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Resumen

Un tema de controversia y discusion en
la investigacion biomédica es la validez de
la informacién obtenida de los experimentos
realizados. Los modelos experimentales utili-
zados determinan el tipo de conclusiones asi
como la informacién obtenida. Basicamente
podemos clasificar los modelos experimenta-
les en: experimentos in vivo, in vitro e in sili-
co. Se entiende por experimento in vivo aquel
que se lleva a cabo con especies animales.
Los experimentos in vitro son realizados en
dispositivos de laboratorio utilizando tejidos,
células o moléculas provenientes de las es-
pecies animales. Por Ultimo, los experimentos
in silico son simulaciones o reproducciones
de experimentos in vivo o in vitro, que em-
plean modelos matematicos y softwares de
simulacion. ¢Cual de ellos es mas adecua-
do? Es una pregunta que no debe hacerse
el investigador. La pregunta que se debe ha-
cer es: ;Qué modelo es mas adecuado para
responder a mi interrogante respecto del
fendmeno natural que estoy estudiando? En
general, los modelos mencionados se com-
plementan y no son excluyentes. Los mode-
los in vivo permiten estudiar las condiciones
biolégicas en las que ocurre un fenémeno y

cudles son sus consecuencias. Los modelos
in vitro nos aproximaran a los mecanismos
subyacentes y los modelos in silico permiti-
ran anticipar la magnitud de las respuestas
del sistema en estudio ante variaciones de las
variables intervinientes. Si bien es cierto que
lo mismo podria hacerse con modelos in vivo,
es indudable que la velocidad de obtencién
de la informacién y el menor gasto justifica
enormemente su utilizacion.

Palabras clave: experimento in vivo, ex-
perimento in vitro, experimento in silico.

Summary

A subject of controversy and discussion in
biomedical research is the validity of the in-
formation obtained from the experiments. Ex-
perimental models determine the conclusions
and the information obtained. Basically we
can divide experimental models: experiments
in vivo, in vitro and in silico. An in vivo experi-
ment is that is carried out in an animal spe-
cies. The in vitro experiments are performed
in laboratory devices using tissues, cells or
molecules from animal species. Finally, in
silico experiments are simulations of in vivo
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or in vitro experiments, using mathematical
models and simulation software. Which one is
best? Is a question that the researcher should
not ask himself. The question to ask is: Which
model is more suitable to answer my question
about the natural phenomenon | am studying?
In general the models mentioned are comple-
mentary and not exclusive. The models al-
low us to study in vivo biological conditions
in which a phenomenon occurs and what are
the consequences. In vitro models approxi-
mate us the underlying mechanisms, and in
silico models allow us to anticipate the magni-
tude of system’s responses to changes in the
variables involved. Although the same infor-
mation could be obtained with in vivo models,
there is no doubt that less time and low cost is
involved in obtaining the information.

Key words: experiment in vivo, experi-
ment in vitro, experiment in silico.

El conocimiento cientifico surge de la apli-
cacion del método cientifico. Este ultimo se
fundamenta en la observacién de un fendme-
no natural, la formulacién de una hipoétesis y
la verificacidn de esta a través de experimen-
tos. El experimento es una situaciéon general-
mente controlada en la cual se reproduce el
fendmeno observado. Si bien experimental-
mente intentamos acercarnos a la situacién
real en la que fue observado dicho fenémeno,
la multitud de variables existentes hace que a
muchas de ellas no las podamos conocer, o
mas aun, que ni sospechemos su presencia.
En el mejor de los casos, estas variables des-
conocidas o incontrolables pueden no ser las
determinantes del fenémeno, pero en otros
casos pueden ser las que condicionen la res-
puesta de nuestro sistema y las estemos ig-
norando.

Cada ciencia tiene sus modelos para el
estudio de los fendmenos. Asi, las ciencias
biomédicas se basan en diferentes mode-
los experimentales para poner a prueba las
hipotesis: modelos in vivo, in vitro e in sili-

co. Los ensayos in vivo son aquellos en los
cuales hacemos el estudio en las condicio-
nes mas préximas al fenédmeno observado,
por ejemplo un ensayo clinico. Pero muchas
veces el modelo in vivo no es el mismo don-
de se observé el fenémeno. Por ejemplo, se
observé que en ciertas zonas del planeta,
las personas presentaban mayor densidad
mineral 6sea (DMO) y menor riesgo de frac-
turas. Las investigaciones condujeron a pen-
sar que era el fluoruro contenido en el agua el
responsable, al menos en parte, de la mayor
DMO.! Se intent6 estudiar el proceso utilizan-
do animales de experimentacién a los que se
les administrd fluoruro de sodio en el agua
de bebida, en algunos casos con resultados
que confirmaron la hipoétesis? y en otros que
la refutaban.® La reproduccién de la situacion
real en pacientes administrando fluoruro por
via oral tampoco dio resultados comparables
a los observados naturalmente.* Si bien los
modelos in vivo intentaron reproducir el efec-
to del fluoruro sobre el esqueleto, carecieron
de validez. En primer lugar, la observacion fue
hecha en seres humanos de una regién dada
pero en el laboratorio se realizaron ensayos
con animales de experimentacién, donde el
escalado de dosis puede no ser exacto. Ade-
mas, al administrar fluoruro a pacientes se lo
hizo en dosis diarias Unicas y a mujeres pos-
menopausicas y no como ocurrié en la ob-
servaciéon, donde las mujeres habian recibi-
do fluoruro en bajas dosis por largo tiempo
y seguramente antes de la menopausia. Aun
queda una pregunta que no tiene respuesta:
¢Habra sido el fluoruro el responsable de la
mayor DMO? ¢0 habra sido la combinacion
de fluoruro y otras variables?

Como contracara de los estudios in vivo
se encuentran los estudios in vitro, los cua-
les intentan simular las condiciones naturales
en que se realizd la observacion o al menos
aproximarse a las condiciones aplicadas en
los experimentos in vivo. Estos experimentos
son herramientas adecuadas para el estudio
de mecanismos involucrados en los fenéme-
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nos observados. Sin embargo, un estudio in
vitro muestra parcialmente el mecanismo en
estudio. Las extrapolaciones que se hacen de
un trabajo in vitro deben ser bien aclaradas
en la discusioén y en las conclusiones, a fin de
evitar malas interpretaciones.® Volviendo al
efecto del fluoruro sobre el esqueleto, se de-
mostré in vitro que el fluoruro inhibe una pro-
teina fosfatasa que desfosforila receptores de
factores de crecimiento, potenciando de esta
manera la accion de dichos factores.® Este
conocimiento permite entender como actua
el fluoruro a nivel de las células 6seas, pero
de ninguna manera asegura que lo que ocurre
in vivo sea lo observado en este tipo de expe-
rimentos y menos puede asegurarnos que es
lo Unico que ocurre. Ademas, por lo general
se utilizan concentraciones que se encuen-
tran muy lejos de las halladas en plasma lue-
go de una dosis de fluoruro y se mantienen a
lo largo del tiempo, situacion que esté alejada
de la realidad en la cual las células son ex-
puestas solo unos minutos al fluoruro luego
de una dosis oral.”

Existen opiniones acerca de que los traba-
jos in vitro podrian ser mejores que los in vivo;
se argumentan mejor control o condiciones
éticas, reduccién de errores estadisticos y
menor costo.® Se propone que deberia argu-
mentarse claramente la necesidad de hacer
un estudio in vivo cuando el in vitro ha de-
mostrado el resultado. La misma considera-
cién podria hacerse en contrario y pareceria
ser mas adecuada: deberia demostrarse el
porqué de no hacer el trabajo in vivo.

Es conocido que los resultados hallados
en un modelo no son faciimente extrapola-
bles a otro modelo. Aun dentro de un mismo
tipo de modelo, pero cambiando de especie,
la compatibilizacion de resultados no es di-
recta. Dentro de un mismo tipo de modelos,
por ejemplo in vivo, el escalado es una he-
rramienta importante, pero requiere grandes
esfuerzos y verificaciones.® Mas dificil es la
extrapolacion de resultados hallados en mo-
delos in vitro a modelos in vivo.

Una duda que le surge al investigador es
cual es el mejor modelo para estudiar un fe-
néomeno. La respuesta derivada de la expe-
riencia parece ser sencilla: todos. Cada uno
de ellos cumplira un papel clave en la expli-
cacién de un fendmeno natural. La comple-
mentacion de los modelos utilizados con
los adecuados disefios experimentales y las
pruebas estadisticas contribuiran a construir
una hipoétesis correcta respecto del fendme-
no observado.

¢Cual deberia ser la secuencia légica de
experimentacion? Respuesta dificil de dar. De
hecho, la experimentaciéon debe surgir como
respuesta a un interrogante. En general, el
interrogante es un fenédmeno natural que tie-
ne explicacion parcial y, en nuestra area de
experimentacion en particular, podriamos
decir algun funcionamiento fisiolégico o pa-
tolégico de algun sistema, aparato u érgano.
Esta situacién puede provenir de diferentes
origenes, pero basicamente son dos: causas
genéticas o causas ambientales.

La primera investigacion necesariamente
debe ser in vivo, observacional, identificando
causas de la situacién en estudio. El trabajo
en esta area es arduo ya que la cantidad de
variables involucradas es innumerable. Con-
trastar resultados con otros grupos en los
cuales las variables tengan otros valores da-
ria informacién adicional de gran valor. Iden-
tificadas las posibles variables causantes del
fendmeno, lo adecuado seria intentar demos-
trar que lo mismo ocurre en modelos experi-
mentales in vivo, pero recurriendo a modelos
animales, controlando mejor las variables y
aplicando un escalado adecuado que permita
evitar la distorsién de los resultados por mala
aplicacion de la dosis, el tiempo de tratamien-
to, la edad, el estado hormonal, etcétera.

Si los resultados in vivo con animales per-
miten reproducir con buena semejanza los
resultados observados del fendmeno natural,
el estudio del mecanismo podria encararse
a través de experimentos in vitro, utilizando
tejidos, células, componentes subcelulares o
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moléculas. Estos experimentos podrian dar la
forma en la que se produce el fenbmeno y de
alguna manera brindar informacion de como
hacer manipulable o controlable el fenémeno
natural observado.

¢(Qué aportan los experimentos in silico?
La modelizacién de los fendmenos naturales
no es una practica que se inicié en los ulti-
mos afos. Sin embargo, con el avance de
la tecnologia, la posibilidad de modelizar los
fenémenos naturales se ha hecho cada vez
mas comun, debido a la velocidad a la que
se pueden resolver los modelos con la ayuda
de las ciencias informaticas. La interrelacion
de las ciencias bioldgicas con las ciencias de
la computacién y la ingenieria han permitido
construir y resolver modelos matematicos
que permiten llevar a una computadora un
determinado fenédmeno. ;Qué ventajas ofre-
cen estos modelos? En primer lugar podria-
mos decir que no tienen desventajas, no pro-
ducen grandes gastos y permiten progresar
intelectualmente sobre el fenémeno, pensan-
do en las variables que podrian influir sobre
él. Estos modelos matematicos computacio-
nales o modelos in silico permiten simular si-
tuaciones reales, modificando los valores de
las variables involucradas en un amplio rango
de valores y contrastarlos con los valores rea-
les. De esta manera nos mostraran compor-
tamientos que quiza llevaria décadas obtener
de la observacién o de la experimentacion.
Los modelos in silico a nivel bioldégico podria-
mos decir que estan surgiendo lentamente
pero de manera sostenida. El nimero de pu-
blicaciones periddicas en esa area lo avalan.'®
La deficiencia actual de estos modelos radi-
ca en el escaso conocimiento necesario que
existe a nivel biolégico de los fenémenos y la
interaccion de estos con otros fendmenos.
Por ejemplo, sabemos por experimentos in
vitro que el fluoruro aumenta la proliferacion
y diferenciacion de osteoblastos, pero por
experimentos in vitro e in vivo sabemos que
el fluoruro disminuye la secrecién de insuli-
na, hormona que también tiene efecto sobre

el hueso pero de manera contraria a lo que
hace el fluoruro. Ademas, el fluoruro no tiene
el mismo efecto sobre la secrecion de insu-
lina en diferentes animales. Por lo tanto, un
modelo in silico deberia contener ambos fe-
némenos Y la escritura de estos en términos
matematicos tiene limitantes a nivel intelec-
tual, que no son facilmente salvables.

Los experimentos in silico son novedosos,
ya que incorporan la computadora y los soft-
wares de simulacién, pero no son novedosos
en la ciencia. Cuando un médico hace un
diagnostico y prescribe un medicamento, ba-
sicamente esta haciendo un experimento in
silico, tomando una decisién sobre la base de
un modelo previamente desarrollado y espe-
rando la respuesta que el modelo le predice.
El avance de los modelos in silico ha sido im-
portante y ya hay quienes plantean el reem-
plazo de experimentos con animales por ex-
perimentos en simuladores. En muchas areas
de la ciencia se ha planteado la duda sobre
los modelos in vivo o in vitro. Por ejemplo, a
nivel de la genotoxicidad, se estima que con
el enorme numero de sustancias con dicha
capacidad podria llevar cientos de afios llegar
a obtener resultados fiables con modelos in
vitro o in vivo. En cambio, el uso de algoritmos
adecuados puede conducir a resultados fia-
bles en mucho menos tiempo. La utilizacion
de modelos Q(SAR)" (quantitative structure
activity relationship) y Q(SPR) (cuantitative
structure properties relationships) para rela-
cionar la estructura de una sustancia con su
actividad o la estructura con sus propieda-
des es prometedor. Si bien estos modelos
tienen deficiencias, la utilizacion combinada
de mas de un software dentro de estas me-
todologias puede aportar resultados mas fia-
bles que los experimentos in vivo o in vitro.!3,'*
Los beneficios de la combinacién de modelos
son evidentes en innumerables trabajos de
la farmacodinamia y farmacocinética. ' Un
avance reciente que merece ser mencionado
es un simulador para estudios preclinicos en
diabetes, que fue aprobado por la FDA como
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sustituto de estudios en animales.'® El simula-
dor usa algoritmos que modelizan el sistema
metabdlico humano basado en datos de 300
pacientes diabéticos de diferentes edades y
tiene 26 parametros que permiten modelizar
estados individuales de cada paciente. Per-
mite introducir variables como ejercicio fisi-
co, dieta e inyeccion de insulina, y estudiar la
eficacia de nuevos productos o compararlos
con otros existentes.

Los experimentos in silico o simuladores
permiten avances en diversos campos de la
ciencia, la incorporacion de simuladores en el
entrenamiento de pilotos de aeronaves o en el
area biomédica, por ejemplo para el entrena-
miento en practicas quirlrgicas es una mues-
tra mas del potencial de estos modelos."”

A modo de conclusion podriamos decir
que el modelo que se va a utilizar para es-
tudiar un fenémeno natural no es ajeno al
principio de las 3 Rs '® que rige en las areas
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