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Resumen

Lopez-Davila, A. J. (2014). Hoy como ayer. Parabiosis y su combinacion con otras técnicas
para descubrir los secretos de la sangre. PENSAR EN MOVIMIENTO: Revista de Ciencias del
Ejercicio y la Salud, 12 (1), 1-15. Este articulo repasa algunos descubrimientos importantes
relacionados con la fisiologia del ejercicio, los cuales han sido posibles gracias al modelo
llamado parabiosis. La parabiosis es una preparacion fisioldgica experimental en la cual dos
animales comparten una sola circulacion sanguinea. Este método permite demostrar la
existencia de factores circulantes en la sangre y el efecto que estos tienen sobre diferentes
tejidos. Aunque esta técnica se ha practicado por mas de 150 afos, sigue siendo muy utilizada
y sus alcances se han reforzado gracias al uso de los métodos modernos de la biologia
molecular como herramienta complementaria. Por medio de experimentos de parabiosis se ha
demostrado que en la sangre de modelos animales circulan moléculas capaces —entre otras
acciones- de: a) regular la masa grasa corporal por medio de retrocontrol negativo, b) reducir la
hipertrofia cardiaca asociada a la disfuncion diastélica que ocurre con el envejecimiento c)
inhibir la neurogénesis en el giro dentado del hipocampo y causar disfunciones cognitivas, d)
favorecer la remielinizacion de la médula espinal y e) activar o inhibir la regeneracion del
musculo esquelético que se da luego de una lesion. El constante descubrimiento de factores
que circulan en la sangre y sus efectos en diversos érganos abren nuevas preguntas acerca de
los mecanismos moleculares y celulares que explican estos fendmenos y su posible aplicacion
en la salud del ser humano. La fisiologia del ejercicio es una herramienta valiosa para hallar las
respuestas.

Palabras claves : Balance energético, hipertrofia cardiaca, neurogénesis, regeneracion
muscular, remielinizacién nerviosa.
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Abstract

Lépez-Davila, A. J. (2014). Today as yesterday. Parabiosis and its combination with other
technigues in order to unlock the secrets of the blood. PENSAR EN MOVIMIENTO: Revista de
Ciencias del Ejercicio y la Salud, 12 (1), 1-15. This paper reviews a few important discoveries
related to exercise physiology, made possible by the parabiosis model. Parabiosis is an
experimental physiological setup in which two animals share a common blood circulation. By
means of this approach it is possible to demonstrate the existence of circulating blood factors as
well as their effect on several organs. Although parabiosis has been performed for over 150
years, it is at the present time often performed because its combination with modern methods
provided by advances in molecular biology makes it much stronger. Using parabiosis, it has
been shown that circulating blood factors in animals are capable —among other actions- of a)
controlling body fat mass by means of negative feedback b) bringing down ageing-related
cardiac hypertrophy and its associated diastolic dysfunction c) inhibiting neurogenesis in the
dentate gyrus of the hippocampus and impairing cognitive functions d) enhancing remyelination
in the spinal cord and e€) enhancing or inhibiting regeneration of skeletal muscle after injury. The
continuous finding of circulating blood factors and their effect on several organs raises new
guestions about the cellular and molecular mechanisms explaining such phenomena and its
application to human health. Exercise physiology is a valuable tool in order to find the answers.

Keywords: Energetic balance, cardiac hypertrophy, neurogenesis, muscle regeneration, nerve
remyelination.

La parabiosis se define como la coexistencia fisica de dos seres vivos que ocurre
espontaneamente (hermanos siameses) o es inducida quirdrgicamente en ratas o ratones,
desarrollando una circulaciéon sanguinea compartida y un intercambio rapido y continuo de
células y factores sanguineos (Bunster & Meyer, 1933). A los animales quirargicamente unidos
se les denomina parabiontes y debido a que estan conectados Unicamente por su circulacion
comun, este es un modelo sumamente (til para determinar el efecto de factores que circulan en
sangre sobre tejidos especificos. La parabiosis se ha practicado por mas de 150 afios y
recientemente en las revistas de méas alto impacto® se nota un claro incremento tanto en el
numero de investigaciones experimentales que la utilizan como en la cantidad de revisiones de
literatura sobre los Ultimos hallazgos efectuados. Lo anterior se debe a que actualmente la
parabiosis se puede combinar con los métodos modernos de la biologia molecular, lo cual
fortalece enormemente la calidad de las conclusiones y permite profundizar en el mecanismo
molecular que explica los fendmenos sistémicos observados.

Los primeros estudios de parabiosis conocidos datan de 1860 y fueron practicados por
Paul Bert en el laboratorio de Claude Bernard en Paris®. En estos experimentos, los dos
parabiontes simplemente eran unidos por suturas en su piel, en sus musculos o en la pared
abdominal. Bert demostrd que luego de pocos dias los dos animales compartian la circulacién
sanguinea, valiéndose de audaces experimentos. Entre otras pruebas, Bert inyecté belladona
en uno de sus parabiontes y pronto observé la aparicion de midriasis en los ojos del otro

' En la Gltima década Cell y Nature publicaron aproximadamente una docena de estudios cada una.

? Claude Bernard es considerado por muchos el padre de la fisiologia. Fue Bernard quien explicé que la vida requiere que las células del organismo se
mantengan en un medio que les proporcione condiciones adecuadas de manera constante, fenémeno que hoy es conocido como homeostasis y que
depende en gran medida del control de la composicién de la sangre y los intersticios.
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parabionte (Finerty, 1952). La midriasis inducida por la belladona se debe a que esta contiene
atropina, que es un bloqueador de los receptores muscarinicos de acetilcolina presentes en el
musculo esfinter pupilar del ojo, lo que impide que el sistema nervioso parasimpatico ejerza su
efecto de reducir el diametro de la pupila (Moeller & Maxner, 2007). De hecho, el nombre
belladona proviene del italiano y significa mujer bella. Esto se debe a que antiguamente las
mujeres la utilizaban en sus parpados para inducir midriasis en sus pupilas y dar un aspecto
mas atractivo, gracias al mecanismo descrito.

Muchos han sido los experimentos de parabiosis que se han publicado en estos 153
afios. Los conocimientos que estos experimentos han generado son numerosos Y el objetivo de
esta revision no es abarcarlos todos, sino seleccionar algunos de ellos que son particularmente
interesantes en el area de las ciencias del movimiento humano vy la fisiologia del ejercicio. Para
tal efecto, se analizara un experimento clasico y tres experimentos recientes.

En esta revisién no se propone practicar la “parabiosis del ejercicio” o cosa similar. Esto
debido a que lograr que uno de los dos parabiontes se ejercite parece dificil alin en el caso de
animales de laboratorio genéticamente disefiados para tolerar la parabiosis. Ademas esta
técnica es inviable en el caso de seres humanos por cuestiones biolégicas y éticas incluso en
situacion de reposo. No obstante, es l6gico preguntarse si el ejercicio es una alternativa capaz
de producir en humanos los factores circulantes y sus efectos celulares descubiertos en los
experimentos de parabiosis que seran presentados. Con base en este razonamiento, a lo largo
del articulo se expone a través de casos concretos, como el disefio de estudios que incluyen la
practica de ejercicio en modelos animales y humanos no parabiéticos constituye una estrategia
con gran potencial para continuar adentrandonos en las lineas de investigacion abordadas
inicialmente a partir de parabiosis en combinacion con otras técnicas de la biologia molecular.
Esto permitiria aportar nuevo conocimiento fisioldgico y fisiopatolégico basico, ademas de
conocimiento aplicado a la fisiologia del ejercicio propiamente, todas ellas areas del
conocimiento con efectos directos en la salud del ser humano.

El experimento de parabiosis de Hervey y la histori  a de la regulacién del peso corporal

A mediados del siglo pasado se discutia si los animales son capaces de regular su
equilibrio energético. Esto significaria que la diferencia entre energia utilizada y energia
obtenida de los alimentos tiende a ser muy pequefa, por lo que el peso corporal tiende a ser
estable. Al respecto surgieron dos teorias: la teoria termostatica sugeria que el aumento de la
temperatura que se da después de comer constituiria la sefial que hace que el animal deje de
comer. Dicho muy teleolégicamente, los animales comen para generar calor corporal (cuando
se estan enfriando) y dejan de comer para prevenir la hipertermia (cuando estan muy calientes)
y por consiguiente, regulan simultdneamente temperatura corporal y equilibrio energético
(Brobeck, 1948). Por otro lado, la teoria lipostatica sugeria que la regulacién del balance
energético no es un mecanismo termosensible sino quimiosensible, en el cual la ingesta de
alimentos se regula en funcién de los metabolitos circulantes derivados de ingestas previas o
de algun factor que de alguna manera es producido en proporcion a la masa grasa del animal y
gue causa disminucién de la ingesta calérica de manera dosis dependiente (Kennedy, 1953).

En medio de este debate, una célebre publicacion de parabiosis abordé el tema (Hervey,
1959). Ademas de examinar si ciertamente existia control del peso corporal, Hervey queria
conocer la naturaleza de la informacién que este proceso utiliza y la via mediante la cual esta
informacién llega al hipotalamo (sea esta nerviosa, endocrina, etc.), donde se pensaba que se
integraba la posible sefial reguladora. En otras palabras, queria conocer en qué consistia el
mecanismo fisioldgico del control del equilibro energético, si es que este existia.
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Hervey (1959) demostr6é que en ratas parabiéticas, el inducir una lesion en el hipotalamo
ventromedial (el denominado centro de la saciedad, que hace que se produzca la sensacion de
haber satisfecho el apetito) de una de ellas, hace que esta se vuelva obesa por hiperfagia
mientras que su pareja sin lesién hipotalamica se torna extremamente delgada porque come
menos. Los resultados de su estudio -no todos aqui incluidos- claramente sugieren que la rata
sin lesién hipotaldmica esta volviéndose delgada porque su hipotalamo intacto responde a una
sefial derivada del aumento de peso de la rata con la lesién hipotalamica y que esta sefal es
capaz de pasar de un animal al otro, posiblemente viajando en sangre. Hervey continda con
una frase fascinante:

...esto implica que alguna informacion de un cuerpo obeso es capaz de afectar a
un hipotalamo intacto de forma tal que la alimentacién es reducida. Con base en
esta interpretacion, los experimentos demuestran lo que en un animal normal, no
parabiodtico, seria un mecanismo de retrocontrol negativo. (1959, p. 349,
traduccion propia)

Con este experimento, Hervey hace notorios aportes a la fisiologia de la época: a) el peso
corporal si esta regulado b) el fenédmeno consiste especificamente en retrocontrol negativo c) la
sefial controladora viaja en sangre y d) actda en el hipotalamo. Hervey también interpreta sus
datos como compatibles con la teoria lipostatica de Kennedy, mas que con la termostatica de
Brobeck, pues “el aumento de la masa corporal fue la alteracion mas obvia y permanente del
animal lesionado” (1959, p. 350, traduccidn propia). A esta sefial reguladora se le empez6 a
llamar entonces el factor lipostatico.

Afios después, se publica un estudio de parabiosis muy similar al de Hervey (1959)
(Parameswaran, Steffens, Hervey, & de Ruiter, 1977), pero en lugar de inducir una lesion en el
hipotalamo ventromedial de uno de los parabiontes, se procedié a estimular con un electrodo el
hipotdlamo lateral, que es el responsable de que los animales sientan apetito. Al estimular
sistematicamente el hipotalamo lateral de uno de los parabiontes, este se volvié obeso,
mientras que el otro se tornd progresivamente delgado, lo cual confirmé los resultados de
Hervey.

Los resultados anteriores fueron complementados con estudios de parabiosis de ratones
genéticamente obesos debido a diferentes mutaciones recesivas, como los ratones de las
cepas db/db y ob/ob. Ambos tipos de ratones son obesos, aunque ya entonces se sabia que
esto se debe a defectos en genes distintos (las proteinas que producen estos genes no
estaban en ese entonces identificadas). En la parabiosis de un ratén obeso del tipo db/db con
uno normal, el obeso no tuvo ningln cambio, pero el sano dej6 de comer, perdi6 peso y
finalmente murié de inanicion. En la parabiosis de un ratén obeso tipo ob/ob con uno normal, el
primero disminuyo ligeramente su ingesta de alimentos, mientras que el sano no fue afectado.
Esto sugiere que el raton db/db produce el factor lipostatico pero no lo detecta en su
hipotdlamo, mientras que el ratén ob/ob no lo produce, aunque su hipotalamo si responde a él.
La interpretacion anterior se confirma con parabiosis entre un ratén db/db y uno ob/ob: el
primero no se afecta pero el ob/ob se torna afagico y muere de inaniciéon (Coleman & Hummel,
1969; Hausberger, 1959). Estos experimentos no solamente contribuyeron a comprender en
gué consiste el defecto genético de cada uno de esos dos tipos de ratones, sino que
significaron evidencia adicional a favor de la teoria lipostatica de Kennedy. No obstante, adn no
existia una prueba definitiva de la existencia del mecanismo lipostatico, porque sencillamente el
factor lipostatico no habia sido encontrado. La parabiosis Unicamente probaba que deberia
haber alguna sefal en la sangre, y que esta ejerce retrocontrol negativo del equilibrio
energético en el hipotadlamo, pero no la identifica.

-4 -
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En 1994 Friedman identifica y caracteriza el gen ob (el gen mutado en los ratones ob/ob),
mostrando que codifica para una hormona, que llamé leptina (del griego leptos, delgado) y que
se expresa en el tejido adiposo blanco. Esta hormona circula en sangre de manera proporcional
a la magnitud de la masa grasa corporal. Su administracion produce pérdida de masa grasa de
forma dosis dependiente, pues aumenta el gasto calérico y suprime el apetito (efecto
anorexigeno). Luego se identificé al gen db (el gen mutado en los ratones db/db), que codifica
justamente para el receptor de leptina, expresado en el hipotalamo y otros tejidos sin el cual la
leptina no ejerce sus efectos (Friedman & Halaas, 1998). El clonaje de los genes ob y db y la
caracterizacion de las proteinas que codifican, permiti6 completar el mecanismo basico
sugerido por Hervey (1959) con sus experimentos de parabiosis, pues significO haber
encontrado el factor lipostatico y su receptor hipotalamico. Nétese que pasaron 35 afios, desde
que Hervey sugiere la existencia del factor lipostatico hasta que Friedman completa el
mecanismo y halla la sefial especifica presente en la sangre. Hoy en dia, este paso se puede
dar de manera simultanea, pues en una misma publicacidon se pueden hacer los estudios de
parabiosis y los experimentos de la biologia molecular que identifican puntualmente al factor
circulante en sangre y su receptor.

Cuando se identifico al producto del gen ob, se publica (Harris, 1997) rapidamente otro
estudio de parabiosis entre ratones normales y ratones ob/ob y se encuentra que luego de
unirlos, la leptina aparece en la sangre de los ratones ob/ob - a pesar de que no la producen
naturalmente, debido a su defecto genético- que pronto comienzan a perder peso. Poco
después, cuando el tratamiento con leptina exdégena recombinante estuvo disponible, se
hicieron nuevos estudios de parabiosis de parejas de ratones tipo ob/ob, tratando con leptina a
uno de ellos. Se observd que ambos ratones redujeron su peso, confirmando que la leptina es
el factor lipostatico propuesto por Kennedy y Hervey aunque tal vez no es el Unico (Halaas et
al., 1997).

Pronto se publicaron estudios que por medio del ejercicio pudieron aportar informacion
adicional acerca del mecanismo lipostéatico que habia sido previamente descrito con parabiosis.
Un notable ejemplo es el elegante experimento de Hilton y Loucks (2000), que demostré que la
concentracion plasmatica de leptina se reduce a mediano plazo (pocos dias) ante una situacion
de equilibrio energético negativo, independientemente si esto ocurre por aumentar la cantidad
de ejercicio o por reducir la ingesta de alimentos. El experimento implica ademas que la leptina
actla acoplando la cantidad de alimento ingerido con la cantidad de energia utilizada, pues no
se debe olvidar que uno de sus principales efectos es el anorexigeno. Notese cémo el modelo
experimental del ejercicio aporta nuevo conocimiento fisiolégico basico, que contribuye a la
comprension del mecanismo homeostasico regulador del peso corporal que hace 60 afios
empez6 a ser dilucidado por Kennedy.

Una vez conocido el mecanismo mediante el cual la leptina responde ante el equilibrio
energético del sujeto, otros autores han sugerido que es posible aprovechar este conocimiento
basico para aplicarlo en el contexto del rendimiento deportivo. Por ejemplo, concentraciones
cronicamente reducidas de leptina podrian representar informacion de gran ayuda para
detectar casos de sobreentrenamiento, en los cuales se da excesivo esfuerzo fisico con
insuficiente recuperacion, o para concluir que los atletas no estan reponiendo adecuadamente
su gasto caldrico de competencia (JUrimae, Maestu, Jirimae, Mangus, & von Duvillard, 2011).
Un ejemplo concreto de lo anterior, es el caso de competencias intensas, prolongadas y en
dias consecutivos, como ocurre en ciclismo profesional.
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La parabiosis heterocrénica y el nuevo factor sangu ineo antihipertrofia cardiaca

Recientemente se public6 un estudio en la revista Cell que incluye parabiosis
heterocrénica (los dos parabiontes son de diferente edad) e isocrénica (los dos parabiontes son
de la misma edad) por cuatro semanas (Loffredo et al., 2013). En la parabiosis heterocroénica,
un parabionte era un ratén de 2 meses y su pareja un ratén envejecido de 23 meses. En la
parabiosis isocrénica se utilizé dos ratones de 2 meses o dos de 23 meses. Antes y después
del experimento los autores determinaron la relacion peso del corazén / longitud de la tibia de
los animales, que es utilizado para relativizar el tamafio del corazén al tamafio del animal.

Los autores demostraron, que con respecto a ratones viejos no parabidticos, asi como
con respecto a ratones parabiéticos isocrénicos viejos, los ratones parabiéticos heterocrénicos
viejos (aquellos ratones viejos que fueron unidos por cuatro semanas con ratones jovenes)
tienen significativamente mas pequefio el indice peso del corazon / longitud de la tibia.
Adicionalmente, los autores encontraron que los cardiomiocitos de los ratones parabioticos
heterocrénicos viejos fueron significativamente mas pequefios que los de ratones viejos no
parabioticos, asi como de ratones parabidticos isocronicos viejos. Todo esto significa que
cuando los cardiomiocitos envejecidos de un ratén de 23 meses son sometidos a la circulacion
sanguinea de un raton de 2 meses, el fenotipo celular hipertréfico del ratén envejecido
involuciona y se asemeja mas al de ratones jovenes, al tiempo que el coraz6n como un todo
reduce su tamafio.

Los animales jovenes suelen presentar menor presion arterial media (PAM) pues entre
otros fendmenos, producen mas factores vasodilatadores endoteliales (6xido nitrico,
prostaciclina) y menos factores vasoconstrictores endoteliales (angiotensina-ll, endotelinas).
Esto previene la hipertrofia cardiaca (Dai, Chen, Johnson, Szeto, & Rabinovitch, 2012; Najjar,
Scuteri, & Lakatta, 2005). Si los ratones viejos con corazones hipertrofiados experimentaran
reducciones en su presion arterial media cuando comparten su circulacion con los ratones
jovenes, este cambio podria ser la razén que explica la disminucién de su hipertrofia cardiaca.
No obstante, los autores no encontraron reducciones significativas de la presioén arterial de los
ratones parabiéticos heterocrénicos viejos, a pesar de la clara disminucion observada en el
volumen cardiaco y volumen de los cardiomiocitos. La PAM también esta regulada por los
péptidos del sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA). Estos péptidos no solo tienen un
efecto vasopresor capaz de modificar la presion arterial, sino que retienen sodio y liquido a
nivel renal, por lo que disminuyen el flujo urinario y consecuentemente aumentan el volumen
circulante de sangre y la PAM (Carey, 2013). Sin embargo, los autores no encontraron
diferencias significativas en la concentracion de los péptidos del SRAA de los ratones
parabidticos heterocrénicos viejos con respecto a ratones viejos no parabiéticos o ratones
viejos y jovenes sometidos a parabiosis isocrénica. Todos estos resultados implican que la
remodelacién cardiaca observada en los ratones viejos sometidos a la circulacién de ratones
jévenes no puede ser explicada por un efecto hemodinamico con solo el hecho de encontrarse
en parabiosis ni por haber compartido factores endoteliales y péptidos con conocidos efectos
sobre la presion arterial. Los resultados mas bien sugieren que existe un factor circulante en la
sangre de un ratén que es capaz de remodelar al corazén del otro.

Loffredo et al. (2013) demostraron que no hay diferencias significativas entre el tamafio
relativo de los corazones de ratones jévenes no parabidticos y los de ratones parabidticos
heterocrénicos jovenes, lo que implica que el corazon de ratones jovenes no evoluciona hacia
el fenotipo hipertrofiado de un corazon envejecido cuando es sometido a la circulacion de un
ratbn anciano. Entonces no es posible concluir que los ratones ancianos producen un factor
sanguineo hipertréfico que agrande su corazon y el de los ratones jovenes que se encuentran
en parabiosis con ellos, sino que los ratones jovenes producen un factor antihipertrofico y
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cuando los ratones envejecidos son sometidos a este factor, su corazén se remodela,
reduciendo su hipertrofia.

En décadas anteriores, aqui habria terminado el estudio de Loffredo et al. (2013),
concluyendo que hay algo en la sangre joven con efecto antihipertréfico. Pero hoy en dia, los
avances metodoldgicos de la biologia molecular permiten por fortuna ir mucho mas alla, hasta
dilucidar el mecanismo celular mediante el cual el factor circulante produce su efecto. Para
esto, se midié la expresidon de ciertos marcadores moleculares conocidos, que ya han sido
asociados a la hipertrofia en cardiomiocitos (como el péptido cerebral natriurético y el péptido
atrial natriurético, PCN y PAN respectivamente). En los ratones parabiéticos heterocrénicos
viejos, el PCN y el PAN cardiacos demostraron ser significativamente inferiores con respecto a
ratones parabiéticos isocrénicos jévenes y a ratones jovenes no parabidticos. Esto sugiere que
la circulacion de un animal joven induce un proceso de regresion activa de la hipertrofia
cardiaca en los corazones viejos, que todavia no ocurre en corazones jovenes aun no
hipertrofiados. Adicionalmente, los ratones parabiéticos heterocrénicos viejos mostraron un
mayor nivel de transcripcion de una de las principales proteinas del cardiomiocito responsables
de inducir la relajacion cardiaca durante la diastole (SERCA por sus siglas en inglés). Se ha
demostrado que la transcripcién de SERCA disminuye con la edad, lo cual dificulta la relajacion
del corazon (disfuncién diastélica) y conduce a su hipertrofia (Dai et al., 2012). Asi, los autores
concluyen que el factor circulante en la sangre de los ratones jévenes “modifica las vias
moleculares intracelulares asociadas a la hipertrofia cardiaca y disfuncién diastélica en ratones
viejos” (Loffredo et al, 2013, p. 832, traduccién propia).

Finalmente, Loffredo et al. (2013) comparan el plasma de ratones jovenes con el de
ratones viejos sometidos a parabiosis isocrénica y heterocronica. La comparacion, realizada
por analisis proteémico de amplio espectro (estudia numerosas proteinas, sus caracteristicas y
modificaciones) incluyé también 69 aminoacidos y aminas y 142 lipidos. Asi se identifico al
GDF11 (growth differentiation factor 11) como una molécula cuya concentracion aumenta en la
sangre de los ratones viejos al ser sometidos a parabiosis con ratones jovenes. Esta molécula
esta relacionada con la hormona del crecimiento, se expresa en muchos tejidos (en gran
medida en el bazo) y su produccién declina con la edad. Cuando los autores aplicaron GDF11
a cultivos de cardiomiocitos, observaron efectos antihipertréficos y cuando lo aplicaron por 30
dias a ratones de 23 meses, observaron los mismos efectos que presentaron los ratones viejos
sometidos a parabiosis heterocronica (disminucién en la expresién de PCN y PAN, incremento
en la expresion de SERCA, reduccidn del tamafio de los cardiomiocitos y disminucion del indice
peso del corazoén / longitud de la tibia). Los autores demostraron asi en un mismo estudio (y no
en 35 afios), cual es el factor sanguineo que media los efectos observados en los experimentos
de parabiosis y su mecanismo de accién molecular.

Los resultados de Loffredo et al. (2013) son importantes porque la hipertrofia de los
miocitos es una caracteristica tipica de envejecimiento cardiaco capaz de producir disfuncion
diastdlica, patologia que de hecho esta presente en aproximadamente el 50% de los pacientes
con falla cardiaca de edad avanzada. El diagnéstico y adecuado tratamiento médico de la
disfuncién diastélica es un tema que recién se empieza a desarrollar. A la fecha practicamente
no existe evidencia que indique que los tratamientos médicos tipicos de falla cardiaca mejoren
la situacién de estos pacientes (aunque son usados para contener factores etioldgicos y de
comorbilidad), pues estos tratamientos tradicionalmente se han concebido para tratar la
disfuncién sistdlica, incluyendo los tratamientos de implante intratoraxico (Alagiakrishnan et al.,
2013).

A partir del estudio de Loffredo et al. (2013), es l6gico pensar que pronto se estudiara la
presencia y el efecto de GDF11l en humanos y hasta su potencial terapéutico en adultos
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mayores con hipertrofia cardiaca. El disefio de estudios que incluyen ejercicio puede aportar
mucho para ampliar el conocimiento referente al efecto antihipertréfico descubierto y las
primeras preguntas validas son: a) ¢cual es el efecto de diferentes de diferentes protocolos de
ejercicio en modelos animales de hipertrofia cardiaca por envejecimiento, asi como en
humanos de diferentes edades?, b) ¢ qué relacion existe entre los resultados con el efecto del
ejercicio sobre GDF113, PCN, PAN, SERCA, entre otros?, c) ¢actian los potenciales efectos
del ejercicio por medio de otras vias de sefializacién intracelular?.

Parabiosis heterocronica, neurogénesis y funcion co gnoscitiva de ratones y humanos

Recientemente, un interesante estudio de parabiosis publicado en la revista Nature
(Villeda et al., 2011) analiz6 el efecto de esta sobre la neurogénesis, el aprendizaje y la
memoria en ratones. La neurogénesis es la generacion diaria de miles de neuronas en el
sistema nervioso central y esta relacionada a procesos cognitivos como el aprendizaje y la
memoria (Deng, Aimone, & Gage, 2010). Inicialmente los autores analizaron cambios que se
presentan en el giro dentado del hipocampo (una estructura cerebral relacionada con la
memoaria en ratones y humanos) cuando los ratones envejecen y encontraron disminuciones en
la neurogénesis, incrementos en la neuroinflamacién, disminucién en la plasticidad sinaptica
(capacidad de formar nuevas sinapsis 0 modificar las ya existentes, proceso muy relacionado
con el aprendizaje (Morgado-Bernal, 2011) y trastornos de ciertas funciones cognitivas.

Seguidamente se demostré que la parabiosis isocronica de dos ratones jovenes (3 a 4
meses) o de dos ratones viejos (18 a 22 meses), no generd cambios en la neurogénesis de los
animales. Por el contrario, la parabiosis heterocrénica de un ratén joven con uno viejo aumenté
la neurogénesis en el animal viejo y la redujo en el joven. Adicionalmente, en ratones jovenes
no parabioticos, la neurogénesis, la capacidad de aprendizaje y la memoria se vieron
negativamente afectadas cuando fueron inyectados con plasma de ratones viejos, cosa que no
sucedié cuando fueron inyectados con plasma de ratones jovenes. En su conjunto, estos
resultados sugieren que existen factores circulantes que tienen un efecto inhibitorio de la
neurogénesis, que tienen relevancia funcional porque deterioran la funcién cognitiva y que se
producen mas en los animales viejos.

Mientras que en décadas anteriores la Ultima frase del parrafo anterior habria sido el final
del estudio, hoy en dia este apenas comienza. Los autores tomaron los cerebros de los ratones
jévenes parabiéticos y los partieron en laminas delgadas para estudiar la potenciacion a largo
plazo (LTP por sus siglas en inglés) por medio de técnicas electrofisioldgicas (estudio de
canales ibnicos, voltajes transmembrana etc). Las laminas de ratones parabibticos
heterocrénicos jovenes mostraron una reduccién de la LTP, con respecto a los parabioticos
isocronicos jévenes. La LTP es un fendmeno nervioso que ha sido relacionado con el
aprendizaje y la memoria a través del reforzamiento de las sinapsis cerebrales (Morgado-
Bernal, 2011).

Luego de un andlisis protedbmico de numerosas citoquinas plasmaticas (66 exactamente)
y otras moléculas de los ratones sometidos a parabiosis heterocrénica, los autores centraron su
atencion en una citoquina llamada CCL11, pues su concentracion plasmatica incrementd
paulatinamente durante el proceso de envejecimiento de los ratones no parabiéticos y aumenté
sUbitamente en los ratones jovenes que fueron sometidos a parabiosis heterocrénica. Aunque

® Si el GDF11 es una molécula que comparte caracteristicas con la hormona del crecimiento, es vélido preguntarse si el ejercicio modifica su
concentracién plasmatica, pues se ha demostrado que el ejercicio modifica la secrecién de hormona del crecimiento (Thomas et al., 2013).
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las citoquinas son moléculas tradicionalmente relacionadas con el sistema inmunoldgico y los
procesos inflamatorios, cada vez se descubren mas funciones alternativas de estas moléculas,
especialmente activas —aunque no solamente- durante el desarrollo de diversos tejidos,
incluyendo el sistema nervioso central (Ransohoff, 2011).

Luego de haber identificado la citoquina CCL11, los autores la inyectaron en la cavidad
abdominal de ratones jévenes no parabidticos y observaron una disminucion de la
neurogénesis en el giro dentado del hipocampo, efecto que no fue observado cuando
inyectaron CCL11 de manera conjunta con anticuerpos capaces de neutralizarla. También los
autores estudiaron la capacidad de las células madre nerviosas para generar células nerviosas
y observaron que esta se reduce significativamente luego de someter las células madre al
plasma de ratones envejecidos, asi como luego de someterlas directamente a CCL11.

Aun no satisfechos, los autores inyectaron citoquina CCL11 de manera directa en el giro
dentado del hipocampo de manera hemilateral en ratones vivos y observaron una disminucién
de la neurogénesis de manera selectiva en el hemihipocampo inyectado. El efecto no ocurrié
en el otro hemihipocampo, donde solo se inyecté el vehiculo correspondiente. Seguidamente,
los autores inyectaron el giro dentado del hipocampo contralateral de los mismos ratones con
anticuerpos capaces de inactivar la CCL11 vy posteriormente inyectaron CCL11
intraabdominalmente. En el hemihipocampo inyectado con los anticuerpos, no hubo
reducciones de la neurogénesis a pesar de la administraciéon intraabdominal de CCL11.
Finalmente, para determinar la relevancia fisiolégica de todas estas maniobras, un grupo de
ratones jovenes fue tratado con CCL11. Estos ratones demostraron deterioro del aprendizaje y
la memoria, tal y como ocurrié con los ratones jovenes que fueron expuestos al plasma de
ratones viejos.

El estudio de Villeda et al. (2011) no logra identificar el efecto molecular e intracelular de
CCL11 que expligue su accion antineurogénesis en el sistema nervioso central. No obstante, ya
otros autores han formulado algunas hipoétesis basadas en trabajos experimentales, en donde
sugieren que la CCL11 actia a través de la microglia (células cerebrales que producen
citoquinas), disminuyendo la proliferacion de células madre cerebrales o inhibiendo la accion
antiinflamatoria en el cerebro de la interleuquina-4 (Ransohoff, 2011).

Independientemente del mecanismo celular y molecular que explique el efecto observado
de CCL11, los datos de Villeda et al. (2011) son relevantes, porque actualmente existe interés
en comprender mejor los mecanismos mediante los cuales se generan nuevas células
nerviosas en el cerebro adulto, las ventajas de estos fendbmenos y la problematica asociada a
su inhibicién. Es sabido que los factores que afectan negativamente a la neurogénesis -como el
envejecimiento- afectan también al aprendizaje y la memoria (Ransohoff, 2011). Los datos del
estudio sugieren que las células madre cerebrales no se tornan totalmente incapaces de
producir neurogénesis con el envejecimiento del cerebro, sino que son inhibidas por factores
circulantes en sangre, que se incrementan con el paso de los afios y que al ser eliminados,
permiten que la neurogénesis nuevamente se active.

El estudio de Villeda et al. (2011) no es el Unico estudio reciente de parabiosis
heterocrénica que demuestra beneficios sobre el sistema nervioso de animales viejos. La
remielinizacion, por ejemplo, es un proceso regenerativo del sistema nervioso central (SNC)
gue produce nuevas capas de mielina a partir de células madre. Con el envejecimiento se da
una disminucion de la remielinizacion, lo cual afecta al SNC y dificulta darle terapia en
enfermedades desmielinizantes tales como la esclerosis miltiple. Un grupo de autores (Ruckh
et al., 2012) recientemente demostrd por parabiosis heterocrénica que la circulacion de ratones
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jovenes logra que en ratones viejos se reactive la remielinizacion, lo cual abre una nueva
esperanza para estos pacientes por medio del uso de terapias que favorecen la remielinizacion.

En estas lineas de investigacion relacionadas con el sistema nervioso central, la fisiologia
del ejercicio ya ha aportado conocimiento interesante y puede aportar mucho mas. Si los datos
parecen decirnos que los tejidos nerviosos envejecidos son capaces de mantenerse vy
repararse adecuadamente si se les provee factores circulantes apropiados o si se eliminan los
inapropiados, es légico preguntarse si este tipo de fendmenos se pueden favorecer o inhibir a
través de ejercicio.

Ya se ha observado que el ejercicio aerébico puede favorecer la neurogénesis en el
hipocampo (hasta 50% mayor produccion de neuronas en el giro dentado, proceso que inicia
incluso por una sola sesién de ejercicio) asi como diferentes procesos cognitivos como el
aprendizaje, el razonamiento, el tiempo de reaccion, resolucion de problemas, entre otros
(Curlik & Shors, 2013; Kronenberg et al., 2006). No obstante, segun estos estudios aiun queda
mucho por hacer para dilucidar los mecanismos celulares y moleculares que expliquen la
relacion entre ejercicio, neurogénesis y funcion cognitiva. La buena noticia entonces es que el
ejercicio se puede utilizar como herramienta para activar estos procesos cerebrales, como
punto de partida para luego proceder a su explicacion, haciendo uso de los recursos modernos
de la biologia molecular. Un aporte relevante seria conocer el efecto de diferentes protocolos
de ejercicio sobre la concentracién plasmatica de CCL11 en ratones o0 en personas de
diferentes edades. Por cierto, en su estudio Villeda et al. (2011) también midieron las
concentraciones sanguineas de CCL11 en humanos y encontraron que en promedio, estas se
triplican entre los 20 y 90 afios. Los autores no cuantificaron el efecto del ejercicio sobre la
concentracion de CCL11 en estos sujetos.

También es sabido que el musculo esquelético produce factores inflamatorios
pleiotrépicos circulantes como la interleuquina-6 que es la primera mioquina que fue descrita y
a partir de la cual el masculo esquelético se considera un érgano endocrino. Su produccion en
el masculo esquelético se incrementa de manera proporcional a la intensidad del ejercicio
(aumenta hasta en cien veces 0 mas), circulando en sangre y causando efectos en otros
o6rganos del cuerpo que en concentraciones adecuadas suelen ser beneficiosos (Febbraio &
Pedersen, 2005; Pedersen & Fischer, 2007). No obstante, la interleuquina-6 tiene efectos
proinflamatorios, se produce en el cerebro ante lesiones, y en altas cantidades demostré tener
un efecto inhibitorio de la neurogénesis en el giro dentado hipocampal en ratones (Valliéres,
Campbell, Gage, & Sawchenko, 2002). Al tomar en cuenta lo anterior, asi como el hecho de
gue el ejercicio excesivo y extenuante produce inflamacién de grandes grupos musculares y
otros tejidos que a su vez estan relacionados con la produccion de interleuquina-6 y otras
mioquinas (Paulsen, Mikkelsen, Raastad, & Peake, 2012) seria relevante evaluar de qué
manera las pruebas de larga duracién (maratones, ultramaratones, ironman, ciclismo
profesional, etc.) o de muy alta intensidad (fisicoculturismo, pruebas de velocidad, etc.) pueden
tener mas bien efectos inhibitorios de la neurogénesis, pues producen altas cantidades de
factores pleiotrépicos inflamatorios como la interleuquina-6 y otras mioquinas que el muasculo
libera en sangre durante ejercicio. Este tipo de estudios no solo permitiria prescribir mejor el
ejercicio de manera que beneficie al cerebro y el resto del SNC a largo plazo, sino que ademas
contribuiria a comprender los mecanismos fisiol6gicos que regulan funciones neuroldgicas tan
esenciales como lo son el aprendizaje y la memoria en sujetos de diferentes edades, asi como
la remielinizacidn en pacientes de esclerosis mdltiple.
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Parabiosis heterocronica y regeneraciéon del musculo esquelético

En el misculo esquelético, las células madre (tradicionalmente llamadas células satélite
porgue se encuentran muy cercanas a las células musculares maduras) son responsables de la
respuesta celular regenerativa que se observa tras una lesion (Conboy & Rando, 2005). Unas
24 horas después de una lesion, se produce un ligando llamado Delta, tanto en las células
musculares maduras como en las células satélite cercanas a la zona afectada. Delta, a su vez
activa al receptor Notch de las células satélite, lo cual modifica la expresion de ciertos genes,
causando la proliferacion celular y diferenciacién de las células satélite en células intermedias
progenitoras. Posteriormente, las células progenitoras se diferenciaran en mioblastos, lo cual
requiere de otras moléculas, como Numb (interesantemente, un inhibidor de Notch). En las
fases finales de la regeneracion, los mioblastos se funden formando miotubos multinucleados
que finalmente formaran fibras musculares esqueléticas maduras. La inhibicion de los
fendmenos intracelulares asociados a la activacion del receptor Notch impide que la
regeneracion se complete adecuadamente (Luo, Renault, & Rando, 2005). Con la edad se da
una disminucién gradual en la capacidad regenerativa del musculo (asi como de otros tejidos) y
se sabe que esto no se debe a una reduccion del nimero de células satélite musculares, sino a
una disminucion de su proliferacion y diferenciacién para formar nuevas fibras musculares tras
la lesién (Conboy & Rando, 2005).

Ante este tipo de pérdida de la capacidad regenerativa que el musculo esquelético
presenta con la edad, cabe preguntarse si esto se debe a una incapacidad de las células
satélite para responder a los estimulos que activan su proliferacion y diferenciacién tras la
lesion o por el contrario, a un faltante de los estimulos que las activan. Para contestar esta
pregunta, se disefié un experimento (Conboy et al., 2005) publicado en la revista Nature, que
incluyd tanto parabiosis heterocrénica como isocrénica, utilizando ratones jovenes de 2 a 3
meses de edad y ratones viejos de 19 a 26 meses de edad. Luego de 5 semanas de
parabiosis, los musculos de los miembros delanteros de los ratones fueron lesionados. En los
ratones jévenes sometidos a parabiosis heterocronica e isocronica, la regeneracion muscular
tras la lesion fue muy buena, mientras que en los ratones parabioticos isocronicos viejos fue
muy pobre. Por su parte, los ratones parabidticos heterocrénicos viejos tuvieron una mejoria
significativa de su capacidad de regeneracién muscular tras la lesion, que ademas se dehié a la
activacion de sus viejas células satélite y no a la llegada de nuevas células satélite
provenientes del raton joven.

Para explorar el mecanismo que explica los resultados hallados, los autores midieron la
expresion del ligando Delta en las células satélite de los ratones parabioticos y hallaron que
esta se incrementa significativamente luego de la lesién inducida en los ratones jovenes
sometidos a parabiosis isocrénica y heterocrénica, asi como en los ratones parabiéticos
heterocrénicos viejos. Esto no ocurrié en los ratones parabioticos isocrénicos viejos (de hecho
constituye la respuesta tipica del muisculo envejecido ante una lesién). Estos resultados indican
gue la circulacion de un animal joven es capaz de aumentar la capacidad regenerativa del
musculo envejecido, pues induce en este tejido la expresién de los factores esenciales de
sefializacion intracelular que activan la diferenciacion y proliferacién de las células satélite.

Finalmente, los autores extrajeron células satélite de ratones jévenes y de ratones viejos
y las cultivaron en presencia de plasma de ratones jévenes o de ratones viejos. Las células
satélite viejas cultivadas con plasma de ratones viejos expresaron significativamente menos
Delta que las células satélite jovenes cultivadas con plasma de ratones jévenes o viejos. No
obstante, cuando las células satélite viejas fueron cultivadas con plasma de ratones jévenes,
aumentaron significativamente su expresion de Delta y activaron al receptor Notch. El plasma
de ratones jovenes también aumenté significativamente la proliferacién de células satélite
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asociadas a fibras musculares obtenidas de ratones viejos, cosa que no se obtuvo utilizando
plasma de ratones viejos.

Todos estos experimentos demuestran que aunque envejezcan, las células satélite
mantienen su potencial de regenerar el misculo esquelético y que este se manifiesta si se les
proveen los componentes presentes en el plasma de ratones jovenes, factores que por lo tanto
son capaces de revertir los procesos celulares y moleculares relacionados con el deterioro de
la proliferacion y diferenciacion de las células satélite que se experimenta con la edad y que
dificulta la regeneracién tras una lesién. Finalmente, se debe anotar que se present6é una leve
inhibicion del aumento postlesion de la expresion de Delta en las células satélite de los ratones
parabidticos heterocronicos jovenes (comparados con los ratones parabiéticos isocrénicos
jovenes), asi como un efecto inhibitorio del plasma de ratones viejos en la expresion de Delta
en los cultivos de células satélite de ratones jévenes. Entonces, si bien el plasma de los ratones
jovenes tiene factores que favorecen la regeneracion del musculo esquelético, el plasma de
ratones viejos tiene factores que la inhiben. N6tese que el estudio de Conboy et al. (2005) no
identifica dichos factores sino que solo demuestra que deben existir, lo cual implica que adn
faltan piezas en el rompecabezas.

Es interesante recordar que no solo las lesiones, sino también el ejercicio activa a las
células satélite musculares, lo cual genera hipertrofia (Luo et al., 2005). Lo anterior implica que
el ejercicio puede ser utilizado como herramienta para activar controlada y sistematicamente a
las células satélite musculares, con el fin de dilucidar los mecanismos moleculares y vias de
sefializacién intracelular que regulan la miogénesis. Por ejemplo, se ha reportado que el
ejercicio aumenta el nimero de células satélite en animales jévenes y viejos al igual que en
adultos mayores. El ejercicio también parece favorecer la activacion del receptor Notch de las
células satélite asi como su sefializacion intracelular (Arthur & Cooley, 2012). Por esto, un
analisis protedmico combinado con un modelo sistematico de ejercicio podria contribuir a
descubrir los factores que segun Conboy et al. (2005) circulan en el plasma de ratones jovenes
y viejos, que favorecen e inhiben la regeneracibn muscular respectivamente (las piezas
faltantes en su rompecabezas).

Conclusiones

La sangre es mucho mas que un liquido transportador de gases y nutrientes. La sangre
encierra enormes cantidades de factores circulantes que por su efecto en diversos tejidos,
pueden modificar sensiblemente la composicion corporal, los sistemas cardiovascular,
nervioso, muscular esquelético y ciertas funciones cognitivas cerebrales, entre otros aspectos
esenciales de la calidad de vida y salud del ser humano. Por medio de estudios de parabiosis
se puede deducir la existencia de estos factores, su completa identificacion asi como la
secuencia de eventos celulares y moleculares que explican sus acciones beneficiosas o
contraproducentes, no siempre ha sido posible, pero recientemente se han dado logros
enormes. Los modelos animales y humanos de ejercicio combinados con los nuevos métodos
de la biologia molecular pueden contribuir significativamente a llenar estos vacios de
conocimiento, pues sirven de complemento a los estudios de parabiosis, hasta ahora
publicados, para avanzar en el conocimiento fisiolégico y fisiopatoldgico basico, que a su vez
constituye la base de la medicina y las diferentes formas de terapia. Ademas, a futuro este tipo
de estudios permitiria generar mejoras en la prescripcion de ejercicio, dirigidas a pacientes con
cardiomiopatias, trastornos neuromusculares o de composicién corporal y cognitivos, asi como
a atletas y adultos mayores. Finalmente, es obvio que los mecanismos celulares que se puedan
descubrir pueden ser sujeto de manipulaciéon farmacoldgica en el futuro. En nuestras manos
esta asumir todos estos retos y suefios.
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