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INFORMACION DEL ARTiCULO RESUMEN
Hisﬁor_ia del articulo: La gran mayoria de las enfermedades respiratorias son consideradas patologias complejas puesto que
Recibido el 26 de agosto de 2013 su susceptibilidad o desenlace estan influidos por la interaccién entre factores dependientes del hués-

Aceptado el 31 de octubre de 2013

’ ped (genéticos, comorbilidad, edad, etc.) y del ambiente (exposicién a microorganismos y alérgenos,
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tratamiento administrado, etc.).

El enfoque reduccionista ha sido muy importante para la comprensién de los diversos componentes
de un sistema. La biologia o medicina de sistemas es una aproximacién complementaria cuyo objetivo
Biologia de sistemas es el agélisis de las interacciones gntre los component.es.dentro. de un nivel de organizacién (genoma,
Medicina pulmonar transcriptoma, proteoma) y posteriormente entre los distintos niveles.

Insuficiencia respiratoria aguda Las actuales aplicaciones de la medicina de sistemas incluyen la interpretacién de la patogénesis y
fisiopatologia de las enfermedades, el descubrimiento de biomarcadores, el disefio de nuevas estrategias
terapéuticas y la elaboracién de modelos computacionales para los distintos procesos biol6gicos.

En la presente revisién se exponen las principales nociones sobre la teoria que subyace a la medicina
de sistemas asi como sus aplicaciones en algunos procesos biolégicos del ser humano.
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Systems Medicine: A New Approach to Clinical Practice

ABSTRACT

Keywords: Most respiratory diseases are considered complex diseases as their susceptibility and outcomes are
Systems medicine determined by the interaction between host-dependent factors (genetic factors, comorbidities, etc.) and
Systems biology environmental factors (exposure to microorganisms or allergens, treatments received, etc.)
Pmmonary. medlcm'e The reductionist approach in the study of diseases has been of fundamental importance for the unders-
Acute respiratory failure . . . C
tanding of the different components of a system. Systems biology or systems medicine is a complementary
approach aimed at analyzing the interactions between the different components within one organiza-
tional level (genome, transcriptome, proteome), and then between the different levels.

Systems medicine is currently used for the interpretation and understanding of the pathogenesis and
pathophysiology of different diseases, biomarker discovery, design of innovative therapeutic targets, and
the drawing up of computational models for different biological processes.

In this review we discuss the most relevant concepts of the theory underlying systems medicine, as
well as its applications in the various biological processes in humans.
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Tabla 1
Comparacién entre los enfoques reduccionista y holistico

Ejemplo Enfoque holistico

Biologia de sistemas

Enfoque reduccionista o mecanicista
Biologia molecular

Objeto de estudio
Complejidad del enfoque Elevada

Relacion entre niveles de organizacién Compleja, no lineal

No es posible deducir leyes o reglas desde niveles

Interacciones entre todos los elementos de un sistema

Cada elemento de forma individual o en pequefios
grupos

Baja (se procura simplificar al maximo para extraer
conclusiones)

Relativamente simple y lineal

Basada en la ontogenia y epistemologia

organizativos inferiores hacia los superiores

Visualizacién
Influencia externa al objeto de estudio

Mediante redes o diagramas de grafos
Muy importante, especialmente los ambientales

Descripcion de las caracteristicas de cada elemento
La menor posible

A inicios del presente siglo, y estimulado nuevamente por el
desarrollo tecnolégico capaz de producir datos experimentales e in
silico de forma masiva, rapida y a un relativo bajo coste, se generé
un cambio en el paradigma cientifico desplazando el foco de interés
desde el estudio de las partes al estudio de las interacciones que
existen dentro de un sistema. Una enfermedad especifica puede
ser considerada como un sistema.

La biologia de sistemas, por tanto, puede ser definida como el
area de estudio que se ocupa del andlisis de las interacciones com-
plejas dentro de un sistema con distintas escalas de organizacién
biolégica, desde moléculas a células, 6rganos, individuos, sociedad
y ecosistema. La biologia de sistemas se caracteriza por buscar una
descripcion cuantitativa de los procesos biolégicos, que incluyen
miltiples niveles (genoma, transcriptoma, proteoma, metaboloma,
etc.) y distintas escalas de tiempo, valiéndose de datos generados
generalmente por tecnologia de alta eficiencia (high throughput),
algoritmos matematicos y modelos computacionales'. Cuando el
concepto de biologia de sistemas se aplica al area de las ciencias de
la salud se denomina medicina de sistemas. Biologia de sistemas y
medicina de sistemas son conceptos practicamente idénticos, con
la excepcién de que el primero es general y el segundo esta particu-
larmente enfocado a la medicina. Otra caracteristica particular de la
medicina de sistemas es la frecuente utilizacién de los diagramas de
grafos, que tienen reglas especificas (analizadas en el presente arti-
culo) al tiempo que constituyen una forma sencilla de comprender
y visualizar los resultados.

La medicina de sistemas es un area del conocimiento que se
encuentra en desarrollo exponencial y que tiene claras implicacio-
nes clinicas. Algunas de sus aplicaciones incluyen el desarrollo de
modelos fisiolégicos y fisiopatolégicos, el descubrimiento de nue-
vos farmacos, y el desarrollo de pruebas diagnédsticas y de nuevos
biomarcadores (tabla 1).

La presente revision esta dirigida a médicos clinicos y pretende
transmitir de una manera sencilla las nociones basicas de la medi-
cina de sistemas asi como algunas de sus aplicaciones.

Medicina de sistemas

El enfoque tradicional reduccionista se centra en el andlisis de
moléculas o procesos especificos desde el punto de vista individual
basandose en 2 tipos de conceptos:

(a) Conceptos ontolégicos: todas las cosas estan constituidas por un
limitado grupo de elementos materiales primitivos e indivisi-
ble. Conocer la interaccién entre estos compuestos basicos es
suficiente para explicar todos los fenémenos complejos.

(b) Conceptos epistemolégicos: las leyes y teorias en una determi-
nada area y nivel de organizacién se originan desde niveles
organizativos inferiores (mas basicos)?.

La biologia molecular cldsica utiliza de forma practicamente pri-
vativa el enfoque reduccionista, puesto que se basa principalmente

enlacaracterizacién de moléculas o genesy en explicar los procesos
biolégicos mediante combinaciones de interaccionesy propiedades
entre sus componentes.

Sin embargo, el estudio del genoma, el metabolismo celular y las
interacciones entre proteinas puede ser abordado mediante técni-
cas e interpretaciones globales (aproximacion holistica). El enfoque
holistico basa su potencia en la identificacién y analisis de las inte-
racciones existentes entre los distintos elementos (nodos) de una
red. Estas interacciones son complejas e incluyen miltiples niveles
de organizacién (ADN, ARN, proteinas y ambiente, por ejemplo);
no son lineales (no existe una relacién directamente proporcional
y facilmente deducible entre un nivel de organizacién y otro); y
son redundantes y con mudltiples circuitos de retroalimentacion.
En este enfoque holistico los conceptos de ontogenia y epistemo-
logia no son aplicables, pues a un elemento no se le puede asignar
una funcién exclusiva, como tampoco es posible deducir las reglas
o leyes de un nivel en funcién de otro nivel organizativo.

La aplicacién del concepto de biologia de sistemas a proble-
mas médicos especificos ha dado origen a la medicina de sistemas,
que permite establecer nuevas asociaciones entre funciones bio-
légicas y enfermedades o condiciones humanas especiales. Por
ejemplo, la sepsis grave estd provocada por un dafio infeccioso
(bacterias, virus, parasitos), en un determinado momento (en la
comunidad o durante la estancia en ella) y en un huésped con deter-
minadas caracteristicas (comorbilidades, estado nutricional, estado
inmunitario, portador de determinados polimorfismos genéticos).
La respuesta que se genera (alteraciones del transcriptoma o del
proteoma) esta claramente influida por los factores previamente
descritos y por el tratamiento administrado. El objetivo de la medi-
cina de sistemas es analizar todos estos factores de una manera
holistica e integrada, priorizando la articulacién entre los distintos
niveles de organizacién sobre el funcionamiento de cada elemento
en particular.

Diagramas de grafos y redes bioldgicas

Los diagramas de grafos aplicados a procesos biolégicos son
denominados redes bioldgicas y constituyen una forma de visualizar
la informacién de una forma facil y compresible. Un grafo es un con-
junto de objetos llamados vértices o nodos conectados entre si por
enlaces. Posiblemente los grafos mas conocidos posiblemente sean
los mapas de las conexiones aéreas. Los nodos son los elementos de
interés, por ejemplo, proteinas, genes, metabolitos o, en el ejemplo
antes mencionado, los aeropuertos, mientras que los enlaces son las
relaciones existentes entre los nodos y que se corresponderian a las
rutas de los aviones entre 2 aeropuertos. Un grafo, por tanto, esta
definido por un conjunto V de nodos (por ejemplo, aeropuertos) y
E de enlaces (por ejemplo, rutas), recordando que cada enlace tiene
2 nodos (el avién debe salir desde y llegar a un aeropuerto). A cada
enlace se le puede asignar un peso, una direccién y un tipo.

Los grafos son empleados en medicina principalmente con
3 objetivos:
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(a) Representar el conocimiento de, por ejemplo, rutas metabdlicas,
sefiales de transduccién o expresién génica.

(b) Cuantificar y visualizar los datos producidos mediante experimen-
tos y técnicas de alta eficiencia (high-throughput), por ejemplo
los datos generados mediante microarrays o espectroscopia de
masas.

(c) Como modelos estadisticos. Por ejemplo, para estimar qué ele-
mentos participan en la formacién de una proteina partiendo
de un volumen de datos determinados. Los grafos permiten ela-
borar distintos modelos, y luego elegir cual de ellos se adapta
mejor a la realidad observada experimentalmente.

Los parametros topoldgicos de una red biolégica son las carac-
teristicas propias de ella. Su conocimiento es fundamental para
comprender su arquitectura y funcionamiento. Las caracteristicas
mas importantes son’ (tabla 2):

(a) Grado (degree). Es el nimero de conexiones que tiene un nodo.
Se representa con la letra k. En digrafos (tabla 2) es posible dis-
criminar entre un grado de entrada (in-degree) y uno de salida
(out-degree). En general, cuanto mayor es el grado de un nodo,
mayor es su importancia en la red (los hubs se destacan por un
grado superior al resto de los nodos).

(b) Distancia (distance). Es el camino minimo entre 2 nodos.

(c) Didmetro (diameter). Es la mdxima distancia entre 2 nodos.

(d) Coeficiente de agrupamiento (clustering coefficient). Es la pro-
porcién entre el nimero de conexiones de los vecinos de un
nodo y el niimero de conexiones maximas que podrian tener.
El calculo se realiza para cada nodo en particular (fig. 1).

Tabla 2
Nomenclatura referente a los diagramas de grafos o redes

Nodos vecinos o adyacentes: son los 2 nodos que estan conectados por una
rama o arco

Enlaces vecinos o adyacentes: son los enlaces que estan conectados por un
nodo

Grafo simple: un grafo sin bucles ni ramas paralelas

Multigrafo: grafo con ramas paralelas pero sin bucles

Digrafos o grafos dirigidos: grafos cuyos arcos estan dirigidos

Grafo regular: todos los nodos tienen el mismo grado

Grado de un nodo: el nimero de vecinos que tiene dicho nodo. Si existen
arcos dirigidos puede calcularse el grado de entrada y de salida de dicho
nodo

Grafo conexo: para cada par de nodos del grafo existe al menos un camino
que los une

Bucle: rama que empieza y termina en el mismo nodo

Seudografo: grafo que contiene bucles

Bosque: grafo sin ciclos (aciclico)

Ramas paralelas: 2 ramas que conectan el mismo par de vértices

Paseo de un nodo A a un nodo Z: la secuencia alternativa de nodos y arcos
que se deben recorrer para llegar desde el vértice x al y

Rastro: es un recorrido en el cual no se repiten las ramas

Camino: recorrido en el cual todos los nodos son distintos

Longitud: el nimero de ramas de un recorrido cuando ningin enlace tiene
un peso especifico (si algtin enlace tiene un peso especifico debe
realizarse una correccion)

Camino minimo o distancia entre el nodo A y el Z: la minima longitud
(nimero de ramas) que es necesario recorrer entre Ay Z o viceversa

Paseo cerrado: recorrido o circuito en el cual no se repiten las ramas

Ciclo: circuito en el que no se repiten los nodos

Punto de articulacién: un nodo que desconecta un grafo conexo

Corte: conjunto de ramas que desconecta un grafo conexo; si un corte esta
compuesto por una tinica rama, se denomina puente

Corte minimo: minimo ndmero de ramas que, si son eliminadas,
desconectan el grafo

Clique: subconjunto de un grafo no dirigido X en el cual todos los vértices
estan unidos por un enlace. Si se considera exclusivamente al clique, este
es un grafo completo

Tamaiio de un clique: nimero de vértices que contiene

(e) Intermediacién (betweenness). Es la frecuencia con que aparece
un nodo en el camino mas corto que conecta otros 2 nodos. Es
una estimacion del trafico que existe en el mencionado nodo.

En funcién de sus caracteristicas topolédgicas las redes bioldgicas
mas importantes pueden clasificarse en (fig. 1):

(a) Aleatorias. Las conexiones entre los nodos se producen al azar
(los grados de los nodos siguen una distribuciéon de Poisson), es
decir, existe igual probabilidad de conectarse a un nodo que a
otro y, por tanto, no es predecible en qué nodo se producira la
conexién.

(b) Libresdeescala. Se trata de redes donde existe un pequefio grupo
de nodos, denominados cubos (hubs), que estan altamente
conectados e interaccionan con un gran nimero de nodos de
menor jerarquia. La mayoria de los nodos tienen pocas uniones,
pero existen hubs que se encuentran altamente conectados. Los
hubs son puntos criticos que, en caso de eliminarse, determinan
una gran disminucién del tamafio de la red o su desintegra-
cién en subconjuntos (clusters o0 médulos) independientes (ver
mas adelante). La existencia de esos puntos criticos explica que
las redes libres de escala sean altamente sensibles a modifica-
ciones especificas (dirigidas a esos puntos criticos) pero muy
resistentes a las distorsiones generadas al azar (como sucede
generalmente en las mutaciones). Esta caracteristica podria jus-
tificar por qué la susceptibilidad de una minima proporcién
de las enfermedades complejas del ser humano (por ejemplo,
diabetes, hipertensioén arterial, neumonia) se asocia a muta-
ciones puntuales capaces de ser inducidas experimentalmente
pero que muy dificilmente puedan ser inducidas mediante
mutaciones generadas al azar. La gran mayoria de los sistemas
biolégicos corresponden a redes libres de escala.

Las principales redes libres de escala que existen en el ser
humano son?:

a) Redes de unién para los factores de transcripcion (transcip-
tion factor-binding networks). La utilizacién de microarrays
y/o secuenciacién de ADN en levaduras y otros organismos
ha permitido identificar los sitios de unién de los facto-
res de transcripcién®. Posteriormente, y combinandolos con
datos de expresion génica, fue posible deducir o identificar los
sitios de activacion y represion génica.

b) Redes de interaccion entre proteinas (protein-protein interaction
networks). Estas redes son las mas estudiadas puesto que exis-
ten técnicas para identificar de forma masiva la presencia de
proteinas (por ejemplo, mediante la combinacién de electrofo-
resis en gel de poliacrilamida bidimensional y la espectrometria
de masas) y sus interacciones (por ejemplo, mediante la técnica
de hibridacién de 2 levaduras [«Y2H»]).

c) Redes de fosforilacion (protein phosphorylation networks). La fos-
forilacion de proteinas es un importante mecanismo regulador
en las células eucariotas, estimandose que el 2% de los genes
codifican enzimas con actividad cinasa®. Los avances en técni-
cas como la espectrometria de masas, la utilizacién de cinasas
que solo actian sobre nucleétidos marcados y el desarrollo de
micromatrices han permitido el analisis masivo del fenémeno
de fosforilacién celular y la construccién de este tipo de redes.

d) Redes metabdlicas (metabolic interaction networks). Clasica-
mente, el metabolismo se ha descrito como un conjunto de rutas
metabdlicas que, partiendo de un determinado sustrato inicial
que sufre una serie de transformaciones enzimaticas, alcanza
un producto final. Una red metabdlica, por su parte, se refiere al
analisis global de todo el metabolismo mediante la aplicacién
de ecuaciones diferenciales no lineales de catdlisis e inhibi-
ciéon mutua. Una caracteristica muy importante surgida de la
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Figura 1. Panel superior-izquierda. Se representan 2 redes biolégicas con su correspondiente nodo central (amarillo) y distinto coeficiente de agrupamiento: la red A es de
2/5 (2 conexiones de las 5 potencialmente posibles); la red B es de 1 (todas las conexiones posibles estin presentes).

Panel superior-derecha. Se representan los 4 tipos principales de redes (diagramas de grafos). Los hexagonales representan los nodos y las lineas las conexiones. 1a, red aleatoria:
las conexiones entre los nodos se establecen al azar. 1b, red regular: todos los nodos tiene el mismo nimero de conexiones (en el ejemplo es 2). 1c, red de mundo pequefio:
es similar a la red regular pero existen «caminos» mas cortos que se representan con las lineas azules. 1d, red libre de escala: existen nodos que son mas importantes pues
reciben mas conexiones (en el ejemplo el amarillo es el nodo mas importante, y los naranja tienen una importancia un poco menor) y se establecen subgrupos independientes.
Panel inferior-izquierda. Se representan los sistemas biolégicos. Son redes libres de escala con caracteristicas particulares, en especial la presencia de médulos relativamente
independientes y una organizacién jerarquica. En el esquema se representan el origen de la red en el mdédulo «amarillo» central, que es jerarquicamente el superior y por
tanto el de mayor niimero de conexiones. Otros 3 (celeste, verde y azul) corresponden a médulos de menor jerarquia, que podrian vincularse a determinadas funciones. Por
altimo, el médulo marrén, que es el de menor jerarquia. La mayoria de las especies conservan los médulos de mayor jerarquia (en este caso el amarillo), pues estan vinculados
a procesos esenciales para la vida. Contrariamente, los médulos de menor jerarquia, por ejemplo el marrén, son los que explican la diferencia entre las especies y los que
permiten la adaptacién a circunstancias o ambientes particulares. En verde se representa un médulo cuyo encendido o apagado depende de un patrén temporal o ambiental.
Panel inferior-derecha. Se representa la estructura en forma de «pajarita» de las redes metabdlicas. Estan conformadas por 4 partes: (a) bloques rojos, nodos de sustratos;
(b) bloques verdes, nodos de productos; (c) bloques azules, nodos independientes; y (d) el hexdgono central, correspondiente al giant strong component, que incluye las
vias metabdlicas mas importantes, como la glucélisis o el ciclo de Krebs. Los colores indicados se aprecian como escala de grises. Puede apreciarse esta figura a todo color
Gnicamente en la versién electrénica del articulo.

comparacién entre las redes metabélicas de distintos organis-
mos fue que todas son muy similares, lo cual refleja las bondades
del modelo adoptado (ver mas adelante)’.

e) Redes de interaccion genética (genetic molecule interaction net-
works). La combinacién de 2 mutaciones (pero no cada una
de ellas independientemente) en un individuo puede determi-
nar modificaciones graves®. En los seres vivos la mayoria de
las mutaciones no originan efectos letales si se producen indi-
vidualmente puesto que (i) son generadas al azar y afectan
principalmente a procesos de adaptacién al medio y no a la
supervivencia del individuo, y (ii) existe una gran redundancia
en la funcién. Sin embargo, cuando se producen 2 mutaciones en
una misma via, el efecto puede ser mayor (por ejemplo, muerte
del individuo o potenciacién del fenotipo).

Robustez de las redes bioldgicas

Los sistemas bioldgicos deben ser estables, es decir, mantener
sus caracteristicas fenotipicas a pesar de las distintas alteraciones
(ambientales o genéticas) que actiien sobre ellos. Esta estabilidad,
también denominada robustez, es una propiedad inherente a todos
los sistemas biol6gicos y, como se ha demostrado claramente, ha
sido favorecida por la evolucion de las especies®.

La robustez de un sistema biolégico es relativa, puesto que nin-
gln sistema puede soportar cualquier tipo de alteracién, y alguna
puntualmente dirigida es capaz de desestabilizarlo. Por ello, la
robustez de un sistema biolégico esta basada en una serie de carac-
teristicas:

a) Redundancia.Serefiere ala presenciade vias alternativas capaces
de sustituir una via que falle, sin que el sistema se vea afec-
tado. El ejemplo mas habitual podria estar constituido por las
citocinas, proteinas secretadas principalmente por las células
del sistema inmune innato y adaptativo, encargadas de mediar
miltiples funciones. Estas moléculas se destacan por su accién
pleiotrépica (capacidad de actuar sobre mltiples tipos celula-
res) y redundante (muchas citocinas tienen el mismo efecto).
Estas 2 cualidades brindan al sistema biolégico una enorme
robustez y podrian explicar, por ejemplo, el fracaso de todos los
tratamientos inmunomoduladores aplicados a la sepsis hasta el
momento actual'®,

b) Control por retroalimentacion. Se refiere al control ejercido por
«circuitos» mediante los cuales los productos permiten controlar
el procesamiento de los sustratos. Es una forma efectiva de man-
tener la estabilidad de un sistema. La retroalimentacién negativa
o control termodindmico (el aumento de los productos inhibe el
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procesamiento de los sustratos) se utiliza principalmente para
mantener el estado estable del sistema, mientras que la retroali-
mentacion positiva o autocatilisis (el aumento de los productos
estimula el procesamiento del sustrato) se utiliza para los pro-
cesos de sensibilizacién.

c) Modularidad. Los sistemas biol6gicos estin conformados por
unidades funcionales o médulos que son entidades semiauténo-
mas que muestran un alto coeficiente de agrupamiento interno
(fig. 1) pero con pocas conexiones con el resto de los nodos.
La modularidad permite «encapsular» funciones, lo cual es muy
beneficioso para la robustez del sistema asi como para la evolu-
cién de las especies. Actualmente estd demostrada la existencia
de médulos metabdlicos'!, de interacciones proteina-proteina’?
y de regulacién génica'®. Es fundamental tener presente que
algunos médulos pueden activarse o inhibirse en determinadas
circunstancias, por ejemplo ante estimulos externos como son
las infecciones'.

d) Protocolizacion y jerarquizacion. Estas caracteristicas son funda-
mentales para proporcionar orden, organizacién y coordinacién
al sistema. La protocolizacién implica tener un grupo de reglas
que permiten una organizacién y coordinacién eficientes de
las distintas partes dentro de un sistema. La jerarquizacién, que
es una parte dentro de la protocolizacién, se refiere a la asig-
nacion de distintos niveles de organizacién con el propésito de
reducir los costes de la transmisién de informacién!>. Como se
ha mencionado mas arriba, las redes biolégicas son en su mayo-
ria del tipo libre de escala, con la particularidad de que también
son modulares y jerarquizadas (fig. 1).

Las caracteristicas de las redes bioldgicas colaboran en la expli-
cacion del concepto, propuesto por nuestro grupo, de paradoja
terapéutica, que se refiere al frecuente hecho de que intervencio-
nes terapéuticas, eficaces en estudios en modelos animales, son
ineficaces en ensayos clinicos. El estudio de nuevos tratamientos
de numerosas enfermedades complejas (por ejemplo, el SDRA, la
sepsis grave, o el shock séptico) genera con frecuencia resultados
positivos en condiciones experimentales. Sin embargo, muy pocos
de esos avances se confirman en ensayos clinicos. Una explicacién
posible de este hecho podria ser que los modelos se desarrollan en
animales sanos (sin comorbilidad), genéticamente similares, jove-
nes y sometidos a un dafio especifico. Este es el caso, por ejemplo,
de modelos de lesién pulmonar aguda inducida mediante la admi-
nistracién intratraqueal de lipopolisacarido o mediante ventilacién
mecanica utilizando un volumen corriente elevado, o de modelos
de sepsis inducida mediante ligadura y puncién del ciego. En estos
modelos, los mecanismos de respuesta del huésped se concentran
en un grupo relativamente limitado de vias (médulos redundantes
y jerarquizados), por lo que se maximiza la potencial eficacia del
tratamiento. Otra diferencia esencial de los estudios en animales y
en humanos es la gran similitud genética que existe entre los ani-
males de laboratorio en comparacién con la que existe en pacientes.
Los animales provienen en general de la misma familia y se origi-
nan de cruces endogamicos, mientras que los humanos descienden
de poblaciones relativamente panmicticas. No existe la panmi-
xia absoluta (eleccién de la pareja reproductiva independiente del
fenotipo), pues los rasgos fenotipicos tienden a agruparse.

Sin embargo, en la vida real el SDRA o la sepsis grave son el
resultado de un amplio abanico de dafios, posiblemente reiterados
en el tiempo (por ejemplo, una peritonitis que requiere repeti-
das laparotomias), sobre todo en individuos de edad avanzada o
inmunosuprimidos, con una gran heterogeneidad genémica y epi-
genémica (la epigenética se refiere a las modificaciones reversibles
anivel de la secuencia de ADN que estan determinadas por la inte-
raccién huésped-ambiente). Estas caracteristicas determinan que
la respuesta del sistema biolégico «huésped» sea muy diversa y
heterogénea, participando gran cantidad de hubs y médulos que

ponen en cuestién el efecto beneficioso observado en los mode-
los animales. Por ejemplo, fairmacos inmunomoduladores como los
anticuerpos anti-TNFa'6, o los bloqueadores de la 6xido nitrico
sintasa'”, han demostrado efectos beneficiosos en modelos anima-
les, pero no cambian o aumentan la mortalidad en humanos, lo
que podria deberse a que el bloqueo especifico de un determinado
modulo (via) genera un mayor desequilibrio en la respuesta global
del sistema.

Conservacion de las redes bioldgicas

Otra de las principales caracteristicas de las redes bioldgicas
es su alta conservacion entre las distintas especies. Jeong et al.”
compararon bioinformaticamente la redes metabdlicas de 43 orga-
nismos distintos y pertenecientes a los 3 dominios de la vida
(eucariotas, bacterias y arqueas) obtenidas desde el repositorio
WIT'8. El mencionado repositorio predice la existencia de vias
metabdlicas en funcién de la anotacién de los genes y de datos
experimentales. Este estudio permiti6 alcanzar importantes con-
clusiones que se resumen a continuacion:

(i) Confirmo6 que la gran mayoria de las redes metabdlicas son de
tipo sin escala.

(ii) La distancia media en las 43 redes fue de 3,2 lo cual significa
que, en promedio, se necesitarian 3 pasos para convertir un
metabolito en cualquier otro. Evidentemente, esta conclusién
no es acorde a los datos experimentales, por lo que poste-
riormente Ma y Zeng'® reconstruyeron las redes metabdlicas
en 80 organismos distintos pero, a diferencia de lo realizado
por Jeong et al.”, no incluyeron los metabolitos muy frecuen-
tes ni las moléculas muy pequeiias como el ATP y el NADH.
Encontraron entonces que la distancia promedio en las redes
metabdlicas de células eucariotas, bacterias y arqueas es de
9,57; 8,50y 7,22, respectivamente, lo cual es mas similar a las
distancias obtenidas experimentalmente.

(iii) El didmetro de las redes metabdlicas aumenta conforme se
incrementa la complejidad del organismo en estudio. Sin
embargo, este aumento no se produce de una forma exponen-
cial, como seria esperable si las conexiones fuesen al azar. Este
hallazgo apoya la hipétesis de que las conexiones se realizan
siguiendo la teoria de las potencias (ver mas adelante). Otra
importante consecuencia de este tipo de crecimiento dirigido
es que al aumentar la conectividad de algunos nodos, aumenta
su importancia, y su eliminacién conduce a la desintegracién
de lared en «clusters» disfuncionales. Se ha demostrado que la
lista de los nodos mas conectados en los 43 organismos anali-
zados es practicamente la misma. Estos nodos se refieren a un
grupo muy reducido de metabolitos utilizados para procesos
fundamentales y comunes a todos ellos. El resto de los meta-
bolitos, es decir, los menos conectados, son los utilizados para
adquirir las caracteristicas distintivas de cada especie. Ma y
Zeng'®, complementando el trabajo de Jeong et al.’, postula-
ron la estructura teérica macroscépica de las redes metabélicas
con forma de «pajarita» (bow-tie) (fig. 1).

Crecimiento de las redes biologicas

Se han propuesto varios modelos para explicar el crecimiento de
las redes bioldgicas. El mas aceptado es el de nodos con un grado
fijo que son constantemente agregados y conectados a la red. En
este modelo la probabilidad a priori de establecer una nueva cone-
xién con un nodo determinado se incrementa conforme aumenta el
ndmero de conexiones que ese nodo tenia previamente???!, Es
el modelo de vinculacion preferencial (preferential attachment model)
de Matthew®22, Por ejemplo, si existiesen 3 nodos denominados a,



P. Cardinal-Ferndndez et al / Arch Bronconeumol. 2014;50(10):444-451 449

by c, con 3, 10 y 15 conexiones, respectivamente, lo mas proba-
ble es que el nodo c reciba la nueva conexién dado que es el mas
grande.

Se ha sugerido que (i) los nuevos nodos en las redes bioldgi-
cas aparecen por duplicacién génica, puesto que genes ortélogos
(genes evolutivamente antiguos que estan presentes en distintos
organismos pero que codifican proteinas con la misma funcién)
tienden a generar nodos con un mayor niimero de conexiones?>;
y (ii) la especializacién de los nodos es relativamente rapida, pues
las conexiones existentes entre genes paralogos (genes que se ori-
ginaron por duplicacién en la misma especie pero evolucionaron
independientemente, por lo que codifican proteinas con funciones
similares pero no idénticas) son distintas. Por esto se ha propuesto
una segunda teoria denominada de dindmicas de union (link dyna-
mics), segtn la cual la evolucién de una red se basa, ademas de en
conexiones preferenciales, en la ganancia y pérdida de conexiones
entre nodos especificos.

Estas teorias de crecimiento de las redes biolégicas explican el
funcionamiento de otros tipos de redes. Por ejemplo, en los nego-
cios es mas probable establecer un nuevo negocio si se genera una
«conexién» con el gerente de la empresa que con el dependiente,
aun cuando es posible que luego se generen otras conexiones y se
pierda o reduzca la primera del gerente. Otro ejemplo es la vida
social. Es mas probable integrarse a un nuevo grupo de personas
si se establece la conexién con el chico o chica mas popular, aun
cuando es posible que las conexiones posteriores, una vez incluido
en la red, se estrechen con un individuo no tan popular pero que
genera un interés en particular. Estos enlaces a su vez no son fijos
y estan influidos por factores ambientales. Basta observar las rela-
ciones existentes entre los integrantes de cualquier laboratorio de
investigacion o de cualquier servicio hospitalario.

Genome-scale metabolic models

Analizar desde un punto de vista global los patrones obte-
nidos experimentalmente provenientes de las ciencias «-6micas»
requiere la construccién de modelos matematicos denominados
genome-scale metabolic models (GEM) en los cuales se integran los
datos experimentales (patrén metabolémico) con la prediccién de
las interacciones que entre ellos ocurren mediante la utilizacién
de plataformas bioinformaticas y de informacién procedente de
grandes repositorios y bases de datos?4-26,

Existen varios tipos de modelos metabdlicos o GEM, aunque
todos tienen en comin el objetivo de identificar matematicamente
los puntos de restricciéon. Estos puntos de restriccién permiten
distinguir entre lo posible y lo imposible desde el punto de vista
metabdlico. Las restricciones son de 3 tipos:

(a) fisicoquimicas, definidas por (i) laley de conservacién de la masa
y de la energia, (ii) la dependencia entre las reacciones y la con-
centracion de los metabolitos, y (iii) el cambio en la energia libre
de las reacciones espontaneas;

(b) ambientales, por ejemplo, la disponibilidad de nutrientes; y

(c) regulatorias, por ejemplo, como la célula se adapta a los cambios
ambientales.

La construccién de un GEM comienza con la elaboracién de
una matriz estequiométrica. Describir exhaustivamente el proceso
de generar una matriz estequiométrica excede el propdsito de
la presente revision (ver Covert et al?’). Simplemente mencio-
naremos que el proceso comienza con la recoleccién de datos
de la literatura (por ejemplo, desde Uniprot [www.uniprot.org],
BRENDA [www.brenda-enzymes.info], Biocyc [www.biocyc.org]
o KEGG [http://www.genome.jp/kegg]) para generar un listado
de productos quimicos y reacciones de transporte junto con los

metabolitos que participan en ellas en una determinada célula.
En una matriz estequiométrica cada columna corresponde a un
elemento quimico o reaccion de transporte, con valores distintos
de cero para identificar qué metabolitos participan en la reaccién,
asi como el coeficiente estequiométrico que corresponde a cada
metabolito. La matriz debe tener direccionalidad (los substratos
tienen coeficientes negativos y los productos coeficientes positi-
vos). Las filas de la matriz conforman la lista de reacciones en la
cual un metabolito participa.

El balance de masas (mass balance) constituye una aplicacion
de la ley de conservacién de masas en un sistema fisicoquimico
con el objetivo de identificar los flujos o reacciones que suceden
mediante el analisis de lo que ingresa y sale en un determinado sis-
tema. Actualmente las matrices estequiométricas también pueden
unirse con datos «-6micos», provenientes, por ejemplo, del estudio
del transcriptoma. Se puede conectar, aunque existen gran cantidad
de dificultades, cada elemento quimico o reaccién de transporte a
las proteinas o genes que permiten la formacién del elemento o la
reaccion, con el prop6sito de mejorar la representacién del sistema.

Metabolomica y genome-scale metabolic models

La metabolémica se refiere al estudio global de los metaboli-
tos end6genos, y representa una «foto instantanea» de la expresién
génicay de la actividad enzimatica y fisiolégica?228-30 de un sector
especifico (por ejemplo, un tejido o la sangre) de un individuo. La
metaboldmica se origina a partir del concepto de que las enferme-
dades humanas estan asociadas a un estado metabélico anormal y,
por tanto, se reflejan en cambios a nivel de los componentes de los
tejidos y liquidos corporales®!-32,

La identificaciéon masiva de los metabolitos puede ser realizada
en células, tejidos o fluidos bioldgicos, utilizandose principalmente
2 técnicas: (a) espectroscopia de alta resolucién mediante resonan-
cia magnética nuclear; y (b) espectrometria de masas en tindem
con electroforesis capilar, cromatografia de gases, cromatografia
liquida, y espectrometria de masas transformada de Fourier de
resonancia iénica en ciclotron. Ambas modalidades se consideran
complementarias.

El andlisis metabolémico permite (a) identificar metabolitos;
(b) cuantificar su concentracion; (c) relacionar los metabolitos con
situaciones especiales, definiendo asi biomarcadores con un valor
diagnéstico, pronéstico o de respuesta al tratamiento; (d) compren-
der la funcién de los metabolitos en vias metabdlicas particulares
o en toda la red metabdlica en general, proporcionando asi infor-
macién sobre la patogénesis de una entidad; (e) identificar dianas
terapéuticas; y (f) obtener imagenes de forma no invasiva, como la
imagen de resonancia magnética nuclear o la tomografia de emisién
de positrones o PET (de su acrénimo en inglés).

El primer ser vivo en ser modelado fue el Haemophilus
influenzae®. Actualmente, existen numerosos procariotas y euca-
riotas cuyas redes bioldgicas han sido reconstruidas mediante esta
aproximacién holistica®#3°. En humanos, en el momento actual,
se han publicado 3 GEM denominados Recon 136, Red metabélica
humana de Edimburgo3’ y HumanCyc33.

El Recon 1, al cual nos referiremos de forma particular por ser
el mas ampliamente utilizado, fue publicado en 200736 e incluye
1.496 marcos abiertos de lectura (en ingles open reading frames;
se refiere a secuencias de ADN que codifican para proteinas),
2.004 proteinas, 2.712 metabolitos y 3.311 reacciones metabdlicas.

Actualmente, las principales aplicaciones del Recon 1 son:

(a) Integrar las ciencias «-6micas» para la construccién de mode-
los especificos. Por ejemplo, se pueden integrar estudios de
transcriptémica o proteémica mediante el Recon 1 para deter-
minar las reacciones en una célula o tejido en particular.
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(b) Mapear genes homélogos para la construccién de modelos. La
utilizacién de animales de experimentacién es esencial en el
desarrollo cientifico, por lo cual se han desarrollado mode-
los restrictivos para animales394, Sin embargo, resultan muy
poco exactos. Recientemente, se han utilizado algoritmos para
la adaptacién del Recon 1 a modelos animales aprovechando
la gran homologia de secuencia que existe entre determinados
animales*!42,

(c) Interpretar los datos obtenidos de forma masiva en los estados
de enfermedad o en la respuesta a los tratamientos.

(d) Simular estados patoldgicos o respuesta a tratamientos.

Recientemente Agren et al.*3 han publicado un protocolo parala
elaboracién automatica de los GEM en lineas celulares especificas.
El algoritmo fue aplicado a 69 tipos celulares humanos distintos y
16 tipos de canceres.

El andlisis de agrupamiento («clusters») jerarquico no supervi-
sado (sin conocer o definir previamente de qué grupo se trata) de las
69 redes celulares y las 16 de cancer encontr6 que entre las células
normales existe una tendencia a agruparse en funcién de la cerca-
nia anatémica que presenten (por ejemplo, las células de la corteza
y médula adrenal se juntan). De forma inesperada, se encontré que
las células cancerigenas pueden diferenciarse en 3 grupos: (a) can-
cer de higado, colorrectal, mamay endometrio; (b) cancer de cuello
y cabeza; y (c) el resto. Adicionalmente, se encontr6 que solo 189
reacciones (el 4,1% del total de las reacciones) son exclusivas para
una linea celular o cancer especifico, mientras que 501 (el 11% del
total de las reacciones) son comunes a todas las células. También
compararon las redes de los 16 tipos celulares de canceres con los
24 tipos celulares normales de los cuales provienen y concluyeron
que: (a) existe un aumento pronunciado del metabolismo de las
poliaminas (espermidina, espermina y putrescina), cuyos efectos
incluyen funcién antioxidante, supresién de la necrosis y aumento
de la proliferacién celular; (b) aumento en la via de la sintesis
del isoprotenoides en especial del difosfato de geranilgeranil,
implicados en varios eventos prooncogénicos; y (c) aumento en
la produccién de prostaglandinas, leucotrienos y acido hidropero-
xieicosatetranoico, compuestos con importante participacién en
la inflamacién y estimulacion de la progresion del cancer.

Una vision de futuro

A pesar de los recientes avances, la capacidad de analizar
datos de forma masiva e integrarlos mediante una visién holistica
aan es insuficiente. El futuro préximo experimentara un avance
tecnoldgico significativo con un incremento en la sensibilidad y
especificidad para detectar muchos mas metabolitos y otras molé-
culas, asi como un drastico descenso en los costes de analisis y
procesamiento. Estos cambios permitirdn el estudio de los siste-
mas bioldgicos en distintas condiciones de salud y enfermedad, asi
como en tiempos evolutivos diferentes (nacimiento, adolescencia
y senectud, o al inicio y al final de la patologia, por ejemplo).

Se deberan mejorar los sistemas de deteccion de interacciones
de moléculas. Por ejemplo, se dispone de técnicas para analizar
masivamente las interacciones entre proteinas (two-hybrid scree-
ning) pero no para metabolitos, lo cual constituye una de las grandes
dificultades actualmente.

Asimismo, es necesario el desarrollo de plataformas bioinfor-
maticas mejores y mas potentes, capaces de incluir, ademas de los
metabolitos y la expresién génica, otras potenciales «restricciones,
por ejemplo, patrones epigenéticos y de microARN.

La posibilidad futura de disponer de datos de forma masiva
plantea el desafio de la transformacion de esa informacién en cono-
cimiento Gtil. En este contexto, la interpretacion intuitiva o basada
en la experiencia del investigador pierde validez, haciéndose

necesaria la utilizacién de herramientas como la mineria de datos
(data mining) que permitan la identificacion de patrones o elemen-
tos relevantes en conjuntos grandes de datos. Se trata de la misma
aproximacién que la que es requerida para el analisis de textos (text
mining) en grandes bases de datos (por ejemplo, Pubmed). Los algo-
ritmos que la mineria de datos en general o la mineria de textos en
particular utilizan son extremadamente complejos (por ejemplo,
redes neuronales, arboles de decisién, agrupamiento o reglas de
asociacion). Se han desarrollado programas de uso libre (por ejem-
plo, Weka, http://www.cs.waikato.ac.nz/ml/weka/) que son senci-
llos de utilizar y cuyos resultados son altamente fiables. A pesar de
lo mencionado, siempre resulta necesaria una validacién experi-
mental final de los resultados obtenidos mediante estas estrategias.

Finalmente, un aspecto basico para la correcta interpretaciéon
de los resultados es el cardcter multidisciplinario de los equipos de
investigacion. La colaboracién entre expertos en bioinformatica y
expertos en el area concreta de estudio debe ser temprana en el
planteamiento del disefio del estudio y debe mantenerse a lo largo
del desarrollo de la investigacion.

Conclusiones

La ciencia moderna ha presentado desde sus inicios una cons-
tante transformacién impulsada en gran medida por el desarrollo
tecnoldgico. El siglo pasado fue el auge del enfoque reduccionista,
en el cual se plantea describir las «partes» de cada sistema y —en
funcién de ellas— deducir el funcionamiento general. En el presente
siglo, la irrupcién de tecnologias de alto rendimiento asociadas al
desarrollo de las plataformas bioinformaticas permitié el analisis
de los procesos biolégicos como un «todo» y no como la suma de
sus «partes». Este nuevo enfoque se ha denominado «holistico» o
«biologia de sistemas» y presenta caracteristicas que le son propias
y compartidas por la mayoria de los organismos. En la biologia de
sistemas lo importantes es cémo todos los elementos interactian
entre si, y se relega la importancia de las interacciones especificas
entre uno o pocos elementos. La aplicacion de la biologia de siste-
mas a procesos o problemas vinculados a la salud ha originado una
nueva disciplina denominada medicina de sistemas.

Los diagramas de grafos son una manera de representar las inte-
racciones entre los elementos pertenecientes a una red bioldgica.
Casi todas las redes pertenecientes a los seres vivos son del tipo
«libre de escala».

Actualmente resulta posible la integracién de los datos produ-
cidos de forma masiva mediante modelos matematicos complejos
basados en la realizacién de matrices estequiométricas y en la iden-
tificacion de los puntos de restriccidn. Sin ignorar los desafios y las
dificultades que se presentaran en el futuro, la perspectiva holis-
tica plantea una oportunidad excepcional para la comprensién de
los procesos biolégicos de una forma integrada y para el desarrollo
de tratamientos innovadores.
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