010). 

Insulina 

La insulina ejerce su regulación en el balance energético, principalmente a través del 

control de la ingesta de alimentos. Es producida por el páncreas, concretamente por las células 

β de los islotes de Lagerhans, y juega un papel muy importante en la homeostasis de la glucosa. 

Es la principal hormona que permite la captación de glucosa en otros tejidos, como el músculo 

y el tejido adiposo, e inhibe la producción de glucosa por el hígado (Saltiel and Kahn, 2001). 

También promueve el almacenamiento de carbohidratos, lípidos y proteínas en el tejido 

adiposo, el hígado y el músculo por estimulación de la lipogénesis, la síntesis de proteínas y 

glucógeno y por inhibición de la lipolisis, glucogenólisis y de la degradación proteica (Saltiel 

and Kahn, 2001; Saltiel and Pessin, 2002). Su secreción es directamente proporcional a los 

niveles de glucosa en sangre y a su sensibilidad periférica relacionada tanto con las reservas 

totales de grasa como con su distribución (Porte et al., 2002). Esto conlleva que en personas 

obesas sea necesario un incremento de los niveles de insulina, sin embargo, si las células β 

pancreáticas no logran este incremento adaptativo o si existe una resistencia a la acción de la 

insulina en los tejidos, se dará lugar a una hiperglucemia, y al desarrollo de diabetes tipo 2, 

íntimamente asociada a la obesidad (Schwartz et al., 1997; Schwartz et al., 2000). 

Al igual que la leptina, la insulina atraviesa la BBB y, a través de receptores localizados en 

el hipotálamo, principalmente en el ARC, promueve la supresión de la ingesta, estimulando la 

producción y expresión de POMC y disminuyendo la de NPY (Porte et al., 2005). Por lo tanto, 

la deficiencia de insulina provoca hiperfagia pero sin producir obesidad, dado que las células 

adiposas no son capaces de almacenar grasa en su ausencia (Schwartz et al., 2000). 
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3 GASTO ENERGÉTICO Y TERMOGÉNESIS 

El gasto energético está compuesto por tres factores: la tasa metabólica basal (BMR, basal 

metabolic rate), la actividad física y la termogénesis. La BMR hace referencia a la energía 

necesaria para el mantenimiento de la homeotermia y el metabolismo celular. La actividad 

física, por su parte, incluye la actividad tanto intencionada como no intencionada y la postura 

bípeda. El último factor, la termogénesis, se corresponde con la producción de calor que no está 

relacionada con la actividad física (Landsberg et al., 2009). En personas sedentarias, el 80% del 

gasto de energía se produce por la BMR, el 10% por la actividad física y el otro 10% por la 

termogénesis. En contraste, en personas activas, la actividad física, junto con la termogénesis, 

pueden alcanzar el 44% del gasto total de energía mientras que la BMR constituiría el 56% 

(Doucet et al., 2003; Landsberg et al., 2009).  

La termogénesis es esencial para los organismos homeotermos porque permite mantener 

su temperatura corporal estable. Se pueden diferenciar dos tipos de termogénesis: la 

termogénesis obligatoria y la termogénesis adaptativa. La termogénesis obligatoria es necesaria 

para el mantenimiento de la temperatura en estado de reposo en condiciones de 

termoneutralidad y se relaciona con las reacciones del metabolismo energético esenciales del 

organismo y con la regulación del efecto térmico que produce la ingesta de alimentos. (Himms-

Hagen, 1989a). Este tipo de termogénesis puede englobarse en la BMR puesto que no se 

producen grandes variaciones en ella. La termogénesis adaptativa, por el contrario, se 

corresponde con procesos metabólicos que pueden ser rápidamente activados o suprimidos en 

respuesta a estímulos externos como el frío o una dieta hipercalórica. En ella se incluyen la 

energía disipada en forma de calor a través del movimiento de temblor del músculo esquelético 

o a través de la activación del BAT (Himms-Hagen, 1989a, b). 

La termogénesis del BAT es especialmente relevante en pequeños mamíferos puesto que 

les permite generar calor independientemente de la termogénesis mediada por temblor del 

músculo esquelético, lo cual posibilita sobre todo exposiciones a frío prolongadas (Cannon and 

Nedergaard, 2004). El BAT es un órgano especializado en la generación de calor y, en roedores, 

se localiza en las regiones interescapular, subescapular, axilar, perirrenal y periaórtica (Cannon 

and Nedergaard, 2004). Hasta hace pocos años, se consideraba que el BAT era solo relevante 

en mamíferos hibernantes, roedores y humanos recién nacidos (Cannon and Nedergaard, 2004; 

Whittle et al., 2011) pero, mediante tomografía por emisión de positrones se han encontrado 

regiones de BAT funcional en humanos adultos localizadas de manera dispersa pero definidas 

en la zona supraclavicular, el cuello, áreas intercostales, región perirrenal y periaórtica (Cypess 

et al., 2009; Nedergaard et al., 2010). La termogénesis de BAT en humanos puede llegar a 

contribuir en un 5% al gasto energético (van Marken Lichtenbelt and Schrauwen, 2011). Por 

ello, se ha postulado como un recurso adicional en las estrategias de tratamiento de la obesidad 

(Whittle et al., 2011). 

Aunque el BAT está compuesto por adipocitos, denominados adipocitos marrones, éstes 

presentan características tanto anatómicas como funcionales muy diferentes a los adipocitos 

blancos del tejido adiposo blanco (WAT, white adipose tissue). Los adipocitos marrones tienen 

forma poligonal con gotas lipídicas multiloculares y numerosas mitocondrias que contienen 

citocromos con hierro otorgando la coloración marrón al tejido (Contreras et al., 2015; Labbe 

et al., 2015). En cambio, los adipocitos blancos son principalmente depósitos de grasa con muy 
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pocas mitocondrias y una única gota lipídica de gran tamaño donde se almacena el exceso de 

energía (Contreras et al., 2015; Labbe et al., 2015). Además, proceden de células precursoras 

distintas puesto que se ha visto que, antes de su diferenciación, ya expresan diferentes genes 

(Sanchez-Gurmaches and Guertin, 2014; Seale et al., 2008; Shan et al., 2013).  

Los adipocitos marrones están especializados en la disipación de energía en forma de calor 

gracias a la presencia de la proteína desacoplante 1 (UCP1, uncoupling protein 1) en las 

mitocondrias (Kozak et al., 1988; Nicholls et al., 1978). En el proceso de fosforilación oxidativa 

de las mitocondrias, la cadena de transporte electrónico produce un gradiente de protones que 

son utilizados por la ATP sintasa para dar lugar a ATP a partir de ADP. Sin embargo, en las 

mitocondrias de estos adipocitos, este proceso se ve modificado por UCP1, la cual permite una 

vía de paso opcional a estos protones, eludiendo la ATP sintasa y produciendo calor (Silva, 

2006; Zingaretti et al., 2009). 

Recientemente se ha descubierto un nuevo tipo de adipocito, denominado adipocito beige, 

que pueden aparecer en el WAT en respuesta a un estímulo termogénico, proceso denominado 

browning, y que tiene capacidad termogénica (Contreras et al., 2014; Young et al., 1984) 

(Imagen 3). Este tipo de adipocitos deriva de células precursoras distintas de los adipocitos 

marrones pero cercanas al linaje de los adipocitos blancos (Wu et al., 2012). Pese a ello, 

presentan las mismas características morfológicas y moleculares de los adipocitos marrones y 

actúan como tal, aunque su poder termogénico in vivo es mucho menor que el de los adipocitos 

marrones (Petrovic et al., 2010; Shabalina et al., 2013). De hecho, se ha visto que, en humanos, 

el BAT localizado en la zona supraclavicular presenta un perfil de biomarcadores más similar 

al de los adipocitos beige que al de los adipocitos marrones (Jespersen et al., 2013; Wu et al., 

2012). 
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Imagen 3. Adipocitos marrones, beige y blancos. Creado con Biorender.com. 

 

Para que se produzca el fenómeno de browning, existen varios factores que son 

imprescindibles. Ente ellos, los más relevantes son la expresión del receptor gamma activado 

por el proliferador de peroxisomas (PPARγ, peroxisome proliferator-activated receptor 

gamma), 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). Estes factores junto con UCP1 se 

emplean como marcadores de termogénesis tanto del browning del WAT como del BAT 

(Contreras et al., 2015). PPARγ es un factor de transcripción esencial para la supervivencia de 

los adipocitos marrones y blanco (Spiegelman et al., 2000) y además promueve la formación 

de adipocitos beige induciendo la expresión de UCP1 y PGC1α a través de la activación de 

PRDM16 (Ohno et al., 2012; Petrovic et al., 2010; Seale, 2010; Seale et al., 2008). PGC1α 

controla la biogénesis mitocondrial y factores respiratorios mitocondriales lo que la hace 

esencial para el correcto funcionamiento de la termogénesis (Puigserver et al., 1998; Uldry et 

al., 2006; Wu et al., 1999). PRDM16, al igual que PPARγ, está implicado en la regulación de 

genes del BAT y WAT (Fruhbeck et al., 2009), siendo necesaria su asociación con PGC1α para 

estimular genes específicos del BAT (Kajimura et al., 2008). Por el otro lado, está la proteína 

RIP140, un receptor nuclear que ejerce una función opuesta puesto que suprime la expresión 

de UCP1 e inhibe la biogénesis mitocondrial y el metabolismo oxidativo implicado en la 

termogénesis (Christian et al., 2005; Leonardsson et al., 2004; Powelka et al., 2006). Por ello, 
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su eliminación en el WAT favorece la formación de adipocitos beige (Christian et al., 2005; 

Leonardsson et al., 2004).  

Tanto el BAT como el WAT se encuentran inervados por fibras del SNS, el cual promueve 

la termogénesis del BAT y la movilización de lípidos del WAT (Bartness et al., 2014; Brito et 

al., 2008; Cannon and Nedergaard, 2004; Villarroya and Vidal-Puig, 2013; Whittle et al., 2011) 

gracias a la presencia de receptores β3 adrenérgicos al menos en roedores (β3-AR; β3-

adrenergic receptor) (Carpéné et al., 1998; Collins et al., 2004; Cypess et al., 2015). La 

administración de agonistas adrenérgicos estimula la termogénesis del BAT y el browning del 

WAT, mientras que la administración subcutánea de antagonistas de los β3-AR disminuyen la 

termogénesis del BAT y el browning el WAT (Bartness et al., 2010; Contreras et al., 2017b; 

Giralt and Villarroya, 2013; Lage et al., 2016; Lopez et al., 2010b; Martinez de Morentin et al., 

2014). El tipo de receptores que se expresa en BAT en humanos todavía no está claro (Riis-

Vestergaard et al., 2019). 

El SNS es esencial para la activación de la termogénesis del BAT. Cuando aumenta el tono 

de los nervios simpáticos que inervan el BAT, se produce la liberación de noreprinefina (NE, 

norepinephrine) en las terminaciones que activan los β3-AR. Estos receptores están acoplados 

a proteínas G que activan la adenilato ciclasa (AC, adenylate ciclase) y desencadenan una 

elevación del adenosín monofosfato cíclico (cAMP). Este aumento del cAMP activa la proteína 

quinasa A (PKA, protein kinase A), la cual promueve la termogénesis y la activación de la 

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

kinase) (Cannon and Nedergaard, 2004; Contreras et al., 2015). PKA tiene efectos agudos y 

crónicos en el BAT. Entre los efectos agudos cabe destacar el incremento de la lipolisis de los 

ácidos grasos gracias a la activación de la lipasa sensible a hormona (HSL, hormone sensitive 

lipase), la lipasa adipocítica de triglicéridos (ATGL, adipose triglyceride lipase) y la 

monoacilglicerol lipasa (MGL, monoacylglycerol lipase) que hidrolizan estos ácidos grasos 

dando lugar a la liberación y elevación de ácidos grasos libres en el citosol. Estos ácidos grasos 

libres son importados al interior de la mitocondria por la carnitina palmitoiltransferasa 1a 

(CPT1a carnitine palmitoyltransferase 1a) donde se oxidan para dar lugar a NADH y FADH, 

los cuales también se oxidan en la cadena de transporte electrónico (Cannon and Nedergaard, 

2004; Contreras et al., 2015; Holm et al., 1987; Morimoto et al., 2001). Esta oxidación genera 

un gradiente de protones que son después desacoplados por UCP1 para producir calor. En 

cuanto a los efectos crónicos de la estimulación del BAT, se encuentra el incremento de UCP1 

a través de p38 MAPK así como la estimulación de la biogénesis mitocondrial, hiperplasia e 

hipertrófica del BAT (Cannon and Nedergaard, 2004; Cao et al., 2001; Contreras et al., 2015; 

Lowell and Spiegelman, 2000) (Imagen 4).  
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Imagen 4. Mecanismo de regulación de la termogénesis en el BAT. Creado con Biorender.com. 

 

Sin embargo, este modelo no explica por completo la activación de la termogénesis. En el 

modelo estándar, UCP1 se encuentra inhibido por la unión de ADP y ATP pero esta inhibición 

es anulada por los ácidos grasos libres que se liberan de la gota lipídica por la acción de la 

ATGL (Cannon and Nedergaard, 2017). Diversos estudios han demostrado que, en ausencia de 

ATGL o enzimas activadas por ésta, es posible la termogénesis puesto que el BAT es capaz de 

captar ácidos grasos libres liberados por el WAT (Schreiber et al., 2017; Shin et al., 2017). En 

este modelo, los ácidos grasos libres actuarían como sustratos y activadores de UCP1 sin que 

el SNS estuviera implicado en la activación de la termogénesis. No obstante, se cree que en este 

modelo aún se necesitaría de un activador para UCP1, procedente de la estimulación del SNS, 

para que estos ácidos grasos libres que provienen del WAT tuvieran efecto, ya que muchos 

estudios han demostrado que el SNS es esencial para la activación de la termogénesis (Cannon 

and Nedergaard, 2017). Por lo tanto, el BAT no solo es capaz de aumentar el gasto energético 

sino que también es capaz de disminuir la concentración de lípidos y glucosa del plasma gracias 

a su captación y utilización como sustratos de la termogénesis (Bartelt et al., 2011; Contreras 

et al., 2015; Meyer et al., 2010). 

La termogénesis del BAT está regulada por distintos estímulos y hormonas periféricas que, 

a través de la integración de sus señales, principalmente en los núcleos del hipotálamo, 

controlan la activación del SNS hacia el BAT. Así, las hormonas tiroideas (THs, thyroid 

hormones), el estradiol (E2), el GLP-1, la proteína morfogenética del hueso 8b (BMP8b; bone 

morphogenetic protein 8B) y la nicotina entre otras muchas, son capaces de activar la 

termogénesis del BAT (Beiroa et al., 2014; Contreras et al., 2015; Gonzalez-Garcia et al., 2018; 
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Lopez et al., 2010b; Martinez de Morentin et al., 2014; Martinez de Morentin et al., 2012; 

Whittle et al., 2012). 

 

4 HIPOTÁLAMO Y REGULACIÓN DE LA HOMEOSTASIS 

ENERGÉTICA 
 

El CNS es el encargado de recoger todas las señales periféricas para integrarlas y regular 

la homeostasis energética mediante un proceso complejo que involucra varias regiones del 

encéfalo que van desde la corteza hasta el tronco encefálico, siendo el hipotálamo una de las 

regiones más relevantes en esta regulación (Williams et al., 2001). El hipotálamo desempeña 

un papel fundamental en la integración de señales aferentes que llegan al CNS, puesto que 

recoge la información, “la compara” con los niveles fisiológicos y posteriormente activa 

respuestas autónomas, endocrinas y conductuales para mantener la homeostasis (Saper and 

Lowell, 2014). Se encuentra situado debajo del tálamo y contiene circuitos neuronales 

altamente conservados que controlan funciones básicas como el metabolismo energético 

(Lopez et al., 2007b; Saper and Lowell, 2014), el balance hídrico y electrolítico, la 

termorregulación, las respuestas a estrés, la reproducción y los ciclos de vigilia y sueño (Saper 

and Lowell, 2014). 

El hipotálamo se puede dividir en tres partes desde la zona rostral a la caudal. La parte 

rostral, o área preóptica, se encuentra encima de los quiasmas ópticos y contiene circuitos claves 

para la termorregulación, la fiebre, el balance electrolítico, los ciclos de vigilia y sueño, los 

ritmos circadianos y el comportamiento sexual. La parte media, también denominada área 

tuberal, incluye tanto circuitos integradores para la termorregulación e ingesta como circuitos 

de respuesta para el comportamiento sexual, la agresividad y muchas otras respuestas 

autónomas y endocrinas. La parte posterior, o área posterior, juega un papel importante en la 

regulación de la vigilia y las respuestas a estrés, puesto que proyecta al hipocampo y al sistema 

de excitación (Saper and Lowell, 2014). 

Las distintas áreas del hipotálamo están organizadas en grupos poblacionales de neuronas 

definidos anatómicamente, denominados núcleos hipotalámicos, que forman circuitos 

neuronales interconectados entre sí a través de proyecciones axonales. Estos núcleos regulan la 

expresión de distintos neurotransmisores y neuromoduladores específicos en función a las 

señales periféricas (Lopez et al., 2007b). Dentro de estos núcleos, algunos de los más relevantes 

en la regulación de la homeostasis energética son: el núcleo arcuato (ARC, arcuate nucleus), el 

núcleo paraventricular (PVH, paraventicular nucleus), el núcleo dorsomedial (DMH 

dorsomedial hypothalamic nucleus), el núcleo ventromedial (VMH ventromedial hypothalamic 

nucleus) y el área lateral hipotalámica (LHA, lateral hypothalamic area) (Imagen 5).  
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Imagen 5. Núcleos del hipotálamo. Creado con Biorender.com. 

 

4.1 NÚCLEO ARCUATO 

El ARC es uno de los núcleos del hipotálamo más importantes en la regulación de la 

ingesta. Se localiza en la parte inferior del hipotálamo, alrededor del tercer ventrículo e 

inmediatamente por encima de la eminencia media, la cual no se encuentra totalmente aislada 

de la circulación por la BBB y por lo tanto permite el paso de señales periféricas como la 

insulina, la leptina, la glucosa y la grelina, entre otras (Palkovits, 2003; Simpson et al., 2009; 

Williams et al., 2001). Esta posición estratégica hace del ARC el lugar perfecto para integrar 

estas señales de manera rápida. 

Dentro del ARC, encontramos dos poblaciones neuronales muy heterogéneas que se 

encargan del control de la ingesta de manera opuesta. La primera población se localiza en la 

parte media del núcleo y corresponde con neuronas que estimulan la ingesta a partir de la 

expresión de neuropéptidos orexigénicos, como el neuropéptido Y (NPY, neuropeptide Y) y 

péptido relacionado con agutí (AgRP, agouti-related peptide). La segunda población de 

neuronas se encuentra en la parte lateral del núcleo y se encarga del efecto contrario, de 

disminuir la ingesta, a través de la expresión de neuropéptidos anorexigénicos como la 

proopiomelanocortina (POMC, proopiomelanocortin) y el transcrito regulado por cocaína y 

anfetamina (CART, cocaine- and amphetamine-regulated transcript). Estas dos poblaciones no 

solo son capaces de interactuar entre sí, sino que también proyectan sus axones a neuronas de 
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segundo orden localizadas principalmente en el núcleo paraventricular del hipotálamo (PVH) 

(Lopez et al., 2007a; Palkovits, 2003; Simpson et al., 2009; Valassi et al., 2008). 

4.1.1 Neuronas NPY/AgRP 

El neuropéptido NPY está compuesto por 36 aminoácidos y se expresa ampliamente en 

todo el CNS, sin embargo la mayoría de las neuronas que lo expresan  se encuentran en el ARC 

(Gehlert et al., 1987). NPY es un gran regulador del balance energético puesto que su 

administración central es capaz de incrementar la ingesta (Clark et al., 1984; Stanley et al., 

1986) y de reducir la termogénesis del BAT (Egawa et al., 1991; Shi et al., 2013). NPY actúa a 

través de 5 tipos de receptores (Y1-Y5), pero principalmente ejerce sus acciones orexigénicas 

a través del Y1 y el Y5 (Nguyen et al., 2012). El 90% de las neuronas que expresan este 

neuropéptido en el ARC también coexpresan el neuropéptido AgRP (Valassi et al., 2008). Este 

neuropéptido se considera otro de los neuropéptidos orexigénicos más potentes puesto que, su 

administración central o su sobreexpresión génica, llevan a un incremento crónico de la ingesta 

y una disminución el gasto energético (Graham et al., 1997; Ollmann et al., 1997; Small et al., 

2003). 

Estas neuronas expresan receptores para las señales hormonales aferentes, lo que permite 

este control de la homeostasis energética. Así, leptina e insulina inhiben la expresión de estes 

péptidos (Schwartz et al., 1992; Wang et al., 1997) mientras que la grelina es capaz de aumentar 

su expresión (Kamegai et al., 2001). Además, estas neuronas tienen proyecciones que alcanzan 

neuronas localizadas en el PVH, LHA, VMH, DMH y el área perifornical (PFA; perifornical 

area) (Simpson et al., 2009; Valassi et al., 2008). 

4.1.2 Neuronas POMC/CART 

POMC es un precursor polipeptídico, que una vez escindido por una enzima prohormona 

convertasa, da lugar a una serie de hormonas entre las que se encuentra la hormona estimuladora 

de melanocitos alfa (α-MSH, alpha melanocyte stimulating hormone), uno de los principales 

reguladores del balance energético (Valassi et al., 2008). Esta melanocortina ejerce sus efectos 

a través de receptores acoplados a proteína G, denominados receptores de melanocortina, dentro 

de los cuales los receptores 3 y 4 (MC3R y MC4R, melanocortin receptors 3 and 4) se localizan 

en el cerebro y, concretamente, MC4R se expresa en el hipotálamo, sobre todo en el PVH (Kishi 

et al., 2003; Mountjoy et al., 1994; Simpson et al., 2009). La unión de α-MSH al receptor MC4R 

inhibe la ingesta, por lo que la deficiencia de MC4R o el uso de antagonistas causa obesidad e 

hiperfagia (Cone, 2006; Huszar et al., 1997). Estudios recientes en humanos han demostrado 

que mutaciones en el MC4R están asociadas con obesidad, validando la importancia del sistema 

de melanocortinas en la regulación de la homeostasis energética (Farooqi et al., 2003). 

La mayoría de las neuronas POMC en el ARC coexpresan también CART. CART es un 

precursor de péptidos inhibidores de la ingesta como han demostrado diversos estudios en los 

que se ha administrado centralmente (Kristensen et al., 1998; Thim et al., 1998), siendo incluso 

capaz de modular los efectos producidos por NPY, disminuyéndolos (Kristensen et al., 1998; 

Lambert et al., 1998; Wang et al., 2000). También modula el gasto energético, estimulando la 

termogénesis en el BAT (Kotz et al., 2000).  

La expresión de estes dos péptidos también está regulada por las señales hormonales 

periféricas, como es el caso de la leptina. Así, al aumentar la leptina circulante, se activa la 
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expresión de los péptidos POMC y CART (Elias et al., 1999; Elias et al., 1998; Schwartz et al., 

1997). 

4.2 NÚCLEO VENTROMEDIAL 

El VMH es un núcleo altamente conservado en las especies que está formado por células 

bilaterales y que se encuentra situado en la base del hipotálamo, al lado del tercer ventrículo y 

por encima del ARC (McClellan et al., 2006). Juega un papel muy importante en la regulación 

de homeostasis energética como han demostrado diversos estudios en los que, lesiones en esta 

región, llevaban al desarrollo de un fenotipo obeso (Hetherington and Ranson, 1940; Shimizu 

et al., 1987). También es un núcleo importante en la regulación de la homeostasis de la glucosa 

debido a la alta expresión de los receptores de leptina (LepR, leptin receptor) e insulina (IR, 

insulin receptor) (Elmquist et al., 1998; Minokoshi et al., 1999; Paranjape et al., 2011; Song et 

al., 2001) y en la regulación del gasto energético través de la termogénesis del BAT (Holt et al., 

1987; Hugie et al., 1992). Además, está implicado en procesos como el comportamiento sexual 

femenino y la función cardiovascular (McClellan et al., 2006; Shimogawa et al., 2014).  

En el VMH se pueden diferenciar distintos tipos neuronales en función de su expresión 

génica. Así, encontramos la expresión del factor esteroidogénico 1 (SF1, steroidogenic factor 

1), el receptor canabinoide 1 (CB1, cannabinoid receptor 1), cerebelin 1 (Cbln1, cerebellin 1), 

el factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF, brain-derived neurotrophic factor), el 

receptor de progesterona (PR, progesterone receptor) y el receptor de estrógenos alfa (ERα, 

estrogen receptor alpha), entre otros (Choi et al., 2013; Segal et al., 2005). De todos ellos, SF1 

es el único gen expresado exclusivamente del VMH en todo el CNS (Ikeda et al., 1995), siendo 

esencial para el correcto desarrollo del núcleo (Davis et al., 2004; Kurrasch et al., 2007) y para 

la modulación del balance energético ya que su delección da lugar a un fenotipo obeso (Majdic 

et al., 2002). Además, estas neuronas que expresan SF1 contienen una elevada expresión de los 

LepR (Dhillon et al., 2006). El BDNF también es otro factor que se expresa altamente en el 

VMH y está relacionado con el control de la masa corporal (Lyons et al., 1999; Rios et al., 

2001; Wang et al., 2020b) y con los efectos anorexigénicos de la leptina, la cual aumenta la 

expresión de este factor (Komori et al., 2006). 

El VMH tiene muchas conexiones con otras áreas cerebrales implicadas en la homeostasis 

energética entre las cuales se encuentran tanto otras regiones del hipotálamo como el DMH, 

LHA y PVH como regiones extrahipotalámicas como el tronco cerebral, la amígdala y la 

eminencia media (Palkovits, 2003; Renaud and Martin, 1975; Seoane-Collazo et al., 2015; 

Wang et al., 2007). El VMH también recibe proyecciones neuronales de otras áreas como el 

ARC procedentes de las neuronas NPY, AgRP y POMC (Simpson et al., 2009) y para las cuales 

expresa los receptores Y1, Y5 y MC4R (Li and Davidowa, 2004; Lopez-Valpuesta et al., 1996).  

La relevancia del núcleo VMH en la homeostasis de la glucosa se demostró por primera 

vez en estudios de estimulación eléctrica. En ellos, al estimular eléctricamente el VMH, se 

produce un aumento de la glucosa en sangre debido a una activación de la glucogenólisis en el 

hígado (Shimazu et al., 1966). Esta hiperglucemia producida por la estimulación del VMH está 

mediada por hormonas gluconeogénicas como el glucagón y por la inervación simpática del 

hígado (Shimazu and Amakawa, 1968; Shimazu and Fukuda, 1965; Shimazu and Minokoshi, 

2017). Por otro lado, y en contraste con estos resultados, el VMH también aumenta la captación 

de glucosa en tejidos periféricos como el BAT, corazón y músculo esquelético (Shimazu et al., 

1991; Sudo et al., 1991). La administración de leptina en este núcleo aumenta esta captación 

por los tejidos periféricos y es suprimida al denervar el SNS, poniendo de manifiesto la 
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importancia de la leptina y del eje VMH-SNS en la regulación de la homeostasis de la glucosa 

por el VMH (Minokoshi et al., 1999; Minokoshi et al., 1986). 

Otro pilar de la homeostasis energética es el gasto energético, donde el VMH es 

considerado uno de los principales reguladores gracias a la modulación de la termogénesis del 

BAT y la estimulación del browning en el WAT (Contreras et al., 2016). La estimulación 

eléctrica el VMH produce un aumento de la temperatura del BAT, efecto que se inhibe con el 

bloqueo de los β3-AR (Perkins et al., 1981) poniendo de nuevo de manifiesto la importancia 

del eje VMH-SNS en la modulación de los tejidos periféricos. Diversas señales periféricas 

actúan a través este eje modulando la termogénesis del BAT y el browning del WAT como son 

las hormonas tiroideas (THs, thyroid hormones)  (Alvarez-Crespo et al., 2016; Lopez et al., 

2010b; Martinez-Sanchez et al., 2017a), BMP8B (Martins et al., 2016; Whittle et al., 2012), la 

leptina (Tanida et al., 2013), el E2 (Gonzalez-Garcia et al., 2018; Gonzalez-Garcia et al., 2017; 

Martinez de Morentin et al., 2014; Tanida et al., 2013), los análogos de GLP-1 (Beiroa et al., 

2014) y drogas como la nicotina (Martinez de Morentin et al., 2012; Seoane-Collazo et al., 

2014). Además, lípidos complejos como las ceramidas, también están implicados en la 

regulación de la termogénesis en este núcleo. La acumulación de ceramidas en el VMH provoca 

lipotoxicidad que da lugar a un aumento del estrés del retículo endoplasmático (ER, 

endoplasmic reticulum) y a una reducción del tono símpático del BAT, disminuyendo la 

termogénesis (Contreras et al., 2014). Así, la sobreexpresión de la proteína regulada por glucosa 

78 (GRP78, glucose regulated protein 78), también conocida como BiP, específicamente en el 

VMH reduce el estrés de ER, favoreciendo la termogénesis en el BAT y el browning del WAT 

(Contreras et al., 2014; Contreras et al., 2017a; Linares-Pose et al., 2018).  

4.3 NÚCLEO DORSOMEDIAL 

El DMH se localiza a ambos lados del tercer ventrículo, dorsalmente al VMH, y está 

implicado en procesos fisiológicos tales como el apetito, el estrés, la termorregulación y los 

ritmos circadianos (Schneeberger et al., 2014). Además, tiene la capacidad de integrar las 

señales hipotalámicas puesto que recibe numerosas proyecciones de los demás núcleos 

hipotalámicos como, por ejemplo, de las neuronas NPY/AgRP y POMC/CART del ARC y, a 

su vez, envía proyecciones a otros núcleos como el PVH y el VMH (Palkovits, 2003; Thompson 

et al., 1996). 

Diversos estudios revelaron la importancia del DMH en la regulación de la homeostasis 

energética. Lesiones en el DMH producían a una disminución de la ingesta y del peso corporal 

(Bernardis and Bellinger, 1987) mientras que su activación provocaba un aumento del gasto 

energético a través de un incremento de la termogénesis (Dimicco and Zaretsky, 2007). Dentro 

del DMH, se expresan una serie de neuropéptidos y receptores que están implicado en este 

control del balance energético entre los cuales encontramos el NPY y el LepR (Bi et al., 2001; 

Mercer et al., 1996). La deficiencia del LepR en el DMH lleva a una reducción de la 

termogénesis del BAT, incrementando la masa corporal, y la administración de leptina en este 

núcleo provoca un aumento de la termogénesis del BAT y de la temperatura corporal (Contreras 

et al., 2014; Enriori et al., 2011; Rezai-Zadeh et al., 2014). Por otro lado, el neuropéptido NPY 

tiene efecto sobre la ingesta pero, a diferencia del ARC, su expresión es independiente de la 

leptina (Bi et al., 2003). La sobreexpresión de este neuropéptido en el DMH provoca un 

aumento de la ingesta y por lo tanto un incremento del peso corporal (Yang et al., 2009). 

Además, influye en el gasto energético puesto que su ausencia en este núcleo promueve un 

aumento del browning del WAT y la termogénesis del BAT (Chao et al., 2011). 
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4.4 NÚCLEO PARAVENTRICULAR 

El PVH se localiza en el hipotálamo anterior, a ambos lados del tercer ventrículo, y juega 

un papel importante en la regulación de la homeostasis energética ya que integra numerosas 

aferencias de otras regiones hipotalámicas y del tronco cerebral, así como señales del estado 

fisiológico del organismo (Sutton et al., 2016). Además, es el principal núcleo del hipotálamo 

que envía proyecciones a regiones extrahipotalámicas del cerebro como el NTS, al nervio vago 

y a la médula espinal (Palkovits, 1999). Por ello, lesiones en el PVH dan lugar a un incremento 

de la ingesta, con el consecuente desarrollo de obesidad (Aravich and Sclafani, 1983; Tokunaga 

et al., 1986). 

La función del PVH se encuentra estrechamente ligada con la ruta de las melanocortinas 

puesto que posee una alta expresión de los receptores  MC3R y MC4R (Kishi et al., 2003; 

Sutton et al., 2014) y axones procedentes de neuronas NPY/AgRP y POMC/CART del ARC 

(Cowley et al., 1999). Gracias a ello, es capaz de mediar los efectos en la ingesta de señales 

como la leptina. La leptina estimula la secreción de α-MSH por las neuronas POMC/CART del 

ARC, que activa los receptores de melanocortinas del PVH inhibiendo la ingesta (Qin et al., 

2018). Así, la expresión de MC4R en ratones obesos deficientes de MC4R revertía su hiperfagia 

a niveles basales (Balthasar et al., 2005). Además, la administración de agonistas de los 

receptores de melanocortinas en este núcleo aumenta el gasto energético (Cowley et al., 1999), 

posiblemente a través de un incremento de la termogénesis del BAT (Song et al., 2008). 

El PVH se divide en dos grandes regiones neuronales, la parvocelular y la magnocelular. 

Las neuronas magnocelulares liberan vasopresina y oxitocina al sistema circulatorio para 

regular el balance hídrico y el eje reproductor (Hill, 2012). La oxitocina también está implicada 

en la regulación de la ingesta, inhibiéndola (Arletti et al., 1990), y está regulada estrechamente 

por neuronas AgRP del ARC, las cuales pueden potenciar la ingesta a través de la inhibición de 

la liberación de oxitocina por el PVH (Atasoy et al., 2012). 

Las neuronas parvocelulares son las principales neuronas encargadas de proyectar sus 

axones al NTS, el nervio vago y la médula espinal, lo que les permite controlar directamente la 

termogénesis, la secreción pancreática, el flujo de glucosa hepática y la captación de glucosa 

periférica (Geerling et al., 2010; Hill, 2012). Estas neuronas envían axones a la eminencia media 

donde liberan hormonas que regulan la síntesis de hormonas hipofisarias. Estas hormonas son 

la hormona liberadora de corticotropina (CRH, corticotrophin-releasing hormone) y hormona 

liberadora de tirotropina (TRH, thyrotropin-releasing hormone). Ambas son también 

importantes en la regulación del balance energético, reduciendo la ingesta y activando la 

termogénesis del BAT (Arase et al., 1988; Hill, 2012), y están reguladas por las neuronas del 

ARC, siendo estimuladas por las neuronas POMC/CART e inhibidas por las neuronas 

NPY/AgRP (Pandit et al., 2011; Schwartz et al., 2000). Además, la TRH estimula la liberación 

de la hormona estimulante de la tiroides (TSH, thyroid stimulating hormone), por parte de la 

hipófisis, y de las THs por la tiroides, las cuales juegan un papel muy importante en el 

mantenimiento del balance energético (Hill, 2012; Martínez-Sánchez et al., 2014).  

4.5 ÁREA LATERAL HIPOTALÁMICA 

El LHA es otro de las áreas hipotálamicas que participa en la regulación de la ingesta. La 

estimulación de este núcleo da lugar a un incremento de la ingesta mientras que su lesión 

provoca una disminución, llegando incluso a anularla y, por consiguiente, disminuyendo el peso 

corporal (Anand and Brobeck, 1951; Delgado and Anand, 1953). Además, las lesiones en LHA 
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también dan lugar a alteraciones metabólicas y endocrinas como problemas de crecimiento y 

de la homeostasis de la glucosa (Bernardis et al., 1992; Bernardis and Bellinger, 1996).  

Numerosas señales, entre las que se incluyen estímulos metabólicos procedentes de otras 

áreas cerebrales, llegan al LHA donde se integran para regular la actividad, la ingesta y el estado 

de alerta según las condiciones nutricionales y ambientales (Goforth et al., 2014; Saper et al., 

2002). De hecho, el LHA recibe muchas proyecciones del ARC y contiene una gran cantidad 

de receptores Y5 que son los responsables de los efectos del NPY sobre la ingesta (Broberger 

et al., 1998; Hu et al., 1996). También contiene un número alto de neuronas sensibles a glucosa 

que responden a los niveles plasmáticos por medio de vías aferentes procedentes del hipotálamo 

(Bernardis and Bellinger, 1996). Asimismo, las neuronas del LHA proyectan a otros núcleos 

hipotalámicos como el ARC y al sistema mesolímbico, responsable del control hedónico del 

comportamiento de la ingesta (Pandit et al., 2011; Saper et al., 2002). 

El LHA está formado por una población grande y difusa de neuronas pero, entre ellas, se 

encuentran subpoblaciones definidas que expresan neuropéptidos orexigénicos como la 

hormona concentradora de melanina (MCH, melanin-concentrating hormone) y las orexinas o 

hipocretinas (OX, orexin) que estimulan la ingesta (Broberger et al., 1998; Sakurai et al., 1998). 

Terminaciones de las neuronas del ARC, NPY/AgRP y POMC/CART están en contacto con 

estas neuronas MCH y OX. 

4.5.1 Neuronas OX 

La OX presenta dos isoformas que proceden del mismo precursor. Éstas son la OX-A y 

OX-B que actúan a través de dos receptores de OX, el receptor de OX 1 y el receptor de OX 2 

(OX1R y OX2R, orexin receptor 1 and 2) (Lopez et al., 2010a). Estados de ayuno aumentan la 

expresión de OX y su administración central, aumenta la ingesta a través de la activación de 

OX1R y OX2R (Sakurai et al., 1998). La leptina también se considera un modulador importante 

de la expresión de las OX puesto que inactiva estas neuronas, disminuyendo su expresión 

(Lopez et al., 2000; Yamanaka et al., 2003). Otra acción de las OX es la regulación del ciclo 

sueño/vigilia, en donde su ausencia provoca narcolepsia, efecto que puede estar relacionado 

con la influencia de las OX en la ingesta que provocan estados de excitación y disminución del 

sueño (Chemelli et al., 1999; Hagan et al., 1999; Nishino et al., 2000). Las OX también 

participan de la modulación del gasto energético, aumentando la tasa metabólica y la actividad 

física y estimulando la termogénesis (Martins et al., 2016; Nixon et al., 2012; Tupone et al., 

2011). Muchas de estas acciones de las OX se deben gracias a las proyecciones que poseen 

estas neuronas tanto hacia otros núcleos del hipotálamo como el ARC, VMH y el PVH, como 

hacia regiones extrahipotalámicas como el NTS y áreas cerebrales implicadas en la regulación 

de la temperatura y consciencia (Peyron et al., 1998). 

4.5.2 Neuronas MCH 

  Las neuronas que expresan MCH se localizan principalmente en el LHA y presentan 

numerosas proyecciones a otras áreas cerebrales (Bittencourt et al., 1992). Al igual que las OX, 

su expresión se ve aumentada en estados de ayuno y su administración específica en el LHA da 

lugar a un aumento de la ingesta, además de provocar un aumento de la lipogénesis hepática y 

de la deposición de grasa en el WAT a través del sistema nervioso parasimpático (PSNS, 

parasympathetic nervous system) y el SNS, respectivamente (Imbernon et al., 2013; Qu et al., 

1996). Asimismo, la sobreexpresión de MCH induce obesidad y resistencia a insulina (Ludwig 

et al., 2001). Sus acciones en la homeostasis energética se llevan a cabo a través de receptores 
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MCH (MCHR, MCH receptor). En humanos se han descubiertos dos receptores, MCHR1 y 

MCHR2, mientras que en roedores solamente se ha identificado MCHR1 (Simpson et al., 

2009). La deficiencia de MCHR1 en ratones resulta en una resistencia a la obesidad inducida 

por dieta y a un aumento del gasto energético y de la actividad física (Chen et al., 2002). 

 

5 AMPK COMO SENSOR ENERGÉTICO 

El mantenimiento de la homeostasis energética de un organismo es un proceso complejo y 

muchos son los factores y señales que influyen en su regulación. A nivel celular, también es 

necesario que se mantenga el balance energético. La energía liberada en las células por 

biomoléculas es almacenada como ATP y los procesos metabólicos que necesitan de energía 

emplean este ATP. El consumo de ATP da lugar a sus precursores ADP y AMP, por lo que las 

ratios AMP:ATP y ADP:ATP aumentan en procesos de consumo de energía (Lopez et al., 

2016). La generación de ATP necesita permanecer en equilibrio con el consumo de ATP para 

que se puedan mantener las funciones celulares, con lo cual, las proteínas que sean capaces de 

monitorizar las ratios AMP:ATP y ADP:ATP son esenciales.  

Una de las proteínas capaces de responder a estas ratios es la proteína quinasa activada por 

AMP (AMPK, AMP-activated protein kinase), considerada el principal sensor y regulador de 

la homeostasis energética de las células eucariotas (Carling et al., 1987; Hardie, 2007). AMPK 

se expresa en diferentes tejidos incluyendo el cerebro, el hígado y el músculo esquelético. Es 

activada por fosforilación en respuesta a incrementos de AMP:ATP y ADP:ATP y restablece 

el balance energético inhibiendo procesos anabólicos que consumen ATP mientras promueve 

procesos catabólicos que generan ATP (Garcia and Shaw, 2017).  

AMPK participa principalmente en la regulación del metabolismo de lípidos y en la 

homeostasis de la glucosa. La regulación del metabolismo lipídico por vía de la AMPK tiene 

especial relevancia en el hígado y el hipotálamo. La activación de AMPK disminuye la 

expresión de la sintasa de ácidos grasos (FAS, fatty acid synthase), fosforila e inhibe la acetil-

CoA carboxilasa (ACC, acetyl-CoA carboxylase), la cual cataliza la carboxilación del acetil-

CoA para producir malonil-CoA, resultando en una disminución del malonil-CoA, y activa la 

decarboxilasa malonil-CoA (MCD, malonyl-CoA decarboxylase). Esto provoca una reducción 

de los sustratos de la vía anabólica de ácidos grasos y, por lo tanto, una inhibición de la síntesis 

de ácidos grasos. Además, también activa la oxidación de ácidos grasos por la reducción de los 

niveles de malonil-CoA, el cual es un inhibidor alostérico de la CPT1, enzima que importa 

ácidos grasos de cadena larga a la mitocondria para su oxidación (Kahn et al., 2005; Lopez et 

al., 2007a). AMPK también ejerce un potente efecto en el metabolismo de la glucosa, 

especialmente en el músculo y el hígado. En el músculo, la activación de AMPK incrementa la 

traslocación del transportador de glucosa 4 (GLUT4, glucosa transporter 4) a la membrana 

celular, favoreciendo el aumento de la captación de glucosa (Holmes et al., 1999) y fosforila la 

glucógeno sintasa (GS, glycogen synthase), reduciendo su actividad y disminuyendo la síntesis 

de glucógeno (Wojtaszewski et al., 2002). En el hígado, regula la gluconeogénesis por 

inhibición de la carboxiquinasa fosfoenolpiruvato (PEPCK, phosphoenolpyruvate 

carboxykinase) y la glucosa 6 fosfatasa (G6Pase, glucose-6-phosphatase) (Lochhead et al., 

2000). Por lo tanto, la activación de AMPK provoca una inhibición de la síntesis de ácidos 

grasos y de la gluconeogénesis mientras activa la oxidación de ácidos grasos y aumenta la 
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expresión de genes glucolíticos (Berasi et al., 2006; Clarke and Hardie, 1990; Horman et al., 

2002; Marsin et al., 2000; Marsin et al., 2002; Muoio et al., 1999). AMPK también participa en 

procesos celulares como la regulación del ciclo celular, el crecimiento celular, la biogénesis 

mitocondrial y la autofagia, entre otros (Carling and Viollet, 2015; Domenech et al., 2015). 

Además, AMPK regula el metabolismo y la homeostasis energética de todo el organismo, 

principalmente a través de sus efectos en el hipotálamo, puesto que integra señales hormonales 

y nutricionales que le permiten regular la respuesta neuronal para el control de la ingesta, el 

gasto energético y los ritmos circadianos (Bass and Takahashi, 2010; Kim and Lee, 2005; Lopez 

et al., 2016; Minokoshi et al., 2004). Por todo ello, alteraciones en la función de AMPK están 

implicadas en una diversidad de patologías entre las que se incluyen la obesidad, diabetes, 

resistencia a insulina, enfermedades cardiovasculares y cáncer (Kahn et al., 2005; Lage et al., 

2008; Namkoong et al., 2005; Qi and Young, 2015; Wang et al., 2016). 

 

5.1 ESTRUCTURA Y REGULACIÓN DE AMPK 

5.1.1 Estructura 

AMPK es una serotonina/treonina quinasa heterotrimérica ampliamente conservada en 

todas las especies eucariotas. Está compuesta por tres subunidades: una catalítica, la subunidad 

α, y dos subunidades reguladoras, β y γ. En mamíferos, cada subunidad es codificada por 

múltiples genes (α1, α2, β1, β2, γ1, γ2, γ3) que resultan en 12 posibles combinaciones de 

complejos AMPK con distintas distribuciones en los tejidos y órganos (Lopez et al., 2016). La 

subunidad α contiene un dominio quinasa N-terminal, un dominio autoinhibitorio y un dominio 

regulador C-terminal que es necesario para la interacción con las subunidades β y γ. La 

subunidad β actúa como unión entre la subunidad α y la γ a través de su dominio C- terminal y 

contiene un dominio de unión a glucógeno (Huynh et al., 2016). La subunidad γ contiene cuatro 

dominios de la cistationina β-sintasa (CBS; cystathione β-synthase domains) que permiten la 

unión de los nucleótidos adenina AMP, ADP y ATP, actuando como reguladores alostéricos 

(Gowans et al., 2013; Hardie et al., 2012). 

5.1.2 Regulación 

La fosforilación es el principal mecanismo de activación de AMPK, concretamente en la 

treonina 172 (Thr-172) que se encuentra en la subunidad catalítica α (Hawley et al., 1996). Este 

proceso está alostéricamente regulado por AMP y ADP y catalizado por varias quinasas 

upstream (Lopez et al., 2016). Su actividad también se encuentra regulada por la 

desfosforilación y la degradación por ubiquitinación, que provocan la disminución de su 

actividad (Davies et al., 1995; Qi and Young, 2015; Qi et al., 2008).  

La activación alostérica de AMPK está mediada por AMP y ADP, siendo AMP diez veces 

más potente que ADP y, además, también intervienen alostericamente en la inhibición de la 

desfosforilación por fosfatasas (Gowans et al., 2013; Oakhill et al., 2011; Ross et al., 2016). 

Esta activación alostérica promueve la fosforilación de AMPK por las quinasas upstream. Entre 

estas quinasas cabe destacar dos principalmente: la quinasa hepática B1, un supresor tumoral, 

(LKB1, liver kinase B1) y las calcio/calmodulina quinasa quinasas (CaMKK, 

calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase) CaMKKα o CaMKKβ (Carling 2008). 

LKB1 es una quinasa que se encuentra constitutivamente activa y es la principal quinasa que 

fosforila AMPK bajo condiciones de estrés energético, puesto que es necesaria para la 
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activación de AMPK en condiciones de AMP elevado (Claret et al., 2011; Hawley et al., 2003; 

Shaw et al., 2004; Woods et al., 2003). Las CaMKK también fosforilan a AMPK en la Thr172, 

siendo la CaMKKβ la más relevante en esta función (Anderson et al., 2008; Hawley et al., 2005; 

Hurley et al., 2005; Woods et al., 2005). Estas quinasas son activadas con incrementos en el 

calcio (Ca2+) intracelular, independientemente de AMP (Martinez de Morentin et al., 2016),. 

Existen otras quinasas que también activan a AMPK a través de la fosforilización, como la 

quinasa 1 activada por el factor de crecimiento transformante β (TAK1, transforming growth 

factor-β-activated kinase 1) y la quinasa supresora de Ras (KSR2, kinase suppressor of Ras) 

(Costanzo-Garvey et al., 2009; Momcilovic et al., 2006; Xie et al., 2006). Por otro lado, la 

desfoforilación de AMPK mediante fosfatasas como la proteína fosfatasa 2C α (PP2Cα, protein 

phosphatase 2C α) provocan su inhibición (Salminen et al., 2016; Steinberg et al., 2006). 

En base a todo esto, se ha propuesto un modelo de la regulación de la actividad de AMPK  

en el que participan varios mecanismos: 1) un mecanismo dependiente de AMP por el cual el 

incremento en AMP inhibe a la fosfatasa PP2Cα permitiendo que LKB1 que se encuentra 

constitutivamente activa incremente la fosforilación en la Thr172 de AMPK y su consecuente 

activación, 2) un mecanismo dependiente de Ca2+ e independiente de AMP en el cual, al 

incrementar el Ca2+ se activa la CaMKKβ, incrementando la fosforilación de AMPK (Lage et 

al., 2008; Sanders et al., 2007) y 3) un mecanismo independiente de AMP y de la fosforilación 

o desfosforilación que conlleva la disminución de la actividad AMPK por la formación de un 

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

death–inducing DNA fragmentation factor-α-like effector A) que permite la ubiquitinación y su 

posterior degradación (Lage et al., 2008; Qi et al., 2008) (Imagen 6).  

 

Imagen 6. Mecanismos de regulación de AMPK. Creado con Biorender.com. 
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5.2 AMPK EN EL HIPOTÁLAMO 

AMPK está altamente expresada en el hipotálamo donde las subunidades α1, α2, β1 se 

encuentran en los núcleos ARC, VMH, PVH y LHA (Lopez et al., 2016). Muchas hormonas y 

señales nutricionales que afectan a la ingesta y el gasto energético lo hacen vía activación o 

inhibición de AMPK en el hipotálamo, por lo que tiene un papel clave en la regulación de la 

homeostasis energética (Huynh et al., 2016) (Imagen 7).  

 

Imagen 7. Modulación del balance energético por AMPK en el hipotálamo. Creado con Biorender.com. 
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de regular la expresión de neuropéptidos en el hipotálamo. La sobreexpresión de AMPK 

aumenta la expresión de AgRP y NPY en el ARC y de MCH en el LHA durante el ayuno 

mientras que, la disminución de la expresión mediante isoformas dominantes negativas, 

disminuye la expresión de AgRP y NPY en el ARC (Minokoshi et al., 2004). Además, la 

modulación de AMPK presenta un efecto núcleo específico. En ratones deficientes de la 

isoforma α2 en las neuronas POMC se produce hiperfagia y, en consecuencia, obesidad. En 

cambio, la deficiencia de esta isoforma en neuronas AgRP da lugar a un fenotipo delgado 

dependiente, además, de la edad (Claret et al., 2007). 

También se ha visto que agentes farmacológicos que provocan una reducción de la ingesta, 

como agonistas de los receptores de melanocortinas, el C75 (un inhibidor de FAS) y la nicotina 

lo hacen a través de AMPK hipotalámica, inhibiéndola (Kim et al., 2004a; Martinez de 

Morentin et al., 2012; Minokoshi et al., 2004). Por el contrario, fármacos que estimulan la 

ingesta como la olanzapina, activan AMPK en el hipotálamo (He et al., 2014; Skrede et al., 

2014).  

Otro papel fundamental que ejerce AMPK en el hipotálamo es el de la regulación de la 

homeostasis de la glucosa en el CNS, donde la principal fuente de energía es la glucosa, y lo 

protege de condiciones hipoglucémicas. De esta manera, la administración 

intracerebroventricular de glucosa disminuye la actividad hipotalámica de AMPK mientras que, 

la inhibición de la utilización de la glucosa intracelular, la aumenta (Alquier et al., 2007; Kim 

et al., 2004b). Una de las funciones más importantes de AMPK en la hipoglucemia es la 

participación en la respuesta contrarreguladora de señales como el glucagón, la corticosterona 

y la epinefrina (Alquier et al., 2007; Fan et al., 2009; Han et al., 2005; McCrimmon et al., 2008). 

La inhibición de AMPK en el área mediobasal del hipotálamo da lugar a una disminución en la 

secreción de estas señales provocando una hipoglucemia grave y prolongada (Han et al., 2005; 

McCrimmon et al., 2008). Además, ratones deficientes en la isoforma α2 de AMPK en las 

neuronas POMC, presentan una ineficiente regulación de la homeostasis de la glucosa (Claret 

et al., 2007). 

AMPK también media las acciones de otras señales implicadas en el control de la 

producción de energía, como son la leptina, la cual es capaz de normalizar los niveles de glucosa 

en sangre en modelos de roedores de diabetes mellitus tipo 1 y tipo 2 y en pacientes con 

lipodistrofia (Coppari and Bjorbaek, 2012; Morton and Schwartz, 2011; Tanida et al., 2015; 

Tanida et al., 2013), y la fructosa, que incrementa la gluconeogénesis hepática en roedores 

(Kinote et al., 2012).  

5.3 AMPK Y GASTO ENERGÉTICO  

En los últimos años diversos estudios han puesto de manifiesto el papel de AMPK en la 

regulación de la termogénesis del BAT a través del SNS. De hecho, en estudios con ratones 

deficientes de la isoforma α2 se producía un incremento de los niveles de secreción urinaria de 

catecolaminas, lo que indicaba una hiperactivación del SNS (Viollet et al., 2003) mientras que, 

en otro estudio con ratones deficientes de tirosina fofatasa 1B, un inhibidor de la señalización 

de los IR y los LepR, se observó que la disminución de peso y la resistencia a la obesidad 

inducida por dieta de estos ratones estaba asociada a la inhibición de la isoforma α2, 

posiblemente por un aumento de la termogénesis, de la biogénesis mitocondrial y la oxidación 

muscular (Xue et al., 2009).  
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Puesto que AMPK media muchas de las acciones de las hormonas implicadas en el balance 

energético, los efectos sobre la termogénesis del BAT de muchas de ellas también se encuentran 

regulados a través de AMPK. Así, las THs regulan la termogénesis a través del VMH por 

inhibición de AMPK, (Lopez et al., 2010b; Martinez-Sanchez et al., 2017a). De la misma 

manera, la activación de la termogénesis producida por el E2 está mediada por AMPK en el 

VMH. (Martinez de Morentin et al., 2014). Por el contrario, la sobreexpresión de AMPK en 

animales tratados con E2 centralmente da lugar a una disminución de la termogénesis y, por lo 

tanto, previene de la pérdida de peso (Martinez de Morentin et al., 2014). Otras señales como 

BMP8B también inducen la termogénesis del BAT y el browning del WAT a través de la 

inhibición AMPK en el VMH el hipotálamo (Martins et al., 2016; Whittle et al., 2012). Todos 

estos hallazgos muestran al eje AMPK(VMH)-SNS-BAT como un mecanismo canónico de 

modulación del gasto energético (Contreras et al., 2015; Lopez et al., 2016). A través de este 

eje también actua la nicotina, que aumenta la termogénesis mediante la inhibición de AMPK 

en el hipotálamo y provoca una pérdida de peso (Martinez de Morentin et al., 2012; Seoane-

Collazo et al., 2014). Del mismo modo, el fármaco liraglutide, un análogo de GLP-1 utilizado 

para el tratamiento de la obesidad, también inhibe la AMPK hipotalámica dando lugar a una 

activación del BAT y del browning de WAT (Beiroa et al., 2014). 

 

6 ASTROCITOS 

Las células gliales son células no excitables localizadas en todo el sistema nervioso que 

han sido consideradas durante mucho tiempo como el “pegamento” celular del cerebro, con un 

papel pasivo, fundamentalmente actuando como soporte para las neuronas. Sin embargo, en los 

últimos años, se ha visto que están implicadas en numerosos aspectos de la función neuronal 

entre las que se incluyen regulación del metabolismo neuronal, neurogénesis, neuroprotección, 

sinaptogénesis y neurotransmisión (Barres, 1991; Fields and Stevens-Graham, 2002; García-

Cáceres et al., 2019; Tasker et al., 2012; Tsacopoulos and Magistretti, 1996). La glía es el tipo 

celular más abundante en el cerebro y se puede clasificar en dos tipos: (i) microglía y (ii) 

macroglía, donde se incluyen astrocitos, oligodendrocitos y tanicitos. La microglía es 

considerada como los macrófagos cerebrales puesto que actúan como la primera línea de 

defensa en el CNS en procesos como la inflamación y el daño cerebral (Loane and Kumar, 

2016). Por otro lado, dentro de la macroglía, los astrocitos son considerados el tipo de célula 

glial más abundante del cerebro (Camandola, 2018). La gran mayoría posee una forma 

estrellada con múltiples prolongaciones que irradian del cuerpo celular y que terminan en forma 

de pie en los vasos sanguíenos o en contacto con otros astrocitos, con el soma de las neuronas 

o con las sinapsis. Muchos de ellos presentan una proteína denominada proteína gliofibrilar 

acídica (GFAP, glial fibrillary acidic protein) que actúa como un filamento intermedio (García-

Cáceres et al., 2019; Garcia-Caceres et al., 2012). Además, poseen receptores, transportadores 

y enzimas que son capaces de responder a hormonas y factores metabólicos por lo que la 

producción, entrega y almacenamiento de energía en el cerebro depende en gran medida de 

ellos (Camandola, 2018; Levin et al., 2011; Zhou, 2018).  

Las células gliales también participan en la respuesta a lesiones o enfermedades gracias a 

que son capaces de activarse. Esta activación es un proceso por el cual la glía desarrolla un 

fenotipo hipertrófico o reactivo denominado como gliosis (Garcia-Caceres et al., 2012) el cual 
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está caracterizado por un aumento de proteínas estructurales específicas como GFAP y la 

vimentina (Ridet et al., 1996). Esta gliosis conduce a cambios funcionales que resultan en 

efectos beneficiosos sobre las neuronas, como la eliminación de células dañadas o muertas 

(Kreutzberg, 1996) o la reducción del estrés oxidativo (Lucius and Sievers, 1996). Sin embargo, 

una activación a largo plazo de estas células gliales puede desencadenar efectos perjudiciales, 

aumentando el daño tisular por la liberación de factores inflamatorios como las especies 

reactivas de oxígeno y las citoquinas (Johnstone et al., 1999; Sheng et al., 1996). Así, diversos 

estudios han indicado que la activación de células gliales hipotalámicas en respuesta a dieta alta 

en grasa (HFD, high fat diet) está implicada en la inflamación central y en la resistencia a 

insulina. De hecho, la inflamación hipotalámica es un proceso importante tanto en el desarrollo 

como en la perpetuación de la obesidad donde las células gliales juegan un papel fundamental 

en estos procesos inflamatorios (Dong and Benveniste, 2001; Streit et al., 2004). 

6.1 ASTROCITOS COMO SENSORES DE NUTRIENTES 

La barrera hematoencefálica se encuentra rodeada casi completamente por astrocitos, lo 

que permite su participación en la comunicación entre la periferia y el CNS. Por ello, los 

astrocitos juegan un papel crucial en la absorción, metabolización y almacenamiento de 

metabolitos procedentes de la sangre. Además, se encuentra estrechamente conectados entre sí 

por uniones gap por lo que son capaces de transmitir selectivamente nutrientes y moléculas 

señalizadoras (Camandola, 2018). Así, metabolitos como la glucosa, ácidos grasos y cuerpos 

cetónicos dependen en gran medida de los astrocitos. Esto permite que también participen en la 

modulación del entorno local de las neuronas especializadas del hipotálamo que son capaces de 

detectar nutrientes. 

La glucosa es la principal fuente de energía del cerebro y las concentraciones de glucosa a 

nivel central juegan un papel crítico en la regulación del metabolismo energético (Pénicaud et 

al., 2002). Aunque existen neuronas sensoras de glucosa capaces de regular la glucemia, 

muchas de ellas localizadas en el hipotálamo, no actúan de manera solitaria sino que reciben 

ayuda de los astrocitos que también participan en el transporte y metabolismo de la glucosa 

(Levin et al., 2011; Pellerin, 2005), y entonces en la modulación de la glucemia (Lam et al., 

2005), además de proporcionar glucosa al espacio extracelular del cerebro para su captación 

por las neuronas. Los astrocitos cooperan junto con las neuronas glucosensoras para la 

detección de los niveles de glucosa, gracias a la expresión de receptores de glucosa como 

GLUT1 y GLUT2. Así, se ha visto que, en roedores, la hiperglucemia reduce la expresión de 

GLUT1 en astrocitos hipotalámicos provocando una alteración de la detección de glucosa que 

lleva a la incapacidad de reducir la producción de glucosa sistémica (Chari et al., 2011). Esta 

alteración era restaurada con la sobreexpresión de GLUT-1 en astrocitos del hipotálamo (Chari 

et al., 2011). Además, a través de estos receptores captura y almacena glucosa en forma de 

glucógeno a partir del cual producen lactato que es transferido a las neuronas como sustrato 

energético (Garcia-Caceres et al., 2012). El lactato es transportado a través de transportadores 

de monocarboxilato (MCT, monocarboxylate transporter) dentro de los cuales MCT- 1 y MCT-

4 se expresan en los astrocitos. Esto permite que los astrocitos también participen en la 

regulación de la concentración de lactato (Bergersen, 2007). De hecho, se ha visto que las 

neuronas OX utilizan específicamente el lactato derivado de los astrocitos y su actividad 

depende en gran medida de estas concentraciones de lactato (Parsons and Hirasawa, 2010). 

Cuando existe una baja disponibilidad de glucosa, es necesario la utilización de los ácidos 

grasos y cuerpos cetónicos para mantener la homeostasis metabólica. La homeostasis lipídica 

es esencial para el correcto funcionamiento de las neuronas y es principalmente controlada por 



ÁNXELA MARÍA ESTÉVEZ SALGUERO 

52 
 

los astrocitos (Pfrieger, 2003). Esto es gracias a que producen uno de los transportadores 

lipídicos más abundantes del cerebro como es la apolipoproteína E (ApoE) (Boyles et al., 1985; 

Shen et al., 2009). Esta ApoE no solo se encarga del transporte de lípidos, sino que también 

actúa como un factor de saciedad. Así, la administración central de ApoE reduce la ingesta, 

mientras que la neutralización de la ApoE endógena con anticuerpos anti-ApoE, la estimula 

(Shen et al., 2008). Además, la ApoE también está ligada a la señalización de la leptina a nivel 

central. En estados de ayuno y obesidad, la ApoE se encuentra reducida, pero aumenta con el 

tratamiento con leptina (Shen et al., 2009). Por otro lado, los cuerpos cetónicos son también 

una fuente importante de energía en situaciones hipoglucémicas. Los cuerpos cetónicos no solo 

se obtienen de la circulación sino que también pueden ser sintetizados a través de la oxidación 

de los ácidos grasos en los astrocitos, siendo las únicas células del cerebro capaces de hacerlo 

(Edmond, 1992). Esta cetogénesis en astrocitos es un proceso flexible y está mediada, en parte, 

por AMPK, donde su activación estimula la producción de cuerpos cetónicos por parte de los 

astrocitos (Blázquez et al., 1999). De hecho, AMPK podría estar desempeñando un papel 

protector en situaciones de estrés, como por ejemplo en estados de hipoxia, aumentando el 

aporte de cuerpos cetónico a las neuronas (Blázquez et al., 1999). Además, esta cetogénesis 

también podría impedir los efectos perjudiciales provocados por la síntesis y acumulación de 

ceramidas en el cerebro que dan lugar a la apoptosis (Blázquez et al., 2000). En el hipotálamo, 

la producción de cuerpo cetónicos es relativamente elevada en comparación con otras regiones 

del cerebro (Hawkins and Biebuyck, 1979; Taib et al., 2013) llegando incluso a ser importantes 

mediadores de la ingesta. Altos niveles de cuerpos cetónicos en el ARC y el VMH indican que 

existe un aumento de la ingesta de grasas y, por lo tanto, se reduce la ingesta de calorías (Le 

Foll et al., 2014). 

6.2 ASTROCITOS COMO MEDIADORES DE LAS SEÑALES HORMONALES 

Al igual que las neuronas, los astrocitos poseen una amplia gama de receptores que les 

permiten responder a numerosas hormonas que participan de la regulación del balance 

energético. De esta manera, los astrocitos pueden estar jugando un papel relevante en el control 

de la homeostasis energética, siendo de especial relevancia los astrocitos que se localizan en el 

hipotálamo. Entre los receptores que poseen se incluyen receptores para leptina, insulina, 

grelina, GLP-1 y THs, entre otros. La respuesta a estas hormonas provoca, en muchos casos, 

cambios morfológicos y bioquímicos en los astrocitos hipotalámicos. Por ejemplo, se ha visto 

que cambios en los niveles circulantes de leptina modifican tanto la expresión de 

transportadores de glucosa y glutamato en los astrocitos como las extensiones que revierten a 

los contactos sinápticos de las neuronas adyacentes (Fuente-Martin et al., 2012; Garcia-Caceres 

et al., 2011). Así, la ablación de los receptores de leptina en los astrocitos hipotalámicos lleva 

a una disminución de las proyecciones de los astrocitos sobre las neuronas POMC, además de 

a una modulación de la actividad eléctrica de las neuronas POMC y AgRP, ocasionando una 

respuesta anorexigénica atenuada (Kim et al., 2014). Por otro lado, la obesidad inducida por 

dieta da lugar a una respuesta en los astrocitos opuesta a la que se da en las neuronas puesto 

que aumenta la expresión de receptores de leptina en los astrocitos (Hsuchou et al., 2009). 

Además, sorprendentemente, la eliminación de este receptor en dietas altas en grasas no lleva 

al desarrollo de obesidad que sí se produce con la supresión del receptor en las neuronas 

(Jayaram et al., 2013). Esto sugiere que la capacidad de respuesta hormonal puede ser bastante 

diferente en astrocitos y en neuronas. 

Otra de las hormonas cuya respuesta ha sido estudiada en los astrocitos, es la grelina. La 

estimulación de los astrocitos por la grelina aumenta la expresión de transportadores de 
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glutamato y su captación por los astrocitos mientras que reduce la expresión de GLUT2 y la 

captación de glucosa (Fuente-Martin et al., 2016). Además, la acción de la grelina en el aumento 

de la ingesta puede suprimirse por la liberación de adenosina por parte de los astrocitos que, a 

través de los receptores de adenosina, inhibe a las neuronas AgRP del ARC (Yang et al., 2015). 

Esto sugiere la participación de los astrocitos en la regulación de la ingesta. 

Recientemente, también se ha demostrado la participación de los astrocitos en la respuesta 

a insulina, regulando la detección de glucosa por parte del hipotálamo y el metabolismo de la 

glucosa a nivel sistémico. La pérdida de los receptores de insulina en los astrocitos 

hipotalámicos modifica su morfología, la función mitocondrial y la conectividad resultando en 

una reducción de la activación dependiente de glucosa de las neuronas POMC y una reducción 

de captación de glucosa (Garcia-Caceres et al., 2016). Esto origina una deficiencia en la 

respuesta a las fluctuaciones de la glucemia y, por lo tanto, perjudica al control de la 

homeostasis sistémica de la glucosa (Garcia-Caceres et al., 2016). 

6.3 ASTROCITOS Y LA OBESIDAD INDUCIDA POR DIETA 

Uno de los efectos que provoca la obesidad inducida por dieta, es promover una 

inflamación crónica de bajo grado, no solo en tejidos periféricos sino también a nivel central, 

incluyendo el hipotálamo, que puede resultar en alteraciones en la sensibilidad a leptina e 

insulina (De Souza et al., 2005; Milanski et al., 2009; Velloso et al., 2008). En los últimos años, 

se ha demostrado que esta repuesta inflamatoria también está mediada por la microglía y los 

astrocitos.  

Diversos estudios han observado que en dietas HFD se incrementa el número y tamaño de 

las células gliales (gliosis) (Thaler et al., 2012), se reduce la neurogénesis (Lee and Ahima, 

2012; McNay et al., 2012; Moraes et al., 2009) y se promueve el revestimiento de ciertas 

poblaciones neuronales y de los vasos sanguíneos en el hipotálamo por parte de los astrocitos 

(Horvath et al., 2010), lo que posiblemente altere el paso de ciertos factores circulantes desde 

el torrente sanguíneo al CNS (Imagen 7). De hecho, la activación de los astrocitos ocurre de 

manera temprana, a partir de las primeras 24 horas, después del consumo de dietas HFD 

(Buckman et al., 2015; Thaler et al., 2012). Recientemente, se ha visto que la activación de los 

astrocitos, como consecuencia de una dieta HFD, puede ser inducida directamente por los 

ácidos grasos saturados procedentes de este tipo de dieta (Gupta et al., 2012). Además, dentro 

de los primeros días de consumo de HFD y previo al aumento de peso, también se desarrolla 

inflamación hipotalámica (Thaler et al., 2012), en la cual participan los astrocitos. Los astrocitos 

activados son capaces de producir mediadores de la inflamación que pueden afectar a células 

vecinas, como neuronas y microglía, controlando así la inflamación cerebral y las reacciones 

inmunitarias (Garcia-Caceres et al., 2013). Este resultado de gliosis e inflamación podría 

funcionar como método preventivo contra el daño neuronal y un intento de mantener la 

homeostasis energética. Sin embargo, la exposición crónica a HFD podría exceder esta 

capacidad protectora y dar lugar a daño neuronal (Moraes et al., 2009; Thaler et al., 2012). Por 

otro lado, dado que los astrocitos son capaces de responder a hormonas como la leptina (Kim 

et al., 2014; Shen et al., 2009), esta inflamación y astrogliosis podría desencadenar en una 

resistencia a leptina y por lo tanto perpetuar el desarrollo de la obesidad y de sus patologías 

asociadas, aunque esto todavía está por demostrar. 
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Imagen 7. Cambios de los astrocitos hipotalámicos en respuesta a dietas HFD. Creado con Biorender.com. 

 

6.4 DIMORFISMO SEXUAL DE LOS ASTROCITOS HIPOTALÁMICOS 

Muchas de las enfermedades neurodegenerativas y neurológicas se caracterizan por tener 

diferencias en la incidencia o severidad y progresión de la patología dependiendo del sexo. Este 

dimorfismo sexual se ha visto en diferentes áreas del cerebro, incluido el córtex, el hipocampo, 

la amígdala y el hipotálamo tanto a nivel morfológico como fisiológico (Chowen et al., 1995; 

Goldstein et al., 2001). En el hipotálamo estos cambios se aprecian particularmente en los 

astrocitos y se relacionan con la presencia de receptores para estrógenos, andrógenos y 

progesterona (Melcangi et al., 2001). De hecho, las hembras presentan unos astrocitos con una 

morfología más bipolar que la forma estrellada típica que se encuentra en los machos (Mong et 

al., 1999). Además, la señalización de esteroides gonadales como los estrógenos en los 

astrocitos modula la actividad de ciertas neuronas. Este es el caso de las neuronas que secretan 

la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH, gonadotropin-releasing hormone), , las cuales 

están íntimamente asociadas con la glía (Witkin et al., 1991). Se ha visto que, después de una 

ovarectomía, aumenta el revestimiento de las células gliales al soma de estas neuronas, lo que 

provoca una disminución de los contactos sinápticos de las neuronas GnRH, y que se revierte 

con la administración de estrógenos (Witkin et al., 1991). Además, en respuesta a estrógenos, 

los astrocitos liberan una serie de factores que controlan la actividad de las neuronas GnRH 

(Dhandapani et al., 2003; Melcangi et al., 2002). Por otro lado, es posible que los esteroides 

sexuales también participen en la diferente respuesta de los astrocitos observada en machos y 

hembras como consecuencia de la ganancia de peso o obesidad (Chowen et al., 2018).  
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6.4.1 Estrógenos y sus implicaciones en la homeostasis energética 

Los estrógenos son hormonas sexuales esteroideas ampliamente conocidas por su papel en 

la reproducción, pero, además, también están implicados en la homeostasis energética. Esta 

regulación se produce principalmente a través de dos receptores de estrógenos: el receptor de 

estrógenos α (ERα) y el receptor de estrógenos β (ERβ, estrogen receptor β), que actúan como 

receptores nucleares y, por lo tanto, ejercen como factores de transcripción y regulan la 

expresión de numerosos genes (Welboren et al., 2009; Younes and Honma, 2011). Además de 

esta acción como factores de transcripción por parte de los estrógenos, sus efectos también se 

atribuyen a un receptor extranuclear asociado a proteína G (GPR30, G protein-coupled 

receptor), el cual participa en cascadas de fosforilación rápidas (Filardo et al., 2002).  

De este modo, los estrógenos actúan sobre el peso corporal y la adiposidad (López and 

Tena-Sempere, 2015; Mauvais-Jarvis et al., 2013) ejerciendo un papel de protección contra la 

obesidad. La disminución de los niveles circulantes de E2, la principal forma fisiológica de los 

estrógenos, en la menopausia o después de una ovarectomía, están asociados con un incremento 

de la ingesta y una reducción del gasto energético, lo que conlleva a un aumento de peso 

(Asarian and Geary, 2006; Gonzalez-Garcia et al., 2017; Martinez de Morentin et al., 2014; 

Mauvais-Jarvis et al., 2013; Rogers et al., 2009). Además, esta pérdida de E2 está asociada a un 

incremento de la adiposidad (Carr, 2003; Cooke and Naaz, 2004; D'Eon et al., 2005). Todos 

estos efectos pueden revertirse con el tratamiento con E2 (Carr, 2003; Dubuc, 1985; Martinez 

de Morentin et al., 2014; Palmer and Gray, 1986). La producción de estrógenos no está limitada 

únicamente a las gónadas, siendo éste el principal sitio de síntesis, sino que a nivel central 

también existe una producción endógena de E2 gracias a la presencia de la enzima aromatasa 

que cataliza el último paso de la síntesis de estrógenos, aromatizando los andrógenos, como la 

testosterona, a estrógenos. Así, la inactivación de la aromatasa provoca un incremento de 

adiposidad, con una reducción de la actividad física y un incremento de los niveles de colesterol 

y leptina circulantes (Jones et al., 2001; Jones et al., 2000). Además de estas patologías 

asociadas a los niveles de E2, la incorrecta señalización de los estrógenos también lleva al 

desarrollo de un fenotipo obeso. Se ha demostrado que la pérdida de la función del ERα en 

ratones conlleva al desarrollo de obesidad como consecuencia de la hiperfagia y del 

hipometabolismo, siendo incapaces de revertir estos efectos con la administración de E2 (Geary 

et al., 2001; Heine et al., 2000; Xu et al., 2011).  

Muchos de los efectos de los estrógenos en la homeostasis energética se producen a través 

de los ERs en el hipotálamo, los cuales están altamente expresados en esta zona del cerebro 

(Shughrue et al., 1997). El E2 actúa en el hipotálamo a través de los ERα y ERβ, siendo ERα 

mucho más abundante y más relevante para la regulación de la homeostasis energética, puesto 

que su mutación da lugar a obesidad (Musatov et al., 2007; Xu et al., 2011). Su acción en el 

hipotálamo se da principalmente en dos núcleos, ARC y VMH, e interesantemente con una 

acción núcleo-específica. El silenciamiento de ERα en las neuronas SF1 del VMH da lugar a 

una reducción del gasto energético, disminuyendo la termogénesis, y aumento de adiposidad 

pero sin un incremento de la hiperfagia mientras que, la deficiencia de ERα en las neuronas 

POMC del ARC, da lugar a un aumento de la ingesta sin una disminución del gasto energético 

ni un incremento de la adiposidad (Xu et al., 2011). Además, se ha demostrado que el E2 es 

capaz de controlar la termogénesis del BAT a través de ERα por inhibición de AMPK en el 

VMH y por lo tanto, actuando sobre el eje AMPK (VMH)-SNS-BAT (Lopez and Tena-

Sempere, 2017; Martinez de Morentin et al., 2014). 
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6.4.2 Astrocitos y estrógenos 

Dada las observaciones previamente descritas sobre el dimorfismo sexual de los astrocitos 

y los efectos de los estrógenos, conocer cómo los astrocitos son capaces de responder a los 

estrógenos podría aportar nuevos conocimientos en la regulación de la homeostasis energética. 

Los astrocitos responden a los estrógenos gracias a la presencia de los receptores de 

estrógenos ERα, ERβ y GPR30, de los cuales, al igual que en las neuronas, ERα parece ser el 

principal responsable de la señalización de los estrógenos en los astrocitos (Acaz-Fonseca et 

al., 2014; Fuente-Martin et al., 2013; Pawlak et al., 2005). La mayoría de los estudios se han 

centrado en las acciones antiinflamatorias que puedan ejercer los estrógenos en los astrocitos. 

Así, se ha visto que los estrógenos desempeñan un papel de neuroprotección en los astrocitos, 

controlando la gliosis y la expresión de proteínas inflamatorias, además de regular la 

modulación que ejercen los astrocitos sobre la liberación de factores neurotróficos y otras 

moléculas de neuroprotección por las neuronas (Acaz-Fonseca et al., 2014; Arevalo et al., 2010; 

Garcia-Ovejero et al., 2005; Spence et al., 2013). Este papel de neuroprotección en los 

astrocitos, puede ser uno de los motivos por el cual existe diferente respuesta a la obesidad 

inducida por dieta en machos y hembras. De hecho, se ha observado que la resistencia de las 

hembras a dietas altas en grasa se asocia con un incremento del ERα en los astrocitos junto con 

una reducción de la inflamación hipotalámica (Morselli et al., 2016). Además, los astrocitos 

también poseen la capacidad de expresar la enzima aromatasa y por lo tanto contribuir a la 

producción de estrógenos a nivel central. En condiciones de estrés o de daño cerebral los 

astrocitos son capaces de inducir la expresión de aromatasa para producir E2, contribuyendo a 

su papel de neuroprotección (Azcoitia et al., 2003; Garcia-Ovejero et al., 2005). Pese a todos 

estos avances, aún se desconoce bastante de la implicación de los estrógenos sobre los astrocitos 

y su posible participación en el control del metabolismo.
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Las evidencias actuales sobre la participación de los astrocitos tanto en la detección y 
señalización de nutrientes y hormonas implicadas en la homeostasis energética, así como en la 
regulación de fenómenos relacionados con la obesidad, como la inflamación hipotalámica, han 
llevado a un interés creciente de la implicación de los astrocitos en el balance energético. En la 
regulación de este balance juega un papel muy importante la proteína quinasa AMPK, 
especialmente a nivel hipotalámico, ya que modula tanto el gasto energético y la ingesta como la 
homeostasis de la glucosa. Por ello, en esta tesis postulamos que los astrocitos podrían estar 
regulando la homeostasis energética a través de AMPK. 
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Los objetivos de este trabajo fueron los siguientes: 

1) Estudiar el impacto de la delección de la subunidad AMPKα1 en los astrocitos GFAP 

en la regulación del balance energético. 

 

2) Estudiar si el efecto de esta delección de AMPKα1 en los astrocitos GFAP sobre el 

balance energético podría estar relacionado con las acciones centrales de los estrógenos 

sobre el balance energético  
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7 MODELOS ANIMALES 

7.1 LEGISLACIÓN 

Durante la realización de esta tesis doctoral, los procedimientos experimentales y 

protocolos de manipulación de animales fueron realizados bajo la supervisión del Comité ético 

de la Universidad de Santiago de Compostela, con el número de procedimiento ID 

15010/14/006 y como responsable final Miguel Antonio López Pérez, 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. 

Además, se ha actuado siempre dentro de los marcos de 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.  

Se tuvo en especial consideración el artículo 4 del Real Decreto 53/2013, que corresponde 

al principio de reemplazo, reducción y refinamiento, cuyo objetivo final es asegurar el mínimo 

número de animales posibles en los procedimientos y que no se cause dolor innecesario. En 

consecuencia, se evitó la duplicación innecesaria de experimentos y se redujo el número 

experimental en cada grupo sin comprometer la finalidad del estudio, además de poner especial 

atención al bienestar animal reduciendo, en la medida de lo posible, el estrés causado por dolor, 

sufrimiento o daño duradero en los animales. 

7.2 MODELOS ANIMALES 

Para el desarrollo de esta tesis, se utilizaron ratones macho y hembra knockout para el gen 

AMPKα1 en astrocitos que expresan GFAP (ver en detalle en Procedimientos no quirúrgicos). 

Los animales se estabularon en condiciones estables de temperatura (21±2ºC), con ciclos 

de luz-oscuridad de 12 horas (8:00 horas-20:00 horas). Además, antes de la realización de 

cualquier experimento, se llevaron a cabo períodos de aclimatación a las instalaciones de unos 

7 días aproximadamente. 

Durante todos los procedimientos, los animales se mantuvieron en condiciones de acceso 

libre a dieta estándar (STD, standard diet) (STD, SAFE A04: 3,1% fat, 59,9% carbohydrates, 
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16,1% proteins, 2.791 kcal/g; Scientific Animal Food & Engineering; Nantes, Francia) y a agua, 

con excepción de aquellos procedimientos experimentales en los que se especifique. También 

fueron monitorizados periódicamente para verificar su bienestar, mediante un seguimiento de 

la masa corporal, una valoración del aspecto físico y acostumbrándolos al manejo por el 

personal de laboratorio para mitigar, en la medida de lo posible, el estrés causado durante los 

experimentos llevados a cabo. 

En la mayoría de los procedimientos, los animales fueron estabulados de manera colectiva. Sin 

embargo, en algunos procedimientos, se requirió de su estabulación individual. Para ello se tuvo 

en cuenta su comportamiento social y la individualización nunca fue por períodos superiores a 

10 días. 

 

8 ANESTESIA Y ANALGESIA 

Antes de comenzar con los procedimientos quirúrgicos, se suministró anestesia general a 

los animales de experimentación a través de una inyección intraperioneal (IP). La dosis 

administrada fue de 100 μl/10g de masa corporal, con una composición de 13,8% de ketamina, 

3,45% de xilacina y 82,75% de suero salino. Para verificar la efectividad de la anestesia, se 

consideró como referencia la pérdida del reflejo podal y palpebral, lo cual indica que el 

procedimiento quirúrgico puede ser llevado a cabo. 

Como analgésico, se administró ketoprofeno (ketoprofeno-Orudis 100 mg, Sanoli aventis, 

Barcelona, España) por vía subcutánea (SC), con una dosis 2,5 mg/Kg de masa corporal, a la 

finalización del procedimiento.  

 

9 VÍAS DE ADMINISTRACIÓN DE SUSTANCIAS 

9.1 VÍA INTRAPERITONEAL (IP) 

La administración de sustancias por la vía IP no requiere de anestesia y se realiza en la 

parte ventro-caudal del animal. Es necesario inmovilizar al animal y para ello se sujeta al animal 

por la espalda, asegurándonos de la que parte de la cabeza tenga la menor movilidad posible. 

Se inclina al animal ligeramente hacia abajo para minimizar el riesgo de desgarro en las vísceras 

y posteriormente insertamos la aguja (BD Microlance, 25G 5/8” 0,5x16mm, BD Medical 

Surgicals Systems), acoplada a una jeringa jeringa (1 ml BD slip-tip siringe, bulk, non-sterile, 

BD Medical Surgicals Systems), en el costado derecho del animal en un ángulo aproximado de 

45 grados respecto al vientre. 

9.2 VÍA INTRACEREBROVENTRICULAR (ICV) 

Esta vía de administración consiste en la inyección de una sustancia a través de una cánula 

fijada al cráneo del animal y que conecta con el tercer ventrículo del cerebro (Ver canulación 

intracerebroventricular en Materiales y Métodos). Para llevar a cabo esta administración se 
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inmoviliza el animal con la ayuda de un trapo agarrándolo por el cuerpo sin ejercer demasiada 

presión y dejando sobresalir la cabeza. Antes de la primera inyección, se retira el sellado de la 

cánula y seguidamente se inserta una jeringuilla Hamilton (Model 1702N 22s, Hamilton, Reno, 

NV, EEUU) introduciendo el líquido lentamente. Finalmente, se retira la jeringa con cuidado 

para que no se desplace. Este procedimiento no requiera de anestesia una vez implantada la 

cánula y puede repetirse durante varios días consecutivos. 

 

10 PROCEDIMIENTOS NO QUIRÚRGICOS 

10.1 GENERACIÓN DE RATONES KNOCKOUT CONDICIONALES E INDUCIBLES GFAP-

CRE AMPKα1FLOX/FLOX 

Para generar el ratón knockout de AMPKα1 específico en los astrocitos positivos para la 

proteína gliofibrilar acídica (GFAP, glial fibrillary acidic protein), se cruzaron ratones hGFAP-

CreERT2 (proporcionados por Cristina García Cáceres, Helmholtz Diabetes Center) con ratones 

AMPKα1 floxeados (AMPKα1flox/flox) (Prkaa1tm1.1Sjm/J; stock: 014141; The Jackson 

Laboratory; Bar Harbor, ME, USA), ambos bajo un fondo genético C57BL/6J. 

Los ratones hGFAP-CreERT2 son ratones transgénicos inducibles, puesto que cuentan con 

una secuencia promotora de la proteína gliofibrilar acídica humana (hGFAP) que dirige la 

expresión de la proteína de fusión Cre-ERT2. Esta proteína de fusión 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 (Martinez-Sanchez et al.). Esto 

permitirá que la recombinasa Cre solamente se exprese en aquellos astrocitos positivos para 

GFAP cuando se administre el tamoxifeno. Los animales empleados de esta línea son ratones 

hemicigotos, totalmente viables y fértiles y sin ninguna anomalía física o de comportamiento 

grave. 

Los ratones AMPKα1 floxeados presentan sitios loxP que flanquean al exón 3 del gen de 

la subunidad catalítica alfa 1 (Prkaa1) de la proteína AMPK. Los animales empleados de esta 

línea son animales homocigotos para el inserto, viables y fértiles y sin ninguna anomalía física 

o de comportamiento grave. 

Mediante el cruce de animales hGFAP-CreERT2 y AMPKα1flox/flox se obtienen ratones 

hGFAP-CreERT2 AMPKα1flox/flox (GFAP-Cre AMPKα1 flox/flox). Para llevar a cabo la excisión 

del gen AMPKα1 por la recombinasa Cre, se administra diariamente Tx vía intraperitoneal (100 

mg/kg de peso corporal) a las 6 semanas de edad durante 5 días. El Tx (Tamoxifen, Sigma-

Aldrich, San Luis, MI, USA) se disuelve en aceite de girasol (Sundflower oil; Sigma-Aldrich, 

San Luis, MI, USA) a una concentración final e 10 mg/ml a 37 ºC y es almacenado a 4ºC en 

oscuridad durante 7 días. Su genotipado se realiza por PCR (Ver PCR para genotipado en 

sección Materiales y Métodos). 

Para los estudios realizados en esta tesis se emplearon ratones KO machos y hembras y 

como controles se usaron sus hermanos de camada con el mismo fondo genético pero negativos 

para Cre. 
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10.2 MONITORIZACIÓN DE LA INGESTA Y LA MASA CORPORAL 

Para determinar la masa corporal y la ingesta se usó una balanza de precisión (Balanza de 

precisión PS 4500.R1.M, RADWAG, Radom, Polonia). La masa corporal se registró 

semanalmente a partir de la sexta semana de vida de los animales (después de la administración 

de Tx) y hasta la semana 20 de vida. Para el control de la ingesta, los ratones se estabularon 

individualmente durante la semana 13 de vida y la ingesta se midió diariamente durante 7 días 

dejando 3 días de adaptación desde su puesta en individual. Las medidas tanto de la masa 

corporal como de la ingesta, se realizaron siempre en la misma franja horaria (entre las 17:00 y 

las 19:00 horas). 

10.3 MEDICIÓN DE LA TEMPERATURA CORPORAL 

La temperatura corporal se registró con una sonda rectal conectada a un termómetro (BAT-

12 Microprobe-Thermometer; Physitemp, Clifton, NJ). Durante la toma de medidas, los 

animales se encontraban despiertos y parcialmente inmovilizados. 

10.4 MEDICIÓN DE LA TEMPERATURA DEL BAT 

La adquisición de imágenes de temperatura del BAT se realizó con una cámara infrarroja 

(B335: Compact-Infrared-Thermal-Imaging-Camera; FLIR; West Malling, Kent, UK) con la 

zona interescapular de los animales previamente afeitada un día antes. Las imágenes fueron 

analizadas con un software específico (FLIR-Tools-Software, FLIR; West Malling, Kent, UK) 

delimitando el área del BAT. Para el cálculo de la temperatura media del BAT se usaron 3 

imágenes por animal. 

10.5 TEST DE TOLERANCIA A GLUCOSA E INSULINA 

Se realizaron test de tolerancia a glucosa e insulina para valorar el grado de tolerancia a 

glucosa y de resistencia a insulina y así conocer su capacidad metabólica. Para el test de 

tolerancia a glucosa los animales fueron sometidos a un ayuno previo de 12 horas, pero no para 

test de tolerancia a insulina. Primero, se toman los valores basales de los animales mediante 

una muestra de sangre de la cola y usando un glucómetro con una tira reactiva conectada 

(Glucocard sensor; A.Menarini diagnostics, España). Posteriormente, se inyecta vía IP, en 

función del peso del animal, D-glucosa (D-glucose, Sigma-Aldrich, San Luis, MI, USA) (2 

mg/kg) para el test de tolerancia a glucosa o insulina (Actrapid, Novo Nordisk, Dinamarca) 

(0.75U/kg) para el test de tolerancia a insulina. La glucosa circulante se mide a los 10, 20, 30, 

60, 90, 120 minutos después de la inyección y a través de la cola de la misma manera que para 

la medición de los valores basales. Finalmente, se construye una curva con los datos obtenidos, 

calculando el Área Bajo la Curva (AUC) de los distintos grupos experimentales. 

10.6 MONITORIZACIÓN DEL GASTO ENERGÉTICO, COEFICIENTE RESPIRATORIO Y 

ACTIVIDAD LOCOMOTORA  

Para realizar el fenotipado metabólico se utilizó un sistema de calorimetría indirecto. Este 

sistema se compone de jaulas individuales que cuentan con un sistema de ventilación cerrado y 

con sensores que son capaces de registrar el gasto energético (EE, energy expenditure), la la 

actividad locomotora (LA, locomotor activity) y el cociente respiratorio (RQ, respiratory 

quotient) (LabMaster; TSE Systems; Bad Homburg, Germany). Para el calibrado se utilizaron 

los gases de referencia (20.9% O2, 0.05% CO2 y 79.05% N2) y se introdujo a los animales en 
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una caja con temperatura controlada (24ºC) en la que se bombeaba el aire. Los animales 

estuvieron en adaptación una semana antes de comenzar las mediciones. El EE, LA y RQ se 

registraron cada 30 min y la tasa metabólica se midió durante 2-3 días. 

 

11 PROCEDIMIENTOS QUIRÚRGICOS 

11.1 CANULACIÓN INTRACEREBROVENTRICULAR (ICV) 

Para la preparación de las cánulas se emplearon tubos de polietileno (BD Intradermic® 

Polyethylene tubing, Non-Sterile, Becton Dickison and Company, Franklin Lakes, NJ, EEUU) 

con 0,965mm de diámetro exterior y 0,58mm de diámetro interior para ratón (PE-50). 

Primeramente, se corta un fragmento del tubo de unos 2,5 cm. En uno de los extremos del tubo 

se corta un bisel con un ángulo de 45° aproximadamente y con una longitud e 0,5 mm. A una 

distancia de 2,5 mm del bisel, se coloca un tope para impedir que la cánula penetre más de lo 

debido en el cerebro. El otro extremo de la canúla se sella para que no entre suciedad antes de 

la administración del tratamiento.  

Para la implantación de la cánula, con los animales previamente anestesidos, se realiza un 

corte transversal de aproximadamente 1,5 cm en la piel de la cabeza, perpendicular a la sutura 

sagital, entre los ojos y las orejas. Seguidamente, se separa el tejido subcutáneo del cráneo para 

dejar al descubierto el bregma, el cual se tomará como punto de referencia. A continuación, se 

realiza una perforación del cráneo en el lado izquierdo o derecho del bregma con una broca 

quirúrgica a una distancia de 1,2 mm de la sutura sagital y 0,6 mm posterior al bregma. Una 

vez realizada la perforación, se introduce la cánula en el orificio por el extremo biselado, de 

manera paralela al eje dorso-ventral del animal. Para finalizar, se fija la cánula al cráneo del 

animal con un adhesivo se cianocrilato (SuperGlue-3, Loctite). Los animales se estabulan de 

manera individual y se deja un período de recuperación de entre 3 a 4 días. 

11.2 DISECCIÓN Y EXTRACCIÓN DE TEJIDOS 

Los animales son sacrificados al terminar cada procedimiento experimental mediante 

luxación cervical y la posterior decapitación, según las leyes y normas de experimentación 

animal. De cada animal se extraen los siguientes tejidos: hipotálamo (ARC, VMH, PVN y 

LHA), corteza, BAT, tejido adiposo blanco gonadal (gWAT, gonadal white adipose tissue), 

tejido adiposo subcutáneo (sWAT, subcutaneus adipose tissue), tejido adiposo blanco visceral 

(vWAT, visceral white adipose tissue), hígado, ovarios o testículos y músculo. Los tejidos se 

conservan a -80ºC hasta su procesamiento y análisis. Se usó una lupa óptica de 20 aumentos en 

los casos en los que era necesario realizar una microdisección.  

Para análisis inmunohistoquímicos e histológicos, las muestras fueron fijadas con 

formalina al 10% (Formalina 10% neutra tamponada, Bio-Optica, Italia) y posteriormente 

parafinadas. 
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12 DISEÑOS EXPERIMENTALES 

12.1 ADMINISTRACIÓN CENTRAL ICV DE E2 EN RATONES 

Los ratones AMPKα1 flox/flox y GFAP-Cre AMPKα1 flox/flox se les realiza una canulación 

ICV y después se alojan individualmente, dejándolos en reposo durante 3 días. A continuación, 

los animales son tratados con 2 μL de tampón fosfato salino (PBS, phosphate buffered saline) 

durante 2 días. A continuación, se administra 17 β-estradiol durante 4 días a una concentración 

de 1nmol/día diluido en PBS con 10% de DMSO (E8875, , Sigma-Aldrich, San Luis, MI, USA) 

Durante todo el proceso, se mide el peso corporal y la ingesta, y se toman imágenes 

termográficas de la zona del BAT Finalmente, los animales son sacrificados. 

 

13 TÉCNICAS ANALÍTICAS 

13.1 ANÁLISIS DE PROTEÍNAS POR WESTERN BLOT 

13.1.1 Extracción de proteína 

Para realizar la extracción de proteína, se corta una porción del tejido a analizar, 

manteniéndolo siempre en hielo seco durante su manipulación. El resto del tejido se vuelve a 

guardar a -80ºC. La porción cortada se introduce en un tubo de seguridad de 2 ml (Safe-Lock 

Tubes 2,0 ml, Eppendorf, Hamburgo, Alemania) que contiene una bolita de acero y una cantidad 

determinada según el tejido (Tabla 4) de tampón de lisis (Tabla 3), el cual contiene inhibidor 

de proteasas (Complete TM, Roche, Mannhein, Alemania). Durante todo este proceso las 

muestras y el tampón de lisis se mantienen en hielo. Posteriormente, las muestras se 

homogenizan por un proceso de disgregación mecánico mediante un homogeneizador mecánico 

(TissueLyser II, Quiagen, Germantown, MD, USA) durante unos 4 minutos a una frecuencia de 

28 Hz. A continuación, se realiza una centrifugación a 13.200 rpm durante 30 minutos y se 

extrae el sobrenadante a un tubo de seguridad nuevo de 1’5 ml (Safe-Lock Tubes 1,5 ml, 

Eppendorf, Hamburgo, Alemania), descartando el precipitado. Para el BAT, se centrifuga 

previamente durante 10 minutos para eliminar mejor la grasa. 
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Tabla 3. Composición del tampón de lisis 

Reactivo Cantidad/Volumen 

Tris-HCL pH 7,5 2,5 ml 

EGTA 0,2 M (pH8) 2,5 ml 

EDTA 0,2 M (pH8) 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 

Ajustar pH a 7,5 y H2O destilada hasta 500 ml 

Cóctel inhibidor de proteasas (ROCHE) 1 pastilla por cada 
50 ml 

 

Tabla 4. Volumen del tampón de lisis para cada tejido. 

Tejido Volumen 

BAT  180 μl 

ARC  

VMH 0,6/1 ml 

LHA  200 μl 

PVH  

Hipotálamo  200 μl 

 
 

 

13.1.2 Cuantificación de proteína 

Para determinar la concentración de proteína se emplea el método colorimétrico de 

Bradford, utilizando el reactivo Bio-Rad Protein Assay (Protein Assay Dye Reagent, Bio-Rad, 

Hercules, CA, USA). 

Primeramente, es necesario diluir la muestra por un factor de dilución de 1:26 en agua 

destilada. Para ello, se prepararon alícuotas con 250 μl de auga destilada a las que se les añadió 

10 μl de muestras y se homogenizan muy bien. A su vez, se prepara una recta patrón con siete 

puntos de soluciones de albumina de suero bovino (BSA, Albumin, from bovine serum, Sigma-

Aldrich, San Luis, MI, USA) de las cuales se conoce su concentración de proteína (Tabla 5). 

Se carga una placa para proceder a la lectura por un espectrofotómetro (Multiskan Go 

Microplate Spectrophotometer, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). A cada pocillo de la 

placa se le añada 10 μl de cada punto de la recta patrón y de cada una de las muestras. A esto 

se le añade 250 μl del reactivo Bio-Rad Protein Assay, previamente diluido a un factor de 1:5 

en agua destilada, incubado a 37ºC durante 10 minutos y protegido de la luz. Se introduce la 

placa en el espectrofrotómetro y se incuba la placa durante 5 min a 37ºC. Se mide la densidad 

óptica de cada pocillo a una longitud de onda de 595 mm y se cuantifica la concentración de 

proteína de cada muestra a través de la extrapolación de los valores de la recta patrón con el 

uso del software Magellan 6. 
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Tabla 5. 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 

 

 

13.1.3 Western Blot 

Preparación de geles 

La separación de las proteínas de las muestras se lleva a cabo en geles de electroforesis de 

Tris/glicina SDS-Poliacrilamida, la cual forma una malla que permite separar las proteínas por 

su tamaño. Para ello, es necesario montar primero el soporte de los geles, verificando que no 

exista pérdida de líquido.  

Los geles constan de dos partes, una separadora y otra concentradora. La parte separadora 

va a encargarse de separar las proteínas por lo que tendrá distinto porcentaje de acrilamida en 

función del tamaño de la proteína de interés (Tabla 6) y la parte concentradora se encarga de 

agrupar las proteínas de la muestra por lo que su porcentaje de acrilamida es fijo (Tabla 7). Se 

añade primeramente el gel separador al soporte y se agrega isopropanol (2-Propanol, Sigma-

Aldrich, San Luis, MI, USA) al 60% para eliminar las burbujas de la superficie y nivelar el 

borde superior. Cuando el gel está polimerizado, se retira el isopropanol y se lava con un poco 

de agua destilada. Después de secar el exceso de agua que pueda quedar, se añade el gel 

concentrador colocando los peines inmediatamente para formar los pocillos.  

Tabla 6. Preparación de los geles separadores de electroforesis. 

 Gel 8% Gel 10% Gel 12% 

Reactivo Volumen Volumen Volumen 

H2O destilada 4,6 ml 4,0 ml 3,2 ml 

Acrilamida/ 
Bisacrilamida (30%) 

2,7 ml 3,3 ml 4 ml 

1,5M Tris (pH 8,8) 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 

SDS 10 % 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 

APS 10 % 0,1 l 0,1 ml 0,1 ml 

TEMED 6 μl 4 μl 4 μl 
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Tabla 7. Preparación del gel concentrador de electroforesis. 

Reactivo Volumen 

H2O destilada  3,4 ml 

Acrilamida/  
Bisacrilamida (30%)  

830 μl 

1,5M Tris (pH 8,8)  630 μl 

SDS 10 %  50 μl 

APS 10 %  50 μl 

TEMED  4 μl 

 

Preparación de las muestras para electroforesis 

Una vez determinada la concentración de cada muestra, se preparan alícuotas de 16 μl con 

una concentración determinada de proteína, buffer de lisis y tampón de carga al 1X (Tabla 8). 

Para cada tejido se ajusta la cantidad de proteína más adecuada para los análisis por western 

blot (Tabla 9). 

Tabla 8. Composición del tampón de carga 5X. 

Reactivo Cantidad/Volumen 

SDS 2 g 

Trizma-base 8 ml 

β-mercaptoetanol 1 ml 

Azul de bromofenol 4 mg 

Glicerol 10 ml 

Ajustar pH a 6,8 y H2O miliQ hasta 1 L 

 

Tabla 9. Concentración de proteína de los distintos tejidos. 

Tejido Concentración 

BAT 15 μg 

Hipotálamo 10 μg 

ARC 10 μg 

VMH 10 μg 

LHA 10 μg 

PVH 10 μg 

 

Electroforesis 

Los geles se colocan en unas placas de electroforesis y después se montan en una carcasa 

de electroforesis (Mini-PROTEAN Tetra Cell, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Se añade tampón 

de electroforesis a 1 X (100 ml de tampón de electroforesis al 5X (Tabla 10) en 400 ml de agua 

destilada) asegurando que los geles queden bien cubiertos por el tampón. Antes de introducir 

las alícuotas de las muestras en los pocillos, se calientan a 95ºC durante 5 min y después se 

añaden 16 μl de cada una a los pocillos del gel, dejando el primer pocillo para añadir 5 μl de 

marcador de peso molecular (Precision Plus Protein, cat 161-0374 Bio-Rad). Se coloca la tapa 

de la carcasa que contiene los electrodos y se conecta a una fuente de alimentación (voltaje 
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constante de 100V y amperaje de 180 mA). La electroforesis se detiene cuando el frente de 

migración llega a un 1 cm del borde inferior del gel. 

Tabla 10. Composición del tampón de electroforesis 5X. 

Reactivo Cantidad 

Glicina  72 g 

Tris-HCl  15 g 

SDS  5 g 

Ajustar H2O destilada hasta 1 L 

 

Transferencia 

Cuando finaliza la electroforesis, se realiza una transferencia de las proteínas a un medio 

sólido como una membrana de PVDF (Polyvinylidene Fluoride Immobilon-P membrane, 

Millipore, Burlington, MA, USA) mediante el uso de un sistema de transferencia Trans-Blot 

Semy-dry Transference (Extra thick Blot Paper, Bio-Rad, EEUU). Las membranas se cortan 

con unas dimensiones (8,5x7,1 cm) proporcionales a las del gel y se activan sumergiéndolas en 

metanol, agua destilada y tampón de transferencia al 1X (Tabla 11) (Tabla 12), 

consecutivamente y durante 5 minutos en cada uno. Se corta también papel absorbente (Extra 

thick Blot Paper, Bio-Rad, EEUU) (10x7,5 cm) y se sumerge en tampón de transferencia 1X.  

Una vez activadas las membranas, se coloca el papel absorbente húmedo en el Trans-Blot 

Semy-dry Transference, por encima se colocan las membranas de transferencia y después los 

geles. Seguidamente, se coloca otra pieza de papel absorbente húmedo sobre ellos. Es 

importante eliminar con un rodillo las burbujas de aire que se pueden formar en la colocación 

para que la transferencia se efectúe de manera correcta. Finalmente, se cierra el Trans-Blot y se 

conecta a una fuente de alimentación (voltaje 25V y amperaje 250 mA) durante 1 hora y 40 

minutos. 

Tabla 11. Composición del tampón de transferencia 25X. 

Reactivo Cantidad 

Glicina  36,5 g 

Tris-HCl  72,5 g 

SDS  4,5 g 

Ajustar H2O destilada hasta 500 ml  

 

Tabla 12. Composición del tampón de transferencia 1X. 

Reactivo Volumen 

Tampón 
transferencia 25X 

40 ml 

Metanol 200 ml 

Ajustar H2O destilada hasta 1 L 

 

Inmunodetección 

 

Una vez finaliza la transferencia, se retiran las membranas y se bloquean con BSA al 3% 

(3 gr de BSA en 100 ml de TBS-TWEEN (Tabla 13) (Tabla 14)) durante 1 hora a temperatura 
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ambiente. Posteriormente, se corta la membrana tomando como referencia el marcador de peso 

molecular para aislar las distintas proteínas a analizar. Cada fragmento de la membrana se 

incubada con su correspondiente anticuerpo primario diluido en BSA 3% (Tabla 15) durante 1 

hora a temperatura ambiente o durante toda la noche a 4ºC dependiendo de las especificaciones 

del anticuerpo. 

Cuando termina el periodo de incubación del anticuerpo primario, se retira y se realizan 3 

lavados de 5 minutos con TBS-TWEEN a temperatura ambiente. Seguidamente se incuban los 

fragmentos de las membranas con el anticuerpo secundario correspondiente diluido 1:5000 en 

BSA 3% durante 1 hora. Finalmente, se elimina el anticuerpo secundario y se realizan de nuevo 

tres lavados de 5 minutos con TBS-TWEEN. 

Todo el proceso de inmunodetección se realiza en agitación suave. 

 
Tabla 13. Composición del TBS 10X 

 

Reactivo Cantidad 

Tris-HCl 24,2 g 

NaCl 80 g 

Ajustar pH 7,6 y H2O destilada hasta 1 L 

 
Tabla 14. Composición del TBS 1X 

 

Reactivo Volumen 

TBS 10X 100 ml 

TWEEN-20 1 ml 

Ajustar H2O destilada hasta 1 L 

 
Tabla 15. Relación de los anticuerpos utilizados y sus diluciones 

 

Anticuerpo Dilución Proveedor Referencia 

α-tubulina 1:5000 Sigma 
T5168; RRID: 
AB_330337 

β-actina 1:5000 Sigma 
A5316; RRID: 
AB_673047 

Aromatasa 1:1000 Abcam 
Ab18995; RRID: 
AB_444718 

ERα 1:1000 Abcam 
Ab32063; RRID: 
AB_732249 

ERβ 1:1000 Abcam 
Ab288; RRID: 
AB_303379 

GPR30  1:1000 Abcam 
Ab39742; RRID: 
AB_1141090 

IL-1β 1:1000 Abcam 
Ab9722; RRID: 
AB_308765 

IL-6 1:1000 Abcam 
Ab6672; RRID: 
AB_2127460 

pIKK 1:1000 
Santa Cruz 
Biotechnology 

Sc-23470; RRID: 
AB_2122159 

TNFα 1:1000 
Cell Signaling 
Technology 

11948S; RRID: 
AB_2687962 

ATF6α 1:1000 
Santa Cruz 
Biotechnology 

Sc-166659, RRID: 
AB_2058901 

pPERK 1:500 
Santa Cruz 
Biotechnology 

Sc-32577; RRID: 
AB_2293243 

CHOP 1:1000 
Cell Signaling 
Technology 

5554S; RRID: 
AB_2293243 
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pIRE 1:1000 Abcam 
Ab48187; RRID: 
AB_873899  

peIF2α 1:1000 
Santa Cruz 
Biotechnology 

Sc-101670; RRID: 
AB_2096507 

BIP 1:1000 
Cell Signaling 
Technology 

3183S; RRID: 
AB_10695864 

UCP1 1:10000 Abcam 
ab10983; RRID: 
AB_631364 

 

Revelado 

Para el revelado de las membranas se utiliza el sustrato de revelado ECL (Pierce ECL 

Western Blotting substrate, Thermo Scientific) en una dilución 1:1 de cada uno de los reactivos. 

Los fragmentos de membranas se sacan del TBS-TWEEN y se incuban en 1 mililitro de ECL 

durante 5 minutos en oscuridad. Pasado el tiempo de incubación, se colocan los fragmentos en 

un casete de revalado (Hypercassette, Amersham biociences GE Healthcare Life Sciences, 

Buckinghamshire, Reino Unido) entre dos papeles de acetato y se eliminan las burbujas que se 

formen. 

El revelado se realiza en una cámara oscura donde se coloca encima del papel de acetato 

una película de revelado sensible a la luz (Fuji Medical X-Ray Film, Fujifilm Corporation, 

Tokio, Japón). Se dejan exponer las películas durante un tiempo determinado según la proteína 

a estudiar. Una vez expuestas las películas, éstas se sumergen en un líquido de revelado 

(dilución 1:10) (Developer G150, AGFA Healthcare NV), seguidamente en un líquido fijador 

(dilución 1:5) (Manual fixing bath, AGFA Healthcare NV) y por último en agua para eliminar 

los restos de los líquidos. Cuando las películas están secas, se marcan los pesos moleculares del 

marcador en las películas para poder identificar las proteínas según el peso. Los fragmentos de 

la membrana se guardan en papel Whatman (3MM Chromatography paper, GE Healthcare 

3030-931). 

Cuantificación 

La cuantificación se lleva a cabo mediante la medición de la densidad óptica de la señal. 

Para ello, las películas se escanean y se analizan con el software informático ImageJ (ImageJ 

1.40g, Wayne Rasband, NIH, EEUU). En la imagen escaneada, se selecciona un área fija 

rectangular en la cual quepan todas las señales de cada una de las muestras. Se mide la densidad 

óptica de cada una de las señales y se mide también, con la misma área, una zona limpia de la 

película a la que consideramos como fondo. Este fondo se resta a la medición de cada muestra 

para así obtener la señal real. Finalmente, la señal de cada una de las muestras es representada 

en relación a la señal obtenida para el control (α-tubulina o β-actina) de esa misma muestra. 

Stripping 

Para proteínas con un mismo peso molecular o muy similar, las cuales no podemos 

separalas cortando la membrana, se realiza un stripping del fragmento de la membrana 

correspondiente. Con ello, se consigue eliminar el anticuerpo primario y secundario y poder 

incubar de nuevo ese fragmento con otro anticuerpo primario.  

Para el stripping, se incuban las membranas a 55ºC en una solución de stripping (Tabla 16) 

durante 40 minutos y posteriormente se realizan 3 lavados de 15 minutos con TBS-TWEEN en 

agitación fuerte. Una vez finalizado, se vuelve a bloquear la membrana.  
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Tabla 16. Composición de la solución de stripping. 

Reactivo Cantidad/Volumen 

Tris-HCl 0,75 g 

SDS 2 g 

β-mercaptoetanol 0,7 ml 

Ajustar H2O destilada hasta 100 ml 

 

13.2 ANÁLISIS DE ARN MENSAJERO POR PCR EN TIEMPO REAL 

Extracción de ARNm 

 

Para evitar la degradación del ARNm, las muestras se mantienen en todo momento en hielo 

y las centrifugaciones se realizan a 4ºC. 

En primer lugar, se corta un pequeño fragmento de las muestras congeladas y se 

homogeniza de manera mecánica con una bolita de acero en 1 ml de Trizol (TRIZOL Reagent; 

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) durante 3 min (TissueLyser II, Quiagen, Germantown, MD, 

USA) a 28 Hz. Una vez finalizada, se centrifugan las muestras a 12.000 rcf durante 10 minutos 

y se aspira la fase intermedia. A esta fracción, se le añaden 200 μl de cloroformo (Chloroform, 

Sigma-Aldrich, St Louis, EEUU) y se mezclan durante aproximadamente 15 segundos hasta 

que queda totalmente homogéneo. Se deja reposar durante 3 minutos a temperatura ambiente y 

se centrifugan de nuevo a 12.000 rcf durante 15 minutos. Al finalizar la centrifuga, se forman 

dos fases: una fase superior acuosa donde se encuentra el ARNm y una fase inferior orgánica 

que contiene proteínas y lípidos. Entre ambas se encuentra una interfase donde se localiza el 

ADN. Se retira la fase superior acuosa, se añaden 500 μl de 2-propanol y se mezclan hasta que 

quede homogéneo. Posteriormente, se dejan reposar durante 10 minutos a -20ºC para que 

precipite el ARNm y se centrifugan de nuevo a 12.000 rcf durante 10 minutos. Una vez 

finalizada, se observa si se ha formado un pequeño precipitado y se elimina el sobrenadante. Se 

añade 1 ml de etanol (Ethanol absolute PA, Applichem/Pancreac, Darmstadt, Alemania) al 70% 

en agua DEPC, mezclándolo bien para lavar el precipitado. Se vuelve a centrifugar a 12.000 rcf 

durante 5 minutos, se elimina el sobrenadante de nuevo y se realiza otra centrifuga durante 1 

minuto a 16.100 rfc. Se retira el sobrenadante que quede con una pipeta para eliminar el posible 

etanol que quede en la muestra. Finalmente, el precipitado se resuspende en agua DEPC (agua 

destilada con dietilpirocarbonato al 0.1%) a 60ºC durante 10 min. 

 

Cuantificación del ARNm 

 

Para llevar a cabo la cuantificación del ARNm de cada muestra, se emplea un 

espectrofotómetro (Nanodrop 2000, Fisher Scientific, New Hampshire, EEUU) ajustado a dos 

longitudes de onda: 260 nm, que proporciona la cantidad de ácidos nucleicos, y 280 nm, que 

corresponde con la cantidad de proteína. El grado de pureza viene dado por el ratio 260/280, 

considerándose los valores entre 1,8 y 2 como valores ideales de pureza. Una vez conocida la 

cantidad de ARNm de cada una de las muestras, se preparan alícuotas de una concentración de 

500 ng/μl. 

 

Retrotranscripción (RT) 
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Para realizar la retrotranscripción, se utiliza un volumen de 30 μl en eppendorf de 0,2 ml. 

Los componentes de la reacción de retrotranscripción son los siguientes:  

 

- 6 μl de tampón de reversotranscripción (5X first strand tampón; 250 nM Tris-HCl, pH 

8,3, 375nM KCl, 15mM MgCl, 50nM DDT) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU). 

- 6 μl de mezcla de dNTPs (dTTP, dCTP, dGTP, dATP, con una concentración de 10 mM 

de cada uno) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU).  

- 1,5 μl Mg2Cl 50 mM (Mg2Cl 50 mM, Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU).  

- 0,17 μl de Random primers (Random primers, Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU).  

- 0,25 μl inhibidor de RNasa (RNaseOUT, 40 U/μl Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU).  

- 1 μl de M-MLV reversotranscriptasa (M-MLV, 200 U/μl, Invitrogen, Carlsbad, CA, 

EEUU).  

- 10 μl de muestra. 

- Ajustar con agua DEPC para un volumen final de 30 μl.  

 

Es necesario preparar un control negativo de la retrotranscripcíón (RT-), en el cual el 

volumen de la muestra se sustituye por agua MilliQ.  

Posteriormente, las muestras se incuban en un termociclador con unos determinados 

parámetros (Tabla 17). 
Tabla 17. Programa termociclador para RT 

 

Tiempo Temperatura 

50 minutos 37ºC 

15 minutos 42ºC  

5 minutos 95ºC 

 

 

PCR en tiempo real (TaqMan) 
 

Para realizar la PCR en tiempo real se utilizan sondas Taqman las cuales se caracterizan 

por estar marcadas por fluoróforos. Estes fluoróforos permiten la detectar la cantidad de 

amplicones sintetizados gracias a la emisión de fluorescencia generada tras ser escindido por la 

polimerasa después de la hibridación de la sonda con el ADN. En este caso, el fluoróforo usado 

es FAM. 

El volumen final de la reacción de PCR es de 12 μl y para cada uno de los genes a estudiar 

se emplean cebadores y sondas específicas (Tabla 18). Los componentes de la reacción son los 

siguientes: 

 

- 2,92 μl de agua MilliQ.  

- 0,36 μl de oligonucleótido sentido (10 μM) (Eurofins Genomics, Ebersberg, Alemania). 

- 0,36 μl de oligonucleótido antisentido (10 μM) (Eurofins Genomics, Ebersberg, 

Alemania).  

- 0,36 μl de sonda (5 μM) (Eurofins Genomics, Ebersberg, Alemania).  

- 6 μl Taqman Universal PCR master mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU).  

- 2 μl de muestra de la RT.  
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Tabla 18. Genes y sondas específicas para la PCR en tiempo real. 
 

ARNm Gen Bank Tipo Secuencia 

Cidea  NM_007702.2 Sentido 5’-CCTACGACATCCGATGCACAA-3' 

  Antisentido 5’-TCTGTGCAGCATAGGACATAAACC-3' 

  Sonda 
FAM-5’-CTTCAAGGCCGTGTTAAGGAATCTGCTG-3’-
TAMRA 

Hprt NM_012583  Sentido 5’-AGCCGACCGGTTCTGTCAT-3' 

  Antisentido 5’-GGTCATAACCTGGTTCATCATCAC-3' 

  Sonda 
FAM-5’-CGACCCTCAGTCCCAGCGTCGTGAT-3’-
TAMRA 

Ppargc1a  NM_031347  Sentido 5’-CGATCACCATATTCCAGGTCAAG-3’  

  Antisentido 5’-CGATGTGTGCGGTGTCTGTAGT -3’  

  Sonda 
FAM-5’-AGGTCCCCAGGCAGTAGATCCTCTTCAAGA-
3’-TAMRA  

Ppargc1b  
 

NM_176075.2  
 

Assay ID 
Applied Biosystems TaqMan® Gene Expression 
Assays  
Assay ID Rn00598552_m1  

Ucp1   NM_009463  Sentido 5'-CGATGTCCATGTACACCAAGGAA-3'  

  Antisentido 5'-GACCCGAGTCGCAGAAAAGAA-3'  

  Sonda 
FAM-5’-ACCGACGGCCTTTTTCAAAGGGTTTG-3'-
TAMRA  

Prdm16  NM_001177995.1  Assay ID 
Applied Biosystems TaqMan® Gene Expression 
Assays  
Assay ID Mm01266512_m1  

 

Las muestras se cargan por duplicado en una placa de medición junto una curva patrón para 

el gen estudiado, el control negativo de la RT y un blanco. La curva patrón consta de 6 puntos 

que se obtienen de una dilución seriada (1:4) de una mezcla de todas las muestras de RT a 

estudiar (2 μl de cada una de ellas). La placa se introduce en un sistema de PCR en tiempo real 

(7500 Real Time PCR System, Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU) con unas 

determinadas condiciones de amplificación (Tabla 19). 

 
Tabla 19. Programa PCR en tiempo real 

 

Tiempo Temperatura 

2 minutos 50ºC 

10 minutos 95ºC  

15 segundos 95ºC 

1 minuto 65ºC 

Se repite la secuencia durante 40 ciclos 

 

 

Para el análisis de los datos se compara el ratio entre un gen de referencia, en este caso, 

hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa (Hprt, hypoxanthine phosphoribosyltransferase) y 

el gen problema de cada una de las muestras. 

 

Análisis Kiss1 por PCR en tiempo real 

 

El análisis de Kiss1 en el hipotálamo se realiza por medio de una RT y PCR en tiempo real 

distintas a las anteriormente mencionadas. Así, para llevar a cabo la RT del total del ARN total 

de muestras hipotalámicas se utiliza el kit de síntesis de ADNc iScript ™, con las siguientes 



ÁNXELA MARÍA ESTÉVEZ SALGUERO 
 

82 
 

condiciones: 0,2 µg de ARN de, 1 µl de transcriptasa inversa iScript y 4 µl de mezcla de 

reacción 5x iScript en un volumen final de 20 µl. Los controles negativos incluyen todos los 

reactivos excepto la muestra de ARN. Posteriormente la mezcla se incuba en un termociclador 

T100 ™ (Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.) con unas condiciones determinadas (Tabla 20). 

Una vez termina la reacción, el volumen de reacción se diluye en 80 µl de agua libre de 

nucleasas. 
 

Tabla 20. Programa termociclador para RT 
 

Tiempo Temperatura 

5 minutos 25ºC 

60 minutos 42ºC  

5 minutos 85ºC 

 

Para la PCR en tiempo real se utilizaron cebadores específicos para cada gen a estudiar 

(Tabla 21) y se prepara un volumen final de 15 μL con los siguientes componentes y cantidades: 

- 5 μl de la muestra de la RT 

- 0,5 μl de cebador directo específico (Forward) 

- 0,5 μl de cebador inverso específico (Reverse) 

- 6,25 μl de Go Taq qPCR Master mix 

- 2,75 μl de agua libre de nucleasa 

 

Las muestras se cargan por duplicado en una placa de medición junto una curva patrón, ca 

cual se compone de una dilución seriada de una mezcla de todas las muestras de RT a estudiar, 

el control negativo de la RT y un blanco. Los ciclos de amplificación y cuantificación se 

realizaron de la siguiente manera: 1 ciclo de activación Hot-Start a 95 ° C durante 2 min, 

seguido de 40 ciclos compuestos por 30s de desnaturalización a 95 ° C, 30s de hibridación a 

una temperatura específica dependiento del cebador (Tabla 21) y 20s de extensión a 72 ° C, y 

finalmente una extensión final de 72 ° C durante 10 min. 
 

Tabla 21. Genes y cebadores específicos para la PCR en tiempo real. 
 

ARNm Gen Bank Tipo Secuencia 
Temperatura  

hibridación (ºC) 

Kiss1 NM_178260.3 Directo 5’-GCTGCTGCTTCTCCTCTGTG-3' 
60 

  Inverso 5-TCTGCATACCGCGATTCCTT-3' 

S11 NM_013725.4 Directo 5’-CATTCAGACGGAGCGTGCTTAC-3' 
58 

  Inverso 5’-TGCATCTTCATCTTCGTCAC -3' 

 
Para el análisis de los datos se normaliza el gen problema de cada una de las muestras con 

un gen de referencia, en este caso, proteína ribosómica S11. (Protocolo experimental realizado 

por el Dr. Manuel Tena Sempere, Departamento de Biología Celular, Fisiología e 

Inmunología, Universidad de Córdoba, Instituto Maimónides de Investigación Biomédica 

(IMIBIC)/Hospital Reina Sofía, Córdoba, 14004, España) 
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13.3 PCR PARA GENOTIPADO 

Extracción de ADN 

 

Para la extracción de ADN se utiliza una pequeña sección de la cola del ratón, 

aproximadamente de 2 o 3 milimetros. Se le añaden 600 μl de NaOH a 0,6 M y se calientan a 

100ºC durante 15 min para que se degrade la cola. Posteriormente, se mantienen a temperatura 

ambiente durante 10 min y se le añaden 100 μl de Tris-HCl. 

 

Amplificación por PCR convencional 

 

Para el genotipado se utiliza el método de PCR estándar. La región de ADN de interés se 

amplifica mediante un set específico de cebadores (Tabla 22) y unas condiciones de temperatura 

y números de ciclos determinados para el alelo a estudiar. 

 
Tabla 22. Set de cebadores para el genotipado. 

 

Alelo Cebador Secuencia 

AMPKα1 loxP Forward 11528 5’-CCCACCATCACTCCATCTCT-3’  

 Reverse 11529 5’-AGCCTGCTTGGCACACTTAT-3’  

   

GFAP Cre 
Forward oIMR1084 
Reverse oIMR1085 

5’-GCG GTC TGG CAG TAA AAA CTA TC-3’ 
5’-GTG AAA CAG CAT TGC TGT CAC TT-3’ 

 
Internal positive control 
Forward oIMR7338 

5’-CTA GGC CAC AGA ATT GAA AGA TCT-3’ 

 
Internal positive control 
Reverse oIMR7339 

5’-GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC ATC C-3’ 

 

Para el genotipado del alelo AMPKα1 floxeados se usa un volumen final de 12 μl con los 

siguientes componentes: 

 

- 1,66 μl de tampón de carga 5 mM (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) para una 

concentración final de 0,69 mM. 

- 0,96 μl de dNTPs a 2,5 mM (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) para una concentración 

final de 0,20 mM 

- 1,2 μl de tampón DreamTaq a 10X (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) para una 

concentración final de 1X. 

- 0,6 μl de cebador forward 11528 a 20 μM (Eurofins Genomics, Ebersberg,Alemania)  

para una concentración final de 1μM 

- 0,6 μl de cebador reverse 11529 a 20 μM (Eurofins Genomics, Ebersberg,Alemania)  

para una concentración final de 1μM 

- 0,06 μl de DreamTaq polimerasa a 5U/μl (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) para 

una concentración final de 0,03U/μl. 

- 2 μl de ADN. 

 

Las condiciones de la PCR se detallan en la siguiente tabla (Tabla 23) 
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Tabla 23. Condiciones de la PCR para el genotipado de los ratones AMPKα1 floxeado. 
 

Tiempo Temperatura Número de ciclos 

3 minutos 94ºC 1 

30 segundos 94ºC  35 

30 segundos 62ºC 35 

30 segundos 72ºC 35 

2 minutos 72ºC 1 

 

Para el genotipado del alelo GFAP Cre se usa un volumen final de 12 μl con los siguientes 

componentes: 

- 1,2 μl de tampón Dream Taq 10X (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) para una 

concentración final de 1X. 

- 0,24 μl de dNTPs a 10 mM (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) para una concentración 

final de 0,20 mM 

- 0,6 μl de cebador forward oIMR1084 a 20 μM (Eurofins Genomics, Ebersberg, 

Alemania) para una concentración final de 1μM 

- 0,6 μl de cebador reverse oIMR1085 a 20 μM (Eurofins Genomics, Ebersberg, 

Alemania) para una concentración final de 1μM 

- 0,6 μl del control positivo interno del cebador forward oIMR7338 a 20 μM (Eurofins 

Genomics, Ebersberg,Alemania) para una concentración final de 1μM 

- 0,6 μl del control positivo interno del cebador reverse oIMR7339 a  20 μM (Eurofins 

Genomics, Ebersberg,Alemania) para una concentración final de 1μM 

- 0,03 μl de DreamTaq polimerasa a 5U/μl (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) para 

una concentración final de 0,01U/μl. 

- 2 μl de ADN. 

- 6,13 μl de agua ultrapura autoclavada. 
 

Las condiciones de la PCR se detallan en la siguiente tabla (Tabla 24) 
 

Tabla 24. Condiciones de la PCR para el genotipado de los ratones GFAP Cre. 
 

Tiempo Temperatura Número de ciclos 

3 minutos 94ºC 1 

30 segundos 94ºC  35 

1 minuto 60ºC 35 

1 minuto 72ºC 35 

2 minutos 72ºC 1 

 

Al finalizar la PCR se añaden 3 μl de tampón de carga 5 mM (Thermo Scientific, Waltham, 

MA, USA) para una concentración final 1mM. 

 

Electroforesis de agarosa 

 

La separación de los fragmentos amplificados se realiza a través de geles de agarosa 

(Agarose, Sigma-Aldrich, San Luis, MI, USA) . Dependiendo del tamaño de los fragmentos 

esperados, la concentración de agarosa en el gel varía. Así, para los fragmentos de AMPKα1 se 

utiliza una concentración de 1,5% de agarosa y para los de GFAP Cre de un 2%. La agarosa se 

disuelve en 100 ml de tampón de electroforesis TAE (TRIS 40mM pH 7,6; Ácido acético 20mM 
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y EDTA 1mM) aplicando calor con un microondas poco a poco y, una vez disuelta, se le añaden 

5 μl de Red Safe (iNtRON biotechnology, 21141). Seguidamente, se vierte en un molde para 

geles de agarosa y se coloca un peine para crear los pocillos. Cuando el gel se solidifica, se 

carga todo el volumen de cada una de las muestras y 5 μl de marcador de peso molecular 

(Invitrogen ,15628-019). La electroforesis del gel se realiza a un voltaje de 100V durante una 

hora y sumergido en tampón de electroforesis TAE. 

Para la visualización de los fragmentos de ADN se utiliza un transiluminador de luz 

ultravioleta (Gel Doc 1000 de BIO-RAD). 

 

13.4 DOBLE INMUNOFLUORESCENCIA 

Para la realización de la doble inmunofluorescencia, los animales son previamente 

anestesiados y perfundidos transcardiacalmente con salino y seguidamente con 

paraformaldehido (PFA) al 4%. Una vez perfundidos, se extrae el cerebro y se fija durante toda 

la noche a 4ºC en PFA al 4%. Posteriormente, se lavan con PBS para elimar el exceso de la 

solución fijadora y se transfieren a una solución del 30% de sacarosa en PBS durante toda la 

noche a 4ºC. A continuación, se congelan los cerebros a -80ºC y luego se cortan en secciones 

de 30 mm de ancho en un criostato. Se seleccionan las secciones pertenecientes a la región del 

hipotálamo (entre -1,34 mm y -1,94 mm respecto del bregma) y se lavan con PBS tres veces 

durante 5 minutos para luego incubarlas con una solución de bloqueo (suero de burro (donkey 

serum) al 5% en PBS 0,1 M con 0,3% de Triton X-100) durante 2 horas a temperatura ambiente. 

Una vez bloqueadas, se lavan con PBS dos veces durante 5 minutos y se incuban con los 

anticuerpos primarios GFAP (Cell Signaling, 3670, dilución 1:200 en PBS) y AMPKα1 

(Abcam, ab320047, dilución 1:250 en PBS) durante toda la noche a 4ºC. Posteriormente, se 

lavan 3 veces con PBS durante 5 minutos y se incuban con los anticuerpos secundarios anti-

ratón Cy-3 (anti-mouse Cy-3, Jackson InmunoResearch, dilución 1.1000 en PBS) y anti-conejo 

Alexa Fluor 488, (anti-rabbit Alexa Fluor 488, Jackson Inmunoresearch, dilución 1:1000 en 

PBS) durante 2 horas a temperatura ambiente. Finalmente, se lavan las secciones con PBS y se 

montan con una solución de montaje que contiene DAPI (Vector Laboratories). Paralelamente, 

se realiza el mismo proceso pero sin el anticuerpo primario en los controles negativos para 

asegurarnos de que no existe señal de los anticuerpos secundarios Cy-3 y Alexa Fluor 488. 

Las imágenes se adquieren usando un microscopio confocal (Leica TCS SP-5-X) con las 

mismas condiciones para todas ellas. Para las imágenes representativas, se utiliza el software 

ImageJ (ImageJ 1.40g, Wayne Rasband, NIH, EEUU) para ajustar el brillo y contraste.  

 

13.5 MEDICIÓN DE LOS NIVELES DE LA HORMONA LUTEINIZANTE (LH, LUTEINIZING 

HORMONE) 

La evaluación de los niveles circulantes de LH se realizó un ELISA tipo sándwich. Para 

ello, se realiza el recubrimiento de una microplaca (Corning® 96 Well Clear Flat Bottom 

Polystyrene High Bind Microplate) con 50 µL de anticuerpo anti-LH (anti- bovine LHβ 518B7; 

Universidad de California, Davis) diluido 1: 1000 en PBS 0,1 M (Tabla 25) y se incubara 

durante toda la noche a 4 ºC en una cámara humidificada.  
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Tabla 25. Composición del PBS 0,1 M. 

Reactivo Cantidad/Volumen 

Na2HPO4 1,09 g 

NaH2PO4 0,32 g 

NaCl 9 g 

Ajustar H2O destilada hasta 1000 ml, pH7,4 

 

Al día siguiente, la microplaca se bloquea con tampón de bloqueo compuesto por leche 

desnatada en polvo al 5% en PBS-T (Tabla 26) durante 2 horas a temperatura ambiente en un 

agitador orbital. Para la curva estándar, se utiliza una dilución en serie de la preparación de 

referencia de LH de ratón (AFP5306A; proporcionada por el Dr. A.F. Parlow y el programa 

nacional de hormonas y péptidos) en PBS-T. Después de tres lavados con PBS-T, se incuban 

50 µL de muestras de suero de los animales a analizar y los estándares de la curva de LH durante 

2 horas a temperatura ambiente en agitación suave. 

Tabla 26. Composición de PBS-T. 

Reactivo Cantidad/Volumen 

PBS-T 950 mL 

Tween-20  50 mL 

Ajustar H2O destilada hasta 1L 

 

 Posteriormente, y después de realizar tres lavados con PBS-T, se incuba la placa con 50μL 

de anticuerpo anti-LH (antisuero LH de conejo, AFP240580Rb; proporcionado por el Dr. AF 

Parlow y el programa National Hormone and Peptide) diluido 1: 10000 en tampón de bloqueo 

durante 90 min a temperatura ambiente en agitación. La placa se lava de nuevo tres veces con 

PBS-T y se incuba con 50 µL de anticuerpo conjugado con peroxidasa (horseradish peroxidase-

conjugated antibody, DakoCytomation) diluido 1: 1000 en solución compuesta por tampón de 

bloqueo y PBS a partes iguales durante 90 min a temperatura ambiente en agitación. Después 

de la incubación del anticuerpo conjugado con peroxidasa, se añadieron 100 µL de o-

fenilendiamina (Invitrogen) diluidos en 48 mL de tampón citrato (Tabla 27) con 20 µL de una 

solución de H2O2 al 30% a cada uno de los pocillos y se incuba durante 30 min en la oscuridad 

a temperatura ambiente y en un agitador orbital. Finalmente, la reacción se detiene con 50 µl 

de HCl 3 M.  

Tabla 27. Composición del tampón citrato. 

Reactivo Cantidad/Volumen 

Ácido cítrico monohidrato 19,12 g 

Fosfato sódico 32,8 g 

Ajustar H2O destilada hasta 1000 ml, pH5,0 

 

La absorbancia se leyó a una longitud de onda de 490 nm y 650 nm usando un lector de 

placas de absorbancia (lector de absorbancia de microplacas iMark ™) y la concentración de 

LH se determinó interpolando los valores de densidad óptica de las muestras analizadas frente 

a una regresión no lineal de la curva estándar de LH. (Protocolo experimental realizado por el 
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Dr. Manuel Tena Sempere, Departamento de Biología Celular, Fisiología e Inmunología, 

Universidad de Córdoba, Instituto Maimónides de Investigación Biomédica (IMIBIC)/Hospital 

Reina Sofía, Córdoba, 14004, España) 

 

13.6 INMUNOHISTOQUÍMICA 

Para la realización de la inmunohistoquímica, los cerebros fueron previamente fijados 

durante toda la noche en PFA al 4% a 4 ° C y posteriormente equilibrados en una solución que 

contenía sacarosa al 30% en TBS. A continuación, se seccionan los cerebros en en cortes 

coronales de 30 µm en un criostato (CM3050S; Leica, Alemania) y se escogen secciones de 

cerebro a lo largo de la parte medio-basal del hipotálamo (MBH, mediobasal hypothalamus). 

Las secciones de cerebro se lavan primero con TBS, después se bloquean con solución SUMI 

(Tabla 28) y se incuban durante la noche a 4ºC con anticuerpo primario anti-GFAP 

(SAB2500462, Sigma-Aldrich, San Luis, MI, USA) en solución SUMI. Finalmente, se lavan 

las secciones de cerebro con TBS y se incuban durante 2 horas a temperatura ambiente con el 

anticuerpo secundario anti-cabra Alexa 488 (A21206, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) diluido 

en SUMI. Las secciones se lavan en TBS y se incuban con DAPI (D3571, Life Technologies, 

Carlsbad, CA, USA) disuelto en TBS. (Protocolo experimental realizado por la Dra. Cristina 

García Cáceres, Division of Metabolic Diseases, Helmholtz Diabetes Center, Munich, 85764, 

Alemania) 

Tabla 28. Composición della solución SUMI. 

Reactivo Cantidad/Volumen 

Gelatina porcina 25 g 

Triton X-100  50 ml 

Ajustar con TBS hasta 100 ml, pH 7,2 

 

Adquisición de imágenes y análisis de la morfología celular 

Las imágenes se adquieren gracias a un microscopio confocal (Leica TCS SP8, Alemania) 

con un objetivo 20x sumergido en glicerol y un tamaño de paso de 3 µm en la dirección z. Para 

procesar las imágenes adquiridas, se utiliza el programa ImageJ. Así, las cuantificacines se 

realizan en base a: a) la visualización de cuerpos celulares astrocíticos, b) la medición de la 

longitud de los procesos primarios desde el soma hasta el final del proceso y c) el número de 

procesos principalmente conectados al soma. Estos tres parámetros se analizan para cada animal 

utilizando dos secciones de la región hipotalámica anterior, medial y posterior, un total de 6 

cortes por cada animal. La región de interés seleccionada fue el núcleo ARC del hipotálamo. 

(Protocolo experimental realizado por la Dra. Cristina García Cáceres, Division of Metabolic 

Diseases, Technische Universität München, Helmholtz Diabetes Center (HDC), Múnich, 

85764, Alemania). 
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14 ESTADÍSTICA 

La mayoría de los resultados obtenidos en los procedimientos experimentales se 

representan en porcentaje en función de su control donde el valor representado corresponde con 

la media y el error con la desviación estándar de la media (SEM). En los experimentos en los 

que se miden parámetros como la ingesta o la masa corporal de los animales, se representan los 

valores brutos sin realizar ningún tipo de relación. El número de muestras o de animales 

empleados en cada procedimiento se detalla en los pies de figura de los resultados.  

Para determinar muestras y/o animales atípicos se utiliza el GraphPad Software Outlier 

calculator, en el cual emplea la prueba de Grubbs para determinar si alguno de los valores es 

un valor significativamente atípico. Además, si en algún procedimiento experimental se observa 

algún comportamiento anómalo de un animal como mal aspecto externo, estereotipias o 

presencia de algún tipo de dolor, también se excluye de los resultados. 

Para determinar la normalidad de los resultados se emplea el test de normalidad de Shapiro-

Wilks (Kao and Green, 2008). La normalidad de los resultados permite el uso de tests 

estadísticos paramétricos como el T-test. 

14.1 TEST T DE STUDENT 

El test t de Student compara las medias de dos poblaciones desapareadas que siguen una 

distribución normal gaussiana. Es considerado un estadístico robusto puesto que es capaz de 

comparar poblaciones con un número menor o igual a 5 (JC, 2013). En él se evalúa la 

desigualdad entre las medias de las poblaciones a analizar, donde las regiones de la cola inferior 

y superior de la distribución se corresponden con las regiones críticas del estadístico. Se utilizan 

test t de Student de una o dos colas, detallado en los pies de la figura de los resultados. Al 

estudiar variables donde no se conoce su efecto o no existe evidencia previa, se realiza un test 

t de Student de dos colas mientras que en variables donde se conoce su efecto previo se realiza 

utilizan test t de Student de una cola. El poder realizar t-test de una cola ofrece un estadístico 

más robusto al aumentar la sensibilidad a posibles efectos fisiológicos (Milton, 2007).
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1. ELIMINACIÓN POSTNATAL DE AMPKα1 EN LOS ASTROCITOS 

Para poder llevar a cabo el estudio de este trabajo, primeramente, se generó una línea de 

ratón deficiente de AMPKα1 en los astrocitos. Para ello, se utilizó un sistema Cre/lox que 

permite la eliminación de forma exclusiva AMPKα1 en las células gliales que expresan hGFAP. 

Además, debido a que las células gliales actúan como progenitores neuronales durante el 

desarrollo del cerebro (Goldman, 2003), esta línea de ratón es inducible por tamoxifeno, para 

poder lograr la eliminación de AMPKα1 en ratones adultos sin afectar al desarrollo neuronal. 

La efectividad de la eliminación de AMPKα1 en las células gliales hGFAP- positivas se 

demostró mediante una doble inmunofluorescencia (Figura 1A) en la cual se puede observar 

que, tras la administración i.p. de tamoxifeno, se produce de manera adecuada la recombinación 

y la eliminación de AMPK α1 en los animales GFAP-Cre AMPKα1flox/flox. 

 

Figura 1. Eliminación de AMPKα1 en los astrocitos GFAP a través recombinación mediada por 
Cre dependiente de tamoxifeno. (A) Doble inmunofluorescencia de AMPKα1 (verde)(Guerra et al.) 
y GFAP (rojo) en el hipotálamo de animales AMPKα1flox/flox o animales GFAP-Cre AMPKα1flox/flox. Las 
flechas blancas indican la presencia de colocalización. 
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2. LA ELIMINACIÓN DE AMPKα1 EN LOS ASTROCITOS GFAP AUMENTA EL PESO 

CORPORAL EN LAS HEMBRAS 

El siguiente paso en este trabajo fue investigar si la eliminación de AMPKα1 en los 

astrocitos GFAP provocaba algún efecto sobre el peso corporal en una dieta STD. Así, se 

observó que en los ratones hembra GFAP-Cre AMPKα1flox/flox se producía un aumento de peso 

(Figura 2A) independientemente de la ingesta (Figura 2B) con respecto a sus hermanos de 

camada mientras que en los machos no se observaba ninguna diferencia entre los GFAP-Cre 

AMPKα1flox/flox y sus hermanos de camada (Figura 3A-B). 

 

Figura 2. Efecto de la eliminación de AMPKα1 en los astrocitos GFAP en el balance energético 
de las hembras. (A) Ganancia de masa corporal (AMPKα1flox/flox n= 20, GFAP-Cre AMPKα1flox/flox n= 
16), (B) Ingesta diaria (AMPKα1flox/flox n= 8, GFAP-Cre AMPKα1flox/flox n= 4) y (C) Masa de los depósitos 
de grasa (AMPKα1flox/flox n= 20, GFAP-Cre AMPKα1flox/flox n= 16). Test estadístico t de Student (2 
colas), *P<0,05 vs AMPKα1flox/flox, **P<0,01 vs AMPKα1flox/flox. Los datos están expresados como 
media±SEM. 
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Figura 3. Efecto de la eliminación de AMPKα1 en los astrocitos GFAP en el balance energético 
de los machos. (A) Ganancia de masa corporal (AMPKα1flox/flox n= 10, GFAP-Cre AMPKα1flox/flox n= 
15), (B) Ingesta diaria en hembras (AMPKα1flox/flox n= 8, GFAP-Cre AMPKα1flox/flox n= 4) y (C) Masa de 
los depósitos de grasa (AMPKα1flox/flox n= 22, GFAP-Cre AMPKα1flox/flox n= 17). Test estadístico t de 
Student (2 colas). Los datos están expresados como media±SEM. 

Este aumento de peso en las hembras estaba asociado con un aumento de la adiposidad, en 

concreto con un incremento de la grasa subcutánea sin observarse cambios en los otros 

depósitos grasos (Figura 2C). En los machos no observamos ningún cambio en la adiposidad 

(Figura 3C). 

Puesto que AMPK está relacionada con la homeostasis de la glucosa, evaluamos el posible 

efecto de la eliminación de AMPKα1 en los astrocitos GFAP en la regulación de la glucosa 

periférica y en la respuesta a insulina a través de tests de tolerancia a glucosa y de tolerancia a 

insulina, respectivamente. Pese a ello, no observamos ninguna diferencia, ni en los niveles de 

glucosa de las hembras o machos tanto alimentados ad libitum como en ayuno (Figuras 4A y 

5A), ni en la tolerancia a glucosa (Figuras 4B-C y 5B-C) o a insulina (Figuras 4 D-Ey 5D-E).  
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Figura 4. Efecto de la eliminación de AMPKα1 en los astrocitos GFAP en la homeostasis de la 
glucosa en ratones hembra. (A) Niveles de glucosa circulantes (AMPKα1flox/flox n= 10, GFAP-Cre 
AMPKα1flox/flox n=8), (B-C) test de tolerancia a la glucosa (GTT, glucose tolerance test) y área bajo 
la curva (AMPKα1flox/flox n= 14, GFAP-Cre AMPKα1flox/flox n=10), (D-E) test de tolerancia a la insulina 
(ITT, insulin tolerance test) y área bajo la curva (AMPKα1flox/flox n= 14, GFAP-Cre AMPKα1flox/flox 
n=12). Test estadístico t de Student (2 colas). Los datos están expresados como media±SEM.  
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Figura 5. Efecto de la eliminación de AMPKα1 en los astrocitos GFAP en la homeostasis de la 
glucosa en ratones macho. (A) Niveles de glucosa circulantes (AMPKα1flox/flox n= 10, GFAP-Cre 
AMPKα1flox/flox n=8), (B-C) test de tolerancia a la glucosa (GTT, glucose tolerance test) y área bajo 
la curva (AMPKα1flox/flox n= 11, GFAP-Cre AMPKα1flox/flox n=9), (D-E) test de tolerancia a la insulina 
(ITT, insulin tolerance test) y área bajo la curva (AMPKα1flox/flox n= 11, GFAP-Cre AMPKα1flox/flox 
n=8). Test estadístico t de Student (2 colas). Los datos están expresados como media±SEM.  

 

3. LAS HEMBRAS DEFICIENTES DE AMPKα1 EN LOS ASTROCITOS GFAP 

PRESENTAN UNA DISMINUCIÓN DE LA TERMOGÉNESIS DEL BAT 

Posteriormente, analizamos el efecto de la eliminación de AMPKα1 en los astrocitos GFAP 

sobre el gasto energético, concretamente sobre la termogénesis del BAT. Observamos que las 

hembras presentan una disminución de la temperatura del BAT sin un descenso de la 

temperatura corporal (Figuras 6A-B). En concordancia con estos datos, al llevar a cabo el 

análisis molecular del BAT, se observó una disminución de los niveles de expresión de UCP1 

y de otros marcadores termogénicos (Figuras 7A-B). 
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Figura 6. Efecto de la eliminación de AMPKα1 en los astrocitos GFAP en la activación del BAT 
en ratones hembra. (A) Temperatura corporal y (B) temperatura del área del BAT (AMPKα1flox/flox 
n= 4, GFAP-Cre AMPKα1flox/flox n=5). Test estadístico t de Student (2 colas). *P<0,05 vs 
AMPKα1flox/flox. Los datos están expresados como media±SEM.  

 

Figura 7. Efecto de la eliminación de AMPKα1 en los astrocitos GFAP en la termogénesis del 
BAT en ratones hembra. (A) Niveles de mRNA (n=14 ratones/grupo), (B) niveles proteicos de UCP1 
en el BAT (AMPKα1flox/flox n=6, GFAP-Cre AMPKα1flox/flox n=7). Test estadístico t de Student (2 colas). 
*P<0,05 vs AMPKα1flox/flox. Los datos están expresados como media±SEM. Las bandas del gel del 
panel B ha sido cortada del mismo gel original. 

 

En cuanto a los machos, estas diferencias no fueron observadas ya que no presentaban 

distinta temperatura corporal ni del BAT (Figuras 8A-B) con respecto a sus hermanos de 

camada. Tampoco se observaron diferencias en el análisis molecular del BAT, donde tanto la 

expresión de UCP1 como los marcadores termogénicos (Figuras 9A-B) no mostraban cambios 

significativos. 
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Figura 8. Efecto de la eliminación de AMPKα1 en los astrocitos GFAP en la activación del BAT 
en ratones macho. (A)Temperatura corporal (AMPKα1flox/flox n= 16, GFAP-Cre AMPKα1flox/flox n=4) y 
(B)Temperatura del área del BAT (n= 8 ratones/grupo) Test estadístico t de Student (2 colas). Los 
datos están expresados como media±SEM.  

 

 

Figura 9. Efecto de la eliminación de AMPKα1 en los astrocitos GFAP en la termogénesis del 
BAT en ratones macho. (C) Niveles de mRNA (n=13-14 ratones/grupo), (D) niveles proteicos de 
UCP1 en el BAT (n= 7 ratones/grupo). Test estadístico t de Student (2 colas). Los datos están 
expresados como media±SEM. Las bandas del gel del panel B ha sido cortada del mismo gel original. 
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4. LA ELIMINACIÓN DE AMPKα1 EN LOS ASTROCITOS GFAP DE LAS HEMBRAS 

AUMENTA EL RQ 

Seguidamente decidimos valorar si la ganancia de masa corporal observada en las hembras 

podía también estar relacionada con la disminución del gasto energético asociado con la 

actividad locomotora y el RQ. Los datos obtenidos mostraron que las hembras GFAP-Cre 

AMPKα1flox/flox en comparación con sus hermanas de camada no presentaban diferencias en el 

gasto energético ni en la actividad locomotora (Figuras 10 A-B), pero, en cambio, sí que 

presentaban diferencias en el RQ (Figura 11A). El RQ está relacionado de forma directa con el 

sustrato que se está metabolizando en un organismo en un determinado momento, y su valor 

oscila entre 0.7 y 1 según se estén metabolizando lípidos o carbohidratos. De este modo 

podemos inferir que las hembras GFAP-Cre AMPKα1flox/flox poseen un aumento de la oxidación 

de carbohidratos, frente a lípidos. 

 

 

Figura 10. Efecto de la eliminación de AMPKα1 en los astrocitos GFAP en la actividad 
locomotora y el gasto energético. (A) Actividad locomotora y (B) gasto energético (n= 4 
ratones/grupo). Test estadístico t de Student (2 colas). Los datos están expresados como 
media±SEM.  
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Figura 11. Efecto de la eliminación de AMPKα1 en los astrocitos GFAP en el cociente 
respiratorio. (A) Transcurso del cociente respiratorio (RQ, respiratory quotient) en el panel 
izquierdo y cociente respiratorio total en el panel derecho (n= 4 ratones/grupo). Test estadístico 
t de Student (2 colas). *P<0,05 vs AMPKα1flox/flox. Los datos están expresados como media±SEM. 

 

5. LA ELIMINACIÓN DE AMPKα1 EN LOS ASTROCITOS GFAP PROVOCA UN 

INCREMENTO DE LOS NIVELES DE AROMATASA EN EL MBH DEL HIPOTÁLAMO 

Dado el fenotipo observado en las hembras y no en los machos, consideramos que los 

estrógenos podrían estar implicados en este dimorfismo. Los estrógenos actúan como 

protectores contra la obesidad y, deficiencias en la señalización y síntesis de E2, llevan a un 

fenotipo obeso (López and Tena-Sempere, 2015; Mauvais-Jarvis et al., 2013; Xu et al., 2011). 

Parte de este fenotipo se debe a que modulan la termogénesis del BAT a través de la modulación 

de AMPK (Martinez de Morentin et al., 2014). Además, recientemente, se ha observado la 

participación de los astrocitos en la respuesta a estrógenos, gracias a la expresión de receptores 

de estrógenos (Fuente-Martin et al., 2013), y en la neuroesteroidogénesis por la expresión de 

aromatasa en situaciones de estrés neuronal (Azcoitia et al., 2003; Garcia-Ovejero et al., 2005). 

Debido a esto, nuestro siguiente paso fue analizar los niveles de aromatasa y de los 

receptores de estrógenos en el hipotálamo medio-basal (MBH, mediobasal hypothalamus), una 

zona que engloba principalmente los núcleos ARC y VMH de especial relevancia en el balance 

energético. Interesantemente, encontramos que los niveles de aromatasa en el MBH estaban 

significativamente elevados (Figura 12A).  
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Figura 12. Efecto de la eliminación de AMPKα1 en los astrocitos GFAP en los niveles de 
Aromatasa. (A) Niveles proteicos de Aromatasa en el MBH (n= 7 ratones/grupo) (n= 6 
ratones/grupo). Test estadístico t de Student (2 colas). **P<0,01 vs AMPKα1flox/flox. Los datos están 
expresados como media±SEM. Las bandas de los geles del panel A han sido cortadas del mismo gel 
original. 

 

Además, también se muestran cambios significativos en algunos receptores de estrógenos 

como el receptor ERα y el receptor nuclear GPR30 (Figura 13A). Sin embargo, no se 

observaron diferencias en el receptor ERβ (Figura 13A).  

 

Figura 13. Efecto de la eliminación de AMPKα1 en los astrocitos GFAP en los niveles de 
receptores de estrógenos. (A) Niveles proteicos de los receptores de estrógenos en el MBH (n= 6 
ratones/grupo). Test estadístico t de Student (2 colas), *P<0.05, **P<0.01 vs AMPKα1flox/flox.Los 
datos están expresados como media±SEM. Las bandas de los geles del panel A han sido cortadas del 
mismo gel original. 

 

Los astrocitos se han relacionado también con la regulación central del eje hipotálamo-

hipofisario-gonadal puesto que modulan la actividad de las neuronas GnRH (Witkin et al., 

1991). Además, AMPK también está implicada tanto en regulación de las neuronas Kiss1 del 

hipotálamo (Roa et al., 2018), las cuales son capaces de activar a las neuronas GnRH, como en 

la modulación de las propias neuronas GnRH (Franssen et al., 2021).  
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En consecuencia, decidimos estudiar si los niveles circulantes de hormonas como la LH y 

la expresión de Kiss1 en el hipotálamo podrían estar afectadas por la eliminación de AMPKα1 

en los astrocitos de las hembras. Los datos observados no mostraron diferencias ni en los niveles 

séricos de LH de las hembras GFAP-Cre AMPKα1flox/flox ni en la expresión de Kiss1 a nivel 

hipotalámico (Figuras 14A-B). Estes datos fueron obtenidos en colaboración con el grupo de 

Balance Energético y Función Reproductora del Departamento de Biología Celular, Fisiología 

e Inmunología (Córdoba, España) dirigido por el Dr. Manuel Tena Sempere. 

 

Figura 14. Efecto de la eliminación de AMPKα1 en los astrocitos GFAP en los niveles séricos de 
LH y en los niveles de mRNA de Kiss1 en el hipotálamo. (A) Niveles séricos de LH (AMPKα1flox/flox 
n= 8, GFAP-Cre AMPKα1flox/flox n=6), (B) niveles de mRNA de Kiss1 en el hipotálamo (AMPKα1flox/flox 
n= 7, GFAP-Cre AMPKα1flox/flox n=8). Test estadístico t de Student (2 colas). Los datos están 
expresados como media±SEM. 

 

6. LAS HEMBRAS DEFICIENTES DE AMPKα1 EN LOS ASTROCITOS GFAP NO 

RESPONDEN A LA ADMINISTRACIÓN CENTRAL DE E2 

Los resultados obtenidos en las hembras GFAP-Cre AMPKα1flox/flox parecen estar 

relacionados con una resistencia a nivel central de los estrógenos, por lo que se decidió 

comprobar si la administración a nivel central de E2 podía revertir el fenotipo observado o si 

por el contrario se producía una resistencia a los efectos de E2 tanto en relación con el peso 

corporal como con la activación del BAT. 

Para investigar esta posibilidad, se llevó a cabo la administración de E2 vía ICV durante 4 

días. Los resultados mostraron que, a diferencia de sus hermanos de camada, las hembras 

GFAP-Cre AMPKα1flox/flox no disminuían el peso corporal ni la ingesta (Figuras 15A-B).   
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Figura 15. Efecto de la administración central de E2 en el balance energético de las hembras 
en GFAP-Cre AMPKα1flox/flox. (A) Ganancia de masa corporal (n=4 ratones/grupo), (B) Ingesta diaria 
(n=4 ratones/grupo). Test estadístico t de Student (2 colas), *P<0,05 vs AMPKα1flox/flox. Los datos 
están expresados como media±SEM.  

 

Esta ganacia de peso estaba asociada a una disminución de la temperatura del área del BAT 

(Figura 16A) y de los niveles de mRNA de marcadores termogénicos (Figura 16B). Sin 

embargo, no se observaron cambios significativos en la expresión proteica de UCP1 aunque sí 

mostraba una tendencia a una disminución (Figura 16C). 
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Figura 16. Efecto de la administración central de E2 en la termogénesis del BAT de las hembras 
GFAP-Cre AMPKα1flox/flox. (A) Imagen representativa de la temperatura del BAT en el día 5 (a la 
derecha del panel) y temperatura del área del BAT (a la izquierda del panel) (n=4 ratones/grupo), 
(B) Niveles de mRNA (n=4 ratones/grupo) y (C) niveles proteicos de UCP1 en el BAT (n=4 
ratones/grupo). Test estadístico t de Student (2 colas), *P<0,05, **P<0.01 vs AMPKα1flox/flox. Los 
datos están expresados como media±SEM. Las bandas del gel del panel C ha sido cortada del mismo 
gel original. 

 

7. LA ELIMINACIÓN DE AMPKα1 EN LOS ASTROCITOS GFAP NO AFECTA A LA 

ASTROGLIOSIS NI AL ESTRÉS CELULAR 

Estudios recientes han demostrado que un incremento de la inflamación y del estrés de ER 

en el hipotálamo inducen obesidad e inhiben la termogénesis del BAT (Ozcan et al., 2009; 

Schneeberger et al., 2013; Velloso et al., 2008; Zhang et al., 2008). Además, la lipotoxicidad, 

resultado de la acumulación de especies lipídicas reactivas como las ceramidas, puede ocurrir 

en el hipotálamo e inducir este estrés del ER, modulando así, el balance energético (Contreras 

et al., 2014; Martínez de Morentin et al., 2010). Estos procesos moleculares pueden ser 

modulados por los estrógenos los cuales reducen la inflamación y la lipotoxidad provocando a 

su vez una disminución del ER stress (Gonzalez-Garcia et al., 2018; Monteiro et al., 2014). Por 

otro lado, divervos estudios han demostrado que bajo situaciones de estrés, como dietas HFD, 

existe un incremento de la astrogliosis (Buckman et al., 2015) y que podría asociarse a un 

incremento de la inflamación a nivel hipotalámico, puesto que son capaces de producir factores 

inflamatorios tales como TNF-a, IL-1b y IL-6 (Lee et al., 1993; Lieberman et al., 1989). 
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Además, también se ha visto que los estrógenos que derivan de los astrocitos gracias a la acción 

de la aromatasa, regulan la astrogliosis (Wang et al., 2020a). 

Por esta relación entre los estrógenos con la inflamación, el estrés de ER y la lipotoxicidad 

así como con la astrogliosis, decidimos valorar si el fenotipo observado en las hembras 

deficientes de AMPKα1 de los astrocitos GFAP estaba relacionado con estos procesos. Los 

datos obtenidos mostraron, sin embargo, que no existía un aumento de la astrogliosis en las 

hembras GFAP-Cre AMPKα1flox/flox (Figura 17A) con respecto a sus hermanos de camada ya 

que no se observó un aumento de las células positivas para GFAP (Figura 17B) ni un incremento 

de las proyecciones de los astrocitos (Figura 17C-D). Estos datos se obtuvieron en colaboración 

con la Dra. Cristina García Cáceres del grupo de Astrocyte-Neuron Networks del Institute for 

Diabetes and Obesity (Helmholtz Diabetes Center, Münich, Alemania). 

 

Figura 17. Efecto de la eliminación de AMPKα1 en la morfología de los astrocitos GFAP positivos en el 
hipotálamo. (A) Inmunohistoquímica de los astrocitos GFAP+ en el hipotálamo de ratones AMPKα1flox/flox y 
GFAP-Cre AMPKα1flox/flox. (B-D) Cuantificación del número de células positivas para GFAP (B), el número y 
procesos primarios de los astrocitos GFAP+ (C) y longitud de los procesos primarios GFAP+ (D) en el 
hipotálamo de los ratones AMPKα1flox/flox y GFAP-Cre AMPKα1flox/flox (AMPKα1flox/flox n= 6, GFAP-Cre 
AMPKα1flox/flox n=3). Test estadístico t de Student (2 colas). Los datos están expresados como media±SEM. 

Por otro lado, tampoco se encontraron diferencias ni en la inflamación (Figura 18A), ni en 

el estrés del ER (Figura 19A) entre los grupos. En cuanto a la ruta de síntesis de las ceramidas, 

se obtuvo el mismo resultado, donde no se observaron diferencias en las hembras GFAP-Cre 

AMPKα1flox/flox con respecto a sus hermanos de camada (Figura 20A). 
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Figura 18. Efecto de la eliminación de AMPKα1 en los astrocitos GFAP en la inflamación. (A) Niveles 
proteicos de los marcadores de inflamación en el hipotálamo (n= 7 ratones/grupo). Test estadístico t de 
Student (2 colas). Los datos están expresados como media±SEM. Las bandas del gel del panel A han sido 
cortadas del mismo gel original. 

 

Figura 19. Efecto de la eliminación de AMPKα1 en los astrocitos GFAP en el estrés de ER. (A) Niveles 
proteicos de los marcadores de inflamación en el hipotálamo (n= 7 ratones/grupo, excepto ATF6α 
AMPKα1flox/flox n= 7, GFAP-Cre AMPKα1flox/flox n=6). Test estadístico t de Student (2 colas). *P<0,05 vs 
AMPKα1flox/flox. Los datos están expresados como media±SEM. Las bandas del gel del panel A han sido 
cortadas del mismo gel original. 
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Figura 20. Efecto de la eliminación de AMPKα1 en los astrocitos GFAP en la ruta de las ceramidas. (A) 
Niveles de mRNA de los marcadores del metabolismo de las ceramidas en el hipotálamo (n= 8 
ratones/grupo). Test estadístico t de Student (2 colas). Los datos están expresados como media±SEM
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En las últimas décadas, la obesidad se ha convertido en una de las mayores causas de 

mortalidad en el mundo debido a que supone un factor de riesgo para numerosas enfermedades, 

entre las que se incluyen enfermedades cardiovasculares, diabetes tipo 2 y algunas formas de 

cáncer (Friedman, 2009; Haslam and James, 2005; Kopelman, 2000; O.M.S., 2020). La 

obesidad se caracteriza por un aumento de peso derivado de un desequilibrio del balance 

energético de manera positiva, generalmente a causa de un aumento de la ingesta y una 

disminución del gasto energético. Muchos de los fármacos que se han desarrollado para 

combatir la obesidad se han centrado de forma exclusiva y directa en tratar el apetito, sin 

embargo, no han tenido mucho éxito, posiblemente por un mecanismo compensatorio de 

disminución del gasto energético (Dietrich and Horvath, 2012; Tschop et al., 2016). Por ello, 

es necesario profundizar aún más en cuales son los mecanismos capaces de modular la 

homeostasis energética.  

El hipotálamo se ha mostrado como una de las principales zonas del cerebro que participan 

en el control la homeostasis energética, ya que es capaz de integrar señales periféricas, como 

hormonas y metabolitos, y generar una respuesta neuronal a ellas (Saper and Lowell, 2014). 

Así, el hipotálamo regula la ingesta de alimentos y el gasto energético, principalmente a través 

de la modulación de la termogénesis del BAT. A nivel molecular, los estudios realizados en los 

últimos años han puesto de manifiesto la importancia de la enzima AMPK en la integración de 

las señales periféricas, presentando a AMPK como una vía canónica en la regulación del 

balance energético (Lopez et al., 2016). De hecho, la AMPK hipotalámica está implicada en la 

regulación de la ingesta, la termogénesis del BAT, el browning de WAT y la homeostasis de la 

glucosa y de lípidos (Alvarez-Crespo et al., 2016; Lopez et al., 2016; Lopez and Tena-Sempere, 

2017), además de participar en la resistencia a la leptina inducida por la dieta (Dagon et al., 

2012; Martin et al., 2006). Así, la inhibición de AMPK en el hipotálamo tiene un efecto 

anorexigénico y de pérdida de peso (Lopez et al., 2008; Lopez et al., 2010b; Martinez de 

Morentin et al., 2014; Minokoshi et al., 2004). Sin embargo, muchas de las funciones de AMPK 

se han estudiado en las neuronas de los distintos núcleos del hipotálamo (Claret et al., 2007; 

Seoane-Collazo et al., 2018), pero si es capaz de ejercerlas en otros tipos celulares del 

hipotálamo aún está por dilucidar.  

A pesar de que los astrocitos son uno de los tipos celulares más abundantes en el cerebro, 

se han visto hasta hace poco únicamente como células de sostén. Sin embargo, recientes 

estudios han demostrado que juegan un papel importante en la señalización y detección de 

ciertos metabolitos y hormonas, como leptina e insulina, alterando el metabolismo y actividad 

de las neuronas y, por consiguiente, participando en la regulación de la homeostasis energética 

(Fuente-Martin et al., 2012; Garcia-Caceres et al., 2016; Kim et al., 2014). Por ello, nuestro 

trabajo se centró en investigar si la inhibición de AMPKα1 en los astrocitos podría, al igual que 

en las neuronas, afectar al balance energético. Para ello, usamos un sistema Cre-lox inducible 

por tamoxifeno, específico para astrocitos positivos para GFAP. En este modelo, gran parte de 

los astrocitos positivos para GFAP se localizan en el hipotálamo, lo que podría darnos un mejor 

conocimiento de la implicación de los astrocitos hipotalámicos en la regulación del balance 

energético. Nuestros datos muestran que la deleción de AMPKα1 en los astrocitos GFAP 

(GFAP-Cre AMPKα1flox/flox), provocan un aumento de peso corporal en los ratones hembra 

pero no en los ratones macho y de manera independiente de la ingesta. Además, este aumento 

en el peso de las hembras se debe en gran medida al aumento de los depósitos de grasa 

subcutánea. Estos datos son interesantes porque muestran, por un lado, una distinta respuesta 

de la eliminación de AMPKα1 en los astrocitos a la que se observa en las neuronas, como por 

ejemplo las neuronas SF1, donde la deleción de AMPKα1 protege de la ganancia de peso en 
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dietas HFD (Seoane-Collazo et al., 2018) y, por otro lado, presenta un dimorfismo sexual donde 

solamente se observan cambios en los ratones hembra. En los últimos años, se ha demostrado 

que los astrocitos presentan un claro dimorfismo sexual (Melcangi et al., 2001; Mong et al., 

1999; Witkin et al., 1991) y como muestran nuestros datos, esto podría ser mediado, en parte, 

a través de AMPKα1.  

Puesto que se ha demostrado que los astrocitos participan en la detección y homeostasis de 

la glucosa, (Chari et al., 2011), y que AMPK también está implicada en la detección de la 

hipoglucemia y generación de una respuesta contrarreguladora (Fan et al., 2009; McCrimmon 

et al., 2008), consideramos la posibilidad de una desregulación de la homeostasis de la glucosa 

en estos animales. Sin embargo, no observamos diferencias en los niveles de glucosa ad libitum 

ni en ayuno de los ratones GFAP-Cre AMPKα1flox/flox hembras o macho y tampoco existían 

diferencias en la tolerancia a glucosa o a la sensibilidad a insulina en ninguno de los dos sexos. 

Por lo tanto, estos animales presentaban una correcta homeostasis de la glucosa, lo que podría 

significar que AMPKα1 a través de los astrocitos no ejerce un papel demasiado relevante en la 

homeostasis de la glucosa a nivel periférico o que las neuronas glucosensoras localizadas en el 

hipotálamo y otras células gliales como los tanicitos (Levin et al., 2011) podrían ser capaces de 

contrarrestar la posible deficiencia en la detección de la glucosa en los astrocitos de los animales 

GFAP-Cre AMPKα1flox/flox. Otra posibilidad, dado que en hembras con adiposidad aumentada 

e hiperleptinemia, sería esperable cierto grado de insulino resistencia el hecho de no haberla 

podría ser debido a cambios en el control neurohormonal de la homeostasis de glucosa actuando 

de forma compensatoria.  

AMPK es capaz de regular la termogénesis del BAT a través del SNS (Martinez de 

Morentin et al., 2014; Seoane-Collazo et al., 2018), de manera que, la inhibición AMPK 

aumenta la activación del BAT y, por lo tanto, el gasto energético (Martinez de Morentin et al., 

2014; Seoane-Collazo et al., 2018). Nuestros datos muestran, sin embargo, que mientras que 

los ratones hembra GFAP-Cre AMPKα1flox/flox presentan una disminución de la termogénesis 

del BAT, consecuente con su aumento de peso, los ratones macho no muestran ninguna 

diferencia. Esto se observa por la disminución tanto de la temperatura del área del BAT en las 

hembras GFAP-Cre AMPKα1flox/flox, como de UCP1 y de los marcadores termogénicos en el 

BAT. Además, estas hembras GFAP-Cre AMPKα1flox/flox, presentan un aumento de la RQ, lo 

cual indica un alto metabolismo de los carbohidratos. Por lo tanto, los astrocitos, a través de 

AMPKα1, influyen en la modulación de la termogénesis del BAT de manera dependiente del 

sexo. Estos datos contrastan de nuevo con los datos obtenidos en las neuronas SF1, donde la 

deleción de AMPKα1 aumenta la termogénesis (Seoane-Collazo et al., 2018), volviendo a poner 

de manifiesto la diferente respuesta de AMPKα1 en neuronas y astrocitos a la modulación del 

balance energético.  

El dimorfismo sexual que se ha observado en los últimos años en los astrocitos se debe en 

gran parte a la presencia de receptores de estrógenos, andrógenos y progesterona y a la 

expresión de enzimas implicadas en el proceso de producción de esteroides, como la aromatasa, 

la cual se expresa principalmente bajo condiciones de estrés (Azcoitia et al., 2003; Melcangi et 

al., 2001). Además, en respuesta a estrógenos, los astrocitos son capaces de controlar la 

actividad de ciertas neuronas (Melcangi et al., 2001; Witkin et al., 1991). Por ello, es posible 

que la resistencia al desarrollo de la obesidad que se da en las hembras con respecto a los 

machos pueda ser consecuencia de la diferente respuesta de los astrocitos a los esteroides 

sexuales (Chowen et al., 2018). Los estrógenos juegan un papel de protección contra la obesidad 

y muchas de sus acciones se modulan a través de los receptores de estrógenos localizados en el 
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hipotálamo y, además, con acción núcleo-específica, controlando, por un lado, la termogénesis 

y la adiposidad a través del VMH y, por el otro, modulando la ingesta a través del ARC 

(Musatov et al., 2007; Xu et al., 2011). De esta manera, fenotipos obesogénicos se desarrollan 

en animales ovarectomizados o deficientes de ERα (Gonzalez-Garcia et al., 2017; Martinez de 

Morentin et al., 2014; Mauvais-Jarvis et al., 2013). Asimismo, recientes estudios han 

demostrado la participación de AMPK en la modulación de la homeostasis energética por parte 

de los estrógenos, los cuales llevan a la inhibición de AMPK en el VMH, permitiendo un 

aumento de la termogénesis del BAT a través del SNS (Lopez and Tena-Sempere, 2017; 

Martinez de Morentin et al., 2014). Dado el grado de similitud de los resultados observado en 

las hembras con los modelos ovarectomizados o deficientes de ERα, es posible que el fenotipo 

de las hembras derive de una incorrecta señalización de los estrógenos o de su síntesis. Nuestros 

datos muestran que las hembras GFAP-Cre AMPKα1flox/flox no presentan una desregulación del 

eje hipotálamo-hipofisario-gonadal pero, sin embargo, sí que se observa un aumento de los 

niveles de aromatasa en el MBH. Esto puede ser debido a que los astrocitos no sean capaces de 

señalizar correctamente los niveles de estrógenos circulantes y que por lo tanto necesiten 

contrarrestarlo con un aumento de la neuroesteroidogénesis. Además, también se ha visto que 

el aumento de la expresión de aromatasa en los astrocitos se da principalmente en situaciones 

de estrés, ejerciendo un papel neuroprotector (Azcoitia et al., 2003; Garcia-Ovejero et al., 

2005). Por otro lado, los datos también muestran que existe un incremento de los niveles de los 

receptores de ERα y GPR30, pero no de ERβ en el MBH del hipotálamo, lo cual puede estar 

relacionado nuevamente con la señalización incorrecta de los estrógenos, intentando 

contrarrestarlo con un incrementando el número de receptores disponibles. De hecho, y en 

consonancia con estos datos, al administrar E2 a nivel central, se observa que las hembras 

GFAP-Cre AMPKα1flox/flox no muestran una disminución del peso corporal ni un aumento de 

la termogénesis, poniendo de manifiesto la incapacidad de responder a los estrógenos de manera 

adecuada. Por otra parte no parece que todos los cambios puedan ser mediados por una 

alteración en los niveles de aromatasa dado que animales ko para aromatasa exhiben incremento 

adiposidad en ambos sexos (aunque de forma más tardia en machos) (ver Xu and Lopez 2018). 

Será necesario llevar a cabo estudios futuros con silenciamiento especifico de la aromatasa en 

hembras GFAP-Cre AMPKα1flox/flox en grupos neuronales específicos para esclarecer en detalle 

su contribución. 

Los estrógenos participan en la modulación de otros procesos moleculares asociados con 

la obesidad como son el estrés de ER, la inflamación y la lipotoxicidad que pueden 

desencadenar en el desarrollo de numerosas patologías asociadas. La acumulación ectópica de 

lípidos, como las ceramidas, en los distintos tejidos puede derivar en lipotoxicidad, 

favoreciendo la resistencia a insulina, diabetes tipo 2, esteatosis hepática y insuficiencia cardía 

(Martínez de Morentin et al., 2010) y tanto la inflamación como el estrés de ER están 

íntimamente relacionados con la lipotoxicidad (Fu et al., 2012; Summers, 2006; Unger, 2002). 

De hecho, concentraciones elevadas de ceramidas en el hipotálamo dan lugar a un aumento del 

estrés de ER provocando un aumento de peso y disminución de la termogénesis del BAT 

(Contreras et al., 2017a). La obesidad también induce un estado de inflamación sistémica de 

bajo grado, siendo de especial relevancia la originada en el hipotálamo (De Souza et al., 2005; 

Milanski et al., 2009; Velloso et al., 2008). En el hipotálamo, el excesivo aporte calórico 

provoca una activación de las vías inflamatorias lo que lleva a una desregulación de la acción 

de la insulina periférica (Purkayastha et al., 2011) y una reducción de la termogénesis adaptativa 

(Arruda et al., 2011) por alteración de la señalización a través del SNS y los receptores β 

adrenérgicos (Jais and Brüning, 2017). Se ha visto que los estrógenos son capaces de modular 

todos estos procesos moleculares de manera que consiguen reducir la inflamación hipotalámica 
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(Monteiro et al., 2014) y los niveles de ceramidas en el hipotálamo que generan un descenso 

del estrés de ER (Gonzalez-Garcia et al., 2018). Además, la acción antiinflamatoria de los 

estrógenos también se da a través de los astrocitos, controlando la glisosis y la expresión de 

ciertas proteínas proinflamatorias (Acaz-Fonseca et al., 2014; Spence et al., 2013). Cabe de 

esperar, por lo tanto, que en nuestro modelo pueda existir un aumento de alguno de estos 

procesos, sin embargo, las hembras GFAP-Cre AMPKα1flox/flox no presentan un aumento ni de 

la gliosis ni de los marcadores de inflamación, así como tampoco de los marcadores de estrés 

de ER o del metabolismo de las ceramidas en el hipotálamo. Por ello, se deduce que estos 

mecanismos no están implicados en el fenotipo metabólico observado en las hembras por la 

delección de AMPKα1 en los astrocitos. 

En conclusión, nuestros datos muestran que la ablación de la isoforma AMPKα1 en los 

astrocitos GFAP provoca un aumento del peso corporal independientemente de la ingesta, pero 

asociado con una disminución de la termogénesis del BAT solamente en los ratones hembra. 

Este dimorfismo sexual puede ser debido a una incapacidad de señalizar los estrógenos de 

manera adecuada sin alterar otros mecanismos como la gliosis, la inflamación, el estrés de ER 

o el metabolismo de las ceramidas. Aunque es necesario profundizar más sobre el papel de los 

astrocitos en la homeostasis energética y principalmente en la regulación de los estrógenos, 

estos resultados sugieren que AMPK está desempeñando un papel importante en el balance 

energético a través de los astrocitos.



 

 
 

CONCLUSIONES 





Conclusiones 

115 
 

Los resultados obtenidos durante la realización de esta tesis basados en la generación de 

un nuevo modelo animal mediante modificación genética nos permiten establecer las siguientes 

conclusiones: 

- La delección de AMPKα1 en los astrocitos GFAP provocan un aumento del peso 

corporal y una disminución de la termogénesis del BAT únicamente en los ratones 

hembra. 

- Este fenotipo se debe principalmente a una deficiencia en la acción central de los 

estrógenos. 

- Estos efectos asociados a delección de AMPKα1 en los astrocitos GFAP no se 

relacionan con una desregulación de la homeostasis de la glucosa o con un aumento de 

la astrogliosis, la inflamación, el estrés de ER o el metabolismo de las ceramidas en el 

hipotálamo. 

- AMPKα1 en los astrocitos GFAP juega un papel central en la regulación del balance 

energético mediado por estrógenos. 
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Xefatura Territorial

Sº de Gandaría

Edificio administrativo Monelos, 4º andar

Rúa Vicente Ferrer, Nº 2

15008  A Coruña

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

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

RESOLUCIÓN DE AUTORIZACIÓN DE PROXECTO DE EXPERIMENTACIÓN ANIMAL

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

ANTECEDENTES

Anxo Vidal  Figueroa,  en representación do Centro de Biomedicina Experimental  (CEBEGA),
presentou  con  data  26.10.2020  unha  solicitude  para  a  realización  do  proxecto  de
experimentación animal (entrada no Rexistro Electrónico da Xunta de Galicia 2020/2052958),
cuxos datos se detallan a continuación:

Denominación  do  proxecto:  Mecanismos  neuroendocrinos  de  regulación  do  balance
enerxético

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

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

Clasificación do proxecto : Tipo I Tipo II Tipo III 

CONSIDERACIÓNS LEGAIS E TÉCNICAS

1 O Real decreto 53/2013, de 1 de febreiro (BOE 34, do 8 de febreiro), polo que se establecen
as normas básicas aplicables para a protección dos animais utilizados en experimentación e
outros  fins  científicos,  incluíndo  a  docencia,  establece  no  seu  artigo  33  as  condicións  de
autorizacións dos proxectos con animais de experimentación.

2 O artigo 88 da Lei 39/2015, de 1 de outubro, do procedemento administrativo común das
administracións públicas (BOE 236, do 2 de outubro de 2015) establece que a resolución que
poña fin o procedemento decidirá todas as cuestións expostas polos interesados e aquelas
outras derivadas deste.

  X

C
VE

: a
tb

Fu
dg

LD
0

Ve
rif

ic
ac

ió
n:

 h
ttp

s:
//s

ed
e.

xu
nt

a.
ga

l/c
ve

https://sede.xunta.gal/cve?idcve=atbFudgLD0


Xefatura Territorial

Sº de Gandaría

Edificio administrativo Monelos, 4º andar

Rúa Vicente Ferrer, Nº 2

15008 A Coruña

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

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

3  O Servizo  de  Gandaría  da  Coruña revisou  a  documentación  achegada na  solicitude  e  o
resultado favorable da avaliación do proxecto realizada polo órgano habilitado, a Sección de
Experimentación Animal do Comité de Bioética da Universidade de Santiago de Compostela.

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

De acordo con todo o indicado, RESOLVO:

1 Autorizar o proxecto solicitado.

2 O proxecto precisa someterse a unha avaliación retrospectiva cando este finalice.

3 A autorización deste proxecto terá unha duración de cinco anos e unha vez transcorrido este
tempo deberá ser renovada.

A citada autorización é unicamente válida nas condicións que figuran no expediente.  Ante
calquera cambio significativo no proxecto que poida ter efectos negativos sobre o benestar dos
animais, deberá solicitar a confirmación da autorización ao Servizo Provincial de Gandaría.

Esta autorización poderá ser suspendida no caso de que o proxecto non se leve a cabo de
acordo coas condicións de autorización e retirala, previo expediente tramitado ao que se lle
dará audiencia.

Contra a  presente resolución,  que non pon fin á  vía  administrativa,  poderá interpoñer  un
recurso de alzada ante o conselleiro de Medio Rural. O prazo comezará a contar dende o día
seguinte ao da recepción desta resolución. Todo isto, segundo o disposto nos artigos 121 e 122
da citada Lei 39/2015.

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

Xefatura Territorial

Sº de Gandaría

Edificio administrativo Monelos, 4º andar

Rúa Vicente Ferrer, Nº 2

15008  A Coruña

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

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