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Resumen 

 
El browning consiste en la generación de adipocitos beige dentro de depósitos 

de tejido adiposo blanco (TAB). Dicho proceso es inducido por la exposición a bajas 

temperaturas y por estimulación con agonistas beta adrenérgicos, entre otros. De 

manera similar a los adipocitos pardos, los adipocitos beige poseen la capacidad de 

producir calor debido a que expresan la proteína desacoplante 1 (UCP1), ubicada 

en la membrana mitocondrial interna, y por lo tanto su activación conduciría al 

incremento del gasto energético. En los últimos años, el estudio de la regulación y 

de los diferentes procesos que gobiernan el browning ha ganado un amplio interés 

debido a su potencial impacto benéfico sobre el metabolismo.  

En el presente trabajo de tesis doctoral, se evaluaron los efectos de los 

andrógenos sobre el proceso termogénico en dos tipos de depósitos de TAB: el TA 

inguinal (TAI) y el TA retroperitoneal (TARP). Para ello, se realizaron experimentos 

in vivo así como también ensayos in vitro. En el primer caso, ratas macho de la cepa 

Sprague-Dawley fueron sometidas a una orquidectomía prepuberal (ODX) con el fin 

de obtener un modelo de depleción de andrógenos y luego se estudió la capacidad 

termogénica de los TAB. A temperatura ambiente, los ODX presentaron niveles 

elevados de Ucp1, Prdm16 y Pgc1a en ambos depósitos de TAB en comparación 

con los animales controles (CTR). Además, las células precursoras de adipocitos 

(CPAs) aisladas del grupo ODX se diferenciaron in vitro en mayor medida hacia el 

linaje adipocitario beige. A continuación, un subgrupo de animales CTR y ODX fue 

mantenido durante 7 días a temperatura ambiente o sometido al frío para la 

inducción de la termogénesis (CTR-A, ODX-A, CTR-F y ODX-F, respectivamente). 

Si bien no se encontraron cambios significativos en PPARg ante la inducción por 

frío, el grupo ODX-F expresó mayores niveles de Ucp1 y Pgc1a y demostró un alto 

contenido proteico de UCP1 en ambos depósitos y un aumento en los niveles de 

CYT C en el TARP. Asimismo, se registraron cambios en la expresión de 

marcadores relacionados con la autofagia, lo cual indicaría modificaciones en la 

dinámica mitocondrial durante este proceso. Por lo tanto, las ratas con deficiencia 

de andrógenos desarrollaron depósitos de TAB con una actividad termogénica 

incrementada, tanto en condiciones basales como estimuladas por frío. 
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Para los ensayos in vitro, se realizaron cultivos de la fracción estroma vascular 

(FEV) del TAI y TARP provenientes de animales CTR y se incubaron con 

andrógenos durante las distintas etapas de la adipogénesis. En los cultivos de 

adipocitos beige tratados con testosterona disminuyeron la expresión de Cox8b y el 

contenido mitocondrial relativo. Además, tanto la testosterona como la 

dihidrotestosterona redujeron la expresión en condiciones estimuladas con 

forskolina de Ucp1, Pcg1a y Prdm16 en adipocitos beige provenientes de ambos 

depósitos. Además, el efecto de la testosterona fue revertido por la flutamida, un 

antagonista del receptor de andrógenos. Asimismo, en el TARP la testosterona 

modificó la funcionalidad mitocondrial de los adipocitos beige. Por último, se 

encontró que este andrógeno disminuyó la expresión de marcadores termogénicos 

(Ucp1 y Pgc1a) en adipocitos maduros y marcadores de precursores de adipocitos 

beige (Prdm16, Pdgfr1a y Ebf2) en la FEV. De esta manera, los tratamientos in vitro 

con andrógenos inhibieron el programa termogénico, efecto que fue mediado por la 

vía clásica del receptor de andrógenos.  

En conclusión, en esta tesis se propone que los andrógenos regulan de manera 

negativa la funcionalidad y generación de adipocitos beige. 
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hASC: células estromales/progenitoras derivadas de TA humano  

HBSS: Hanks balanced saline solution 

HFG: dieta rica en grasas 

HSL: Lipasa sensible a hormonas  

IL-6: interleuquina 6 

IBMX: 3-isobutil-1-metilxantina 

INSU: insulina  

IMC: índice de masa corporal 

LC3: proteína asociada a microtúbulos 1A/1B-cadena ligera 3 

LPL: lipoproteína lipasa 

mTOR: diana de rapamicina en células de mamífero 

Myf5: factor miogénico 5 

Myh11: cadena pesada 11 la miosina de células musculares lisas  

MyoD1: proteína 1 de determinación de mioblasto 

Ob: Leptina, gen 

ODX: orquidectomizado/s 

PAI-1: inhibidor del activador de plasminógeno 

PARK: ubiquitina ligasa E3 

PBS: phosphate buffered saline 

PBST: PBS Tween 20 

PCR: cadena en reacción de la polimerasa 

PDGFR: receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas  

PET-CT: tomografía computarizada por emisión de positrones  

PGC1a: coactivador de PPARg 1 alfa 

PINK: proteína asociada a Parkinson 

PKA: proteína quinasa A 

PPARg: peroxisome proliferator-activated receptor gamma 

PPERs: elementos de respuesta a PPARg 

PRDM16: dominio conteniendo PR 16 

RE: retículo endoplasmático 
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SFB: suero fetal bovino 
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TAB: tejido adiposo blanco 

TAE: tejido adiposo epididimal 

TAI: tejido adiposo inguinal 

TAP: tejido adiposo pardo 

TARP: tejido adiposo retroperitoneal 

TBX1: T-box 1 

TFEB: factor de transcripción EB 

TG: triglicéridos 

TLE3: proteína potenciadora similar a la transducina 3  

TMEM26: proteína de transmembrana 26 

TNFa: factor de necrosis tumoral a 

UCP1: proteína desacoplante 1 

ZFP 423: proteína con dedos de Zn 423 

 

Nota: en esta tesis las proteínas serán mencionadas con mayúscula (ej. AR), 

mientras que los respectivos transcriptos se nombraran con una mayúscula inicial 

seguida de letras en minúsculas (ej. Ar). 
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1.1. Tejido Adiposo: Aspectos generales  
 

El tejido adiposo (TA) se encuentra formado por adipocitos maduros y una 

fracción estroma vascular (FEV) que consiste en células del sistema inmune, 

pericitos, fibroblastos, células epiteliales, células precursoras adipocitarias (CPAs, 

también llamados preadipocitos) y células madres mesenquimaticas1. De acuerdo a 

sus características, el TA puede clasificarse como TA blanco (TAB) y TA pardo 

(TAP). Como su nombre lo indica, la coloración que presentan estos tejidos en 

fresco es la distinción fenotípica más evidente.  

En los mamíferos, el TA blanco (TAB) se puede clasificar de acuerdo a su 

ubicación anatómica en depósitos subcutáneos como por ejemplo el TA inguinal 

(TAI) y en depósitos viscerales como por ejemplo el TA retroperitoneal (TARP) y el 

epididimal (TAE), entre otros (Fig. 1). Dentro del TAB se encuentran los típicos 

adipocitos uniloculares (adipocitos blancos) y además, bajo ciertas condiciones, es 

posible encontrar adipocitos multivacuolares2 (adipocitos beige o brite). En 

secciones posteriores, se tratará con mayor detalle este fenómeno, objeto de 

estudio del presente trabajo de tesis doctoral.  

En situaciones de balance energético positivo, los adipocitos blancos se 

encargan de almacenar el exceso de energía en vacuolas lipídicas neutras mediante 

un proceso denominado lipogénesis el cual se encuentra regulado por la secreción 

postprandial de la insulina34. De manera opuesta las catecolaminas actúan sobre los 

receptores adrenérgicos beta (ADRB) para promover la lipólisis a través de la 

activación de la proteína quinasa A (PKA). Esta enzima a su vez activa a la lipasa 

sensible a hormonas (HSL) y a las esterasas cuyas acciones generan AG libres 

(AGL), diacilgliceroles y glicerol a partir de los lípidos almacenados. Los AGL serán 

utilizados por las mitocondrias para el proceso de beta oxidación y también se 

liberarán al torrente sanguíneo para su utilización como fuente de energía por otros 

órganos y tejidos de la economía. La hormona glucagón también regula la lipólisis a 

través de su acción sobre la HSL5. 

En cuanto a sus funciones endócrinas, los adipocitos blancos son capaces de 

secretar una serie de proteínas denominadas en conjunto adipoquinas que regulan 

diferentes aspectos referidos a la homeostasis metabólica. Entre ellas se encuentra 

la leptina, codificada por el gen Ob, cuyos niveles plasmáticos reflejan el estado de 
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adiposidad del organismo. En el encéfalo, dicha proteína reprime la ingesta de 

alimentos6. Además, la adiponectina, que también es secretada por otras fuentes 

ajenas al TAB7, mejora la sensibilidad a la insulina a través de sus efectos sobre el 

metabolismo de carbohidratos y triglicéridos (TG)8. De manera opuesta, los niveles 

de las adipoquinas resistina8 y del inhibidor del activador de plasminógeno 1 (PAI-1) 

se relacionan con un estado de insulino-resistencia9,10 y además la síntesis y 

secreción de TNFa e IL6 se asocian al estado proinflamatorio observado durante la 

obesidad11. 

En los roedores el TAP se encuentra en mayor abundancia en el espacio 

interescapular y axilar pero también está presente en la región supraclavicular y 

dentro de la fascia renal (Fig. 1). En humanos predomina durante la etapa neonatal 

en la zona cervical. Sin embargo, a través de la combinación de tomografía 

computarizada por emisión de positrones (PET-CT) para identificar TA con una alta 

tasa de captación de 18F-fluorodesoxiglucosa (18F-FDG) se ha comprobado la 

existencia de TAP en la región cervical, mediastínica y supraclavicular de adultos12. 

En este tipo de depósito se hallan adipocitos multivacuolares (adipocitos pardos). La 

coloración particular de este tejido en fresco se debe al alto contenido de 

mitocondrias dentro de dichas células y a la rica vascularización de este tejido13. Las 

mitocondrias de estas células presentan en su membrana interna una proteína 

denominada UCP1 (del inglés uncoupling protein 1) que interviene en la generación 

de calor (termogénesis) desacoplando el gradiente de protones producidos por la 

cadena transportadora de electrones de la producción de ATP. Las catecolaminas 

activan la termogénesis de los adipocitos pardos a través del incremento de la 

lipólisis y de la activación de UCP114. Por último, cabe mencionar que el TAP 

también es capaz de secretar diferentes factores que actúan de manera endócrina y 

parácrina con posibles efectos benéficos sobre el metabolismo sistémico15. 

 .  
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Figura 1. Distribución anatómica del tejido adiposo. Se esquematiza la disposición del tejido 

adiposo pardo (a la izquierda) y del tejido adiposo blanco (derecha) de una rata adulta en posición 

supina junto con algunos órganos internos para observar sus relaciones. 

 

1.2. La inducción del browning conduce a un estado metabólico 

favorable 

 

Como se mencionó anteriormente, bajo ciertas circunstancias pueden 

encontrarse cúmulos de adipocitos multivacuolares dentro del TAB. A raíz de que 

estas células son similares a los adipocitos pardos pero están presentes en 

depósitos de TAB se los denominó adipocitos beige o brite y el fenómeno por el cual 

se induce su aparición se conoce como browning o beiging. De manera similar a los 

adipocitos pardos, estas células son capaces de generar calor con el consiguiente 

incremento del gasto energético. Sin embargo, a diferencia de esas células, los 

adipocitos beige surgen cuando el TAB es estimulado fisiológicamente con el 

ejercicio y la exposición al frío y farmacológicamente por agonistas de los receptores 

beta adrenérgicos (ADRB) o por activadores de PPARg (del inglés Peroxisome 

Proliferator-Activated Receptor-gamma)16. Luego de que el estímulo finaliza, la 

expresión de marcadores termogénicos y por lo tanto, la actividad de estos 

adipocitos, decrecen. De esta manera, los adipocitos beige van a utilizar gran parte 

de los AG para producir calor a partir de la energía contenida en estas moléculas 
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con el fin de regular la temperatura corporal. Por lo tanto, a través de la inducción de 

estas células se podría contrarrestar el impacto de los estados fisiopatológicos 

relacionados con un balance energético positivo como en el caso del sobrepeso y la 

obesidad. 

Los distintos depósitos de TAB presentan diferencias en cuanto a su potencial 

para generar adipocitos beige. En general, en ratones el TAI es el depósito más 

sensible a los efectos de los estimuladores de la termogénesis en comparación con 

los depósitos de viscerales17–19.  

La obesidad es una condición que se caracteriza por la expansión excesiva del 

TAB y es un factor de riesgo para ciertas afecciones metabólicas como diabetes 

mellitus tipo II, síndrome metabólico, enfermedades cardiovasculares, enfermedad 

de hígado graso no alcohólico e incluso para algunos tipos de cáncer. En adición, la 

obesidad se caracteriza por ser un estado proinflamatorio, donde se pueden 

encontrar niveles elevados de TNFa, IL6 y Proteína C Reactiva (CRP)20.  

Durante la expansión del TAB, el aumento de la masa en los depósitos 

viscerales ocurre a expensas de la hipertrofia de los adipocitos y se asocia a 

insulino-resistencia, incremento en la incidencia de aterosclerosis, un perfil lipídico 

alterado y aumento del riesgo de desarrollar diabetes tipo 2. Por otro lado, el TAB 

subcutáneo se expande predominantemente por hiperplasia y se asocia con un 

aumento en la sensibilidad a la insulina y disminución del riesgo de desarrollar 

diabetes tipo 221. A partir del descubrimiento de los adipocitos beige, la activación 

del browning ha sido empleada para evaluar los posibles beneficios metabólicos en 

el organismo, ya que podría mitigar la hipertrofia de los adipocitos y la expansión del 

TAB y por consiguiente, las alteraciones metabólicas.  

La alimentación de ratones con dietas ricas en grasas (HFD, del inglés high fat 

diet) es un modelo empleado para investigar la expansión del TAB y sus 

complicaciones. Se comprobó que la inyección de leptina en ratones disminuye los 

efectos adversos ocasionados por este tipo de dieta a través de la promoción del 

browning22. Además, la inducción del browning en ratones deficientes en el gen que 

codifica para la leptina (ob/ob) se correlacionó con una mejora en el estado 

inflamatorio del TAE23. En animales sometidos a este tipo de dietas se encuentran 

niveles incrementados de Ucp1 en el TAI en la sexta semana de la intervención 

dietaria, pero posteriormente los valores decaen24.  
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Con respecto a la homeostasis de la glucosa, se evidenció que la inducción del 

browning mejora la sensibilidad a la insulina en ratas25 y el clearence de la glucosa 

en estados de insulino-resistencia a través de la expresión del transportador Glut1 

en ratones26. En la misma dirección, la expresión de Ucp1 en el TAB subcutáneo 

provenientes de humanos se correlaciona negativamente con los niveles de glucosa 

e insulina plasmáticas27. 

Asimismo, se ha comprobado que el TAB epicárdico de ratas puede inducirse el 

browning mediante la administración de rosiglitazona28 e incluso, en humanos se ha 

encontrado que este depósito es capaz de expresar Ucp129,30. Debido a la íntima 

relación con el miocardio, el browning del TAB epicárdico podría regular las 

funciones cardíacas. En este sentido, se observó que el medio condicionado 

recolectado de un cultivo de adipocitos beige aminora los daños cardiacos 

ocasionados por isquemia/reperfusión31.  

También, en un modelo murino se observó que la inducción del browning reduce 

el desarrollo de la enfermedad de hígado graso no alcohólico desencadenada por 

una HFD32. Aun más, la depleción de Ucp1 en ratones Apoe-/- conlleva a la 

acumulación de TG en el hígado33.  

Finalmente, los efectos desfavorables de la obesidad pueden ser revertidos por 

el ejercicio y sus acciones benéficas sobre el browning34. Sin embargo, en humanos 

el browning inducido por el ejercicio continua siendo controversial35. 

En conjunto, estos hallazgos dan cuenta del gran potencial que presenta el 

reclutamiento de adipocitos beige dentro de los distintos depósitos de TAB para 

combatir diferentes desordenes metabólicos y/o sus complicaciones. 

 

1.3. Control transcripcional de la generación de los adipocitos beige 
 

El proceso por el cual se generan adipocitos maduros post mitóticos a partir de 

sus precursores indiferenciados se conoce como adipogénesis y para su estudio se 

lo divide en dos etapas denominadas determinación y diferenciación terminal.  

En la determinación las células madres mesenquimáticas se diferencian a CPAs, 

células unipotententes comprometidas hacia el linaje adipocitario, mientras que en la 

diferenciación terminal, estos precursores sufren una expansión clonan mitótica para 

luego diferenciarse a adipocitos maduros36,37. Durante esta etapa resulta 
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fundamental la expresión de la proteína PPARg, que pertenece a la familia de 

PPARs38 y a la superfamilia de los receptores hormonales nucleares39. Su activación 

es necesaria para la formación de los tres tipos de adipocitos descriptos. Esta 

proteína presenta dos isoformas producidas a partir de splicing alternativo 

denominadas PPARg1 y PPARg2. Esta última, presenta 30 aminoácidos más que la 

isoforma 1 y además su expresión es específica del TA. En el contexto del 

browning, se ha comprobado que la incubación in vitro con el agonista de PPARg 

denominado rosiglitazona promueve la formación de adipocitos beige en cultivos 

primarios realizados a partir de precursores obtenidos del depósito epididimal40. 

Dicho efecto también fue encontrado cuando se utilizaron células 

estromales/progenitoras derivadas del TA humano (hASC)41.  

La adipogénesis del linaje beige esta orquestada por la interacción entre 

PPARg/EBF2/PRDM16 (Fig. 2). En cultivo de preadipocitos del TAI diferenciados 

con rosiglitazona se comprobó que la inhibición de la expresión de Prdm16 con un 

vector short hairpin ARN dirigido contra esta proteína reduce de manera significativa 

los niveles de transcriptos de genes termogénicos (Ucp1, Cidea, Pgc1a y Cox8b)42. 

La estabilización de PRDM16 es un requerimiento para que, junto con PPARg y la 

unión en elementos de respuesta a PPARg (PPERs), se induzca la formación de 

adipocitos beige. Asimismo, la inducción de la expresión tejido especifica de 

PRDM16 en ratones transgénicos no solo aumentó los marcadores termogénicos 

sino que también se tradujo en una menor ganancia de peso provocada por una 

HFD43. En oposición, la obesidad decrece los niveles de PRDM1634. Por otro lado, 

mediante estudios de inmunoprecipitación de cromatina, se ha encontrado que la 

expresión de TLE3 (un factor de transcripción que conduce a la formación de 

adipocitos blancos44) interrumpe la interacción PPARg/PRDM16 favoreciendo la 

adipogénesis de adipocitos blancos en desmedro de la formación de adipocitos 

beige45,46.  

Otro de los factores importantes para la identidad de los adipocitos termogénicos 

es la proteína EBF247 (del inglés Early B-cell Factor 2). La misma, recluta a PPARg 

para llevar a cabo la diferenciación de adipocitos pardos a la vez que reduce la 

unión a loci específicos de adipocitos blancos48. Junto con PPARg, EBF2 llevaría a 

cabo la expresión de PRDM16 que a su vez magnifica la expresión de genes 

involucrados en la termogénesis. In vivo, la sobreexpresión de EBF2 en el TAI de 
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ratones transgénicos (Fabp4-Ebf2) conduce al aumento del browning en este tejido 

a la vez que reduce la ganancia de peso ocasionada por una HFD49. Además, la 

sobreexpresión de Zfp423 disminuye el browning a través de la interrupción de la 

unión de Ebf2 en el promotor de Prdm1650 conllevando al whitening del TA51 (ver 

más adelante). 

 

 
Figura 2. Control transcripcional de la adipogénesis de adipocitos beige. En este esquema se 

muestran los principales factores de transcripción que promueven la diferenciación adipocitaria beige 

así como sus inhibidores. 

  

1.4. Durante la inducción de los adipocitos beige ocurren cambios 

transcripcionales asociados a la termogénesis adaptativa 

 
Ante distintas señales estimuladoras, los adipocitos beige responden a ello 

generando calor por medio de mecanismos dependientes e independientes de 

UCP1. Inicialmente, ocurre la transducción de dichas señales provenientes del 

medio externo (por ejemplo, catecolaminas) a través de los ADRB, ubicados en la 

superficie de la membrana plasmática de los adipocitos. Los receptores 

adrenérgicos pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteína G y 

estructuralmente constan de siete dominios transmembrana, con la región N-

terminal ubicada en el espacio extracelular y la C-terminal, en el intracelular. El TAB 

expresa los tres tipos de ADRB: ARDB1, 2 y 3, siendo este último el que se 

encuentra en mayor proporción en adipocitos maduros52. Estos receptores regulan 

la lipólisis del TA a través de la fosforilación y activación de proteínas dianas53. En la 
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región 5’ upstream (rio arriba) del sitio de inicio de la transcripción de Ucp1 se 

encuentran elementos génicos reguladores que median el estímulo ocasionado por 

la exposición al frío y la noradrenalina54. Así, la conversión in vitro hacia adipocitos 

beige con el agregado de rosiglitazona es promovida por el aumento del ADRB355. 

En un estudio comparativo, se observó que tanto el frío como la administración de 

un agonista específico del ADRB356 (CL 316.243, CL) in vivo utilizan el metabolismo 

lipídico para promover la termogénesis57. Sin embargo, en ratas alimentadas con 

una dieta rica en grasas durante 12 semanas la administración de CL induce un 

modesto incremento de Ucp1 en el TAE sin cambios en la captura de ácidos 

grasos58. 

Sin embargo, el rol del ADRB3 durante la inducción del browning por el frío sigue 

siendo un tema de debate ya que se ha encontrado que ratones KO en este 

receptor responden al estímulo con el aumento típico de los marcadores 

termogénicos sin observar cambios en ADRB159. En este sentido, ratones de la 

cepa FVB KO para ADRB3 responden al frío de igual manera que animales 

controles, posiblemente debido al aumento compensatorio del ADRB160–62. El 

ADRB1 participaría durante la proliferación de los adipocitos pardos63. Asimismo, la 

sobreexpresión de ARB1 en el TAB de ratones los protege ante las consecuencias 

de una HFD a través de un aumento en la lipólisis y la generación de adipocitos 

beige64. 

Además de la participación durante la formación de los adipocitos beige, el 

complejo PRDM16/PPARg juega un rol relevante en la termogénesis adaptativa. La 

transcripción de Ucp1 está regulada por la proteína de unión al elemento sensible al 

AMPc (CREB, por su sigla en inglés) que actúa en el promotor proximal junto con la 

proteína PRDM16. También, se ha descubierto que ante el frío ocurre la activación 

del Coactivador del receptor gamma 1-alfa activado por el proliferador de 

peroxisomas (PGC1a)65,66. Dicha proteína no es requerida para la diferenciación 

adipocitaria, pero sí lo es para la biogénesis mitocondrial (coordinando la expresión 

del genes nucleares y mitocondriales) y la inducción de Ucp1 mediada por AMPc 67. 

El incremento de este segundo mensajero conduce a la activación por fosforilación 

de ATF2 que luego se unirá al promotor de Pgc1a para conducir la expresión de 

esta proteína68.  
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Las hormonas tiroideas también desempeñan un rol relevante en la regulación 

de la termogénesis69. Por medio de la conversión de T4 a T3 dependiente de la 

enzima DIO2 (yodotironina deiodinasa tipo II), la hormona T3 amplifica la señal beta 

adrenérgica aumentando los niveles de AMPc y la síntesis de lípidos de novo70. 

Adicionalmente, las hormonas tiroideas se unen al sitio distal del gen de Ucp1 

mediante la formación de un complejo entre el receptor de hormonas tiroideas, RXR 

y Pgc1a71 para activar la expresión de Ucp1. 

Como hemos mencionado, UCP1 se localiza en la membrana mitocondria 

interna y disipa el gradiente de protones generado por la cadena transportadora de 

electrones (Fig. 4). Se ha propuesto que durante este proceso, los AG neutralizados 

por protones desde el espacio intermembrana, son capaces de traslocarse hacia el 

lado de la matriz (flip-flop) liberando al protón unido. Esto se encuentra favorecido 

por la diferencia del potencial de membrana existente. El AG resultante es un anión 

que interacciona electroestáticamete con UCP1 y la transporta hacia el espacio 

intermembrana para comenzar un nuevo ciclo71 dando como resultado el transporte 

de protones sin la consiguiente formación de ATP. Por otro lado, los nucleótidos de 

purinas son capaces de inhibir la función de UCP1, siendo mayor la inhibición 

cuanto más fosfatos posean72.  
De esta manera, para la activación de los adipocitos beige se requiere de un 

estímulo externo que será procesado por el receptor de superficie y que, con la 

intervención de segundos mensajeros intracelulares, conducirá la transcripción de 

distintos genes dianas (Fig. 3). Dichos genes van a estar relacionados con el 

incremento en la expresión de UCP1, con la biogénesis mitocondrial, sitio de acción 

de UCP1, y con el metabolismo de AG, fuente de energía para estas células.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tesis Doctoral Lic. Ezequiel Harnichar                                                               
Introducción 

 

Página | 11  
 

 

 

 
Figura 3. Activación de la termogénesis a partir de las terminales simpáticas nerviosas. Se 

esquematizan los cambios desencadenados por la liberación de noradrenalina (NA) desde las 

terminales axónicas. A través de la participación del receptor beta adrenérgico 3 (ADRB3) y una serie 

de cascadas de fosforilación y activación se produce la activación transcripcional de Ucp1. 

 

 

 
 
Figura 4. Mecanismo de acción y regulación de UCP1. Se muestra la generación del gradiente de 

protones (H+) por parte de la cadena transportadora de electrones. La energía potencial podrá 

emplearse para la formación de ATP cuando las mitocondrias se encuentran acopladas o bien 

disiparse en forma de calor a través del transporte mediado por UCP1. Dicha proteína es activada 

por ácidos grasos libres e inhibida por nucleótidos de purinas. Cabe destacar que ambos procesos 
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consumirán oxigeno (no mostrado). MME: membrana mitocondrial externa, MMI: membrana 

mitocondrial interna.  

 

1.5. Los adipocitos beige pueden originarse mediante diferentes 

mecanismos  

 
Debido a que los adipocitos beige expresan un conjunto de genes que los 

diferencian de los adipocitos pardos73, no sería extraño encontrar que sus orígenes 

provengan de distintas fuentes celulares. A diferencia de los adipocitos beige, cuyo 

origen queda está restringido a periodos postnatales debido al requerimiento de un 

estímulo externo, los adipocitos pardos se desarrollan durante la vida embrionaria, 

específicamente en E17.5 ya es posible encontrar adipocitos funcionales74. Además, 

las células del TAP se originan a partir de CPAs positivas para el factor miogénico 5 

(Myf5+) mientras que las del TAB son negativas para este marcador75 (Fig. 5). 

Inicialmente, se describió que la formación de los adipocitos beige puede ocurrir 

mediante dos mecanismos independientes pero no mutuamente excluyentes: a 

través de la diferenciación a partir de CPAs (adipogénesis de novo) y/o mediante 

transdiferenciación de adipocitos blancos maduros hacia el linaje beige (Fig. 5).  

El empleo de ratones Adipochaser ha sido útil para indagar sobre el origen de los 

adipocitos beige. En estos animales, un pulso con doxiciclina induce la expresión de 

LacZ en todos los adipocitos maduros y por lo tanto serán coloreados con el 

agregado de x-gal76. Cuando estos animales son sometidos al frío durante 3 días se 

generaron adipocitos multivacuolares negativos para la coloración x-gal en el TAI y 

por lo tanto sería un indicio de la activación de la adipogénesis hacia el linaje 

beige77. Además, la inducción del browning con CL condujo a la marcación de 

células con el análogo de timidina 5-etinil-2′-desoxiuridina (EdU) en el TAE y dichas 

células resultaron ser positivas para el receptor del factor de crecimiento derivado 

de plaquetas alfa (PDGFRa+). Si la inducción del browning continuaba, las células 

proliferantes PDGFRa+ se diferenciaban hacia el linaje beige pero si los animales se 

alimentaban con una HFD también eran capaces de generar adipocitos blancos78 y 

por lo tanto a este tipo de células precursoras se las consideró como bipotenciales. 

Luego, se comprobó la expresión de este marcador en CPAs del TAB subcutáneo79 

y que precede a la formación de los adipocitos beige80. En este sentido, se observó 
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que en termoneutralidad el 5.2% de las células Pdgfra expresaron Ebf2 mientras 

que con tres días de exposición a bajas temperaturas el valor aumentó al 12.7%47. 

Solo las células de la FEV que expresaron ambos genes fueron capaces de 

diferenciarse hacia adipocitos beige por lo cual cuando las células precursoras 

Pdgfra+ expresan Ebf2 quedan comprometidas hacia el linaje beige47.  

Por otro lado, se encontró que células perivasculares que expresan PDGFRb 

son capaces de generar adipocitos beige en periodos prolongados de exposición al 

frío81.  

Adicionalmente, un grupo de investigadores identificaron algunos adipocitos 

beige con un perfil de expresión de genes similar al de las células musculares lisas. 

Esto condujo a la determinación de CPAs Myh11+ en el TAI. Dichos precursores, 

también positivos para Pdgfra, originaron cerca del 10% de los adipocitos beige 

UCP1+ 82. En otro estudio se demostró que el bloqueo de la actividad del ADRB3 

ocasionó la aparición de un grupo de CPAs que expresaron Myod1, junto con 

PDGFRa+, en la FEV del TAI. Estas células originaron adipocitos beige UCP1+ con 

elevada actividad glicolítica y aportaron un 15% al total de adipocitos beige83.  

Las observaciones antes mencionadas apoyan la teoría del origen de novo de 

los adipocitos beige. Sin embargo, las observaciones de que no se producían 

cambios en el contenido de ADN (como indicador de actividad mitótica) en el TAB 

de animales expuestos al frío84 ni en el número de adipocitos85 sentaron las bases 

para indagar qué mecanismo de formación de adipocitos beige era responsable de 

este fenómeno. Es decir, a pesar de que el número de adipocitos totales no 

cambiaba sí se incrementaban los adipocitos beige. Asimismo, el tratamiento con 

CL en ratas, provocó el aumento de adipocitos beige en el TARP pero no indujo 

cambios en la incorporación de 5-bromo-2′-desoxiuridina (BrdU) lo cual sugirió la 

conversión directa a partir de adipocitos blancos uniloculares86 y además, no fueron 

encontrados signos apoptóticos que indicaran algún tipo de recambio celular87. En 

estos trabajos se demuestra que el proceso que gobernó la conversión adipocitos 

blancos a beige fue la transdiferenciación. En esta dirección, se describió la 

presencia de adipocitos pauciloculares como un estadio intermedio entre dicha 

transición. Estas células se caracterizaron por ser inmunoreactivos a UCP1 y 

presentar un perfil de acumulación lipídica y un mitocondrioma intermedios entre los 
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fenotipos uni y multilocular88. Dichos adipocitos también han sido descriptos en el 

TAB omental de pacientes con feocromocitoma89.  

 
Figura 5. Formación de los tres tipos de adipocitos. En el esquema se demuestra que a partir de 

la célula madre mesenquimática, se generan dos tipos de células precursoras (myf5- y myf5+) que 

darán origen a los adipocitos blancos y beige y a los adipocitos pardos, respectivamente. Asimismo, 

los adipocitos beige pueden ser generados por el mecanismo de transdiferenciacion sin pasar por un 

estadio celular indiferenciado.  

 

Si bien existen evidencias que sustentan por un tipo de mecanismo de formación 

de adipocitos beige (bien por diferenciación de novo o por transdiferenciación) las 

discrepancias pueden deberse a múltiples factores: desde el modelo de estudio, el 

tipo de inductor utilizado para desencadenar el browning, el depósito de TAB 

empleado y hasta el tiempo de duración del estímulo.  

Con el fin de integrar los posibles orígenes de los adipocitos beige, se ha 

propuesto un modelo unificado que contempla las diferentes etapas del desarrollo 

biológico90 (Fig. 6). En este modelo se propone que luego del nacimiento la 

exposición a la temperatura ambiente, que se encuentra por debajo de la 

termoneutralidad, induce la formación de novo de adipocitos beige91. Luego, estas 

células quedan en un estado latente o durmiente pero frente a otra exposición al frío 

generarían la mayoría de los adipocitos beige activos91. Además, se encontró que la 

re aclimatación indujo que las células multivacuolares (marcadas como UCP+, GFP+, 

RFP+) adquieran un perfil de adipocitos blancos (GFP+) y cuando se aplicó 

nuevamente el estimulo, parte de estas células volvieron a expresar UCP192. La 
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primera ola de formación de adipocitos beige pareciera estar determinada 

genéticamente, ya que un trabajo indicó que a los 20 días de edad la expresión de 

Ucp1 en el TARP de ratones A/J fue mayor con respecto a la cepa B6. Luego, dicha 

expresión decayó en ambas cepas. Asimismo, esto repercute en la segunda 

inducción por frío, ya que el tejido de los ratones A/J expresaron niveles más 

elevados de Ucp1 ante este estímulo93.  

Por otro lado, las células presentes en el TAB subcutáneo embrionario presentan 

mayor potencial para generar adipocitos beige con respecto a las células de 

animales adultos y esto se encuentra relacionado con una mayor expresión de 

genes relacionados con la proliferación, diferenciación y adipogénesis94. Además la 

expresión de Ucp1 en el TAI de ratones es mayor a los 6 días post nacimiento que a 

los 5695. Esto posiblemente se deba a la contribución de las distintas células 

progenitoras que dan origen a los adipocitos durante la etapa de desarrollo y 

adultez96.  

De esta manera, en este modelo solo los adipocitos blancos que tuvieron una 

expresión de Ucp1 con la primera inducción son las únicas células capaces de 

regresar hacia el linaje beige97. 
 

 
 
Figura 6. Modelo unificado. En el esquema se demuestra que a partir de una célula precursora 

adipocitaria (CPA) en el estadio neonatal se diferencia hacia un linaje adipocitario beige debido a la 

primera exposición a la temperatura ambiente. El mayor incremento de los adipocitos beige se 

observa cerca de los 21 días postnatal. Luego, estas células devienen en adipocitos beige latentes y 

una segunda exposición al frío en la adultez provoca su reactivación.  

 
1.6. Mecanismos termogénicos independientes de Ucp1 
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Llamativamente se ha encontrado que la exposición de ratas al frío ocasionaba 

la aparición de adipocitos beige con un número elevado de mitocondrias pero que 

no eran capaces de expresar UCP198,99. Años más tarde, un grupo de 

investigadores observó la presencia de dichos adipocitos en ratones UCP1 KO que 

eran capaces de responder al estímulo b3 adrenérgico100. Además, los ratones 

deficientes en UCP1 fueron resistentes al desarrollo de obesidad y, por tanto, otros 

mecanismos independientes de UCP1 podrían estar actuando en este caso101. 

Asimismo, los animales deficientes en UCP1 no respondían a la termogénesis 

evocada por el frío, pero sí a la mediada por norepinefrina en condiciones de 

termoneutralidad102.  

A través del análisis proteómico de animales expuestos al frío, se encontró un 

incremento en las proteínas relacionadas con el metabolismo de la creatina en el 

TAI, pero no en el TAP. Esto condujo a la determinación de que la termogénesis 

activaba el ciclo de la creatina, un ciclo fútil103. Durante este proceso, la creatina 

quinasa mitocondrial (CK) hidroliza ATP para producir ADP y fosforilar la creatina 

dando fosfocreatina, la cual por acciones enzimáticas se regenera a creatina. 

Cuando el ADP es limitante, esta reacción incrementa la síntesis de ATP 

mitocondrial aumentando el consumo de oxígeno y generando calor, sin un 

incremento neto en la síntesis de ATP. A pesar de las diferencias que existen en la 

capacidad termogénica dependiente de UCP1 entre los depósitos subcutáneos y 

viscerales en ratones, parecería que no sería el caso en este mecanismo 

termogénico104. Sin embargo, la suplementación de creatina aumenta marcadores 

mitocondriales en el TAI comparado con el TA gonadal de ratas hembras, pero lo 

opuesto sucede en machos.105. Recientemente, este proceso se describió en 

adipocitos diferenciados in vitro a partir de células estromales derivadas de TA 

humano106. 

En el año 2017 mediante la técnica ARN-seq se observó en el TAI de animales 

Ucp1-/- niveles elevados de Serca2b y Ryr2 y que el manejo del calcio intracelular a 

través de estas proteínas sería otro mecanismo termogénico107. En este caso, la 

estimulación de RYR2 lleva a la liberación de Ca2+ desde el retículo endoplasmático 

(RE). A su vez, esto estimula a SERCA2b para re introducir a este ion al RE a 
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expensas del consumo de ATP, conduciendo a un consumo fútil de esta molécula y 

disipando la energía en forma de calor.  

Finalmente, vale aclarar que los dos tipos de mecanismos mencionados son 

estimulados por agonistas beta adrenérgicos.  

 

1.7. El whitening del TA conlleva a la disminución de la cantidad de 

adipocitos beige mediante el fenómeno de autofagia 

 
En el año 1991 se halló que la re-aclimatación de animales que estuvieron 

previamente expuesto al frío (y por lo tanto expresaban niveles elevados de Ucp1) 

causaba un descenso en los niveles de Ucp1 y en las mitocondrias desacopladas en 

el TAI108. Luego, en el 2016 se describió que cuando el estímulo adrenérgico sobre 

los adipocitos beige era retirado se producía la reactivación en la expresión de 

genes relacionados con la mitofagia con la consiguiente pérdida del fenotipo 

beige109. La transición de adipocitos termogénicos hacia el linaje adipocitario blanco 

se denominó whitening, un fenómeno opuesto al browning110. Este proceso se 

asocia con la disminución en la expresión de genes involucrados en la mitogénesis68 

y con el aumento de la maquinaria autofágica.  

En líneas generales, se denomina autofagia al proceso mediante el cual las 

células degradan componentes propios a través de la formación de una estructura 

de doble membrana, el autofagosoma, posiblemente a partir del RE111 (Fig. 7). Este 

proceso se inicia en condiciones de estrés o de baja concentración de ATP y 

conduce a la disociación de mTORC1 con ULK1 dejando a esta proteína 

disponible112 para fosforilar PIPK3C3 (fosfatidilinositol 3 quinasa subunidad catalítica 

3)113. El incremento local de PI3P favorece el reclutamiento de proteínas 

involucradas en la autofagia. El complejo ATG12-AT5-ATG16L1, activado 

previamente por la intervención de ATG7114,115, promueve la conjugación de la 

proteína citosólica LC3-I con fosfatidiletanolamina (PE) para producir LC3-II con la 

consiguiente expansión del fagoforo y la formación final del autofagosoma116. En la 

mitofagia las mitocondrias son eliminadas de manera específica debido a la 

acumulación de la proteína PINK1 en la membrana mitocondrial externa de 

mitocondrias dañadas o destinadas a la degradación. Esto recluta a Park2, una 

ubiquitina E3 ligasa117. Asimismo, la proteína ULK1, puede activar directamente a 
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Park2 a través de su fosforilación118. Las mitocondrias “marcadas” con ubiquitina en 

el poro de transición de permeabilidad mitocondrial, reclutarán al receptor de 

ubiquitina p62119 y serán conducidas al autofagosoma. Finalmente, esta estructura 

se fusiona con el lisosoma para la degradación final del cargo. 

La mitofagia ha sido observado en el TAP durante el exceso calórico, en la 

termoneutralidad, en ratones deficientes en el receptor de leptina y en ausencia de 

estimulación beta adrenérgica120. 

A diferencia de lo que ocurre en los adipocitos pardos, se comprobó que el 

whitening en los adipocitos beige se acompaña de cambios en el remodelamiento 

de la cromatina relacionados con la identidad de los adipocitos blancos51. 

Debido a la relevancia de las mitocondrias en el proceso termogénico, diversos 

estudios han indagado el rol de la mitofagia durante el browning. En este sentido, 

los adipocitos beige se conservaron en mayor medida en ratones KO para Parkin 

una vez retirado el estímulo121. Por otro lado, en ratones sometidos a HFD se 

incrementaron los niveles de Pink1 y Parkin tanto en el TAI como en el TAE122. 

Asimismo en células diferenciadas in vitro tanto hacia el linaje blanco como al beige 

y estimuladas con AMPc se evidenció un descenso en los niveles de Atg5, 7 y 12 123 

y en ratones KO para el gen Atg7 en el TAB se produjo la aparición de adipocitos 

termogénicos124,125.  

Por otro lado, la biogénesis lisosomal está acoplada a la autofagia a través de la 

acción del factor de transcripción EB (TFEB)126. La deficiencia de esta proteína en el 

TAP de ratones mitiga el whitening en condiciones de termoneutralidad127. 

Si bien aún quedan varios aspectos de la autofagia por dilucidar en el contexto 

del whitening, la intervención de este proceso resulta atractiva para evitar la 

consiguiente pérdida del número de mitocondrias y de la actividad de adipocitos 

beige y con ello, sus posibles beneficios. 
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Figura 7. La mitofagia promueve el whitening del TA. En este esquema se muestran las proteínas 

que intervienen en la formación del autofagosoma y su fusión con el lisosoma conllevando a 

degradación final de las mitocondrias.  
 

1.8. La síntesis de andrógenos comienza durante la etapa prenatal 
 

Los andrógenos pertenecen al grupo de hormonas esteroideas y son 

sintetizadas principalmente por las células de Leydig (células intersticiales), 

ubicadas entre los túbulos seminíferos en el interior de los testículos. En hombres, la 

contribución de las glándulas suprarrenales es menor al 1% de la producción 

total128. La producción de estas hormonas comienza durante el crecimiento 

intrauterino comandado por el cromosoma Y (Fig.8). En el embrión, la secreción de 

los andrógenos es necesaria para el correcto desarrollo de las gónadas y en la 

pubertad, para la espermatogénesis, la secreción de las glándulas sexuales 

accesorias y el desarrollo de las características sexuales secundarias129. Asimismo, 

en el adulto la testosterona es requerida para que continúe la espermatogénesis y 

las características sexuales secundarias, las vías espermáticas y las glándulas 

sexuales secundarias130. Los mayores incrementos plasmáticos de los andrógenos 

se observan durante la pubertad y ocasionan los cambios que se producen durante 

la maduración sexual. Estas hormonas ejercen sus funciones a través de la unión al 

receptor de andrógenos (AR), que pertenece a la superfamilia de receptores 

nucleares y es codificado por el cromosoma X. Tanto la unión del ligando al AR 
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como la translocación de este complejo al núcleo es facilitada por proteínas 

chaperonas131. Allí ocurrirá la consiguiente unión a los elementos de respuesta a 

andrógenos (ARE) dando como resultado el incremento o la inhibición de la 

transcripción de los genes diana. En este sentido, se ha demostrado que la proteína 

HSP70132 mejora la actividad transcripcional del AR mientras que HSP90 participa 

en la estabilización del receptor133. El Ar se expresa en una amplia variedad de 

órganos y tejidos: cerebro, hígado, corazón, próstata y TA, entre otros134. Dentro del 

grupo de los andrógenos, la dihidrotestosterona (DHT) presenta mayor afinidad de 

unión al AR que la testosterona (T) debido a que la primera posee menor constante 

de disociación135.  

A diferencia de lo que ocurre en el humano, en ratas el desarrollo de los 

testículos transcurre progresivamente durante la etapa postnatal y sin la presencia 

de un periodo testicular quiesciente136. En estos animales, se definen 4 estadios de 

maduración postnatal: periodo neonatal desde el nacimiento hasta los 7 días de 

edad, periodo infantil de 8 a 21 días, periodo juvenil hasta los 35 días y un periodo 

peripuberal hasta los 55-60 días de edad. Asimismo, hay una rápida proliferación de 

las células de Leydig entre los días 14 y 28 y luego desde los 28 hasta los 56 días. 

De este modo, la producción de andrógenos se incrementa lentamente hasta los 28 

días y luego rápidamente hasta los 56 días de edad137. Los cambios producidos 

durante el desarrollo conducirán a la maduración del eje hipotálamo-hipofisario-

gonadal, del sistema reproductivo y las características sexuales secundarias. Cabe 

destacar que al momento del nacimiento se observa un incremento en los niveles de 

testosterona debido al incremento de la actividad de las células de Leydig asociada, 

posiblemente, a la producción de la hormona gonadotrofina coriónica placental138.  

 



Tesis Doctoral Lic. Ezequiel Harnichar                                                               
Introducción 

 

Página | 21  
 

 
Figura 8. Cambios producidos en la concentración de testosterona durante el desarrollo hasta 
la adultez. Se puede observar que durante la diferenciación gonadal prenatal se produce el primer 

pico de producción de testosterona que decae antes del nacimiento. Luego, se produce una segunda 

ola y sus niveles decaen rápidamente manteniéndose estables hasta el momento de la pubertad. En 

esta etapa, los niveles se mantendrán estables, pero con valores más elevados hasta el decaimiento 

que deviene en el envejecimiento (no mostrado). 

 

1.9. Los andrógenos como reguladores del TA 
 

1.9.1 Efectos sobre adipocitos uniloculares 
 

Desde hace muchos años se conoce que la distribución dimórfica del TAB se 

debe a los efectos de las hormonas esteroideas sexuales sobre los mismos (Fig. 9). 

Así, en hombres prevalece el TAB visceral (distribución androide) en tanto que las 

mujeres premenopáusicas presentan una mayor cantidad de TAB subcutáneo en la 

región glúteo-femoral (distribución ginecoide). Esto se relaciona con el hecho de que 

los hombres presenten un mayor riesgo para el desarrollo de enfermedades 

metabólicas139.  

El AR se expresan tanto en las CPAs como en los adipocitos diferenciados y sus 

niveles proteicos decrecen durante la adipogénesis, pero en las células maduras 

aumentan ante el agregado del agonista140. Asimismo el TAB visceral presenta 

mayores niveles de AR que el TAB subcutáneo141. 

Estudios in vitro han demostrado que la presencia de andrógenos inhibe la 

diferenciación de CPAs a adipocitos blancos tanto en líneas celulares142,143 como en 

precursores obtenidos de TAB de humanos140. El mismo efecto se ha encontrado 

con un precursor de la síntesis de andrógenos DHEA, que inhibió tanto la 
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proliferación como la diferenciación de las células 3T3-L1144. En adición, las células 

estromales de la medula ósea de ratones que carecen el AR (ARKO) se diferencian 

en mayor medida hacia adipocitos que a células del tejido óseo145. 

¿De qué manera los andrógenos son capaces de inhibir la adipogénesis? Si bien 

aún este interrogante no se encuentra totalmente resuelto, distintos trabajos han 

propuesto una posible explicación. Así, en un experimento realizado con células 

madres aisladas del TAB subcutáneo de mujeres pre menopáusicas comprobaron 

que el agregado de andrógenos inhibe la expresión de PPARg durante la etapa de 

determinación de la adipogénesis a través de una vía dependiente del AR146. 

Además, en la línea celular 3T3-L1 se comprobó que dentro del núcleo los 

andrógenos son capaces de inducir la interacción del AR con beta catenina y TCF4 

y de esta manera conducir la inhibición de la adipogénesis a través de la expresión 

de genes dianas de la vía Wnt142. Además, se ha encontrado que con el agregado 

de DHT y en presencia de la proteína asociada a AR dependiente de ligando 

(ARA70), AR y PPARg, se reduce la expresión de un gen reportero controlado por 

elementos de respuesta a PPAR147. También se han investigado los efectos de los 

andrógenos sobre los microARNs (ARNs no codificantes formados por 18-25 

nucleótidos que se encargan de silenciar postranscripcionalmente ciertos genes) 

relacionados con la progresión de la adiogénesis148. En esta línea, los andrógenos 

disminuyeron los niveles de miR-375 (proadipogénico)149,150 mientras que 

aumentaron los de miR-130a (antiadipogénico)151 y de esta manera se inhibió la 

adipogénesis.  

Además de la modulación sobre la adipogénesis, los andrógenos intervienen en 

el manejo de los AG a través de la modulación de la lipólisis y lipogénesis (Fig. 9). 

En las CPAs, la testosterona incrementó la liberación de glicerol en condiciones 

estimuladas con forskolina e isoproterenol152. En esta dirección, en los adipocitos 

provenientes de ratas castradas se presentó una disminución en la liberación de 

glicerol en condiciones estimuladas con isoproterenol153. Incluso, la castración 

descendió los niveles de AMPc inducidos por el agonista adrenérgico en el TAE154. 

Dichos efectos fueron revertidos con la aplicación de testosterona. Además. la 

testosterona fue capaz de normalizar la liberación de glicerol de un pool de 

adipocitos aislados del TAE y del TA perirrenal en condiciones estimuladas con 

isoproterenol, norepinefrina y forskolina. Esta observación fue asociada a un 
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descenso en los niveles del ADRB1. Por otro lado, la inyección de DHT a animales 

previamente castrados incrementó en el TARP los niveles de transcriptos 

involucrados tanto en la síntesis de AG como en la lipólisis155.  

De manera opuesta, en precursores diferenciados in vitro obtenidos del TAB 

subcutáneo de humanos la testosterona redujo la lipólisis ocasionada por 

catecolaminas, a través de una reducción en la expresión de ADRB2 y HSL156. 

Además, se observó que en mujeres post menopáusicas la testosterona decrece el 

contenido de HSL en el TA157. Este mismo efecto fue observado cuando adipocitos 

aislados de mujeres se incubaron con DHT158. 

 La discrepancia en cuanto a los resultados indicaría que el efecto de los 

andrógenos depende del modelo estudiado.  

Con respecto a la lipogénesis, el tratamiento con testosterona en ratas disminuyó 

la captación de AG posiblemente debido a la inhibición de la lipoproteína lipasa 

(LPL)159 y con ello, habría menor disponibilidad de sustrato para la formación de las 

vacuolas lipídicas.  

Clínicamente, la obesidad visceral en hombres se correlaciona con un descenso 

en los niveles de testosterona circulante y con alteraciones en enzimas involucradas 

en el almacenamiento de AG160. En este sentido, el tratamiento con testosterona 

redujo la actividad de la LPL y la captura de TG en depósitos intra-

abdominales161,162. Adicionalmente, pacientes con hipogonadismo sometidos a una 

terapia hormonal con testosterona presentaron una disminución de los niveles de la 

proteína LPL162.  

Por último, los andrógenos también modulan la secreción de adipoquinas. Tanto 

la leptina163,164 como la adiponectina165 se encuentran en mayor concentración en 

mujeres que en hombres de la misma edad. En adición, la incubación con 

andrógenos reduce los niveles de expresión de Ob tanto en cultivo primario166 como 

en la línea 3T3-L1167. Por otro lado, la castración no induce cambios en los niveles 

de ARNm de AdipoQ pero sí incrementa los valores en suero168. Asimismo, el 

tratamiento con testosterona en pacientes con diabetes tipo II, redujo la 

concentración de leptina y adiponectina mientras que no se modificaron los valores 

de resistina, IL-6, TNF-a y CRP169. Sin embargo, en ratones la castración provocó 

un aumento en los valores de resistina y adiponectina170 
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1.9.2 Efectos sobre adipocitos multivacuolares 
 

Las hormonas sexuales también tienen modulan la biología del TAP (Fig. 9). Los 

adipocitos pardos aislados de ratas expresan los receptores de hormonas 

esteroideas sexuales y , por lo tanto, dichas hormonas serían capaces de regular la 

fisiología de este tejido171. Existen reportes controversiales acerca del efecto de los 

andrógenos sobre la capacidad termogénica del TAP, posiblemente debido a los 

diferentes modelos utilizados. El agregado de testosterona desde el sexto al séptimo 

día del cultivo generó adipocitos pardos con vacuolas lipídicas escasas y pequeñas 

comparadas con el cultivo control. Además, en este mismo experimento la 

testosterona disminuyó los niveles de expresión del ARNm de Ucp1 de manera 

dosis dependiente en condiciones estimuladas por NE. Este efecto fue revertido con 

el agregado concomitantemente de flutamida por lo que sería un mecanismo 

dependiente del receptor de andrógenos172. 

Posteriormente, investigadores del mismo grupo corroboraron que la 

testosterona incrementa los niveles de ARNm del receptor adrenérgico alfa 2a 

(Adra2a, un receptor acoplado a proteína Gi que desciende los niveles de AMPc) en 

tanto que no se observaron cambios en la expresión de Adrb3173. 

De este modo, los autores concluyeron que los efectos observados de las 

hormonas sexuales sobre la expresión de Ucp1 se deben, en parte, a las 

modificaciones en los niveles de ARNm de los receptores adrenérgicos.  

Asimismo, los efectos inhibitorios de los andrógenos sobre la capacidad 

termogénica del TAP han sido comprobados tanto en un modelo murino para 

síndrome de ovario poliquístico (SOP) como también en pacientes humanos que 

padecen dicha patología174,175. Cabe destacar que esta es una afección 

endocrinológica que se acompaña de obesidad, resistencia a la insulina e 

hiperandrogenismo.  

Sin embargo, en un trabajo realizado con ratones ARKO se ha registrado que los 

animales macho desarrollan un estado de obesidad en la semana 40, caracterizado 

por un incremento en la masa del TAB subcutáneo y visceral. En este modelo de 

obesidad de inicio tardío describen una disminución en el consumo de oxígeno 

acompañado por un descenso en los niveles del transcripto de Ucp1 tanto en el TAB 

como en el TAP176,177. 
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El estudio del rol de las hormonas sexuales sobre el TAP en humanos se 

encuentra más limitado y los resultados obtenidos son controversiales entre los 

distintos trabajos. Mediante la técnica PET-CT se logró observar que las mujeres 

presentaron mayor masa y actividad del TAP con respecto a hombres178,179. Sin 

embargo, en otros trabajos no se encontraron diferencias180,181.  

 

 
Figura 9. Los andrógenos regulan diferentes procesos de los adipocitos. Se esquematizan los 

efectos de los andrógenos sobre los adipocitos blancos y los adipocitos pardos. 

 

Actualmente, poco se conoce acerca del efecto de los andrógenos sobre el otro 

tipo de adipocitos multivacuolares: los adipocitos beige. En este sentido, en primates 

carentes de andrógenos se observó la aparición de adipocitos multivacuolares en 

depósitos de TAB pero no se encontraron cambios en la expresión de genes 

termogenicos182. Además, en un modelo murino la castración indujo un descenso en 

el peso y en el tamaño de los adipocitos del TAE170. Finalmente, la castración de 

ratones de 6 semanas de edad no indujo cambios en la expresión de Ucp1 pero 

incrementó el área UCP1+ en el TAI183. En estos trabajos no se indagaron sobre la 

respuesta en condiciones estimuladas ni los efectos de los andrógenos sobre 

adipocitos beige de manera directa.  

 

Debido a la modulación de las hormonas sexuales masculinas sobre la biología 

de los adipocitos blancos y pardos y la relevancia metabólica de la inducción de la 
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termogénesis en el TAB, la presente tesis doctoral se centró en estudiar los efectos 

de los andrógenos sobre el browning del TAI y del TARP. 
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2. Hipótesis y Objetivos 
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2.1. Hipótesis 
 

El TAB posee el potencial de evitar o disminuir las consecuencias negativas de 

la expansión excesiva del TAB mediante dos procesos: mantener la hiperplasia 

adipocitaria y/o incrementar el número de adipocitos beige, con el consiguiente 

incremento del gasto energético. 

Como se mencionó anteriormente, los andrógenos poseen diversas acciones 

sobre el TAB, incluyendo sus efectos inhibitorios sobre la diferenciación adipocitaria 

terminal del linaje blanco. Sin embargo, aún se encuentra poco explorado el rol 

sobre la generación de adipocitos beige y sobre el potencial del TA de realizar 

browning.  

De acuerdo a lo expuesto, la hipótesis planteada en el presente proyecto es:  

 

 “Los andrógenos cumplen un rol relevante en el desarrollo de los distintos 

depósitos de TAB inhibiendo el potencial adipogénico de las CPAs, y por lo tanto 

regulan negativamente la capacidad de generar adipocitos beige mediante el 

proceso de browning” 

 

2.2. Objetivo general 
 

Con el fin de poner a prueba nuestra hipótesis nos planteamos el siguiente 

objetivo general: 

Evaluar el efecto de los andrógenos sobre los adipocitos beige tanto in vivo 

como in vitro. 

 

2.3 Objetivos específicos 
 
Dentro de este contexto, los objetivos específicos del presente proyecto son: 

1- Analizar las características del estado endócrino-metabólico general, del 

TARP y del TAI en la edad adulta de animales que fueron sometidos a una 

orquidectomía bilateral a los 27 días de vida.  

2- Determinar el efecto de la orquidectomía bilateral sobre la termogénesis 

basal del TAB y la capacidad de las CPAs obtenidas de estos animales de 
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generar adipocitos beige in vitro. Evaluar los posibles efectos diferenciales de 

los andrógenos de acuerdo al depósito de TA estudiado. 

3- Evaluar el rol de los andrógenos durante el browning del TAB inducido por la 

exposición crónica al frío y analizar la posible contribución de la 

autofagia/mitofagia durante este proceso. 

4- Estudiar los efectos in vitro de los andrógenos sobre la capacidad de las 

CPAs obtenidas a partir del TAB de animales controles de 60 días de generar 

adipocitos beige. Evaluar el rol de los receptores de andrógenos en dicho 

proceso
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3. Materiales y Métodos 
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3.1. Animales y Tratamientos 
 

Para el presente trabajo, se utilizaron ratas albinas de la cepa Sprague-Dawley 

(S-D) generadas dentro del bioterio del IMBICE, con un ciclo de 12 h de luz y 12 h 

de oscuridad a una temperatura estable de 21°C. Las mismas fueron mantenidas 

junto con sus progenitoras desde el nacimiento hasta el momento del destete (21 

días de edad). Posteriormente, las crías se separaron en machos y hembras y 

recibieron bebida y alimento estándar ad libitum. A los 27 días de edad, se prosiguió 

con la utilización de las ratas macho las cuales fueron pesadas (para el cálculo de 

las dosis de la anestesia y de analgésico) y enjauladas individualmente. Un grupo 

de animales elegido al azar no recibió ningún tipo de tratamiento (grupo control, 

CTR) mientras que otro grupo fue sometido a castraciones bilaterales (grupo 

orquidectomizado, ODX). Luego se registraron el consumo de alimento y el peso 

corporal desde los 30 a los 60 días de edad. Las ratas fueron sacrificadas por la 

mañana en condiciones no ayunadas (entre las 8:00 y 9:00 AM) mediante guillotina 

y se recolectó la sangre troncal en tubos con EDTA los cuales fueron centrifugados 

a 3000 rpm durante 15 minutos a 4°C. El plasma así obtenido, fue almacenado a -

20°C para la posterior determinación de los metabolitos plasmáticos de interés. Por 

otro lado, el TAI y el TARP fueron disecados en condiciones de asepsia para la 

obtención de la FEV y pesados. Asimismo, una porción de los tejidos fue 

recolectado e inmediatamente guardado a -80 °C para el análisis histológico y de los 

niveles transcriptos de interés.  

Para evaluar la susceptibilidad al browning del TAB inducido por el frío, se 

utilizaron los mismos grupos experimentales descriptos anteriormente. A los 60 días 

de edad, un subgrupo de animales fue mantenido individualmente a temperatura 

ambiente (CTR-A y ODX-A) mientras que otro subgrupo de animales se expuso 

individualmente a 4°C ± 1°C (CTR-F y ODX-F) durante 7 días. Tanto el consumo de 

alimento como el peso corporal se registraron diariamente y los animales que 

estuvieron en frío se revisaron atentamente para corroborar la posible existencia de 

signos de sufrimiento animal. En el último día, se procedió con el sacrificio de los 

animales del mismo modo que se detalla más arriba. En este experimento, se 

obtuvo la sangre troncal, porciones de hígado (para la determinación del contenido 

de TG), y porciones de TAI y TARP para análisis histológico, RT-qPCR y Western 
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blot. También se aisló el TAP interescapular para corroborar el efecto ya conocido 

del frío sobre este tipo de tejido. 

 

3.2. Obtención de la FEV y cultivo primario de las CPAs 
 

Para el estudio del potencial adipogénico de los animales deficientes en 

andrógenos, se obtuvieron las CPAs de la FEV del TARP y del TAI de los grupos 

CTR y ODX. Para ello, se disecaron los depósitos de TAB en condiciones de 

asepsia y se colectaron en tubos de plástico estériles con 10 ml de buffer Hanks 

estéril con antibióticos. A continuación, se centrifugaron a 1000 rpm y se realizaron 

dos lavados. Luego, bajo una cabina de flujo laminar los depósitos se disgregaron 

con tijeras previamente esterilizadas. En este procedimiento, se eliminaron los 

restos de tejido muscular que hayan podido quedar adosados al TA así como 

también los ganglios linfáticos y grandes vasos sanguíneos asociados. A 

continuación, se incubó con la enzima colagenasa tipo 1 (1mg/ml cada 1g de TA) 

para separar las células del tejido en un baño termostático a 37 °C durante 40-60 

minutos en agitación. Cada 10 minutos se controló visualmente el proceso de 

digestión para evitar la posible lisis celular. La incubación con la enzima se detuvo 

cuando no se observaron restos groseros de tejido con el agregado de medio de 

cultivo fresco y posterior centrifugación a 1000-1200 rpm durante 15 minutos. En 

esta etapa, es posible separar los adipocitos maduros que quedan flotando en la 

parte superior del tubo de la FEV, la cual forma un precipitado en el fondo del 

mismo. Luego se procedió a la filtración de esta fracción, se realizaron lavados con 

medio fresco y se continúo con el recuento celular en una cámara de Neubauer. 

Finalmente se sembraron entre 50 a 60.000 células por pozo en una placa de 12 

pozos y se mantuvieron en una estufa a 37°C con 5% de CO2. Las células se 

mantuvieron hasta el momento de confluencia (5-6 días) con medio basal fresco 

(DMEM suplementado con 10 % v/v de suero fetal bovino (SFB) y antibióticos (100 

UI/ml de penicilina y gentamicina). El recambio del medio se realizó cada 48 h. El 

cultivo celular se visualizó cada día para controlar la proliferación y para evitar la 

eventual contaminación con microorganismos (levaduras y bacterias, 

principalmente). Una vez que el cultivo llegó al estado de confluencia (contabilizado 

aquí como día 0), se empleó un medio de diferenciación pro-beige (DMEM basal 

con 5 μg/ml insulina, 0,25 μM dexametasona (DXM), 0,5 mM 3-isobutyl-
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Lmethylxanthine (IBMX), 1 μM rosiglitazona y 0,1 nM triiodotironina (T3)) durante 2 

días y luego se reemplazó con medio de mantenimiento (DMEM basal con 5 μg/ml 

insulina y 0,1 nM de T3). Al día 8, se recolectaron las células con Trizol para la 

posterior determinación de los niveles de expresión de ARNm.  

 Por otro lado, para el estudio in vitro del efecto de los andrógenos sobre la 

capacidad termogénica, se siguieron los mismos pasos anteriormente descriptos 

con la salvedad que la FEV fue aislada únicamente de animales CTR. Para la 

determinación del efecto de los andrógenos durante todo el periodo de 

diferenciación (desde el día 0 hasta el día 8) las células se incubaron con medio 

control (CTR), con testosterona (0,1 μM, T) o con dihidrotestosterona (0,01 μM 

DHT). Al final del experimento (día 8), algunas células fueron incubadas durante 4 h 

con o sin forskolina (CTR-B, T-B, DHT-B, CTR-FSK, T-FSK y DHT-FSK, 

respectivamente) y las células se recolectaron con Trizol. Adicionalmente, se 

estudió el rol del RA a través de la incubación con un antagonista del receptor de 

andrógenos, flutamida (1 μM, F). Otro grupo de células fue incubado con flutamida y 

testosterona agregados de manera concomitante en el medio de cultivo (FT). 

Finalmente, al día 8 se incubaron durante 4 h con o sin forskolina 10 μM (F-B, FT-B, 

F-FSK y FT-FSK, respectivamente) y a continuación se recolectaron las células con 

Trizol para la medida de los niveles de expresión relativos de ARNm de interés. 

Para estudiar el rol de la testosterona sobre los adipocitos maduros se realizó la 

diferenciación de las CPAs como se describe más arriba y desde el día 6 al día 8 se 

incubó con el andrógeno (0,1 μM) y se realizó el ensayo con FSK (CTR48f-B, T48f-

B, CTR48f-FSK y T48f-B, respectivamente). Por último, para analizar el rol de los 

andrógenos sobre las propias CPAs, las mismas fueron incubadas con o sin 

testosterona 0,1 μM durante 48 h (CTR d0 y T d0, respectivamente) y recolectadas 

con Trizol, es decir, no se sometieron a la inducción de la diferenciación. En todos 

los casos, las muestras recolectadas con Trizol se mantuvieron a -80°C para la 

posterior extracción del ARNm total.  

 

3.3. Medida de metabolitos plasmáticos  
 

Una vez que se obtuvieron los plasmas de los diferentes grupos experimentales 

se continúo con la determinación de la concentración de glucosa, triglicéridos, 
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insulina, testosterona, leptina y fosfatasa alcalina (ALP). A continuación, se 

describen brevemente los procedimientos utilizados para la medición de cada uno 

de los metabolitos ensayados.  

a) Glucosa: se empleó el kit comercial de Wiener Lab (Rosario, Argentina) que 

consiste en la medida espectrofotométrica a 505 nm de longitud de onda del 

producto generado (quinona coloreada) a partir de la glucosa y las reacciones 

enzimáticas consecutivas de la glucosa oxidasa y la peroxidasa. La 

concentración de la quinona obtenida es directamente proporcional a la 

concentración de glucosa encontrada en la muestra. 

b) Triglicéridos: también se utilizó el kit comercial de Wiener Lab (Rosario, 

Argentina). Mediante espectrofotometría a 505 nm se determina una 

quinonimina roja. Dicho producto se genera por las reacciones secuenciales 

de las enzimas lipoproteina lipasa, glicerol kinasa, glicerol fosfato oxidasa y la 

peroxidasa. La concentración de la quinonimina obtenida es directamente 

proporcional a la concentración de triglicéridos encontrada en la muestra. 

c) Insulina: se utilizó un radioinmunoanálisis para su determinación desarrollada 

en el IMBICE. La hormona marcada se generó en el laboratorio por yodación 

de insulina comercial (Sigma Chemical, Co.). Asimismo, el anticuerpo anti-

insulina fue adquirido en la misma empresa. Luego de la incubación con el 

anti-suero correspondiente y el trazador, se separa la fracción no unida con el 

agregado de 2.5 % de carbón y 0.25% de sulfato de dextrán disueltos en 

buffer y posterior centrifugación. Se descarta el sobrenadante y se mide la 

radiactividad gamma con el contador de centelleos. La concentración de esta 

hormona en la muestra se determina a través de la interpolación en la curva 

estándar obtenida. 

d) Testosterona total: también se cuantificó mediante un RIA específico. En 

primer lugar, se separó la fase orgánica en las muestras de suero con el 

agregado de éter y posterior evaporación del mismo. Una vez solubilizado el 

extracto seco con el buffer de trabajo (gelatina 0,1 % (p/v), en PBS 0,05 M, 

pH= 7,4) se incuba con antisuero de conejo anti-testosterona desarrollado en 

el IMBICE y con el trazador obtenido comercialmente y marcado con tritio 

(3H-Testosterone, Amersham, GE Healthcare Life Sciences, Inc). Al día 

siguiente, se separa la fracción no unida con una mezcla de 1% carbón – 
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0,1% sulfato de dextrán en buffer de trabajo y a continuación se centrifuga a 

4.000 rpm (a 4ºC). Luego de la lectura de los cpm, se interpola la 

concentración de la hormona con el uso de una curva estándar.  

e) Leptina: la medida de esta hormona se realizó mediante un 

radioinmunoanálisis desarrollado en el IMBICE184 y validado para rata y ratón 

frente a un kit comercial (Linco Research, Inc., St. Charles, MO., EEUU; Cat. 

No. RL-83K). La leptina utilizada corresponde a un péptido murino sintético 

(PrePro Tech, Inc.). A partir del mismo se obtuvo la leptina marcada (125INa) y 

el suero anti-leptina en conejos inmunizados Tanto en la solución estándar, 

con cantidades de leptina conocida, como en la muestra se incubó con el 

anti-suero anti-leptina y el trazador (aproximadamente 30.000 cpm). Luego de 

separar la hormona libre de aquella unida al anticuerpo mediante 

precipitación con suero anti- conejo y posterior centrifugación, se procedió a 

la determinación de la radiactividad gamma emitida en el contador de 

centelleos. La concentración de esta hormona en la muestra se determina a 

través de la interpolación en la curva estándar obtenida.  

f) ALP: se utilizó el kit comercial Wiener Lab. (Rosario, Argentina). Se midió a 

405 nm el anión p-nitrofenilato (amarillo) obtenido a partir de la actividad de 

dicha enzima sobre el reactivo p-nitrofenilfostato. La concentración de este 

anión es directamente proporcional a la concentración de ALP encontrada en 

la muestra. 

 

3.4. Medida de triglicéridos hepáticos 
 

En el momento de la disección de los distintos depósitos de TA, se procedió con 

la obtención de una pequeña porción del hígado para la medición de triglicéridos 

(siempre de la misma zona: del lóbulo lateral izquierdo). Las muestras fueron 

guardadas a -80°C hasta su utilización. Para la determinación, primero se pesaron 

cerca de 50 mg del órgano (la masa exacta utilizada fue registrada) y se 

homogenizaron con 500 ml de una solución de Tritón X-100 5% en PBS 1X. Acto 

seguido, se calentó entre 80-100°C durante 2 min para la solubilización de los 

triglicéridos. Se centrifugó durante 10 minutos a 1000 g y finalmente se midieron los 

triglicéridos en el sobrenadante de modo similar a lo descripto más arriba.  
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3.5. Tinción histológica y recuento de adipocitos  
 

En el momento del sacrificio, una porción del TA fue tomada y colocada en un 

tubo que contenía para formaldehido al 4% para el posterior procesamiento 

histológico. Los tejidos se lavaron con agua corriente durante toda la noche y se 

deshidrataron a través de la incubación con soluciones de alcohol etílico de 

concentraciones crecientes (primero al 70% durante 24-48 h, luego dos veces 

durante 2 h al 96% y finalmente luego dos veces durante 2 h al 100%). Finalmente, 

los depósitos se aclararon con xilol (Merck, Argentina) durante 6 h hasta observar 

un tejido translucido. Luego los tejidos se colocaron en frascos con parafina durante 

6 h (para TARP) o durante toda la noche (para TAI) a 58°C. Pasado este tiempo, los 

tejidos se retiraron de la estufa, se los incluyó en parafina a temperatura ambiente 

para que este solidifique y se procedió al armado del taco. Mediante el uso de un 

micrótomo, se obtuvieron cortes de 5 µm de espesor que se colocaron sobre 

portaobjetos. A continuación, fueron desparafinados con xilol, re-hidratados con 

soluciones de alcohol etílico de concentraciones decrecientes (80%, 70% y 50% 

durante 1 minuto) y teñidos con hematoxilina (colorante básico que se une a 

estructuras con carga negativa al ph de trabajo, como por ejemplo, ADN) y eosina 

(colorante ácido que se une a estructuras con carga positiva, como por ejemplo 

mitocondrias). Cabe aclarar que los lípidos de los TA se pierden durante la 

preparación de la muestra y por lo tanto son observados como espacios sin tinción. 

Finalmente, se procedió a una nueva deshidratación con xilol y posterior montaje 

con Bálsamo de Canadá y colocación de cubreojetos.  

Las muestras así obtenidas fueron visualizadas en un microscopio óptico Nikon 

con cámara Sony RGB CDD. Posteriormente, las imágenes a 40X se analizaron con 

Adiposoft 185, un plugin del software Fiji (Image J). Para cada tejido, se utilizaron 

alrededor de 7 secciones obtenidas de 3 zonas diferentes del mismo.  
 

 

3.6. Microscopia de transmisión electrónica  
 

La suspensión celular de cultivos CTR-B y T-B en PBS se centrifugó a 800 g 

durante 5 min y se fijó en glutaraldehído al 2 % en tampón fosfato 0,2 M (pH 7,2–

7,4) durante 2 h a 4 °C. La fijación secundaria se realizó con tetróxido de osmio al 
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1% durante 1 h a 4 °C y, posteriormente, las muestras se deshidrataron en una serie 

creciente de alcoholes y se incluyeron en resina epoxi. Se contrastaron secciones 

ultrafinas (90 nm) con acetato de uranilo y citrato de plomo y se examinaron de 10 a 

15 campos en cada condición en un microscopio electrónico de transmisión JEM 

1200 EX II (JEOL Ltd., Tokio, Japón) y se fotografiaron con un Erlangshen 

ES1000W, Modelo 785 (Gatan Inc., Pleasanton, California, USA) en el Servicio 

Central de Microscopía Electrónica de la Facultad de Ciencias Veterinarias, 

Universidad Nacional de La Plata. 

 
3.7. Medida de los niveles relativos de expresión ARNm por RT-qPCR  
 

Para la determinación de los niveles relativos de expresión se empleo la técnica 

de retro transcripción PCR cuantitatitiva (RT-qPCR). En primer lugar, se realizó la 

extracción de ARNm total desde los diferentes depósitos de TAB utilizados y de los 

cultivos primarios mediante el uso del reactivo Trizol. Posteriormente, se cuantificó 

el ARN obtenido con el NanoDrop a una longitud de onda de 260 nm. La pureza fue 

determinada considerando la relación A260/A280 (que debe estar cercana a 1,8 

para ADN y 2 para ARN). La contaminación con péptidos, carbohidratos, fenoles o 

compuestos aromáticos se determinó con la relación A260/230 (que debe ser mayor 

a 2). A continuación, se siguió con la obtención de ADN complementario (ADNc). La 

reacción fue realizada utilizando 0,5 µg de ARN, la enzima transcriptasa reversa 

RevertAid (200 U/µl, Thermo Scientific) junto con random primers (0,01 µg/µL) y 

dNTPs (1mM). Las muestras obtenidas fueron almacenadas a -20°C hasta su 

utilización. En cada una de las reacciones de PCR en tiempo real se empleó 1 µl del 

producto obtenido junto con 4 µl del reactivo listo para usar HOT FIREPol® 

EvaGreen® qPCR Mix Plus (ROX) (Solis BioDyne que contiene buffer, ADN 

polimerasa, dNTPs, colorante Eva Green y 12,5 mM de MgCl2), 0,25 µM de los 

pares de primers específicos que amplifican el gen de interés (diseñados con el 

programa PrimerBlast y cuya secuencia se detallan en la tabla) y agua libre de 

nucleasas para obtener 20 µl de volumen final por mezcla de reacción.  
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Gen Secuencia (5’-3’) GBAN Tamaño del 
producto (pb) 

AdipoQ Fw: AATCCTGCCCAGTCATGAAG 

Rv: TCTCCAGGAGTGCCATCTCT 

NM_114744 159 

Adrb3 Fw: AGTGGGACTCCTCGTAATGC 

Rv: TTACACAGAGCACGTCCACT 

NM_013108 110 

Ar Fw: TTGCCATGGGTTGGCGGTCC 

Rv: GGTGCCTCATCCTCACGCACT 

NM_012502 129 

Atg7 Fw: TTACACTGCTCCACCAAGAGAC 

Rv: ACTCCTGAGCTGTGGTTGCT 

NM_001012097.1 87 

Atg12 Fw: TGAATCAGTCCTTTGCCCCT 

Rv: GTTCATTTGTGGCTCATCCCC 

NM_001038495.1 126 

Beta Act Fw: ACAACCTTCTTGCAGCTCCTC 

Rv: CTGACCCATACCCACCATCAC 

NM_031144 200 

Cox8b Fw: CCGAGAATCATGCCAAGGCT 
Rv: TCCTGCTGGAACCATGAAGC 

NM_012786.3 174 

Dio2 Fw: CTGGCGCTCTATGACTCGG 

Rv: ACGTGCACCACACTGGAAT 

NM_031720 194 

Ebf2 Fw: TCTTATCCTACATCCCACACCC 

Rv: TGAGTCTGGTTTCTGTGGTGG 

NM_001108383.1 113 

Ob Fw: GAGACCTCCTCCATCTGCTG   
Rv: CTCAGCATTCAGGGCTAAGG 

NM_13076 192 

Pdgfra Fw: AGGCTTGGGGCTCACTTTTT 

Rv: AAGAGCTGGCAGACGATGAG 

NM_012802.1 153 

Pgc1a Fw: AAAAGCTTGACTGGCGTCAT 

Rv: ACACCACTTCAATCCACCCAG 

NM_031347 

 

199 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=58865763
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=84042516
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=157821658
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=158186635
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Pink1 Fw: GTATGAAGCCACCATGCCCA 

Rv: ACGACATCTGGGCCTTTTCC 

NM_001106694.1 84 

Pparg2 Fw: AGGGGCCTGGACCTCTGCTG 

Rv: TCCGAAGTTGGTGGGCCAGA 

NM_047696 185 

Prdm16 Fw: CGTGCTCAGGGTCTGACTTT 

Rv: TCTCCTTTCGGATCGTCCCT 

XM_017593884 194 

Ucp1 Fw: CCGAAACTGTACAGCGGTCT 

Rv: GTCATCAAGCCAGCCGAGAT 

NM_012682 155 

Ulk1 Fw: TGGAGACCTGGCTGACTACC 

Rv: TCACGGTGAATGATGCCCTT 

NM_001108341.1 123 

 
Tabla 1. Primers específicos de rata utilizados esta tesis en orden alfabético utilizados en el 
presente trabajo. Fw: forward; Rv: reverse; GBAN: GenBank Accession Number. 

 

Cada una de las mismas fueron realizadas por duplicado y el programa utilizado 

en el equipo RotorGene consistió en los siguientes pasos de clicado: 

 
Etapa del Ciclado Temperatura Tiempo Cantidad de Ciclos 

Activación Inicial  95°C 15 minutos 1 

Desnaturalización 95°C 15 segundos 40 

Alineamiento 60°C 20 segundos 40 

Elongación 72°C 20 segundos 40 

 

Además, se realizó una curva de melting para determinar la especificidad y 

pureza del amplificado. El software utilizado fue Rotor-Gene Q Series Software 

versión 2.3.1 (Build 49). Finalmente, el análisis de la expresión relativa se llevó a 

cabo considerando en todos los casos al gen de la beta actina como referencia y 

utilizando el método ΔΔCt. 

 

3.8. Cuantificación del contenido mitocondrial relativo 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=157817866
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=157820594
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Las células de cultivos CTR-B y T-B se trataron con tampón de lisis (EDTA 40 

mM, NaCl 50 mM, Tris 100 mM, SDS al 0,2 %) en PBS (2:1). Después de 3 días de 

agitación a temperatura ambiente, las proteínas se precipitaron con NaCl 5,4 M, se 

centrifugaron a 8000 rpm durante 20 min y el ADN soluble se precipitó con alcohol 

isopropílico frío. Finalmente, el ADN se disolvió en tampón TE y se cuantificó por 

espectrofotómetro a 260 nm. Para las reacciones de PCR, se utilizaron 5 ng para las 

determinaciones de RNAt-Leu (gen mitocondrial, Fw: GGTGGCAGAGCCAGGTAAT 

y Rv: AGGATTTGAACCTCTGGGAAC) y microglobulina β2 (gen nuclear, Fw: 

CCCTATAGTGTGCGGTCGTT y Rv: GACGAGCATGCACTCCACTA). 

Los cambios relativos en el contenido mitocondrial del ADN se calcularon 

mediante el método ΔΔCt 

 
3.9. Medida de la tasa de consumo de oxígeno 
 

Como medida de la función mitocondrial se evaluó la tasa de consumo de 

oxigeno (OCR) en tiempo real en células vivas con el equipo Agilent Seahorse XF 

Cell Mito Stress. En la parte superior de la figura 10 se ilustra la cadena 

transportadora de electrones junto con la indicación de los blancos de las drogas 

utilizadas. En la parte inferior de la misma figura puede verse el registro típico 

obtenido en este tipo de ensayo junto con los parámetros que se desprenden a 

partir del mismo y del agregado secuencial de los diferentes inhibidores. En primer 

lugar, las primeras medidas se toman sin el agregado de ningún reactivo para 

obtener la respiración basal, referido como el consumo de oxigeno para satisfacer la 

demanda de ATP resultante de la fuga de protones y muestra la demanda 

energética de la célula en condiciones basales. Luego se procede con el agregado 

de Oligomicina, que inhibirá la ATP sintasa (complejo V) y por lo tanto disminuirá el 

OCR. El parámetro obtenido representa la porción de la respiración basal utilizada 

para la producción de ATP que contribuye al mantenimiento de la demanda 

energética celular. La fuga de protones corresponde a la respiración basal 

desacoplada a la síntesis de ATP. Puede indicar daño celular o como un mecanismo 

para regular la producción de ATP. Luego se procede con el agregado de FCCP, un 

desacoplante de la cadena transportadora de electrones. Aquí se obtiene la 

respiración máxima ya que estimula a que la cadena transportadora de electrones 
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opere en la mayor capacidad posible. Finalmente, el agregado en conjunto de 

rotenona/antimicina A. En este caso, se produce el descenso en el OCR debido a la 

inhibición de los complejos I y III, respectivamente. En este caso, se obtiene la 

respiración no mitocondrial que es el OCR debido a la actividad enzimática que 

continúan con el consumo de oxigeno.  

 Para este ensayo, se sembraron células de la FEV del TARP a razón de 5000 

células/pocillo en una microplaca XFp. Luego, las células fueron diferenciadas y 

tratadas o no con testosterona 0,1 μM hasta el día 6, como se describió 

anteriormente. En el día experimental, las células se lavaron y estabilizaron, y las 

OCR se realizaron utilizando el analizador Seahorse XFp, siguiendo las 

instrucciones del fabricante. En primer lugar, se midió la respiración basal y luego se 

incubaron las células con oligomicina (2 μM), FCCP (1,5 μM) y rotenona/antimicina 

A (2 μM / 2μM). Todos los experimentos se realizaron a 37 °C. Para los parámetros 

de respiración186, se obtuvo el OCR no mitocondrial después de agregar 

rotenona/antimicina A y se restó del OCR inicial (respiración basal) y OCR después 

de agregar FCCP (respiración máxima). La capacidad respiratoria de reserva se 

calculó como la respiración máxima menos la respiración basal. 
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Figura 10. Perfil de OCR típico junto con los parámetros obtenidos a partir del mismo. Arriba se 

esquematiza la cadena transportadora de electrones junto con las dianas de cada uno de los 

inhibidores utilizados. Abajo se muestra una corrida típica de determinación del consumo de oxigeno 

en cultivo celular. Se indica el agregado de la drogas junto con los parámetros obtenidos en cada 

caso. 

 
3.10. Determinación del contenido proteico mediante Western blot 
 

Para el análisis de las proteínas de interés, se aislaron del TAI y del TARP de los 

diferentes grupos experimentales, se los trató con buffer de lisis (solución de RIPA 

que contiene 150mM de NaCl, 1% de Tritón X-100, 0.5% de desoxicolato de sodio, 

0.1% de SDS y 50 mM de Tris, pH 8,0) suplementado con inhibidores de proteasas 

(Aprotinina 2 µg/ml, PMSF 1mM y Ortovanadato de Na 1mM) y se disgregaron con 

tijera y sonicador manteniéndolos en hielo. Luego, se centrifugó a 15.000 rpm a 4°C 

durante 15 minutos y se separó el sobrenadante del precipitado teniendo la 

procuración de no arrastrar la capa de lípidos que queda en la región superior del 

tubo. Las alícuotas con los extractos de proteínas fueron guardadas a -80°C para la 

posterior cuantificación e inmunodetección.  

Para la determinación de la concentración de proteínas, se utilizó el método de 

Lowry empleando diluciones seriadas de seroalbúmina bovina (BSA) como 

estándar. La cuantificación de la absorbancia se llevó a cabo con un 
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espectrofotómetro a una longitud de onda de 550 nm. Cada una de las muestras fue 

cuantificada por cuadruplicado. 

Para la corrida electroforética, se sembraron 20-80 µg del extracto de proteínas y 

el marcador de peso molecular (Precision Plus Protein Standars, catálogo #161-

0374 BIO-RAD) solubilizadas en buffer de carga Laemmli 187 6x (glicerol 60%, 12 % 

SDS, 30 % de 2 beta mercaptoetanol, 0,375 Tris-HCL y 0,012 % de azul de 

bromofenol ajustada a pH 6,8). Las muestras se calentaron durante 5 minutos a 

95°C y se corrieron en un gel de 12,5% de SDS-poliacrilamida a 55 mA. Una vez 

que las proteínas de interés (que se encuentran desnaturalizadas y reducidas) se 

separaron de acuerdo a su peso molecular, estas fueron transferidas a una 

membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) mediante electroforesis (SDS-PAGE) 

a 350 mA durante 45-90 minutos en refrigeración. Para el bloqueo, se utilizó BSA al 

5% disuelta en TBS-T (Tris buffer salino con 0,1 % de Tween 20) durante 1 h a 

temperatura ambiente en agitación. A continuación, la membrana se incubó con el 

anticuerpo primario correspondiente (Tabla 2) durante toda la noche en heladera. Al 

día siguiente, se realizaron tres lavados durante 5 minutos con TBS-T y se incubó 

con el anticuerpo secundario adecuado acoplado a HRP (Tabla 2) durante 2 hs a 

temperatura ambiente. Finalmente, se procedió con los lavados con TBS-T y un 

último lavado con TBS (5 minutos).  

La visualización de la quimioluminiscencia se realizó con un kit casero 

mezclando en buffer ECL (Tris 100mM) luminol (1,125 mM), ácido para-cumárico 

(0,46 mM) y peróxido de hidrogeno (26 mM). En el cuarto oscuro, la emisión de luz 

fue capturada con placas fotográficas (Carestream Medical X-ray Green / MXG film) 

a distintos tiempos y se revelaron para el posterior escaneo y cuantificación de la 

intensidad de las bandas con el programa Image J. Para el cálculo de la cantidad 

relativa de las proteínas de interés, la intensidad de las bandas de estas se refrieron 

a la intensidad de las bandas de beta-actina correspondientes. 

 
 

Anticuerpo 
 

Catálogo/Lote/Proveedor 
 

Dilución  

 

Anti beta Actina 

 

Cat # bs-0061R 

Lot # AH01032107 

Bios Antibodies 

 

1/4.000 



Tesis Doctoral Lic. Ezequiel Harnichar                                                               
Materiales y Métodos 

 

Página | 44  
 

 

Anti UCP1 

 

Cat # ab-10983 

Lot # GR214286-5 

Abcam 

 

1/3.500 

 

Anti PPARG 

 

Ca t# sc-7196x 

Lot # H1514 

Santa Cruz 

 

1/1.000 

 

Anti CYT C 

 

Cat # sc-13156 

Lot # D1117 

Santa Cruz 

 

1/200 

Anti conejo 

conjugado a HRP 

Cat # sc-2004 

Lot # 22905 

Santa Cruz 

 

1/10.000 

 

Anti ratón conjugado 

a HRP 

Cat # sc-516102 

Lot # E1519 

Santa Cruz 

 

1/1.000 

 

 
Tabla 2. Anticuerpos utilizados en el presente trabajo.  

 

3.11. Análisis estadístico 
 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis fueron graficados y 

analizados mediante el programa estadístico GraphPad Prism versión 8. En primer 

lugar, los datos obtenidos fueron analizados con la prueba de Shapiro-Wilk para 

comprobar si los mismos presentaban distribución normal. Luego se siguió con la 

prueba estadística correspondiente. En cada leyenda de cada uno de los gráficos 

generados se especifica la prueba estadística empleada ya sea la prueba t de 

Student bilateral, para el análisis de dos medias normalmente distribuidas, Mann-

Whitney bilateral en el caso en que los datos no estén normalmente distribuidos o 

ANOVA de 2 vías para el análisis de dos variables independientes y sus posibles 

interacciones. En este último caso, el análisis se finalizó cuando alguna de las 

variables resultó estadísticamente significativa pero cuando la interacción (ya sea 

positiva o negativa) entre las mismas fue significativa, se utilizó la prueba de Sidak 

para realizar las comparaciones múltiples entre los grupos. En todos los casos, los 

resultados se consideraron estadísticamente significativos cuando el valor p fuera 

menor a 0,05.  
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4.1. Caracterización del modelo de depleción de andrógenos 

generado durante la edad prepuberal 
 

4.1.1. La depleción prepuberal de andrógenos ocasiona cambios 

metabólicos en la edad adulta 

 
En los animales machos, las células intersticiales ubicadas entre los túbulos 

seminíferos de los testículos son la principal fuente de síntesis de los andrógenos. 

En general, los modelos de depleción de andrógenos descriptos en la literatura 

corresponden a castraciones realizadas durante la edad adulta del animal, cuando 

el pico de secreción de andrógenos en la pubertad ya ha ocurrido y los niveles de 

andrógenos se mantienen relativamente estables. Por otro lado, también existen 

modelos murinos knock out para el receptor de andrógenos (ARKO) para el estudio 

de estas hormonas sobre el TA, en donde la ausencia de acción los andrógenos 

ocurre desde la etapa intrauterina. En esta sección, se evaluaron los efectos de la 

depleción prepuberal de andrógenos sobre el TA.  

En primer lugar se realizó una caracterización metabólica del modelo empleado 

para este trabajo. Para ello se utilizaron animales controles (CTR) y 

orquidectomizados (ODX). Las castraciones bilaterales fueron realizadas a los 27 

días de edad y los animales sometidos a este procedimiento se dejaron recuperar 

durante 3 días. A continuación, se registraron el peso corporal y el consumo de 

alimento desde los 30 hasta los 60 días de edad a la misma hora diariamente. 

Asimismo, se calculó el consumo calórico total durante esos 30 días así como la 

ganancia de peso corporal. En la figura 11 se muestran los gráficos 

correspondientes. Debido a que los animales aún se encuentran en una etapa de 

crecimiento, puede observarse el incremento tanto del consumo de alimento (Fig. 

11A) como del peso corporal (Fig. 11C) en ambos grupos a lo largo del tiempo 

experimental. En ambos casos el análisis estadístico mostró una interacción entre 

las variables tiempo y castración, lo que indicaría que el efecto de la castración se 

acentúa con el crecimiento de los animales (Fig. 11A y C). Como era de esperarse a 

partir de estos resultados, los animales castrados presentaron una menor ingesta de 
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alimento total (Fig. 11B) a la vez que ganaron menor peso corporal (Fig. 11D) 

durante esos 30 días. 

A continuación se siguió con la medida de ciertos metabolitos plasmáticos de 

interés (tabla 3). En primer lugar se observó que la testosterona plasmática total 

disminuyó en los animales orquidectomizados comparado con los controles, 

corroborando que dicha intervención permitió obtener un modelo de depleción de 

andrógenos. En adición, se halló un descenso en los niveles plasmáticos de leptina 

en el grupo castrado mientras que la insulinemia, la glucemia y la concentración de 

ALT plasmática permanecieron sin cambios. Sin embargo, el grupo ODX presentó 

una menor trigliceridemia. 

 

  
 

Figura 11. La castración prepuberal altera el consumo de alimento y la ganancia de peso 
corporal. Registro diario del consumo de calorías (A) y del peso corporal (B) desde los 30 a los 60 

días de edad de animales controles (CTR) y orquidectomizados (ODX). Cálculo de las calorías 

totales ingeridas durante los días experimentales (C) y del incremento del peso corporal obtenido 

como la resta entre el valor del peso final y el valor del peso inicial (D). Los valores se muestran 

como la media ± EEM. n=12 animales por grupo. Para el análisis estadístico se empleó la prueba t de 

Student bilateral. *p<0.05 y ****p<0.0001 vs CTR. 
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Tabla 3. Medida de analitos plasmáticos en cada grupo experimental. Los valores se muestran 

como la media ± EEM. n=12 animales por grupo. Para el análisis estadístico se empleó la prueba t de 

Student bilateral. **p<0.01 y ***p<0.001 vs CTR 

 

4.1.2. La depleción de andrógenos modifica las masas del TA 

subcutáneo y visceral  

 
En el momento del sacrificio, se aislaron los depósitos de TAB y se determinaron 

el peso total y porcentual. De esta manera, el peso absoluto de TAI fue 

significativamente menor en el grupo ODX comparado con el CTR (Fig. 12A). Estas 

diferencias también fueron encontradas para los depósitos viscerales analizados, es 

decir,  el TAE y el TARP (Fig. 12A). Luego se calculó el peso porcentual, debido a 

que los animales ODX presentaron menor peso corporal y esto podría ocasionar por 

sí mismo una disminución en la masa de órganos y tejidos. De este modo, el peso 

porcentual del TAI permaneció sin cambios (Fig. 12B). En tanto que para los 

depósitos viscerales la disminución del peso porcentual en el grupo ODX continuó 

resultando significativa (Fig. 12B). Por lo tanto, la castración en etapas prepuberales 

provocó una disminución en la ingesta de alimento que fue acompañado por un 

descenso en el peso corporal, en los pesos absolutos de los depósitos estudiados y 

en los pesos porcentuales del TARP y del TAE. Cabe aclarar que para los 

siguientes ensayos continuamos con el estudio del TAI y del TARP, éste último 

como representante de un depósito visceral. 

 

 CTR ODX 

Testosterona plasmática  
(ng/ml) 

2.17 ± 0.33 0.57 ± 0.04*** 

Leptina plasmática 
 (ng/ml) 

3.21 ± 8.82 0.96 ± 0.14** 

Insulina plasmática  
(ng/ml) 

0.84 ± 0.14 1.06 ± 0.08 

Glucosa plasmática  
(g/l) 

1.41 ± 0.06 1.33 ± 0.05 

Triglicéridos plasmáticos (g/l) 1.19 ± 0.19 0.70 ± 0.05** 

ALT plasmática  
(UI/l) 

75.07 ± 4.04 75.35 ± 1.85 
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Figura 12. La castración prepuberal disminuye el peso de los depósitos de TA. Valores de 

masas absolutas de los diferentes depósitos del TA (A) y de las respectivas masas porcentuales 

calculadas cada 100 g de peso corporal (B). Los valores se muestran como la media ± EEM. n=12 

animales por grupo. Para el análisis estadístico se empleó la prueba t de Student bilateral. **p<0.01, 

***p<0.001y ****p<0.0001 vs CTR. 

 

4.1.3. El análisis histológico de los depósitos del TA revela adipocitos 

de menor tamaño en el TARP  

 
Debido a que los andrógenos pueden regular los procesos de lipólisis, 

lipogénesis y adipogénesis y luego de observar que el peso porcentual de TAI no 

cambia en el grupo ODX pero sí en el TARP se prosiguió con el análisis histológico 

de ambos depósitos para verificar si se producían cambios a nivel morfológico en 

los adipocitos. En este caso, no se encontraron diferencias en el diámetro de los 

adipocitos del TAI entre los grupos CTR y ODX (Fig. 13A) pero se observó una 

disminución en este parámetro en los adipocitos provenientes del TARP de los ODX 

(Fig. 13D). Además, para determinar la posible existencia de algún efecto sobre las 

poblaciones adipocitarias, se graficó la frecuencia relativa de distribución del 

diámetro adipocitario. Como puede observarse no hubo cambios en la población 

adipocitaria por efecto de los andrógenos, siendo esta una distribución normal en 

ambos tipos de depósitos (Fig. 13C y E). Asimismo la presencia de adipocitos más 

pequeños en el TARP del grupo ODX podría ser un indicio del efecto que tienen los 

andrógenos sobre el metabolismo lipídico y/o sobre la generación de nuevos 

adipocitos. Además en el contexto del browning, la termogénesis se acompaña por 

un incremento en la utilización de AG como fuente de energía para generar calor y 

por lo tanto esto podría ser una posible causa en la disminución del tamaño celular.  
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Figura 13. La depleción de andrógenos disminuye el tamaño de los adipocitos del TARP. 
Microfotografías de secciones representativas de TA teñidas con H-E (magnificación de 400x) junto 

con el análisis del tamaño de los adipocitos en el TAI (A) y del TARP (B). Los valores se muestran 

como la media ± EEM. n= 4-7 animales por grupo. Para el análisis estadístico se empleó la prueba t 

de Student bilateral. *p<0.05 vs CTR. Distribución del diámetro de la población adipocitoria de TAI (C) 
y del TARP (D).  
 

4.1.4. Efectos de la depleción de andrógenos sobre la expresión del 

receptor de andrógenos, leptina y adiponectina  
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Para continuar con la evaluación los posibles cambios ocasionados por la 

castración, se midieron los niveles de ARNm mediante RT-qPCR del receptor de 

andrógenos (Ar) y de dos adipoquinas relacionadas con el balance energético: 

leptina (Ob) y adiponectina (AdipoQ) (Fig. 14A y B). Aquí se observó un incremento 

en los niveles de expresión de Ar en el TAI de las ratas ODX. Por otro lado, en el 

TARP no hubo diferencias significativas aunque si una leve tendencia al incremento 

del ARNm del Ar. En el anexo se encuentra la comparación entre los niveles 

relativos de Ar entre ambos tipos de TAB de animales CTR (Fig. 33). Así se compró 

el incremento en la expresión de este receptor en el depósito visceral.  

Los niveles de transcriptos de AdipoQ no presentaron diferencias significativas 

entre los grupos CTR y ODX en ninguno de los depósitos de TAB, aunque se puede 

ver una leve tendencia al incremento en ambos depósitos. Por otro lado, los niveles 

de ARNm de Ob disminuyeron en ambos tejidos provenientes de los ODX, lo cual 

coincide con el descenso en la concentración plasmática de esta adipoquina, que es 

secretada principalmente por el TAB. De esta manera, la castración prepuberal 

modificó los niveles de ARNm del Ar en el TAI y de Ob en ambos depósitos 

empleados.  

 

 
 

 
Figura 14. El grupo de animales castrados presenta cambios en los niveles de expresión de 
genes de Ar y Ob. Se muestran los valores de expresión relativa de ARNm de Ar, AdipoQ y Ob en el 

TAI (A) y del TARP (B). Los valores se muestran como la media ± EEM. n= 3-4 animales por grupo 

analizado por duplicado. Para el análisis estadístico se empleó la prueba t de Student bilateral. 

**p<0.01 vs CTR 
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4.1.5. El grupo ODX presenta un incremento en la expresión de genes 

termogénicos en los depósitos de TA a temperatura ambiente  

 
Luego de la caracterización de parámetros generales del modelo de depleción 

de andrógenos se prosiguió con el análisis de marcadores termogénicos de los 

depósitos de TAB, con el fin de evaluar si la ausencia de andrógenos afectaba la 

termogénesis basal del TAB (Fig. 15A y B). Este trabajo se centró en el mecanismo 

de termogénesis dependiente de UCP1. Por lo tanto, se evaluaron los niveles 

ARNm de marcadores termogénicos relacionados con este proceso. En este 

sentido, los niveles de Ucp1, Pgc1a y Prdm16 se encontraron elevados en ambos 

depósitos de TAB mientras que Dio2 se incrementó solo en el TARP. En adición a 

estos hallazgos, puede verse que la magnitud de incremento ocasionada por la 

castración fue mayor para el depósito visceral que para el subcutáneo. De este 

modo, se podría pensar que la ausencia de andrógenos promueve la presencia de 

adipocitos con menor diámetro dentro del TARP e incrementa la capacidad 

termogénica de ambos tipos de TAB siendo de mayor magnitud en el TARP. 

 

 
 
Figura 15. Los animales ODX presentan un incremento en la expresión de marcadores 
termogénicos. Niveles de expresión relativa de ARNm de marcadores relacionados con la 

termogénesis del TA (Ucp1, Pgc1a, Prdm16 y Dio2) en el TAI (A) y en el TARP (B). Los valores se 

muestran como la media ± EEM. n= 3-4 animales por grupo analizado por duplicado. Para el análisis 

estadístico se empleó la prueba t de Student bilateral. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 vs 

CTR. 
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4.1.6. Las células precursoras de adipocitos del grupo ODX generan 

adipocitos beige con mayor capacidad termogénica 

 
Luego de encontrar que los depósitos de TAB provenientes de los animales ODX 

presentaban mayores niveles de expresión de genes involucrados en la 

termogénesis, se evaluó si las CPAs aisladas a partir de estos tejidos eran capaces 

de generar adipocitos con capacidad termogénica in vitro. Así, una vez que las 

células llegaron a confluencia (día 0), las mismas fueron diferenciadas y mantenidas 

hasta el final del experimento (día 8) (Fig. 16A). En este punto se prosiguió con la 

determinación de los transcriptos de los genes de interés. En primer lugar, los 

niveles del Ar fueron mayores en las células provenientes de ambos depósitos del 

grupo ODX versus el grupo CTR (Fig. 16B y C). Este efecto ya fue observado 

cuando se analizaron los niveles de expresión de este gen a nivel tisular. A 

continuación se midieron los niveles de ARNm de Ucp1, Pgc1a, Dio2 y de Prdm16, 

genes involucrados en la termogénesis (Fig. 16D y E). Como resultado, se encontró 

que Ucp1, Pgc1a, y Dio2 estaban elevados en los adipocitos diferenciados in vitro 

en el TAI y en el TARP de los animales ODX, en tanto que Prdm16 solo se 

incrementó en el TAI de los ODX. Estos resultados podrían indicar que la ausencia 

de andrógenos in vivo deja alguna impronta en las CPAs que permite que estas 

células se diferencien in vitro hacia adipocitos beige en mayor medida al ser 

estimuladas para diferenciarse hacia este linaje adipocitario. 
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Figura 16. Las CPAs diferenciadas del grupo ODX muestran un incremento en la expresión de 
marcadores termogénicos. Esquema experimental utilizado para la determinación del potencial de 

los CPAs de generar adipocitos beige in vitro (A). Medida de los niveles de expresión relativa de 

ARNm de Ar en el TAI (B) y el TARP (D) y de marcadores relacionados con la termogénesis del TA 

(Ucp1, Pgc1a, Prdm16 y Dio2) en el TAI (C) y en el TARP (E). Los valores se muestran como la 

media ± EEM. n= 3-4 animales por grupo analizado por duplicado. Para el análisis estadístico se 

empleó la prueba t de Student bilateral. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 vs CTR. 

 

En conjunto, los datos presentados en esta sección demuestran que la 

castración prepuberal en ratas modificó el consumo de alimento y del peso corporal 

y algunos parámetros en sangre. Asimismo, dicha intervención modifica los niveles 

de expresión tanto de adipoquinas como de genes relacionados con la 

termogénesis. En concordancia con esto, se pudo observar que los pre adipocitos 

aislados del TAI y del TARP diferenciados in vitro tuvieron un perfil de expresión 
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génica de marcadores termogénicos incrementado. Esto podría indicar que el 

descenso de los niveles de andrógenos en la etapa prepuberal reprograma de 

alguna manera la capacidad termogénica de los adipocitos, favoreciendo el 

browning del TA y la diferenciación hacia el linaje beige. Para probar esta 

posibilidad, se siguió con el estudio de lo que ocurre sobre la capacidad 

termogénica en dicho modelo ante un inductor fisiológico del browning, el frío.  
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4.2. Análisis de la respuesta al browning inducido por el frío 
 

4.2.1. Evaluación de los cambios metabólicos producidos durante la 

exposición al frío 

 
Para regular la temperatura corporal, los animales homeotermos expuestos a 

bajas temperaturas, contrarrestan dicho efecto a través de la producción de calor. 

Uno de los mecanismos consiste en el surgimiento de adipocitos beige en los 

depósitos de TAB. En la presente sección, se muestran los resultados obtenidos de 

los efectos de la ausencia de andrógenos sobre el browning en condiciones 

estimuladas. Para ello un subgrupo de los animales CTR y ODX de 60 días de edad, 

se mantuvo durante 7 días a temperatura ambiente y otro subgrupo en frío, es decir, 

en condiciones que estimulan la aparición de adipocitos beige (Fig. 17A).  

Nuevamente, en primer lugar se analizó el consumo de alimento (Fig.17B) y el 

peso corporal (Fig. 17C) en ambas condiciones. Como puede observarse el análisis 

estadístico reveló una interacción entre las variables frío y castración indicando que 

los animales castrados responden de diferente manera de acuerdo a la temperatura 

externa a la cual se alojen. En cuanto al consumo calórico acumulado, en el post 

test de comparaciones múltiples se halló, como era de esperarse, que los animales 

expuestos al frío consumen mayor cantidad de alimento en ambos grupos 

comparados con sus contrapartes en condiciones basales (Fig. 17B). Además, a 

pesar de que las diferencias encontradas entre grupos a temperatura ambiente se 

mantuvieron durante estos 7 días, estas diferencias no se observaron en los grupos 

expuestos a frío. Es decir, los grupos CTR-F y ODX-F tienen los mismos valores de 

consumo calórico acumulado. 

Por otro lado, los grupos de animales expuestos al frío presentaron una menor 

ganancia de peso corporal con respecto a los grupos mantenidos a temperatura 

ambiente (Fig. 17C). Asimismo, no se encontraron diferencias en la ganancia de 

peso corporal entre los grupos CTR-A y ODX-A pero sí una tendencia al descenso 

de peso entre ODX-F vs CTR-F (p = 0.07, Fig. 17C). 

A continuación, se analizaron los niveles plasmáticos de glucosa y triglicéridos. 

La glucemia no se vió afectada por ninguna de las variables analizadas, pero se 

halló una interacción entre las variables en la medida de la trigliceridemia (Tabla 4). 

El post test reveló que las ratas ODX-A presentaron valores menores de TG que las 
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ratas CTR-A, pero no se observaron diferencias entre CTR-F vs ODX-F. Además, 

los animales CTR-F tuvieron un descenso significativo en los valores de TG 

comparado con los del grupo CTR-A.  

Durante la inducción de la termogénesis, el hígado es capaz de suplir sus 

reservas energéticas (lípidos y glucosa) para su utilización por parte de los TA 

termogénicos y de los músculos. Por este motivo evaluamos los niveles de 

triglicéridos hepáticos y se encontró una disminución debido a la castración a ambas 

temperaturas (Tabla 4).  

A continuación, se corroboró el efecto conocido del frío sobre el peso porcentual 

del TAP interescapular que resultó, como era de esperarse, incrementado en los 

grupos estimulados con el frío (Fig. 18A). En cuanto a los depósitos de TAB, el peso 

porcentual del TAI decreció cuando los animales se expusieron al frío (Fig. 18B), 

mientras que el peso porcentual del TARP decreció por la castración (Fig. 18C). 

Luego se prosiguió con el análisis histológico y se encontró que en el TAI se redujo 

el tamaño de los adipocitos por la exposición al frío (Fig. 19A) mientras que, en el 

TARP, por la castración (Fig. 19B), de manera similar a los resultados encontrados 

en los pesos porcentuales. Además, se observó la presencia de focos de adipocitos 

multivacuolares en el TARP de los animales ODX-F, lo cual es un indicio de una 

posible activación termogénica. 
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Figura 17. El grupo ODX no presenta cambios en el consumo de alimento ni en el peso 
corporal durante la exposición al frío. Esquema experimental utilizado para evaluar la respuesta 

del TAB ante el browning inducido por la exposición a bajas temperaturas (A). Determinación de la 

ingesta calórica acumulada durante los 7 días experimentales (B) y cálculo del incremento de peso 

corporal (C). Los valores se muestran como la media ± EEM. n= 3-7 animales por grupo. Para el 

análisis estadístico se empleó la prueba ANOVA de dos vías para analizar los factores de manera 

individual (temperatura y castración) y su interacción (temperatura x castración) seguido por la 

prueba de Sidak. *p<0.05, **p<0.01, y ****p<0.0001  
 
 

 CTR-A ODX-A CTR-F ODX-F ANOVA 2 
vías 

Glucosa 
plasmática 

(g/l) 

1.37 ± 0.04 1.34 ± 0.05 1.37 ± 0.05 1.55 ± 0.12 ns 

Triglicéridos 
plasmáticos 

(g/l) 

1.24 ± 0.12 0.74 ± 0.04**** 0.35 ± 0.06**** 0.46 ± 0.07 T x C= 0.0116 

Triglicéridos 
hepáticos 

 (mg/g) 

4.50 ± 0.47 3.20 ± 0.41 4.13 ± 0.13 3.98 ± 0.23 C= 0.0436 
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Tabla 4. Medida de metabolitos plasmáticos en cada grupo experimental. Los valores se 

muestran como la media ± EEM. n=3-6 animales por grupo. Las determinaciones fueron medidas por 

duplicado. Para el análisis estadístico se empleó la prueba ANOVA de dos vías para analizar los 

factores de manera individual (temperatura y castración) y su interacción (temperatura x castración) 

seguido por la prueba de Sidak. *p<0.05 y ****p<0.0001 vs CTR-A y +p<0.05 vs ODX-A.  
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Figura 18. El peso del TARP se ve afectado por la castración a ambas temperaturas. Imágenes 

en fresco del TAP (A), el TAI (B) y el TARP (C) junto con los valores de los pesos porcentuales 

respectivos. Los valores se muestran como la media ± EEM. n=6-7 animales por grupo. Para el 

análisis estadístico se empleó la prueba ANOVA de dos vías para analizar los factores de manera 

individual (temperatura y castración) y su interacción (temperatura x castración). 

 
 

 

Figura 19. Los adipocitos del TARP de los animales ODX presentan menor tamaño. 
Microfotografías de secciones representativas de TA teñidas con H-E (magnificación de 400x) junto 

con el análisis del tamaño de los adipocitos del TAI (A) y del TARP (B). Los valores se muestran 

como la media ± EEM. n=3-7 animales por grupo Para el análisis estadístico se empleó la prueba 

ANOVA de dos vías para analizar los factores de manera individual (temperatura y castración) y su 

interacción (temperatura x castración). 
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4.2.2. Efecto de la depleción de andrógenos sobre los niveles de 

transcripto de genes termogénicos durante la inducción del 

browning por frío 

 
De los depósitos de TAB aislados, se analizaron los niveles de expresión de 

Ucp1, Pgc1a, Adrb3 y Pparg2 (Fig. 20). En el anexo (Fig. 34) se compararon los 

niveles de expresión de estos marcadores entre depósitos de animales CTR.  

Aquí, el resultado del ANOVA arrojó una interacción entre las variables 

temperatura y castración en los niveles de expresión de Ucp1 tanto en el TAI (Fig. 

20A) como en el TARP (Fig. 20B). El post test reveló que el grupo ODX expresa 

mayores niveles de Ucp1 cuando este grupo se mantuvo expuesto al frío. Además, 

se encontró que en ambos depósitos la expresión de Pgc1a se incrementó tanto por 

la castración como por la exposición al frío (Fig. 20C y D). Por otro lado, analizamos 

los niveles de ARNm de Adrb3 ya que este receptor está involucrado en la 

activación de la termogénesis del TAB de roedores. El análisis estadístico indicó una 

interacción entre ambas variables en la expresión de Adrb3 en el TAI (Fig. 20C). 

Además, el post test reveló que los niveles de Adrb3 del grupo ODX-RT tienden a 

un incremento versus CTR-RT (p = 0.06), pero los niveles de Adrb3 de los animales 

ODX-C decrecieron con la exposición al frío (Fig. 20C). Por otro lado, no se hallaron 

diferencias significativas en los niveles de Adrb3 provenientes del TARP (Fig. 20D). 

Por último, se encontró que los niveles de Pparg2, cuya inducción promueve el 

browning, tienden a incrementarse (p=0.0826) con la castración en el TAI (Fig. 20G) 

permaneciendo sin cambios en el TARP (Fig. 20H). 
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Figura 20. Los animales ODX expresan niveles mayores de ARNm de genes involucrados en la 
termogénesis dependiente de Ucp1. Medida de los niveles relativos de expresión de ARNm de 

Ucp1, Pgc1a, Arb3 y Pparg2 en TAI (A, C, E y G, respectivamente) y en TARP (B, D, F y H, 
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respectivamente). Los valores se muestran como la media ± EEM. n=3-5 animales por grupo Para el 

análisis estadístico se empleó la prueba ANOVA de dos vías para analizar los factores de manera 

individual (temperatura y castración) y su interacción (temperatura x castración) seguido por la 

prueba de Sidak. *p<0.05.  

 

4.2.3. El grupo ODX muestra cambios en los niveles de proteínas 

involucradas en la termogénesis  

 
Finalmente, se evaluaron los niveles proteicos de CYT C (como medida de una 

proteína mitocondrial), de PPARg (debido a que su inducción promueve el browning) 

y de UCP1 mediante Western blot. En primer lugar, los niveles de CYT C 

permanecieron sin cambios en el TAI (Fig. 21C), pero sus niveles relativos se 

incrementaron debido a la castración en el TARP (Fig. 21F). Por otro lado, PPARg 

mostró una tendencia al incremento, similar a la encontrada a nivel de ARNm, en el 

TAI (Fig. 21B). En el TARP se halló una fuerte tendencia al incremento de esta 

proteína debido a la castración (Fig. 21E).  

De manera similar a lo que ocurre con lo observado en el ARNm, la castración y 

el frío incrementaron los niveles proteicos de UCP1 en el TAI (Fig. 22B). En el TARP 

se registró una interacción entre las variables analizadas y el post test indicó que las 

ratas ODX expuestas al frío presentaron niveles elevados de UCP1 versus el grupo 

CTR-C (Fig. 22D).  

En resumen, estos resultados indicarían que la depleción prepuberal de 

andrógenos favorece el programa termogénico involucrado en la termogénesis non-

shivering de los depósitos de TAB. 

 

De esta manera, estos resultados indican que la capacidad de realizar browning 

de los animales ODX expuestos al frío se vió incrementada y, por lo tanto, la 

depleción temprana de andrógenos favorecería en la edad adulta la formación de 

adipocitos beige ante un inductor.  
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Figura 21. La depleción de andrógenos incrementa los niveles proteicos de PPARG2 y CYT C 
en el TARP. Imágenes representativas de las auto radiografías obtenidas mediante la técnica de 

Western blot para cada el TAI (A) y para el TARP (D) junto con la cuantificación correspondiente de 

los niveles proteicos de PPARG2 y CYT C en el TAI (B y C, respectivamente) y el TARP (E y F, 
respectivamente) de animales expuestos a temperatura ambiente (CTR-A y ODX-A) o al frío (CTR-F 

y ODX-F).). Como control de carga se utilizó β ACTINA. Los valores se muestran como la media ± 

EEM. n=3-4 animales por grupo. Para el análisis estadístico se empleó la prueba ANOVA de dos vías 

para analizar los factores de manera individual (temperatura y castración) y su interacción 

(temperatura x castración). 
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Figura 22. La depleción de andrógenos incrementa los niveles proteicos de UCP1. Imágenes 

representativas de las auto radiografías obtenidas mediante la técnica de Western blot para el TAI 

(A) y para el TARP (C) junto con la cuantificación correspondiente de los niveles proteicos de UCP1 

en el TAI (B) y el TARP (D) de animales expuestos a temperatura ambiente (CTR-A y ODX-A) o al 

frío (CTR-F y ODX-F). Como control de carga se utilizó β ACTINA. Los valores se muestran como la 

media ± EEM. n=3-4 animales por grupo. Para el análisis estadístico se empleó la prueba ANOVA de 

dos vías para analizar los factores de manera individual (temperatura y castración) y su interacción 

(temperatura x castración) seguido por la prueba de Sidak. *p<0.05. 

 

4.2.4. El grupo ODX muestra cambios en los niveles de ARNm de 

proteínas involucradas en la autofagia 

 
Como se menciona en la introducción, estudios recientes han comprobado que 

durante la inducción del browning se acompaña por una inhibición de la mitofagia. 

Por lo tanto, nos preguntamos si en este modelo de depleción de andrógenos 

prepuberal, que presentó un incremento en la capacidad termogénica, se producían 

cambios en la expresión de genes involucrados en este tipo de autofagia. En el 
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anexo (Fig. 36) se muestra la comparación de la expresión de estos marcadores 

entre los depósitos de animales CTR. 

En la figura 23 se pueden observar los resultados encontrados para ambos 

depósitos de TAB estudiados. En este caso, se encontró que en el depósito inguinal 

los niveles de Ulk1 (Fig. 23A), Pink1 (Fig. 23C) y Atg12 (Fig. 23G) se vieron 

reducidos tanto por la exposición a frío como por la castración. Por otra parte, los 

niveles de mRNA de Atg7 sólo se vieron afectados por la exposición al frío, 

observándose una disminución en los mismos en ambos grupos (Fig. 23E).  

 Para el depósito visceral, pudimos hallar una interacción entre las variables 

temperatura y castración sobre los valores de Ulk1 (Fig. 23B), Atg7 (Fig. 23F) y 

Atg12 (Fig. 23H), indicando un comportamiento diferencial en la expresión de estos 

marcadores. El post test reveló que, mientras a temperatura ambiente el grupo ODX 

presentó valores reducidos del ARNm de estos marcadores, en condiciones 

estimuladas se encontró el efecto opuesto. Por otro lado, la expresión génica de 

Pink1 (Fig. 23D) sólo se redujo por efecto de la castración, aunque el efecto de la 

variable frío mostró una fuerte tendencia de disminución (p= 0.0565).  

En términos generales, estos resultados indicarían que la expresión de genes 

involucrados en la mitofagia en el TAB son sensibles tanto a los cambios de 

temperatura y a la concentración de andrógenos in vivo posiblemente debido a un 

incremento del proceso termogénico.  



Tesis Doctoral Lic. Ezequiel Harnichar                                                               
Resultados 

Página | 67  
 

 
 
Figura 23. La depleción de andrógenos modifica la expresión de genes involucrados en la 
autofagia. Medida de los niveles relativos de expresión de ARNm de Ulk1, Pink1, Atg7 y Atg12 en 

TAI (A, C, E y G, respectivamente) y en TARP (B, D, F y H, respectivamente). Los valores se 

muestran como la media ± EEM. n=3-4 animales por grupo Para el análisis estadístico se empleó la 
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prueba ANOVA de dos vías para analizar los factores de manera individual (temperatura y 

castración) y su interacción (temperatura x castración) seguido por la prueba de Sidak. *p<0.05 y 

**p<0.01.  
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4.3. Estudio in vitro de los efectos de los andrógenos sobre los 

adipocitos beige 
 

Hasta el momento se han evaluado los efectos de los andrógenos in vivo. En 

líneas generales, se describió que la depleción de estas hormonas en estadios 

prepuberales promueve el browning en condiciones basales y resulta incrementado 

durante la inducción por bajas temperaturas. En los estudios in vivo de la primera 

sección las células precursoras de adipocitos se encontraban en un ambiente 

carente de andrógenos. En esta sección el objetivo consistió en evaluar el rol de la 

testosterona y de la dihidrotestosterona in vitro sobre un cultivo primario de CPAs 

provenientes del TAI y del TARP de animales controles de 60 días de edad. En 

primer lugar, los andrógenos fueron agregados en el momento en que dichas 

células llegaron al estadio de confluencia (día 0) hasta el final del experimento (día 

8). En este día se les agregó forskolina durante 4 hs para incrementar los niveles de 

AMPc intracelular y con ello estimular la termogénesis. En el anexo (Fig. 35) se 

demuestra la comparación los cultivos de animales CTR. Asimismo, se realizaron 

experimentos con flutamida, un antagonista del receptor de andrógenos, con el fin 

de comprobar si el efecto de la testosterona era dependiente dicho receptor, ya que 

la testosterona puede aromatizarse a estrógenos por la actividad enzimática de 

aromatasas adipocitarias.  

Luego, se analizó el rol de la testosterona en diferentes etapas de la 

adipogénesis. Por un lado, se evaluó el efecto de este andrógeno durante las 

últimas 48 h (del sexto al octavo día experimental) para estudiar si la misma modula 

la expresión de marcadores termogénicos en adipocitos beige maduros. Finalmente, 

se estudió el efecto de la testosterona sobre las CPAs sin diferenciar, para evaluar 

si dicha hormona modifica marcadores de precursores del linaje adipocitario beige. 

 
4.3.1. La testosterona modifica el número de mitocondrias en los 

adipocitos cultivados in vitro 

 
En primer lugar, se analizaron los efectos del andrógeno que se encuentra en 

mayor concentración en la sangre periférica de animales macho: la testosterona. En 

la figura 24 se puede ver el esquema experimental usado para tal fin.  
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Como bien se menciona en la introducción, las mitocondrias desempeñan un 

papel fundamental en la termogénesis. Por este motivo, en primer lugar se midió el 

contenido mitocondrial mediante RT-qPCR. Se demostró que la cantidad relativa de 

genomas mitocondriales descendió significativamente en las células del TAI tratadas 

con testosterona (Fig. 25A) mientras que en el TARP se encontró una fuerte 

tendencia al descenso (p= 0.06) (Fig. 25B). Adicionalmente, se determinó la 

expresión de Cox8b, un gen nuclear que expresa para una subunidad del complejo 

de citocromo c oxidasa mitocondrial. En este caso, se encontró que la testosterona 

decrece los niveles de Cox8b en adipocitos diferenciados provenientes de ambos 

depósitos (Fig. 25C y D). Por último, en las microfotografías obtenidas por MET se 

puede apreciar un menor contenido mitocondrial en células tratadas con 

testosterona (Fig. 25E y F). Por lo tanto, se podría afirmar que la testosterona es 

capaz de modular el número de mitocondrias en ambos depósitos de TAB.  

 

 
Figura 24. Diseño experimental utilizado en esta sección para los ensayos con testosterona, 
dihidrotestosterona y flutamida. Se aislaron y cultivaron las CPAs obtenidas del TAI y del TARP de 

animales CTR. Luego de llegar a confluencia (d0), las células fueron inducidas hacia el linaje 

adipocitario beige con el agregado de la mezcla de diferenciación correspondiente (MD). Desde este 

momento hasta el final de experimento (d8) las células fueron mantenidas sin el agregado de ningún 

andrógeno o antagonista (CTR) o incubadas con testosterona (T), dihidrotestosterona (DHT), 

flutamida (F) o flutamida junto con testosterona (FT). Al final del experimento, se incubaron en 

condiciones basales (CTR-B, T-B, DHT-B, F-B y FT-B, respectivamente) o con el agregado de 

forskolina durante 4 hs (CTR-FSK, T-FSK, DHT-FSK, F-FSK y FT-FSK, respectivamente).  
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Figura 25. Efecto de la testosterona sobre el contenido mitocondrial de adipocitos cultivados 
in vitro. Medida del contenido mitocondrial relativo del cultivo de células provenientes del TAI (A) y 

del TARP (B). Medida de la expresión relativa de ARNm de Cox8b del cultivo de células provenientes 

TAI (C) y del TARP (D). Imágenes representativas obtenidas por MET (x 50.000) de cultivos controles 

(CTR-B) y tratados con testosterona (T-B) de CPAs obtenidas del TAI (E) y del TARP (F). La letra M 

indica mitocondrias y LD vacuolas lipídicas. Los valores se muestran como la media ± EEM. n= 3 

experimentos independientes analizado por duplicado. Para el análisis estadístico se empleó la 

prueba no paramétrica de Mann-Whitney bilateral. **p<0.01 vs CTR. 
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4.3.2. Los andrógenos inhiben la expresión de genes involucrados en 

la termogénesis en adipocitos cultivados in vitro 

 

A continuación, se midieron los niveles de expresión genes involucrados en la 

función termogénica: Ucp1, Pgc1a y Prdm16 en condiciones basales y estimuladas 

con FSK durante 4 horas (Fig. 26). La expresión de Ucp1 en los adipocitos 

diferenciados de ambos depósitos fue afectada por la interacción entre las variables 

tratamiento y estímulo (Fig. 26A y B). El post test reveló que, como era de 

esperarse, el agregado de FSK aumentó la expresión de Ucp1 (CTR-FSK vs CTR-B 

y T-FSK vs T-B) en ambos tipos de depósitos (Fig. 26A y B). Además, se halló que 

el grupo T-FSK presentó niveles de expresión disminuidos en este gen comparado 

con el grupo CTR-FSK. Si bien puede observarse en el gráfico un descenso también 

en condiciones basales (CTR-B vs T-B), esto no resultó estadísticamente 

significativo. Este resultado se repitieron cuando se evaluaron los niveles de Pgc1a 

(Fig. 26c y D) y de Prdm16 en los cultivos de TAI y de TARP (Fig. 26E y F) con la 

salvedad que para este último marcador la FSK no fue capaz de incrementar dichos 

valores en los adipocitos tratados con testosterona (T-FSK vs T-B). 
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Figura 26. La testosterona reduce la expresión de marcadores termogénicos en adipocitos 
cultivados in vitro. Medida mediante RT-qPCR de los niveles de expresion relativa de Ucp1, Pgc1a 

y Prdm16 en adipocitos diferenciados in vitro provenientes de CPAs del TAI (A, C y E 
repescitvamente) y del TARP (B, D y F, respectivamente) en condiciones basales (B) y 

estimuladas (FSK) con forskolina como se indica en el esquema experimental de la figura 11. Los 

valores se muestran como la media ± EEM. n=3 experimentos independientes por grupo analizados 

por duplicado. Para el análisis estadístico se empleó la prueba ANOVA de dos vías para analizar los 

factores de manera individual (forskolina y testosterona) y su interacción (forskolina x testosterona) 

seguido por la prueba de Sidak. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 y ****p<0.0001. 
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Luego se evaluó la acción de la dihidrotestosterona, un andrógeno no 

aromatizable y agonista del receptor de andrógenos, sobre la expresión de los 

mismos marcadores estudiados anteriormente (Fig. 27). En este caso tanto en la 

expresión de Ucp1 (Fig. 27A y B) como en la Pgc1a (Fig. 26C y D) de los adipocitos 

derivados de ambos depósitos de TAB hubo una interacción entre las variables. El 

post test demostró el efecto estimulante de la FSK sobre la expresión de estos 

genes comparados con sus contrapartes en condiciones basales (CTR-FSK vs 

CTR-B y T-FSK vs T-B), pero además se observó que la dihidrotestosterona inhibió 

dichos valores cuando se las estimuló con la FSK (CTR-FSK vs D-FSK). Por otro 

lado, en el TAI la expresión de Prdm16 disminuyó en las células tratadas con DHT 

en ambas condiciones (Fig. 26E) mientras que para el TARP se encontró que la 

FSK estimuló la expresión de este gen, pero el andrógeno la inhibió (Fig. 26F).  

Por todo lo anterior, podríamos decir que el agregado de andrógenos in vitro es 

capaz de reducir los valores de ARNm de proteínas que intervienen en la función 

termogénica de adipocitos cultivados in vitro, encontrándose efectos similares en 

ambos tipos de depósitos. 
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Figura 27. La dihidrotestosterona reduce la expresión de marcadores termogénicos en 
adipocitos cultivados in vitro. Medida mediante RT-qPCR de los niveles de expresión relativa de 

Ucp1, Pgc1a y Prdm16 en adipocitos diferenciados in vitro provenientes de CPAs del TAI (A, C y E 
repescitvamente) y del TARP (B, D y F, respectivamente) en condiciones basales (B) y 

estimuladas (FSK) con forskolina como se indica en el esquema experimental de la figura 11. Los 

valores se muestran como la media ± EEM. n=3 experimentos independientes por grupo analizados 

por duplicado. Para el análisis estadístico se empleó la prueba ANOVA de dos vías para analizar los 
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factores de manera individual (forskolina y dihidrotestosterona) y su interacción (forskolina x 

dihidrotestosterona) seguido por la prueba de Sidak. **p<0.01, ***p<0.001 y ****p<0.0001. 

 
 
4.3.3. La inhibición ocasionada por la testosterona sobre los 

marcadores termogénicos esta mediada por el receptor de 

andrógenos 

 
Finalmente, para comprobar si los efectos de la testosterona eran mediados por 

el Ar se prosiguió con los ensayos in vitro utilizando un antagonista del dicho 

receptor. Inicialmente, se verificó si la flutamida modificaba los niveles de expresión 

de los marcadores de interés (Fig. 28). Para ello, los cultivos primarios de adipocitos 

aislados del TAI y del TARP de animales controles se cultivaron en ausencia y en 

presencia flutamida durante los 8 días de diferenciación/maduración de las células, 

tanto en condiciones basales como estimuladas. Como puede observarse en los 

gráficos, solo la variable estimulo con FSK tuve un efecto sobre los niveles relativos 

de Ucp1 (Fig. 28A y B), Pgc1a (Fig. 28C y D) y Prdm16 (Fig. 28E y F) de ambos 

depósitos de TAB. Es decir, que la presencia del antagonista no modificó los valores 

de expresión de dichos genes  

A continuacion, se llevó a cabo un cultivo primario con el agregado concomitante 

de flutamida y testosterona durante todo el proceso de diferenciación (Fig. 29). 

Nuevamente, se realizó el ensayo con FSK durante las ultimas 4 h. En estos 

experimentos, solo la variable FSK fue estadisticamente significativa para los genes 

Ucp1 (Fig. 29A y B) y Pgc1a (Fig. 29C y D) en los cultivos provenientes de ambos 

depósitos, pero la expresión de Prdm16 solo fue incrementada con FSK en el cultivo 

de los adipocitos diferenciados del TARP (Fig. 29F) sin cambios en el TAI (Fig. 

29E). Por lo tanto, la inhibición encontrada anteriormente por la testosterona fue 

bloqueada por el agregado del antagonista. .  

De esta manera, los resultados aquí encontrados nos permiten concluir que la 

reducción en la expresión de los marcadores termogénicos seria dependiente de los 

efectos desencadenados por los andrógenos y su unión al receptor nuclear 

correspondiente.  
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Figura 28. La flutamida no modifica la expresión de marcadores termogénicos en adipocitos 
diferenciados in vitro. Medida mediante RT-qPCR de los niveles de expresión relativa de Ucp1, 

Pgc1a y Prdm16 en adipocitos diferenciados in vitro provenientes de CPAs del TAI (A, C y E 
respectivamente) y del TARP (B, D y F, respectivamente) en condiciones basales (B) y 

estimuladas (FSK) con forskolina como se indica en el esquema experimental de la figura 11. Los 

valores se muestran como la media ± EEM. n=3 experimentos independientes por grupo analizados 

por duplicado. Para el análisis estadístico se empleó la prueba ANOVA de dos vías para analizar los 

factores de manera individual (fosrkolina y flutamida) y su interacción (forskolina x flutamida). 
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Figura 29. La inhibición de la expresión de los marcadores termogénicos en adipocitos 
cultivados in vitro es dependiente del receptor de andrógenos. Medida mediante RT-qPCR de 

los niveles de expresión relativa de Ucp1, Pgc1a y Prdm16 en adipocitos diferenciados in vitro 

provenientes de CPAs del TAI (A, C y E respectivamente) y del TARP (B, D y F, respectivamente) 

en condiciones basales (B) y estimuladas (FSK) con forskolina como se indica en el esquema 

experimental de la figura 11. Los valores se muestran como la media ± EEM. n=3 experimentos 
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independientes por grupo analizados por duplicado. Para el análisis estadístico se empleó la prueba 

ANOVA de dos vías para analizar los factores de manera individual (fosrkolina y testosterona) y su 

interacción (forskolina x testosterona). 

 
4.3.4. La testosterona modifica parámetros relacionados con la 

actividad mitocondrial la respiración basal y la respiración máxima 

 

Por último, se evaluó si la testosterona modifica la funcionalidad de las 

mitocondrias a través de la determinación de la tasa de consumo de oxígeno (OCR, 

en inglés) (Fig. 30). Este experimento solo fue realizado con cultivos de CPAs 

provenientes del TARP debido a que este depósito presenta una mayor relevancia 

en machos por su implicancia en desordenes metabólicos y además la comparación 

en la expresión de marcadores termogénicos entre depósitos de animales CTR 

(Figs. 34A y 35A) indicó que la expresión de Ucp1 en condiciones estimuladas 

resultó mayor para el depósito visceral. En la figura 30A se muestra el perfil de la 

corrida obtenida para cultivos CTR y tratados con testosterona. En este caso, 

encontramos que la capacidad respiratoria basal (Fig. 30B), la capacidad 

respiratoria máxima (obtenida luego de la adición de FCCP) (Fig. 30C) y la 

capacidad de reserva respiratoria (Fig. 30D) descendieron con el agregado de 

testosterona.  
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Figura 30. La testosterona modifica parámetros relacionados a la respiración mitocondrial en 
el TARP. Se muestra el perfil obtenido de la de cultivos CTR-B y T-B del TARP (A) junto con la 

respiración basal (B), la respiración máxima (C) y la capacidad de reserva respiratoria (D). Los 

valores se muestran como la media ± EEM. n= 4 experimentos independientes realizados por 

duplicado. Para el análisis estadístico se empleó la prueba t de Student bilateral. *p<0.05 vs CTR. 
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4.3.5. Los adipocitos cultivados in vitro con testosterona durante la 

última etapa de diferenciación presentan menor expresión de 

marcadores termogénicos 

 
Una vez estudiada la acción de los andrógenos durante todo el proceso de 

diferenciación, se fue evaluó si la testosterona fue capaz de modular la expresión de 

genes involucrados en la termogénesis sobre adipocitos beige ya diferenciados (Fig. 

31A). Es decir, en esta etapa el tratamiento se realizó sobre adipocitos que ya 

presentaban un aumento en el número de vacuolas lipídicas y por lo tanto, un 

elevado grado de diferenciación. En este experimento se encontró una interacción 

entre las variables estudiadas, y por lo tanto un efecto diferencial entre condiciones 

basales y estimuladas, tanto en la expresión de Ucp1 (Fig. 31B y C) como en la de 

Pgc1a (Fig. 31D y E) de ambos depósitos. El post test indicó que la expresión de 

ambos genes en los CTR48f incrementó con el agregado de FSK al igual que en el 

grupo T48f, salvo para Pgc1a en el TAI de este grupo. Además, en condiciones 

estimuladas se encontró que la testosterona redujo los niveles relativos de ARNm 

de Ucp1 y Pgc1a tanto en el TAI como en el TARP. 

Por lo tanto, se podría decir que la testosterona regula la transcripción de genes 

involucrados en el programa termogénico en adipocitos beige maduros. 
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Figura 31. La testosterona inhibe marcadores de expresión termogénicos en adipocitos beige 
postdiferenciados. Esquema experimental utilizado para evaluar el efecto de la testosterona sobre 

adipocitos beige maduros diferenciados in vitro provenientes del TAI y del TARP de animales 

controles (A). Medida mediante RT-qPCR de los niveles de expresión relativa de Ucp1y Pgc1a en el 

TAI (B y D, respectivamente) y en el TARP (C y E, respectivamente) en condiciones basales (B) y 

estimuladas (FSK) con forskolina como se indica en el esquema experimental. Los valores se 

muestran como la media ± EEM. n=3 experimentos independientes por grupo analizados por 

duplicado. Para el análisis estadístico se empleó la prueba ANOVA de dos vías para analizar los 

factores de manera individual (fosrkolina y testosterona) y su interacción (forskolina x testosterona) 

seguido por la prueba de Sidak. *p<0.05, **p<0.01 y ****p<0.0001. 
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4.3.6. La incubación de las células precursoras de adipocitos con 

testosterona inhibe la expresión de marcadores de precursores de 

adipocitos beige 

 
Como se menciona en la introducción, uno de los mecanismos por los cuales se 

generan los adipocitos beige consiste en la adipogénesis a partir de CPAs. Por lo 

tanto, se indagó acerca del efecto de los andrógenos sobre las CPAs obtenidas de 

la FEV de animales CTR. En la Figura 32A se representa el esquema experimental. 

Luego de la incubación durante 48 hs, las células se levantaron y se evaluaron los 

niveles de Prdm16, Pdgfr1a y Ebf2 mediante RT-qPCR (Fig. 32B y C). Como puede 

observarse, en ambos tipos de depósitos, los valores relativos de expresión de 

Prdm16 y Pdgfr1a descendieron en presencia de testosterona mientras que Ebf2 

solo disminuyó en el TARP. Esto indicaría que dicha hormona es capaz de inhibir la 

expresión de genes involucrados en la adipogénesis beige y por lo tanto, podría 

resultar en una alteración funcional en estadios madurativos posteriores.  

 

 
 
Figura 32. La testosterona reduce el potencial de generar adipocitos beige. Esquema 

experimental utilizado para la determinar el efecto de la testosterona sobre la expresión de 

marcadores de precursores de adipocitos beige (A). Valores relativos de ARNm de Prdm16. Pdgfr1a 

y Ebf2 en cultivos de CPAs obtenidas del TAI (B) y del TARP (C) de animales controles adultos. Los 
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valores se muestran como la media ± EEM. n= 3 experimentos independientes analizado por 

duplicado. Para el análisis estadístico se empleó la prueba no paramétrica de Mann-Whitney 

bilateral. *p<0.05 y **p<0.01 vs CTR. 
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Anexo 
 

En este anexo se muestran los niveles de expresión relativo de ARNm de 

distintos marcadores utilizados durante la presente tesis doctoral en donde se 

realizaron comparaciones entre los dos tipos de depósitos de TAB empleados 

provenientes de animales controles. Esto fue realizado con el fin de analizar si 

existen diferencias dependientes del depósito empleado.  

En primer lugar, el análisis de los niveles de Ar arrojó que este receptor se 

expresó en mayor medida en el depósito visceral (Fig. 33). En cuanto a los 

marcadores termogénicos, se encontró una interacción entre las variables 

(temperatura y tipo de depósito) en los valores de Ucp1 (Fig. 34A). El post test 

indicó que si bien a temperatura ambiente no presentaron diferencias, el TARP de 

animales expuestos al frío tuvo el mayor incremento en la expresión de este gen. 

Por otro lado, los niveles de Pgc1a incrementaron en ambos depósitos por la 

exposición al frío, sin presentar diferencias entre los mismos (Fig. 34B) mientras que 

Arb3 no se vió afectado por las variables ensayadas (Fig. 34C). Finalmente, la 

expresión de Pparg2 se halló incrementada en el depósito visceral (Fig. 34D). 

 
Figura 33. La testosterona modifica parámetros relacionados a la respiración mitocondrial en 
el TARP. Se muestra el perfil obtenido de la de cultivos CTR-B y T-B del TARP (A) junto con la 

respiración basal (B), la respiración máxima (C) y la capacidad de reserva respiratoria (D). Los 

valores se muestran como la media ± EEM. n= 4 experimentos independientes realizados por 

duplicado. Para el análisis estadístico se empleó la prueba t de Student bilateral. *p<0.05 vs CTR. 
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Figura 34. El TARP de los animales CTR muestra una mayor inducción por el frío en la 
expresión tisular de Ucp1. Medida de los niveles relativos de expresión de ARNm de Ucp1, Pgc1a, 

Arb3 y Pparg2 en muestras de animales controles. (A, B, C y D, respectivamente). Los valores se 

muestran como la media ± EEM. n=3-5 animales por grupo Para el análisis estadístico se empleó la 

prueba ANOVA de dos vías para analizar los factores de manera individual (temperatura y depósito) 

y su interacción (temperatura x depósito) seguido por la prueba de Sidak. ***p<0.001.  

 

En cuanto a los marcadores termogénicos evaluados en los cultivos hasta día 8, 

se encontró una interacción entre las variables FSK (estímulo) y tipo de depósito en 

los valores de Ucp1 (Fig. 35A). El post test indicó que si bien en ausencia de 

estímulo no se presentaron diferencias, los adipocitos del TARP bajo la incubación 

con FSK tuvieron el mayor incremento en la expresión de este gen. Por otro lado, 

los niveles de Pgc1a incrementaron en ambos depósitos por la incubación con FSK, 

sin presentar diferencias entre los mismos (Fig. 35B) mientras que Prdm16 aumentó 

debido al estimulo y su expresión fue más elevada en los adipocitos del TARP (Fig. 

35C).  
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Figura 35. Los adipocitos del TARP de los animales CTR muestran una mayor inducción por la 
FSK en la expresión de Ucp1. Medida de los niveles relativos de expresión de ARNm de Ucp1, 

Pgc1a y Prdm16 en muestras de cultivos de CPAs diferenciadas y mantenidas hasta dia 8 animales 

controles. (A, B y C, respectivamente). Los valores se muestran como la media ± EEM. n=6 

experimentos por grupo Para el análisis estadístico se empleó la prueba ANOVA de dos vías para 

analizar los factores de manera individual (FSK y depósito) y su interacción (FSK x depósito) seguido 

por la prueba de Sidak. ***p<0.0001.  

 

Finalmente, se comparó la expresión tisular de los distintos genes empleados 

como marcadores del proceso de autofagia (Fig. 36). En Ulk1 y Pink1, se encontró 
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una interacción entre las variables temperatura y tipo de depósito (Fig. 36A y B). El 

post test indicó que a temperatura ambiente el TARP expresó niveles menores de 

estos genes comparado con el TAI. El frío ocasionó una reducción en estos valores 

en el depósito subcutáneo. Además, los niveles de Atg7 se redujeron en el TARP 

(Fig. 36C) pero Atg12 se mantuvo sin cambios (Fig. 36D).  
 

 
 
Figura 36. El TARP de los animales CTR muestran un descenso en la expresión de marcadores 
de autofagia. Medida de los niveles relativos de expresión de ARNm de Ulk1, Pink1, Atg7 y Atg12 en 

muestras de tejidos de animales controles. (A, B y C, respectivamente). Los valores se muestran 

como la media ± EEM. n=3 animales por grupo Para el análisis estadístico se empleó la prueba 

ANOVA de dos vías para analizar los factores de manera individual (temperatura y depósito) y su 

interacción (temperatura x depósito) seguido por la prueba de Sidak. *p<0.05, **p<0.001 y 

***p<0.0001.  
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5. Discusión 
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5.1. Consideraciones generales 
 

En humanos se ha estimado que 40-50 g de TAP estimulado al máximo podría 

representar un aumento del 20 % del gasto energético diario188. Esta estimación fue 

realizada antes de conocerse la existencia del otro tipo de adipocitos termogénicos, 

los adipocitos beige, De esta manera, su descubrimiento abrió las puertas hacia la 

exploración de los mecanismos que gobiernan el proceso termogénico y sus 

posibles aplicaciones para el tratamiento y/o prevención de enfermedades 

metabólicas.  

Además, se ha visto que el TAP de humanos presentan un patrón de expresión 

de marcadores similares a los encontrados en adipocitos beige de roedores (CD137, 

TMEM26 y TBX1)73.  

En este sentido, un grupo de investigadores utilizó la técnica CRISPR-SAM-CAS 

para generar a partir de preadipocitos humanos provenientes de TAB adipocitos que 

fueron capaces de expresar marcadores termogénicos e incluso funcionaron como 

adipocitos beige189. Asimismo, el trasplante de estas células en ratones resultó en 

una menor ganancia de peso corporal, un menor contenido lipídico hepático y en 

una activación del TAP endógeno190. Esto demuestra el potencial terapéutico que 

podrían brindar los adipocitos beige en contextos metabólicos desfavorables y por lo 

tanto, las investigaciones básicas realizadas en este campo presentan una gran 

relevancia en el ámbito de la salud.  

Como se mencionó en la introducción, existe una gran evidencia de los efectos 

de los andrógenos en la biología y el metabolismo del TA, que incluyen la regulación 

de la lipólisis/lipogénesis, la síntesis de adipoquinas y la diferenciación de adipocitos 

blancos191. Además, se han estudiado las acciones de los andrógenos sobre la 

fisiología de TAP192. Sin embargo, los estudios acerca de los efectos sobre el 

browning del TAB y la generación de adipocitos beige existentes son escasos y 

controvertidos. Es por ello que en la presente tesis doctoral se evaluaron los efectos 

de los andrógenos sobre este proceso a través de dos acercamientos: in vivo (a 

partir de castraciones prepuberales de ratas macho) e in vitro (mediante el cultivo en 

presencia de testosterona o dihidrotestosterona de células precursoras de 

adipocitos y su eventual diferenciación).  
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5.2. Modificaciones en el metabolismo general a raíz de la depleción 

prepuberal de los andrógenos 

 
En primera instancia, se llevó a cabo la caracterización del modelo utilizado para 

este estudio. Debido a que la mayor producción de testosterona transcurre durante 

la pubertad y luego estos valores se mantienen estables durante la etapa adulta, se 

realizaron castraciones bilaterales previas a ese incremento.  

En este caso, se encontró una disminución del 73,7% en la concentración 

plasmática de testosterona total en la edad adulta en los animales castrados. En 

dichos individuos se observó un descenso en el peso corporal comparado con los 

animales intactos. El descenso en el peso corporal a causa de la castración de 

animales machos ha sido observado en otros trabajos193–195. Se ha reportado que la 

testosterona es necesaria para un correcto desarrollo del sistema óseo196,197. 

Incluso, la testosterona resulta importante para el desarrollo de la masa muscular en 

roedores jóvenes198. Sin embargo, en estos trabajos los valores de testosterona 

obtenidos debido a la castración son menores al 10 % con respecto a los animales 

controles. Por otro lado, la castración de ratones de 8 semanas de edad causó 

cambios en la masa muscular en la doceava semana posterior a la intervención que 

fueron revertidos con el tratamiento con testosterona199. 

En este caso, el descenso en el peso corporal se acompañó con una reducción 

en la ingesta calórica en el grupo ODX. La regulación del consumo de alimento es 

un proceso fisiológico complejo en el cual intervienen adipoquinas sintetizadas por 

el TAB así como también hormonas secretadas por órganos del sistema digestivo 

que tienen como dianas regiones del sistema nervioso central. Así, la leptina que es 

sintetizada principalmente por el TAB en los estados de saciedad conduce a la 

reducción del consumo de alimento y al aumento del gasto energético. De manera 

opuesta, la ghrelina es liberada por el estómago en condiciones prepandiales y 

promueve el consumo de alimento. Si bien aquí no se realizaron determinación de 

ghrelina plasmática, los niveles gástricos de ARNm de la hormona orexigénica 

ghrelina son bajos en estadios postnatales pero su expresión se mantiene estable a 

los 40 días y no son afectados por la gonadectomía200. Sin embargo, la castración 

de ratas alrededor de este estadio reduce los niveles de ghrelina plasmática y son 

recuperados cuando se les aplica testosterona201,202. De manera opuesta, en 
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humanos la testosterona disminuye los niveles de ghrelina, tanto en prepuberales203 

como en la adultez204. Además, el descenso encontrado en la hormona de 

crecimiento en ratas castradas se correlacionó con una disminución en la 

ghrelina205. 

De manera sorpresiva, los niveles plasmáticos de leptina se hallaban 

significativamente disminuidos en los animales castrados. Esto resultó llamativo 

debido a que se esperaría que el descenso en dicha adipoquina ocasione un 

incremento en el consumo de alimento ya que indicaría un menor estado de 

saciedad. En ratones ob/ob se observa un retardo en el inicio de la pubertad206, 

acompañado por hipogonadismo y obesidad207.  

Por lo tanto, se requieren estudios más exhaustivos que den cuenta de los 

efectos de la depleción de andrógenos sobre centros reguladores del apetito.  

A pesar de que en hombres el hipogonadismo se asocia a un incremento en la 

insulino-resistencia208, al analizar la insulinemia y la glucemia en condiciones no 

ayunadas, no se encontraron diferencias entre los grupos CTR y ODX. En ratas 

adultas, se ha reportado que tanto la castración como el exceso de andrógenos 

promueven resistencia a la insulina209 y una reducción en la masa pancreática210. 

Sin embargo los animales castrados presentaron una normoglucemia y en otro 

trabajo, una prueba de tolerancia a la glucosa oral inalterado211. Asimismo, se ha 

descripto la existencia de un eje adipoinsulinar en donde la secreción de leptina por 

parte del TA reduce los niveles de insulina mientras que esta hormona incrementa la 

liberación de leptina212. Por lo tanto, el descenso en los valores de leptina podría 

contrarrestar una posible hiperinsulinemia y de esta manera el resultado final es una 

glucemia normal.  

En cuanto a los TG plasmáticos, la castración redujo dichos niveles. Esto puede 

deberse a la disminución en el consumo de alimento o a modificaciones del 

metabolismo lipídico a nivel hepático, es decir, a la producción endógena.  

Esta disminución de TG en los animales ODX se acompañó con una disminución 

en las masas de los TAB. El incremento del TA visceral se asocia al desarrollo de 

insulino-resistencia y por lo tanto, al aumento del riesgo de padecer diabetes213. 

Asimismo, un posible mecanismo que contribuye al descenso en los valores de 

leptina puede deberse a la disminución de la trigliceridemia. Se comprobó que el 

incremento en los niveles plasmáticos de TG conduce a un descenso en el 



Tesis Doctoral Lic. Ezequiel Harnichar                                                               
Discusión 

 

Página | 93  
 

transporte de la leptina a través de la barrera hematoencefálica y por lo tanto 

promueve la resistencia a la acción de esta hormona214,215. Asimismo, se demostró 

que la disminución de los TG en plasma y en el TA mejora la sensibilidad a la leptina 

y a la insulina216. Por lo tanto, un posible mecanismo que contribuya al descenso de 

la leptina con una insulinemia normal en los ODX pueda deberse al incremento en la 

sensibilidad del TAB a estas hormonas. Otros estudios deberían realizarse para 

evaluar esta posibilidad.  

Uno de los factor clave que regula la concentración de TG en sangre se debe a 

la actividad de la enzima LPL217, ubicada en el endotelio de los capilares 

sanguíneos y regulada por los andrógenos: su actividad desciende con la 

testosterona218–220 mientras que la castración la incrementa221,222 y de esta manera 

se favorece el clearence en sangre. Debe tenerse en cuenta que el incremento en la 

actividad de LPL conllevaría al aumento en la captación de AG y al posterior 

almacenamiento de lípidos dentro de los adipocitos223. Sin embargo, durante el 

browning se induce un aumento en los niveles de LPL para permitir la utilización de 

los AG liberados como fuente de energía para la termogénesis224. A partir de los 

resultados de esta tesis, se podría inferir que la depleción de andrógenos 

favorecería la captación de TG por parte del TAB ocasionando un descenso a nivel 

plasmático y esto no se traduce en un aumento de la adiposidad debido al 

incremento en la lipolisis para el desencadenamiento del browning. Retomando, el 

descenso en el consumo de alimento observado por la castración conlleva al menor 

peso corporal y a un menor contenido de TG en sangre. Esto último permitiría una 

mejora en la acción de la leptina y contribuiría a su descenso.  

Si bien, por lo expuesto con anterioridad, el descenso del peso corporal del 

grupo ODX no puede ser totalmente atribuida a la disminución en el peso de los 

depósitos de TA, la corrección de dichos valores por peso corporal mantuvo el 

descenso en el TARP y en el TAE pero no así en el TAI. Esto indicaría un cambio 

específico en la distribución de la masa de los depósitos viscerales debido a la 

castración. Incluso, a través del análisis histológico se comprobó que la castración 

generó adipocitos de menor tamaño y un desplazamiento hacia la izquierda en la 

distribución del tamaño de los mismos. Esto también contribuye a que los animales 

ODX tengan una disminución en los niveles de leptina, ya que sus valores son 

directamente proporcionales al tamaño celular225. Asimismo, esto se acompañó con 



Tesis Doctoral Lic. Ezequiel Harnichar                                                               
Discusión 

 

Página | 94  
 

un descenso en los niveles de transcriptos de Ob en ambos depósitos estudiados en 

los ODX. Los niveles de AdipoQ no presentaron cambios entre los animales 

castrados y los controles. Este resultado es congruente con el hallazgo de otros 

investigadores que demostraron que la castración de ratones machos no cambiaron 

los valores proteicos ni los de ARNm pero sí causó un incremento en la 

concentración plasmática de AdipoQ226.  

Los valores de Ar se incrementaron en el TAI proveniente del primer grupo, 

posiblemente con el fin de aumentar la captación de los andrógenos remanentes 

luego de la intervención. En línea con esto, cuando se diferenciaron las CPAs in 

vitro, se hallaron niveles elevados de Ar en ambos depósitos de TAB provenientes 

de los ODX.  

En respuesta a alteraciones en las demandas energéticas, el TA responde a 

través de modificaciones en el número y el tamaño de los adipocitos así como 

también en cambios en la FEV. Dicho fenómeno se conoce como remodelamiento 

del TA227. En este trabajo el tamaño de los adipocitos del TAI no cambió pero 

disminuyó en el TARP de los animales depletados prepuberalmente en andrógenos. 

Asimismo, el tamaño de los adipocitos se relaciona con la sensibilidad a la insulina, 

siendo los adipocitos hipertrofiados menos sensibles228.  

 

5.3. Efecto de la depleción de andrógenos en el browning en 

condiciones basales de temperatura 

 

A continuación, se evaluaron marcadores termogénicos en ambos depósitos y 

hubo un incremento en los niveles de Ucp1, Pgc1a, Prdm16 en el TAI y TARP y en 

Dio2 en el TARP del grupo orquidectomizado, indicando la promoción hacia el linaje 

adipocitario beige debido a la ausencia de niveles elevados de andrógenos. Sin 

embargo, un grupo de investigadores demostró en ratones machos ARKO niveles 

reducidos de Ucp1 tanto en TAP como en TAB relacionados con la obesidad de 

inicio tardío177. No obstante, en ratones ARKO TA específico, se ha informado de un 

aumento en los niveles de ARNm de Pgc1a y Ucp2 en el TAE229. En línea con los 

resultados encontrados aquí, la castración en ratones indujo un aumento tanto en la 

expresión de Ucp1 en el TAP como en el área UCP1 positiva en el TAI a 

temperatura ambiente183 mientras que la depleción de andrógenos en primates 
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ocasionó la aparición de adipocitos multivacuolares en depósitos de TAB pero no se 

encontraron cambios a nivel de la expresión de genes termogénicos182. Además, en 

animales castrados se observo un gasto energético y cociente respiratorio elevados 

acompañado de un bajo peso del depósito graso visceral205. Sin embargo, en dichos 

trabajos no se exploraron las respuestas de estos depósitos luego de la 

estimulación por frío.  

En general, nuestros datos y los estudios mencionados anteriormente sugieren 

que la ausencia de andrógenos in vivo mejora la capacidad termogénica del TAB, 

que está en línea con la mayor activación del browning encontrada en el TA 

perirrenal y subcutánea de mujeres en comparación con los depósitos de grasa de 

hombres230,231.  

Por otro lado, se ha observado que los hombres obesos presentan 

hipogonadismo232. Sin embargo recientemente se ha descrito que el TA subcutáneo 

de estos pacientes contiene niveles elevados de testosterona233. Por tanto, se 

podría plantear la hipótesis de que esta acumulación de andrógenos podría estar 

asociada con una inhibición del browning del TAB que podría contribuir a la 

hipertrofia de los adipocitos y la disfunción del TA observado en estos pacientes.  

Los adipocitos beige se pueden generar por adipogénesis de novo a partir de 

CPAs beige y/o por transdiferenciación a partir de adipocitos blancos91,234. 

Asimismo, dentro del TAB existen otros tipos celulares capaces de interactuar con 

células del linaje adipocitario para promover o inhibir el browning235. Para investigar 

si la termogénesis encontrada en el TA de animales carentes de andrógenos puede 

deberse a alguna modificación sobre las propias CPAs, las mismas fueron aisladas 

y cultivadas in vitro con una MD que promueve el linaje beige. Al final del 

experimento, se encontró que las CPAs de animales ODX generaban adipocitos con 

una mayor capacidad termogénica, sustentado por una mayor expresión de 

marcadores de adipocitos beige, como Dio2, Pgc1a y Ucp1. Estos resultados 

podrían indicar que la gran capacidad termogénica encontrada a nivel tisular en 

animales ODX puede deberse, en parte, a un aumento en el potencial adipogénico 

de CPAs hacia el linaje de adipocitario beige, generado por un nicho deficiente en 

andrógenos.  

La enzima DIO2 controla la activación de las hormonas tiroideas236 y la 

disrupción de su gen deteriora la termogénesis del TAP237. Además, sus niveles de 
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expresión en el TA subcutáneo de pacientes con síndrome metabólico se 

correlacionan negativamente con los niveles de TG238 mientras que se ven 

incrementados en el TAP de ratas tratadas con leptina239. Aquí se halló un aumento 

en la expresión de este gen tanto a nivel tisular como en los adipocitos diferenciados 

in vitro provenientes de los animales castrados y por lo tanto, quedarían más 

propensos a la acción de las hormonas tiroideas lo cual favorecería el 

desencadenamiento del proceso termogénico. Asimismo, el receptor de hormonas 

tiroideas (TR) comparte el mismo co-regulador (ARA70) con AR240 y por lo tanto, 

ante la ausencia de ligando (andrógenos) podría favorecerse la interacción T3-TR-

ARA70 y con ello, la termogénesis241.  

A diferencia de lo que ocurre con el TAP, el TAB se encuentra menos 

desarrollado luego del nacimiento. Como se mencionó en la introducción, se ha 

demostrado que durante las primeras semanas postnatales se observa, una 

inducción transitoria del browning en el TARP y el TAI de ratones, con un máximo 

alrededor de los 20 días de edad y un decaimiento hacia los 30 días de edad93,242. 

Este remodelamiento inicial puede ser una respuesta ante la primera exposición al 

medio externo y podría ser necesario para generar una respuesta más rápida y de 

mayor magnitud ante una próxima exposición a temperaturas menores. 

Extrapolando estos resultados al modelo de estudio empleado en la presente tesis, 

se podría decir que la combinación de la aparición de adipocitos beige dada como 

respuesta ante la primera aclimatación junto con la ausencia de la inhibición por 

parte de los andrógenos sobre la adipogénesis en los animales ODX lograría 

mantener el linaje beige más allá de los primeros estadios postnatales. Estudios de 

marcación y seguimiento del linaje adipocitario podrían ser utilizados para analizar 

con más detalle este supuesto.  

 

5.4. Cambios metabólicos inducidos por la exposición al frio en 

animales depletados en andrógenos 

 

Ante el hallazgo de que los animales ODX mostraron un incremento en los 

marcadores termogénicos en condiciones basales, se prosiguió con el estudio del 

browning inducido por bajas temperaturas durante 7 días. Tanto en el consumo de 

alimento como en el peso corporal los ODX se comportaron de manera similar a los 
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controles ante el frío, es decir, sin diferencias entre los grupos CTR-C y ODX-C, 

pero a temperatura ambiente la diferencia se mantuvo. Asimismo, como era de 

esperarse debido al incremento en el gasto energético para mantener la 

homeostasis corporal térmica243 el frío ocasiona un aumento en el consumo calórico 

y un descenso en el peso corporal en ambos grupos experimentales. Sin embargo, 

la exposición a bajas temperaturas ocasiona en el grupo castrado un incremento de 

1.5 veces en el consumo calórico mientras que en los controles, 1.3 veces. Esta 

pequeña diferencia fue estadísticamente significativa (no mostrado) y además, al no 

presentarse cambios en el delta del peso corporal entre los grupos en frio, estaría 

indicando que el excedente del consumo calórico en las ratas castradas es utilizado 

por otros procesos fisiológicos que no se traducen en un aumento del peso corporal. 

A pesar de la hiperfagia, el análisis de la glucosa plasmática no mostró cambios 

durante este experimento. Los TG plasmáticos permanecieron con diferencias 

significativas a temperatura ambiente pero no así en frío, ya que disminuyeron en el 

grupo CTR-F. Los niveles de TG en sangre están determinados por la ingesta de 

alimentos como fuente exógena y la síntesis hepática como fuente endógena. Por lo 

tanto, debido al rol crítico del hígado en el metabolismo de lípidos, se evaluaron los 

niveles de TG en este órgano. Se ha informado que durante la exposición al frío 

ocurre un primer descenso en los TG hepáticos entre los días 2-4 pero luego retorna 

a los valores encontrados a temperatura ambiente al quinto día del estímulo244. En 

esta línea, se notificó una disminución de del contenido de TG hepáticos 

ocasionados por la castración. Sin embargo, en otros trabajos se reportó que 

animales carentes en andrógenos y alimentados con una HFD presentaron un 

aumento en los niveles de TG 245–247, pero la inducción del browning los redujo248,249.  

  

5.5. Remodelamiento del TA durante la termogénesis adaptativa 

inducida por bajas temperaturas 

 

SI bien en esta tesis, se centró en la termogénesis ocasionada por el browning, 

la medida del peso porcentual del TAP resultó útil para comprobar los efectos 

estimulantes conocidos del frío sobre este depósito y no se evaluaron otros 

aspectos de su funcionalidad. El peso porcentual del TAI solo se vió afectada por la 

disminución de la temperatura, lo cual también es un reflejo de lo encontrado con 



Tesis Doctoral Lic. Ezequiel Harnichar                                                               
Discusión 

 

Página | 98  
 

anterioridad a temperatura ambiente. Asimismo, el diámetro adipocitario de este TA 

estuvo afectado solo por este parámetro y en el mismo sentido, es decir, tuvo una 

disminución. En cambio, la masa porcentual del TARP y el tamaño de los adipocitos 

decrecieron por la castración. De manera interesante, se visualizó la presencia de 

adipocitos multivacuolares en el TARP de los animales ODX, lo cual implicaría una 

activación del browning en este depósito.  

La termogénesis generada frente al frio puede deberse a la contracción muscular 

involuntaria (shivering) y/o a los mecanismos dependientes del TA, es decir, debido 

a la actividad de los adipocitos pardos y beige. Tanto en roedores como en 

humanos la primera respuesta evocada ante la disminución de la temperatura 

ambiente proviene del shivering, que luego decae para dar lugar a la termogénesis 

producida por el TA250,251. El presente trabajo se enfocó específicamente en la 

termogénesis originada por el browning del TAB. En adición, aquí se demostró por 

primera vez el efecto de la depleción de andrógenos in vivo en condiciones 

estimuladas por frío. 

En consecuencia, a raíz de la exposición al estímulo se evidenció en ambos 

depósitos del TA de ratas ODX expresaron mayores niveles de Ucp1 y Pgc1a, lo 

que también se reflejó en niveles proteicos de UCP1 más elevados e incluso, como 

se señaló anteriormente, en adipocitos multiloculares en el TARP.  

De manera adicional, al comparar los valores de expresión de los marcadores 

termogénicos utilizados aquí entre los TAB de animales CTR se pudo observar que 

el TARP presentó niveles elevados de Ucp1 en comparación con el TAI. Un patrón 

similar fue hallado en el TA proveniente de humanos17.  

En este trabajo, se observó que la expresión de Adrb3 en el TAI de los ODX fue 

dependiente de la temperatura externa. Mientras que la expresión de Adrb3 de ratas 

ODX-RT mostró una tendencia al aumento en comparación con CTR-RT, la 

expresión de Adrb3 de ratas ODX-C disminuyó a niveles del control. Por otro lado, 

no se encontraron diferencias significativas en los niveles de ARNm de Adrb3 de 

TARP. A pesar de esto, se observó un aumento considerable en la expresión génica 

y proteica de UCP1 en ambos depósitos. Con respecto al rol de los receptores 

adrenérgicos, se ha informado que la respuesta termogénica del TAP y del TAI de 

los ratones ADRB3-KO fue similar a la de los ratones salvajes, sin cambios en la 

expresión de Adrb1 tanto durante la exposición al frío durante períodos agudos y 
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crónicos59. Sin embargo, los ratones ADRB1-KO con una dieta alta en grasas tienen 

una respuesta al frío alterada y un aumento de la adiposidad252. Estas 

observaciones indican que el papel del receptor adrenérgico en la termogénesis 

debería requerir una investigación más profunda.  

Desde hace muchos años se conoce la existencia del ADRB3 en humanos253. En 

pos de estimular la actividad termogénica mediada por este receptor, se ha 

estudiado la función del agonista mirabegron, utilizado para el tratamiento de 

pacientes con vejiga hiperactiva254. En este sentido, se comprobó que 10 mg/día 

durante 10 días de mirabegron en humanos induce un incremento en los niveles de 

UCP1255 y mejora parámetros relacionados con la homeostasis de la glucosa en 

obesos256. Hallazgos similares fueron encontrados en roedores tratados con este 

compuesto257.  

Sin embargo, se debe tener en cuenta que en humanos los niveles de expresión 

de este receptor en el TA son menores en comparación con los roedores258 y por lo 

tanto podrían ser menos sensibles a los efectos de agonistas.  

Asimismo, se ha estudiado el efecto de los andrógenos sobre los receptores 

adrenérgicos. Mientras que el tratamiento con testosterona en hámsters incrementó 

los niveles de ADRA2259–261 en ratas se registró un aumento en los receptores 

adrenérgicos beta153. Por otro lado, se encontró una mayor respuesta ante la 

lipólisis en ratones hembras que en macho debido a su mayor contenido de ARB364 

lo cual indicaría una relación entre el perfil de hormonas sexuales y este tipo de 

receptor.  

Por otro lado, se analizaron los niveles de expresión de PPARg, debido a su rol 

fundamental en la adipogénesis de los tres tipos de adipocitos y a que su inducción 

incrementa los valores de UCP1262. No se encontraron cambios significativos a nivel 

del ARNm, pero se observó una tendencia al incremento tanto en el TAI (p=0.0847) 

como en el TARP (p=0.0504) de los animales castrados, independientemente de la 

temperatura en la cual se encontraban. Sin embargo, en esta determinación no se 

discernió entre la contribución citoplasmática y nuclear sobre el contenido total de 

PPARg. Por otro lado, durante la exposición al frío la expresión de Pparg del TAB de 

ratas decrece en las primeras 5 h pero hacia el día 21 retorna a los valores 

iniciales263. Además, en el TAB de ratones, la exposición aguda (3 h) aumenta 

Pparg mientras que la exposición crónica (7 d) no produce efectos264.  
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Asimismo, debido al rol importante que tienen las mitocondrias en el browning 

del TAB se evaluaron los niveles proteicos de CYT C, una proteína ubicada en el 

espacio intermembrana de las mitocondrias que interviene en el transporte de 

electrones durante la respiración mitocondrial265. En el TAE de animales sometidos 

a HFD se registró una disminución en los niveles proteicos de CYT C y de otros 

constituyentes de la cadena respiratoria266. En este caso, el contenido de esta 

proteína se incrementó en el TARP de ratas castradas de manera independiente a 

la temperatura externa. En ratas se ha demostrado que el TAE posee una mayor 

actividad de enzimas mitocondriales y un mayor incremento en la respiración 

estimulada por noradrenalina con respecto al TAI267. Hallazgos similares se 

registraron en humanos, es decir, el TA visceral resultó tener mayor actividad en la 

fosforilación oxidativa que el TA subcutáneo268.  

Entre las funciones de PGC1a se encuentra la activación de TFAM para 

promover la biogénesis mitocondrial. En esta dirección, la transducción de 

adipocitos humanos con Pgc1a incrementó la expresión de Cyt C268. Como se 

menciona anteriormente, este marcador estuvo elevado en los depósitos de TAB de 

animales ODX mantenidos en condiciones basales (sección 1) y en condiciones 

estimuladas (sección 2) por lo cual el incremento en los niveles proteicos de CYT C 

pueda deberse a una estimulación en la generación de mitocondrias, con actividad 

termogénica debido al aumento en la cantidad de Ucp1. De esta manera, los 

mayores cambios a favor de la termogénesis se observaron en el TARP de los 

animales ODX. 

Por lo tanto, la depleción prepuberal favorece la inducción del browning 

ocasionada por bajas temperaturas, modificando el tamaño adipocitario y la 

expresión de marcadores importantes para desencadenar el proceso termogénico.  

En los últimos años, las investigaciones en el campo de la termogénesis del TAB 

se han enfocado en los mecanismos que gobiernan la desactivación de los 

adipocitos beige una vez que el estímulo cesa. En esta dirección, la inhibición de la 

mitofagia podría ser un blanco farmacológico interesante para contrarrestar el 

whitening del TAB y de esta manera retener el fenotipo adipocitario beige.  

Como una aproximación al estudio de la mitofagia, aquí se evaluaron 

marcadores relacionados con este proceso. Así, al comparar la expresión entre 

diferentes depósitos de animales controles se pudo hallar que la expresión de Ulk1 y 
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Pink1 descendieron en el TARP a temperatura ambiente y además descendieron en 

el TAI con la exposición al frío. Atg7 fue menor en el TARP independientemente de 

la temperatura mientras que Atg12 no presentó cambios. Esto indicaría que el 

depósito visceral seria menos proclive al desencadenamiento de la mitofagia y 

explicaría, al menos en parte, por qué se encuentran mayores niveles de Ucp1 en 

este tipo de depósito frente a un estímulo termogénico. 

En el TAI de animales ODX, se encontró que Ulk1, Pink1 y Atg12 descendieron 

con la castración y la exposición al frío y Atg7 solo con el descenso de la 

temperatura. En tanto que en el TARP Ulk1, Atg7 y Atg12 respondieron de manera 

diferencial según la temperatura externa, es decir, a temperatura ambiente hubo un 

descenso en la expresión de dichos marcadores en los ODX, pero en estos 

animales el frío incrementó Ulk1 y Atg7. Esto resultó llamativo ya que se esperaría 

que ante la inducción del browning los marcadores se encuentren descendidos.  

Sin embargo, la exposición al frío es capaz de alterar el estado oxidativo en 

varios órganos269. En el TAP se comprobó que la generación de especies reactivas 

de oxígeno (ROS) resultó ser relevante para la activación, mediante oxidación de la 

cisteína ubicada en la posición 253, de UCP1270. También se demostró que la 

producción de ROS durante la exposición al frío promueve el recambio mitocondrial 

a través de la activación de la mitofagia y de la biogénesis de dichas organelas271. A 

pesar de esta estimulación paradójica de la mitofagia, el resultado final continúa 

siendo un incremento neto en la cantidad de mitocondrias no dañadas. Por lo tanto, 

con los resultados de esta tesis se podría inferir que la elevación de la transcripción 

de genes relacionados con la mitofagia en el TARP de los animales castrados 

expuestos al frío podría ser producto de una mayor actividad termogénica dado por 

un aumento en Ucp1 en este tejido que ocasiona una mayor regulación de posibles 

mitocondrias dañadas. Aún así, el resultado sería un aumento en la biogénesis 

mitocondrial ya que Pgc1a se encontró elevado en este depósito.  

 

5.6. Los andrógenos in vitro reprimen el linaje adipocitario beige  

 

Con el fin de corroborar que los andrógenos son los encargados de reducir la 

termogénesis basal y estimulada por frío, se desarrollaron cultivos con CPAs 
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provenientes de animales CTR y se las cultivó en diferentes momentos del proceso 

de diferenciación con dichas hormonas esteroideas.  

En primer lugar, los cultivos de las células con testosterona y dihidrotestosterona 

se realizaron durante 8 días posteriores al momento de confluencia. Como se 

mencionó más arriba, las mitocondrias juegan un papel relevante en la funcionalidad 

de los adipocitos beige. De esta manera, en las células tratadas con testosterona se 

detectó una disminución en el número de las mitocondrias dada por una reducción 

en el contenido de ADN mitocondrial y además descendió la expresión de Cox8b 

que participa en la cadena de transporte de electrones dentro de las mitocondrias. 

Curiosamente, se demostró que AR se localiza en las mitocondrias de células 

LNCaP y decrece los niveles del factor de transcripción mitocondrial A (TFAM) de 

manera que reduce el contenido de ADNmt y la función mitocondrial en dichas 

células272. Además, se comprobó que las hembras poseen un TAI enriquecido en 

ADNmt comparado con machos lo cual se acompañó por un incremento en la 

expresión de genes mitocondriales de la fosforilación oxidativa273. 

En general, estos resultados sugieren que la testosterona podría inhibir la 

biogénesis mitocondrial y/o incrementar la promoción de la degradación de estas 

organelas contribuyendo a una menor actividad termogénica. 

En línea con la hipótesis planteada en este trabajo, la incubación con los 

andrógenos redujo de manera significativa la inducción mediada por FSK en la 

expresión de Ucp1, Pgc1a y Prdm16 y por lo tanto resultaría en una menor 

capacidad termogénica. Dicho efecto fue registrado para ambos tipos de depósitos. 

En este sentido, se observó que la adición de testosterona a un cultivo primario de 

adipocitos pardos disminuyó la expresión de Ucp1 inducida por noradrenalina de 

manera dosis-dependiente172. Además de la expresión de Ucp1, la diferenciación en 

adipocitos termogénicos está sincronizada con la biogénesis mitocondrial. Este 

proceso es llevado a cabo por Pgc1a/b, que actúa en conjunto con el factor 

respiratorio nuclear 1 y 2 (Nrf 1/2) para regular al aumento de Tfam y finalmente 

conduce a aumentar el número de mitocondrias274. Se ha descripto que la 

testosterona disminuye la expresión de Cox4, Pgc1b y Gabpa y la actividad Citrato 

sintasa en células 3T3L-1, sin cambios en Pgc1a275. Por el contrario, dicha hormona 

disminuyó los niveles de ARNm de Pgc1a en cultivos de adipocitos pardos276. 

Además, se ha comprobado que el tratamiento con DHT disminuye la respiración 
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mitocondrial en una línea celular adiposa parda inmortalizada de ratón277. Sin 

embargo, se ha demostrado que la testosterona promovió la expresión de Tfam en 

preadipocitos de cerdo278, a pesar de la inhibición de la adipogénesis.  

En esta tesis se comprobó que la inhibición de la testosterona sobre los 

adipocitos beige fue revertida por la co-incubación con un antagonista del Ar, 

flutamida. De manera similar el andrógeno no aromatizable, dihidrotestosterona, 

produjo un efecto similar al de la testosterona.  

Se sabe que los depósitos viscerales presentan mayor capacidad oxidativa que 

los subcutáneos. Además, los resultados de las comparaciones entre los niveles de 

expresión de TAI y TARP demostraron que este último depósito presentó mayores 

incrementos de Ucp1 bajo condiciones estimuladas. Es por ello que el análisis 

funcional del consumo de oxígeno se realizó únicamente sobre el depósito visceral. 

En esta tesis se reporta que la incubación con testosterona altera parámetros 

relacionados con la actividad mitocondrial y por lo tanto, esto provocaría una 

respuesta a la inducción de la termogénesis alterada.  

En consecuencia, el contenido de mitocondrias de los adipocitos tratados con 

testosterona parecía ser menor, tal como se muestra en las fotomicrografías de 

TEM. En general, nuestros resultados sugieren que los andrógenos inhiben la 

biogénesis y la actividad mitocondriales contribuyendo a la menor actividad 

termogénica.  

Los andrógenos actúan a través de su unión al Ar, que pertenece a la 

superfamilia de receptores nucleares. Informes anteriores mostraron que el 

antagonista de Ar, flutamida, revirtió el efecto inhibidor de testosterona y de 

dihidrotestosterona sobre el compromiso y las etapas tempranas de la diferenciación 

de células madre de adipocitos humanos, principalmente al prevenir el descenso 

dependiente de BMP4 de C/EBPa/b y Pparg146. En el presente trabajo se demostró 

que la flutamida bloqueó el efecto inhibidor de la testosterona sobre las expresiones 

de Ucp1, Pgc1a y Prdm16 en adipocitos beige, de manera similar a lo encontrado 

previamente en cultivo de adipocitos pardos172, lo que indica un mecanismo 

dependiente de Ar. En este sentido, se han descrito elementos de respuesta del 

receptor de esteroides (TGTTCT) en la secuencia del promotor Ucp1 en adipocitos 

3T3-L1. Un ensayo de luciferasa dual no reveló ningún efecto de DHT sobre el 

promotor Ucp1 en ausencia de Ar, pero sí una activación en su presencia177. 
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Estudios adicionales deben realizarse para evaluar los efectos no genómicos de 

los andrógenos, dado que la flutamida no inhibe la vía no clásica de Ar279,280.  

En resumen, se ha informado que los andrógenos inhiben la diferenciación de 

adipocitos hacia el linaje adipocitario blanco281. Los datos presentados aquí indican 

que este efecto podría extenderse al linaje de adipocitos beige. Por otro lado, varios 

estudios han sugerido que las mujeres tienen un mayor potencial para activar el 

browning del TAB231 y una mayor termogénesis adaptativa en TAP que los hombres 

de la misma edad282.  

 
Como se menciona en la introducción, la adipogénesis consta de dos etapas 

secuenciales llamadas determinación y diferenciación terminal. En virtud de verificar 

si los andrógenos modificaban alguno o ambos pasos de la generación de 

adipocitos beige, se desarrollaron cultivos con testosterona durante cada etapa.  

En este sentido, la testosterona agregada sobre adipocitos beige maduros redujo 

los niveles de marcadores termogénicos en condiciones estimuladas en ambos tipos 

de depósitos de TAB, de manera similar a lo hallado durante los 8 días de 

incubación. Sin embargo, como en este experimento la incubación se realizó sobre 

adipocitos maduros se podría inferir que la testosterona podría promover el estado 

de adipocitos durmientes impidiendo la transcripción de genes termogénicos ante un 

estímulo externo.  

Por otro lado, el tratamiento en las CPAs reduce la expresión de marcadores de 

precursores de adipocitos beige. Por lo tanto, lo observado in vivo a nivel tisular en 

los animales ODX podría ser resultado de la contribución de la desinhibición 

androgénica en la actividad termogénica de adipocitos maduros y en la proliferación 

adipocitoria hacia el linaje beige, de modo tal que ante un inductor del browning 

estas CPAs sensibles sean capaces de originar nuevos adipocitos beige.  

Se ha propuesto que el balance Pdgfra/Pdgfrb tiene un rol relevante en la 

diferenciación hacia adipocitos beige o blancos, de acuerdo a si hay un incremento 

en de uno con respecto al otro80. Asimismo, en ratones la expresión de Pdgfrb 

predomina en el TAB visceral lo cual explicaría en parte su mayor resistencia al 

browning80. Cabe remarcar que los niveles de PDGFRs decrecen durante el proceso 

de diferenciación283. A pesar de tener un rol bipotencial en la formación de 

adipocitos beige y blancos, se observó que en el contexto de agentes estimuladores 
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del browning, las CPAs Pdgrfa+ generan adipocitos beige230,284. En este trabajo, se 

comprobó que la testosterona in vitro reduce los marcadores de expresión de 

células precursoras beige y si esto también ocurriera in vivo demostraría que los 

andrógenos disminuirían el pool de precursores beige. Por lo tanto, la ausencia de 

andrógenos in vivo podría generar un nicho favorable para la proliferación de 

adipocitos termogénicos. 

Asimismo, se sabe que los andrógenos inhiben la adipogénesis del linaje 

blanco146, principalmente regulando la función de Pparg de forma indirecta vía 

catenina Wnt B142 o directamente a través del motivo de interacción LXXLL del co-

activador ARA 70147. Recientemente, se halló que PPARg es más activo en las 

células precursoras del TAI de hembras con respecto a las de machos285. Pparg 

también es un regulador de adipogénesis beige286,287, este efecto inhibidor 

posiblemente podría extenderse a los precursores de adipocitos beige. Apoyando 

esta hipótesis, se ha informado de varios perfiles compartidos y selectivos de sitios 

de unión de Pparg entre adipocitos blancos y pardos48,288. Sin embargo, se 

necesitan más estudios para confirmar y validar esta hipótesis. Prdm16 es otro 

factor de transcripción necesario en las células adiposas subcutáneas maduras para 

la activación completa de un programa génico similar al TAP, que incluye la 

expresión de Ucp1 y Pgc1a43. También es responsable de la determinación y 

diferenciación de las células beige289. Este marcador también fue inhibido en las 

CPAs cultivadas con testosterona. 

Nosotros encontramos que la exposición al frio induce un incremento en la 

expresión de marcadores de adipocitos beige tanto en el TAI como en el TARP de 

animales castrados. Sin embargo, aún queda por ver la contribución de los procesos 

de adipogénesis y de transdiferenciación (o adipocitos durmientes) en la formación 

de estas células en cada TA ya que se ha visto que el reclutamiento de adipocitos 

beige es depósito-dependiente78 

En esta tesis, nosotros encontramos que las CPAs provenientes de animales 

castrados se diferencian en mayor medida hacia adipocitos beige. Incluso, el 

agregado de testosterona in vitro reduce los marcadores de precursores de 

adipocitos beige.  

Poco se conoce acerca de los efectos de estas hormonas sobre el browing del 

TA. Se ha demostrado que en monos no humanos, la castración induce la aparición 
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de adipocitos multivacuolares pero no se detectaron cambios en la expresión de 

genes termogénicos290. Se ha encontrado que en ratones castrados se reduce la 

masa del TAE acompañado por un descenso en el tamaño de los adipocitos y un 

incremento en la lipoisis183. En un reporte reciente describen que la activación del 

receptor de estrógenos alpha (Era) tanto en la línea celular 3T3-L1 como en un 

cultivo primario de adipocitos incrementa los niveles de UCP1291. Paradójicamente, 

se ha comprobado que la exposición al frío de ratones hembras castradas induce el 

incremento de la capacidad termogénica inducida por el browning del TA292. 
 

Varios trabajos demostraron la compleja regulación de la termogénesis en los 

adipocitos beige, sin embargo, el papel de los andrógenos en el contexto del 

browning del TAB ha sido poco estudiado. En este trabajo, hemos demostrado que 

las ratas deficientes en andrógenos desarrollaron depósitos de TAB con una 

capacidad termogénica mejorada tanto en condiciones basales como estimuladas 

por frío. De acuerdo a esto, los andrógenos in vitro inhibieron el programa 

termogénico en el TAI y TARP, a través de un mecanismo dependiente de Ar.  

Este hecho representa otra condición desfavorable para la funcionalidad del TAB 

en hombres en comparación con las mujeres. Asimismo, en el síndrome de ovario 

poliquístico (SOP), caracterizado por hiperandrogenismo, los niveles de testosterona 

se correlacionan inversamente con la actividad de TAP175, y se ha informado una 

expresión más baja de Ucp1, del consumo de O2 y de marcadores funcionales 

mitocondriales174,293. En esta patología, la acción inhibidora de los andrógenos en la 

termogénesis del TAB puede contribuir a un menor gasto energético, favoreciendo 

el fenotipo de obesidad asociado al SOP. 

 

5.7. Limitaciones del estudio 
 

 En este trabajo nosotros estudiamos el efecto de la castración sobre el browning 

en animales jóvenes pero no se evaluó el impacto que la depleción de andrógenos 

podría llegar a tener en animales de mayor edad. Conocer esto nos permitiría 

evaluar si la estimulación del browning perdura más allá de la etapa estudiada aquí. 

Asimismo, en el futuro debería investigarse la respuesta de los animales ODX 

sometidos a una HFD para corroborar los efectos benéficos del browning en 
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condiciones de un balance energético positivo. Adicionalmente, llevar a cabo 

pruebas de tolerancia a la glucosa oral y de insulina permitiría conocer si en este 

modelo hay alteraciones, ya sea en beneficio o en perjuicio de la homeostasis de la 

glucosa.  

Por otro lado, los efectos in vivo de la depleción de andrógenos podrían ser 

corroborados con una terapia de reemplazo hormonal, es decir, a través de la 

suplementación de los andrógenos. Con una metodología similar podría estudiarse 

el rol de los andrógenos sobre el browning en ratas hembras y por comparación con 

los estudios aquí realizados podríamos concluir si el efecto de estas hormonas es o 

no dependiente del sexo genético. 

En esta tesis, se realizó una primera aproximación sobre los efectos de los 

andrógenos en la mitofagia y el control del browning. Sin embargo, esto requiere de 

una investigación más profunda para conocer el verdadero rol de los andrógenos 

sobre el whitening del TAB. Otra limitación de esta tesis se debe a la falta de 

ensayos de calorimetría para verificar el efecto de la depleción de andrógenos in 

vivo sobre el gasto energético total para conocer la contribución del browning sobre 

dichos valores.  

Asimismo, al momento de extrapolar los resultados obtenidos en animales de 

laboratorio se debe tener en cuenta que en humanos aproximadamente el 10% de 

los adipocitos son renovados por año294 mientras que en ratones el recambio diario 

de células oscila entre un 1.8 a 5.7 %295. 

Por último, en este trabajo las castraciones fueron realizadas en etapas de 

desarrollo y por lo tanto hay una limitación en la implicación directa en humanos ya 

que el descenso de los andrógenos en individuos sanos ocurre durante el 

envejecimiento. 
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En esta tesis doctoral caracterizamos por primera vez los efectos de la depleción 

de andrógenos en estadios prepuberales en la termogénesis basal y estimulada por 

frío de dos tipos de depósitos de TAB. Además, estas acciones se confirmaron 

utilizando cultivos primarios de adipocitos diferenciados in vitro y en CPAs.  

 

En conclusión, los resultados presentados nos indican que: 

 La depleción de andrógenos en ratas macho en estadio prepuberal generó 

cambios metabólicos acompañados de una reducción en la ingesta calórica y 

en el aumento del peso corporal. Además, redujo tanto el peso porcentual del 

TARP como el tamaño de los adipocitos de dicho tejido.  

 La depleción de andrógenos indujo un aumento en la expresión de 

marcadores termogénicos tanto a nivel tisular como en las CPAs 

diferenciadas in vitro, sugiriendo una mayor capacidad de browning en los 

animales ODX. Asimismo, el TARP resultó ser más sensible al frío que el TAI. 

 La exposición al frío incrementó la expresión de marcadores termogénicos en 

los animales castrados junto con cambios en la transcripción genes 

involucrados en la mitofagia. 

 Los andrógenos generaron una inhibición en la actividad termogénica de los 

adipocitos beige diferenciados in vitro, efecto que fue mediado por el receptor 

de andrógenos.  

En conjunto, estos resultados mostraron que los andrógenos modulan el 

programa termogénico de los adipocitos beige provenientes de dos depósitos de TA, 

modulando la capacidad de browning de TAB.  

En conclusión, nuestros resultados demuestran la importancia de las hormonas 

esteroides sexuales en la regulación de la termogénesis del TAB, sugiriendo una 

posible desventaja metabólica en hombres debido a un efecto inhibitorio del 

browning por parte de los andrógenos. 
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Figura 37. Representación de los resultados aportados por la presente tesis doctoral. En esta 

figura se muestra el efecto de los andrógenos (A) mediado por su receptor correspondiente (AR). 

Esta interacción conduciría a la translocación del complejo hormona-receptor al núcleo donde 

conducirá a efectos genómicos y cambios transcripcionales en el núcleo de adipocitos maduros o en 

células precursoras de adipocitos (separado por línea de puntos). En el primer caso, esto resultará 

en alteraciones en la funcionalidad y en el número de mitocondrias que reducirían la capacidad 

termogénica de los adipocitos en condiciones basales, y estimuladas en frio con un descenso en el 

browning. Por otro lado, los andrógenos reducen la expresión de marcadores relacionados con el 

linaje adipocitario beige, impidiendo en última instancia la adipogénesis beige. 
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