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Entrevista con la Dra. Rosa Muchnik de Lederkremer

La Dra. Lederkremer es Investigadora Superior del CONICET vy
Profesora Emérita de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de
la Universidad de Buenos Aires . Es precisamente su situacion de
Profesora Emérita lo que la convierte en un caso notable entre las
docentes e investigadoras de la Facultad, ya que no hay ninguna mujer
gue haya logrado ese cargo. Dado que la Dra Lederkremer es también
madre y en la actualidad abuela, QV se interes6 en conocer su opinién

sobre cdmo es posible lograr compatibilizar las responsabilidades del

hogar y acceder a los mas altos cargos como docente e investigadora.

La Dra. Lederkremer nos recibi6 en su luminosa oficina con vista a la ciudad de Buenos Aires,
ubicada en el tercer piso del Pabellon Il en la Ciudad Universitaria. Alli, ademas de libros y muchos
papeles “sélo aparentemente desordenados” sobre el escritorio, vimos fotos de sus hijos y de sus

cuatro nietos.

QV: ¢ Como descubrié su vocacion por la quimica?

No fue en forma directa. Como casi todos, uno no tiene una vocacion por la quimica en el
secundario. Estudié en el Liceo 2, al lado del Parque Rivadavia y me encantaban Matematica, Fisica
y Quimica, y de las tres, la que mas me gustaba era Fisica. Al decidir estudiar en la Facultad de
Ciencias Exactas, me pregunté con qué carrera iba a tener una mejor salida laboral y pensé que
Quimica podria brindarme esa salida. Mis padres no influyeron en mi decisiéon; mas aun, recuerdo

que cuando mi mama decia que tenia una hija doctora, le contestaban “qué bien...médica”.

QV: ¢En qué temas de investigacién trabaj6é en sus inicios?

Empecé mi tesis en Microbiologia en 1954 con el Dr. Osvaldo Peso. A mi, en realidad, me gustaba la
Quimica Organica pero en esa época en el Departamento de Quimica Orgéanica, que formaba parte
del Departamento de Quimica Bioldgica, no habia ningun profesor que pudiera dirigir mi investigacion,

ya que el Dr. Deulofeu se habia tenido que ir a trabajar a la empresa privada por cuestiones politicas.

Hablé entonces con el Dr. Ferramola que dictaba Microbiologia, materia con la que me gradué, quien
me sugirio consultar al Dr. Peso con quien finalmente realicé la tesis trabajando en los laboratorios de

Obras Sanitarias de la Nacion en Palermo.
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El ambiente era muy lindo, tuve buenos compafieros y presenté la tesis sobre la determinacion de
vitamina B12 por un método microbiolégico en barros cloacales. La defendi en el Departamento de

Quimica Bioldgica en el afio 56, con calificacion sobresaliente.
QV: Termind la tesis en dos afios...¢, tenia un cargo docente, o una beca?

No habia becas para realizar el doctorado, trabajé ad-honorem, intensamente y lo terminé en dos
afos, porque no habia que cursar materias para obtener el titulo. Ya estaba casada y habia

planeado no tener hijos hasta terminar la tesis.

Pero al finalizar el doctorado ya queria un trabajo remunerado, entonces le dije al Dr. Peso que me
interesaba la docencia y que por eso me gustaria trabajar en la Universidad. Como no habia
vacantes en Microbiologia me comenté que el Dr. Deferrari habia regresado al Departamento de
Quimica Organica y estaba buscando auxiliares docentes. Ya habia terminado de escribir la tesis
cuando contacté al Dr. Deferrari y como todavia no habia concursos regulares en la Facultad, él
mismo convocd a un concurso interno, al que nos presentamos tres o cuatro personas. El Dr.
Deferrari leyd mis antecedentes, mis calificaciones eran muy buenas y, “a pesar de ser mujer”, como
comenté en broma, me ofrecié el cargo. Asi, obtuve el primer cargo de auxiliar docente en el
Departamento de Quimica Organica, y la dedicacién exclusiva en el 58, cuando ya tenia a Gerardo,
mi hijo mayor. Tenia un afio, ya no lo amamantaba y entonces acepté la dedicacion exclusiva y

empecé a trabajar en hidratos de carbono con el Dr. Deferrari.
QV: ¢Como fue su primera experiencia en Quimica Organica?

Voy a contar una anécdota, a mi me encantaba la sintesis y creo que el Dr. Deferrari, de alguna
manera, quiso poner a prueba mi vocacién al proponerme como trabajo de investigacién, una sintesis
de hidratos de carbono que requeria acido cianhidrico. Se trata de la sintesis de Kiliani de heptosas,
en la que se obtiene heptosa a partir de hexosa con este acido. El tenia un dominio excepcional de la
técnica, en realidad la hizo él, yo lo segui. Para realizar la sintesis trabajamos en el laboratorio de
alumnos, en el tercer piso de la calle Perq, los dias que no habia trabajos practicos. Se diria que yo
actuaba de ayudante de cocina alcanzandole al Dr Deferrari todo lo que pedia. El riesgo verdadero lo
tomaba él, teniamos a nuestro alcance ampollas de nitrito de amilo por si se producia un accidente.
Por otra parte Deferrari decia que era mejor fumar para detectar el olor a cianhidrico. Preparamos
cantidades de glucoheptosa, calactoheptosa y manoheptosa, como productos de partida para otras
reacciones. A partir de ese momento quedé trabajando en el tema de los hidratos de carbono aunque

nunca hice una sintesis de Kiliani con mis manos.
QV: ¢Cbémo compatibilizaba la carrera cientifica con la dedicacion a su familia?

No fue facil. Mi marido también es quimico y en esa época trabajaba por su cuenta. Siempre me
ayud6 mucho y las decisiones relativas a la vida profesional de cada uno las tomdbamos entre los

dos y, mas tarde, junto ocon los chicos. Habia que compatibilizar. Como ejemplo voy a contar dos
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anécdotas sobre como influyé en beneficio de él, parte de mis logros y, a la inversa, sobre una
oportunidad laboral para mi surgida a partir de su posicidon profesional. En 1962 aparecieron las
primeras becas externas del CONICET y obtuve una para ir a la Ohio State University, para trabajar
con un cientifico muy destacado, el Dr. Wolfrom. Gerardo tenia 4 afios y mi marido me acompafié sin
contar previamente con trabajo, pero para mi era indispensable que viniera para poder quedarme y, a
las pocas semanas empez6 a trabajar en un instituto de investigacion. Estuvimos tres afios, él se
hubiera quedado, pero yo queria volver, mi hijo habia hecho tres afios de primario alla, ahi aprendio
el idioma y el gusto por viajar. Profesional y econémicamente fue muy productiva esta estadia en el
exterior. En esa época, el CONICET facilitaba la reinsercidn de investigadores que habian estado en
el exterior a través de un préstamo del Banco Hipotecario que, junto con lo que habiamos ahorrado,

nos permitié construir la casa donde todavia vivimos.
QV: ¢ Ya tenia otros hijos?

No, queria tenerlos en la Argentina, no hubiera podido hacer con dos hijos todo lo que hice afuera.
Cuando volvi de Estados Unidos en el 65, inicié los tramites para ingresar a la Carrera del
Investigador; en el 66 nacié Miguel y en el 67 entré a la Carrera y también gané un concurso regular
de Profesora Adjunta en Quimica Organica, siendo la primera mujer nombrada Profesora en el
Departamento. Segui trabajando en hidratos de carbono y en el 72 nacié mi tercer hijo, Javier. En el
74 en medio del desastre que era la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, la Universidad de
Buenos Aires y el pais, mi marido recibié una oferta para ir a trabajar a la filial de la fabrica de
pinturas Alba en San Pablo. Teniamos que tomar la decisién y Gerardo estaba por entrar a la
universidad. Acéa la situacion era cadtica, a punto tal que, ain sin goce de sueldo, yo preferia

acompanarlo a Brasil
QV: ¢Y ésta es la vez en la que usted se beneficié con una oportunidad profesional de su marido?

Si, para mi fue muy importante. Primero que alla trataban -y tratan- a los cientificos mejor que aca.
Nos dieron una casa, pero como no me iba a quedar sin investigar, empecé a averiguar dénde podia
trabajar, hasta que fui a verlo al Dr. Dietrich en la Universidad Federal de San Pablo. El trabajaba en
heparina y me sugirié hablar con el Dr. Walter Colli, que estaba trabajando en Trypanosoma cruzi. El
Dr. Colli necesitaba un quimico especialista en hidratos de carbono porque habian detectado la
primera glicoproteina en este parasito, y ahi empezd mi investigacién en glicobiologia del T. cruzi. El
tema me encanté y sigo trabajando en el mismo, mantenemos la colaboracién con el Dr. Colli desde

1975 y nuestro ultimo trabajo es del 2004.

Me dieron el titulo de Profesora visitante financiada por la FAPESP (Fondo para la Pesquisa del
Estado de San Pablo). Aunque fue provechosa la experiencia y mi hijo mayor habia empezado a
estudiar en la Universidad de San Pablo, no quisimos quedarnos a vivir alld y a fines del 77 volvimos.
Estaba la Dra. Thiel a cargo del Departamento y concursé primero un cargo de Profesora Asociada y

luego de Profesora Titular Regular en el 82.
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QV:¢Cuales son la lineas de investigacion actuales?

Dirijo dos lineas, una de sintesis de hidratos de carbono de interés bioldgico y la otra es la que les
comenté antes sobre estructura de glicoconjugados de T. cruzi. En cuanto a la sintesis de hidratos de
carbono, sintetizamos y analizamos posibles sustratos e inhibidores de dos enzimas que sélo se
encuentran en microorganismos: galactofuranosidasa y galactofuranosil transferasa. La otra linea es
en colaboraciéon con el Dr. Frasch, trabajamos sobre trans-sialidasa, una enzima que, por ser
especifica de Trypanosoma y estar ausente en células de mamiferos, resulta un blanco molecular

muy interesante para la terapedutica.

La galactofuranosidasa es una enzima que detectamos en T. cruzi , la galactofuranosil-transferasa
fue detectada y clonada en Mycobacterium tuberculosis por el grupo del Dr. Brennan. Justamente a
partir de la publicacién de la sintesis de galactofurandsidos que habiamos realizado, el grupo del
DrBrennan se puso en contacto con nosotros para una colaboraciéon en la bisqueda de inhibidores.
En este sentido, estoy convencida de que es productivo trabajar en colaboracién, a veces hay que

resignar lugares, pero el objetivo de avanzar en el conocimiento se logra mas rapido.
QV¢ Qué actividades desempefia en la actualidad ademas de las de investigacion?

No es facil hacer muchas mas cosas si se estd abocado a la investigacion. Sigo haciendo docencia,

dirijo doctorandos, leo mucho y escribo pero mayormente sobre Ciencia.
QV. ¢(Como ve el panorama actual de la investigacion en la Argentina?

Soy optimista, creo que hay signos positivos. Es cierto que existe una necesidad imperiosa de
renovar los equipos, las drogas también son muy caras pero trabajando en colaboracién estas
dificultades se reducen y se obtienen mayores logros puesto que, por otra parte, es imposible

dominar todas las técnicas.
QV. Al conversar con usted se nota su pasion por la investigacion, ¢no piensa en descansar?

Paso muchas horas en la Facultad, aunque tengo una aficién, si, la de leer los diarios todas las
mafanas. Hacer investigacién es como respirar para mi y lo disfruto mucho. Ahora mis hijos son
grandes, cada uno tiene sus ocupaciones y sus familias, tengo una nieta argentina que disfruto, pero
mis otros nietos viven en el exterior y mi esposo que ya se ha jubilado, me acompafia como siempre y

me espera con la cena lista todas las noches.
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¢Estamos a las puertas de una nueva pandemia de influenza?

Vilma Savy*

Departamento Virologia. Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas. ANLIS Carlos G. Malbran

Recibido 13 de marzo de 2004
Aceptado 19 de abril de 2004

Brotes y pandemias de influenza

Los virus de influenza A o B circulan virtualmente todos los inviernos en las zonas templadas
del hemisferio norte y sur produciendo brotes estacionales de la entidad clinica conocida como gripe.
En las regiones tropicales y sub-tropicales, la enfermedad ocurre generalmente durante todo el afio
aunque también pueden observarse picos estacionales. Los mismos se caracterizan por un aumento
abrupto del nimero de consultas por enfermedad tipo influenza (ETI) asociado generalmente a un
exceso de mortalidad por neumonias (1), con una duracidon aproximada de 4-8 semanas. La
circulacion viral se confirma con el aislamiento del virus en el laboratorio y su estudio antigénico y
genético revela en la mayoria de los casos, una variacion en la secuencia aminoacidica de los
antigenos de superficie, hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA), que es <1% respecto de la cepa
viral que circulara con anterioridad dentro del mismo subtipo viral. Estas variaciones se producen
debido a mutaciones puntuales que ocurren en ambas glicoproteinas de superficie y confieren al virus
la capacidad de evolucionar en cortos periodos de tiempo. Nuevas cepas pueden emerger afio a afo
como consecuencia de estos cambios, denominados deriva o “drift” antigénico.

Por otra parte, el genoma del virus influenza constituido por 8 segmentos de ARN, posibilita la
formacion de nuevos virus mediante la reasociacion o intercambio de segmentos genéticos cuando se
producen infecciones mixtas por virus con diferentes subtipos de HA en un U(nico huésped
susceptible. Mediante este mecanismo, denominado cambio o “drift”, surgen virus con HA y/o NA
diferentes a los que estaban circulando en la poblacidn humana con anterioridad y, siendo ésta
susceptible, se expanden mundialmente pudiendo producir una pandemia. Ademas, es necesario que
el nuevo virus emergente tenga capacidad de infectar al hombre causando enfermedad clinicamente
aparente y transmitirse facilmente de persona a persona. Las pandemias de influenza han sido
suficientemente documentadas por lo menos en los 3 Ultimos siglos, pero probablemente los datos

mas antiguos se remonten al siglo 12 y la primera de ellas claramente reconocida ocurrié en 1580

Q).
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Virus Influenza A en humanos
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La pandemia de influenza de 1918-19 causada por un virus A(HLN1) (gripe espafiola)

Figura 1

relacionado a influenza porcina y de probable origen aviar causé entre 20 y 50 millones de muertes
en todo & mundo. Este virus continué causando brotes estacionales hasta 1957 cuando emergié un
influenza A(H2N2) (gripe asiatica) cuya mortalidad a nivel mundial se estimé en alrededor de 1 mill6n
de personas. En 1968, este virus fue reemplazado por un influenza A(H3N2) o gripe de Hong Kong y
finalmente, en 1977, se produce la re-emergencia de los virus A(H1N1) luego de una ausencia de
circulacion en la poblacién humana de 20 afios, con un menor impacto en la poblacién ya que las
personas mayores de 20 afios tenian inmunidad residual por exposicidn previa a este antigeno . A
diferencia de las situaciones previas de surgimiento de nuevos virus que reemplazaban totalmente a
los anteriores, a partir de 1977 se produce la co-circulacién de los virus A subtipo HIN1 con H3N2

conjuntamente con las cepas de tipo B.

Virus Influenza A Pandémicos

Figura 2

Se considera que la transmisién interespecies ha tenido un rol fundamental en el origen de las
pandemias de los ultimos siglos. Hay evidencias de que los virus que ocasionaron las pandemias de
1957, A(H2N2), de 1968, A(H3N2) y la reemergencia de A(H1N1) en 1977 se originaron en China
(Fig. 1). Se piensa que esta region provee un nicho ecolégico adecuado para el surgimiento de virus
influenza nuevos debido a la alta densidad de poblacion humana en estrecho contacto con
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poblaciones de cerdos y de aves domésticas y de vida libre facilitando la reasociacion genética (Fig.
2).

Un virus no erradicable

Se han descripto hasta el momento 15 subtipos de HA (H1 a H15) y 9 subtipos de NA (N1 a
N9) de los virus influenza tipo A. Todos ellos han sido aislados de las aves acuaticas de vida silvestre,
predominantemente patos, gansos y gaviotas que constituyen el reservorio natural del virus. En estos
animales, los virus infectan las células del tracto intestinal y se excretan grandes cantidades por
heces. La transmision se realiza por la via fecal-oral y el pico de mayor excrecion ocurre cuando
dejan el lugar de nidada y comienzan la migracién anual. (3) De esta manera se infectan las aguas de
lagos y reservas naturales. A partir del reservorio ocurren infecciones en otros huéspedes como las
aves de corral, los cerdos, los caballos, los mamiferos marinos y el hombre. Si bien los virus de
influenza aviar son generalmente no patégenos en sus huéspedes naturales, pueden causar
significativa morbilidad y mortalidad luego de transmision a otras especies. Desde el punto de vista
epidemiolégico, las especies mas importantes son, ademas del hombre, las aves, los cerdos y los
equinos. Los cerdos son susceptibles a la infeccion con virus influenza A provenientes de aves y de
humanos, existiendo también transmision ocasional del cerdo al humano aunque raramente se
propaga luego de humano a humano. La presencia en el epitelio respiratorio del cerdo de ambos tipos
de receptores descriptos para el virus a nivel de la membrana celular (a2-3 acido sidlico y a2-6 acido

sialico) explicaria esta posibilidad de infeccion con virus de distintos origenes.

En las aves domésticas, la infeccion con influenza A produce una variedad de sintomas que
van desde infecciones no complicadas hasta las mas virulentas conocidas antiguamente como plaga
aviar o actualmente como influenza avi ar de alta patogenicidad (AP) que pueden producir mortalidad
de hasta el 100%. Los virus que producen estas Ultimas se ubican en los subtipos H5 y H7. Estas
infecciones se autolimitan o se controlan por el sacrificio de las aves con las consiguientes pérdidas
econdémicas y su impacto en la economia de la region. Las aves silvestres pueden jugar un rol en la
introduccion de un virus de baja patogenicidad en aves domésticas donde, si circula libremente,
puede mutar a una forma de AP. Hasta el momento no ha sido demostrado que las aves silvestres
sean la fuente de los actuales brotes por H5SN1 AP. Entre 1959 y 2003, sdlo 21 brotes de influenza
aviar AP producidos por distintos subtipos de virus fueron informados a nivel mundial, la mayoria en
Europa y América. (4) En los ultimos afios, la cantidad y frecuencia de episodios de influenza aviar en
aves domésticas fueron en aumento, lo que indicaria una adaptacién continua del virus desde los
reservorios de aves acuaticas. Desde mediados de diciembre de 2003, ocho paises asiaticos
confirmaron brotes de influenza aviar AP causados por cepas H5N1, la mayoria de ellos por primera
vez. La extensidn de los brotes dentro de un pais y a otros paises, tuvo como consecuencia la muerte
por enfermedad o por sacrificio de mas de 100 millones de aves. Esta nueva situacion demostré que
existe falta de experiencia en la mayoria de estos paises en el control y prevencién de la enfermedad

asi como falta de infraestructura y recursos adecuados para realizar las acciones recomendadas por
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los organismos internacionales para evitar la propagacién y/o reintroduccién del virus. El desafio
mayor para el control de influenza radica en la extensa magnitud de los reservorios animales, sus
caracteristicas migratorias y la capacidad de infectar distintos huéspedes asi como la extensién de los
criaderos de aves de corral en establecimientos no controlados como las pequefias granjas de areas

rurales de China y varios de los paises implicados en el brote actual.

En cuanto a la situacién en nuestro pais, no se han detectado en Argentina infecciones de
aves domésticas por estos virus, por lo que se considera al pais libre de influenza aviar. (5) Por otra
parte, en la region sélo fue detectado en Chile un brote de influenza aviar por virus H7N3 en 2002, el

cual fue rapidamente controlado.
El salto de especie. Ultimos episodios.

Durante muchos afios se pensd que para lograr una eficiente introduccién en humanos de un
nuevo virus de influenza era necesario que los cerdos actuaran como huésped intermediario o “balén
de mezclado”debido a poseer éstos los receptores especificos de virus humanos y aviares. Los virus
del subtipo H5 amenazan surgir como un patégeno humano pandémico desde 1997, ocasion en la
que fallecieron 6 de 18 personas infectadas con un \rus de origen aviar AP durante una epizootia
que causaba 100% de mortalidad entre las aves domésticas, patos y gansos. (6) El virus A/Hong
Kong/97 se originé por reasociaciéon del gen de la HA de un virus de ganso H5N1, del gen de la NA
de un virus H6N1 de un ave silvestre de la region (teal) y de los genes internos de un virus de
codorniz HIN2 y nuevamente el H6N1 de teal. Posteriormente, la alta patogenicidad de este nuevo
virus fue asociada con la presencia de una serie de aminodacidos basicos adyacentes al sitio de clivaje

de la HA, siendo el clivaje imprescindible para la infectividad viral.

Desde ese episodio ocurrido en Hong Kong en 1997, se describieron una serie de eventos
donde se demostro la infeccién directa de humanos con virus de origen aviar HON2, H7N7 y H5N1
aunque todos ellos carecieron de la capacidad de transmitirse eficientemente en la poblacion
humana. Los episodios mas importantes ocurrieron en marzo de 2003 en Holanda y, a principios de
2004, en paises del sudeste asiatico fundamentalmente Camboya y Tailandia. En el primer caso, el 1°
de marzo de 2003, se aislaron en Holanda cepas A(H7N3) y A(H1ON7) de criaderos de patos. Una
semana mas tarde, se produce el primer caso de conjuntivitis en humano por un virus A(H7N7) y a
fines del mismo mes se detectan virus de influenza aviar AP (H7N7) en patos y cisnes; por ultimo, en
abril, se los detecta en cerdos. Durante el mes de abril se producen 84 casos de conjuntivitis y
sindrome gripal entre trabajadores de granjas en contacto con las aves infectadas. A todos se les
administré6 antivirales especificos (oseltamivir) y la vacuna de influenza correspondiente a la
temporada para disminuir la probabilidad de que se produzca reasociacién de virus humano y aviar lo
cual podria conferir al virus la capacidad de propagarse persona a persona. Hubo un caso fatal y sélo

se detectd transmisién persona a persona desde un trabajador infectado hacia su familia.
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El segundo caso ocurre a principios de diciembre de 2003, cuando ocho paises de Asia
(Camboya, Ghina, Indonesia, Japén, Laos, Corea, Tailandia y Vietham) comienzan a informar la
existencia de brotes de influenza aviar H5N1 en diferentes especies de aves(7). Dos de ellos,
Tailandia y Vietnam, también denunciaron la ocurrencia de 34 casos confirmados en humanos , 23 de
los cuales fallecieron. Es probable que el nimero de casos humanos sea mucho mayor pero no se
dispone aln de la confirmacion por laboratorio del agente causal de los mismos. Los casos ocurrieron
entre trabajadores de granjas que tuvieron manipulacion directa de pollos o patos enfermos o muertos
y en estudiantes que tuvieron contacto con gallos de rifia o con patos adquiridos como mascota o que

habitaban zonas rurales con brote de influenza aviar.

Preparacién parala pandemia.

Luego de la exposicion de los sucesos que se vienen sucediendo a nivel mundial, es
razonable asumir que ocurrira una nueva pandemia de influenza aunque no podemos prever cuando
ocurrird ni cual sera el virus que la ocasione. El estado actual del conocimiento de k biologia, la
ecologia y la epidemiologia de influenza nos permiten evaluar que existen condiciones para la
emergencia de un nuevo virus de influenza fundamentalmente en comunidades rurales con alta

densidad de poblacion.

La Organizacion Mundial de la Salud lidera el programa mundial de vigilancia y control de
influenza cuyos objetivos principales son reforzar la vigilancia, aumentar el conocimiento del impacto
de la enfermedad, extender el uso de vacunas y acelerar la preparacion de los planes nacionales
para enfrentar la pandemia. La experiencia adquirida a nivel de cooperacion internacional luego de
los hechos de 1997 en Hong Kong, fue determinante en la adquisicién del equipamiento tecnolégico y
la disponibilidad de reactivos para detectar nuevos virus de influenza. Debido al caracter global de las

pandemias de influenza, esta cooperacién sera ...Se requerira el esfuerzo

Los niveles de preparacion definidos por la OMS (Tabla 1) nos ubican en la actualidad en la
fase 0, nivel 2 de una posible pandemia. (8) La vigilancia mundialde influenza puede proveer una
alarma temprana que puede salvar miles de vidas. Los elementos de intervencién con que contamos,
vacunas y antivirales, es muy probable que no estén disponibles en cantidades suficientes cuando se
produzca la primera ola de expansion del nuevo virus. Por ello, es importante definir previamente a
qué grupos de riesgo seran destinados los medicamentos disponibles para disminuir en lo posible la

morbi-mortalidad y los efectos de disrupcion social que se esperan.

Respecto de las vacunas, en la actualidad solo las vacunas inactivadas ofrecen un medio
inmediato de respuesta para una profilaxis masiva (9), aunque los sustratos utilizados (huevos
embrionados) limitan la capacidad de produccion. En algunos paises, ya estan aprobadas las

vacunas preparadas en cultivos celulares o a virus atenuados que podrian suplementar su
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disponibilidad. Actualmente se utiliza la capacidad de reasociacion del virus influenza para producir
virus recombinantes con los genes de HA y NA de las caracteristicas deseadas (producen respuesta
de anticuerpos neutralizantes) y genes provenientes de virus de alto crecimiento en embriones de
pollo y seguros para el humano. Mediante este procedimiento, se tarda no menos de 6 meses en
disponer de un stock de vacuna probada. En el caso de la preparacion de vacunas para los subtipos
H5 y H7, estas cepas que conservan su composicion de multiples amino&cidos béasicos en el sitio de
clivaje de la HA son AP para los embriones y no se puede obtener una buena progenie viral por su
rapida letalidad. Por lo tanto, se esta recurriendo a la genética reversa mediante la cual se pueden
obtener en forma individual los genes deseados por clonacién de cada uno de los genes del virus y
también eliminar las secuencias de aminoéacidos basicos del gen de la HA. El virus semilla obtenido
sera transfectado en una linea celular adecuada ( p.ej.Vero) para producir particulas virales viables.
Estas nuevas vacunas requieren de ensayos clinicos controlados, luego de los cuales deberan ser
aprobadas por las autoridades regulatorias las que, en muchos paises, no aprueban el uso de

microorganismos modificados genéticamente en seres humanos.

Podemos asegurar que, a nivel mundial, no estamos preparados para responder si una
pandemia se declarara en el corto plazo. En nuestro pais, libre de influenza aviar y no productor de
vacunas, los esfuerzos tienden a mejorar la capacidad de deteccion por el laboratorio de nuevas
cepas de virus y disponer de una vigilancia epidemiolégica capaz de detectar tempranamente eventos

no usuales en salud humana y animal.

Tabla 1. Fases de respuesta de la OMS

Fase 0 Actividades interpandémicas

Fase 0, nivel 1 Nueva cepa en un caso humano

Fase 0, nivel 2 Infeccion humana confirmada

Fase 0, nivel 3 Transmision humana confirmada

Fase 1 Comienzo de la pandemia confirmado
Fase 2 Epidemias regionales y multiregionales
Fase 3 Fin de la primer onda pandémica

Fase 4 Onda pandémica secundaria o tardia
Fase 5 Fin de la pandemia (vuelve a fase 0)
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Introduccién

Hacia el 1900 la esperanza de vida era de alrededor de 54 afios, mientras que en la
actualidad una mujer vive en los paises industrializados un promedio de 83 afios. Sin embargo, la
edad de la menopausia se ha mantenido alrededor de los 50 afios desde que se posee registro escri-
to (1). El hecho que en la actualidad las mujeres vivan un tercio de su vida en menopausia ha estimu-
lado numerosas investigaciones sobre como mejorar la calidad de vida.

Muchas mujeres buscan tratamiento para aliviar los sintomas asociados a la menopausia,
siendo los sofocos, que llegan a afectar segun algunas estimaciones al 93% de las mujeres, la
principal causa de consulta. Un tercio de las mujeres califican a los sofocos que sufren como severos
(2). Ademas de este trastorno, en muchas mujeres se produce sequedad vaginal y sintomas urinarios
qgue disminuyen la calidad de vida (3). Con la disminucién de estrégenos también aumenta la reab-
sorcion del hueso, provocando como consecuencia osteoporosis (3). De acuerdo con un estudio
clinico reciente de los Institutos Nacionales de la Salud de Estados Unidos, el 55% de las mujeres
entre 50 y 59 afios y entre el 69 y 88% de aquellas entre 60 y 69 afios presentan densidad 6sea
reducida (4).

Durante muchos afios se ha tratado a las mujeres menopausicas con estrégenos para reducir
el riesgo de enfermedades cardiovasculares. Se ha descripto (5) que los estrégenos causan una
vasodilatacion temporaria y rapida independiente de la expresion génica, ademas de efectos a largo
tiempo (dependientes de expresién génica) sobre la vasculatura que reducen la aterosclerosis (5).
También los estrégenos provocan una disminucién del colesterol asociado a lipoproteina de baja
densidad (LDL) y de lipoproteina (a) y aumento de colesterol asociado a lipoproteina de alta densidad
(HDL). Durante muchos afios se ha considerado que la terapia hormonal de reemplazo con o sin pro-
gestagenos era muy beneficiosa para reducir la enfermedad coronaria (6). Se ha descripto que los
estrégenos proveen beneficios arteriales mejorando el perfil lipidico, aumentando la produccién de
oxido nitrico y disminuyendo la produccion de endotelina-1 en el endotelio arterial, disminuye el calcio
intracelular en el masculo liso arterial y puede favorecer la fibrinolisis. Todos estos efectos protegen

contra el desarrollo de enfermedad oclusiva arterial (7).
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Otros cambios que se han descripto pero han sido menos estudiados, incluyen cambios en la

piel y el cabello, cambios de humor y reduccidn de las funciones cognitivas (3).
Las concentraciones séricas de estradiol en mujeres premenopausicas son de 40 a 200 pg/ml durante
la fase folicular, 250 a 500 en el pico preovulatorio y 100 a 200 pg/ml durante la fase litea. Estas
concentraciones disminuyen a niveles menores a 20 pg/ml en la postmenopausia, y la mayor parte de
esta hormona es formada a partir de testosterona o por conversion de estrona, el estrégeno
predominante durante este periodo (8).

En el pasado las mujeres y sus médicos tenian la tranquilidad de considerar que si bien la
terapia de reemplazo hormonal aumentaba el riesgo de cancer de mama, se trataba de tipos
favorables, dependia de la duracion de la terapia y no resultaba en un aumento de la mortalidad (9).
Luego de haberse suspendido la rama combinada de estr6genos y progestagenos del ensayo lla-
mado Women’s Health Iniciative (WHI), la inquietud sobre sus resultados no sélo se extendié en
medios académicos Yy clinicos, sino que trascendié a los medios de comunicacion masiva. En 2002,
cuando se realiz6 el anuncio de la interrupcién del ensayo clinico WHI se consideraba que habia en
Estados Unidos unos ocho millones de mujeres bajo terapia hormonal de reemplazo con estrégenos

solamente y unos 6 millones con terapia combinada de estrégenos y progestagenos.

Mecanismo de accién hormonal

Los receptores de esteroides forman una superfamilia de mas de 150 miembros. Tienen
diferentes dominios funcionales: el dominio de unién al ADN, con dos dedos de zinc, el dominio de
unién al ligando (C-terminal) que también interacciona con coreguladores, y el dominio hipervariable
gue normalmente contiene un dominio de transactivacion (8).

El receptor de estrégenos no ligado a hormona y débilmente unido en su localizaciéon nuclear
(aunque también se encuentra receptor citoplasmatico), esta asociados a proteinas. Estas proteinas
estabilizan al receptor en un estado inactivado o enmascaran el dominio de uniéon al ADN. Se han
descripto dos subtipos de receptor de estrogenos (a y b) y numerosas variantes de “splicing” de cada
uno de ellos. La homologia entre ambos subtipos no es muy alta, y en especial en el dominio de
unién al ligando donde hay 55% de homologia en la secuencia de aminoacidos. Por lo tanto los
ligandos pueden tener diferente afinidad por ellos. El mecanismo de accidn clasico (mostrado en la
figura adjunta) involucra la difusién del esteroide a la célula, la unién con el dominio de unién al
ligando del receptor y la liberacion del receptor de las chaperonas. El complejo receptor-hormona se
une luego a elementos de respuesta hormonal (secuencias de ADN que regulan la transcripcion como
“enhancers”) en forma de homo o heterodimeros y a coactivadores y activa la expresion génica (8).

Ademas de este mecanismo clasico de accidon se han descripto una serie de otras acciones
de los esteroides, entre ellas aquella que involucra la fosforilacion del receptor por factores de
crecimiento provocando una estimulacion en ausencia de ligando especifico (8). Se han descripto
para todos los esteroides acciones muy rapidas que estan mediadas por receptores de membrana,
aln no completamente caracterizados (8). No es el objetivo de esta revision extenderse en este

punto.
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Crtoplasma

FIGURA: Se muestra en esta figura que las hormonas esteroides (Est) sexuales, estrogenos y andrégenos se hallan unidos a
la globulina que une hormonas sexuales (SHBG), mientras que la progesterona (Prog) y los corticoides se unen a la globulina
gue une corticoides o transcortina (CBG). Todos las hormonas esteroides se unen con baja afinidad a la abdmina (Alb). Una
fraccion de los esteroides se encuentra libre y es la bioldgicamente activa, que entra a la célula, llega hasta el nacleo en el
caso de los esteroides sexuales o hasta el receptor citoplasmético en el caso de los de gluco y mineralocorticoides. Una vez
gue se produce la unién del esteroide al receptor si este Ultimo es nuclear se produce la separacion del receptor del complejo
proteico y la dimerizacion en un elemento de respuesta hormonal. Si el receptor es citoplasmatico ademas se produce la trans -
locacion al ndcleo. El receptor como dimero interacciona con coactivadores (c) ademas de la maquinaria basica de transcrip-
cién, que no se muestra por claridad. Se produce entonces un aumento en la transcripcion de genes regulados por la hormona,
y por lo tanto en la sintesis proteica. La respuesta clasica a hormonas esteroides es un incremento de la sintesis de proteinas

especificas por la accién genémica de las hormonas.

Efecto de la terapia hormonal de reemplazo sobre el riesgo cardio vascular
(HERS/HERSII — WHI)

Tal como se detallaba anteriormente, se atribuyé durante décadas a los estrégenos una
proteccidn cardiovascular, y se traté a mujeres menopausicas con estas hormonas fundamentalmente
para prevenir problemas de este tipo. Sin embargo, en los Ultimos afios se realizaron diferentes
ensayos clinicos para evaluar exactamente los efectos de estas hormonas sobre diferentes aspectos
de la salud. Un ensayo se llama randomizado cuando se asigna al azar a las pacientes a un
tratamiento o a un grupo placebo. Se lo llama ciego cuando la paciente no conoce si ha sido asignada
al grupo tratado o al grupo control o placebo y doble ciego si el médico tratante también lo ignora.

El “Heart and estrogen/progestin replacement study” (HERS) fue un ensayo clinico
randomizado ciego y controlado para evaluar el efecto de la terapia de reemplazo hormonal sobre el

riesgo coronario y accidentes cerebrovas culares en pacientes que ya sufrian de esa enfermedad. Se
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asigno a las pacientes a 0,625 mg/dia estrégenos equinos conjugados mas 2,5 mg/dia de acetato de
medroxiprogesterona (MPA) o placebo, durante 4,1 afios. Analizar el efecto de esta terapia en
enfermedad cardiovascular es de gran importancia por tratarse de la mayor causa de muerte en
muchos paises (5). Los resultados de este estudio indican un aumento de 2,89 veces en
tromboembolismos, aunque la diferencia no es significativa. En el desarrollo temporal se observé una
tendencia a un aumento (no significativo) del 52% durante el primer afio, con una tendencia no
significativa hacia una disminucién en los afios sucesivos (5). Por otro lado, se encontré también (10)
que en el tiempo investigado no hubo diferencias significativas en el riesgo de accidente
cerebrovascular en mujeres postmenopausicas con enfermedad coronaria (que poseen un mayor
riesgo de estos eventos). Para analizar si esa tendencia no signifi cativa en enfermedad coronaria que
se encontraba en los Ultimos 3 afios del estudio HERS anteriormente citado, se invitd a las pacientes
a continuar con el tratamiento aunque durante esta etapa llamada HERS Il ya se habia revelado qué
pacientes pertenecian al grupo placebo y qué pacientes al tratado. Las conclusiones de este estudio
(11) indican que luego de 6,8 afios de estudio, no existe ninguna diferencia significativa en el riesgo
relativo de enfermedad cardiovascular en mujeres que han sobrevivido a un infarto de miocardio. Por
lo tanto recomiendan no utilizar el tratamiento hormonal de reemplazo para reducir el riesgo secun-
dario de enfermedad cardiovas cular en mujeres que ya han sufrido este tipo de enfermedad, ya que
no produce proteccién (11).

En mujeres sanas, se ha evaluado también en el ensayo “Women’s Health Iniciative” (WHI) el
efecto de terapia hormonal de reemplazo con estrégenos y progestagenos comparado con placebo
en diversos aspectos de la salud. Este estudio, planeado para durar 8,5 afios y se interrumpi6 a los
5,2 porque los riesgos totales excedian a los beneficios. Se realiz6 un detallado estudio de
numerosos parametros relacionados con el sistema cardiovascular, publicado en 2003 en el New
England Journal of Medicine (12). Uno de los aspectos evaluados fue la incidencia de infartos fatales
o no fatales en ambos grupos. El riesgo total de enfermedad coronaria en el grupo estrdgenos mas
progestageno comparado con el grupo placebo fue de 1.24, siendo peor durante el primer afio, con
un riesgo relativo de 1,81 (12). Ya en la primer comunicacion publicada en la revista JAMA en julio de
2002 (13) se anunciaba un aumento en el riesgo coronario de 1,29; de apoplejia de 1,41 y de embolia
pulmonar de 2,13. Debe aclararse que un aumento en el riesgo de 1,81 significa un 81 % de

incremento en el riesgo de contraer la enfermedad.

Riesgo de cancer de mama (WHI - OMW)

El ensayo clinico randomizado “Women’s Health Iniciative” WHI tuvo una gran importancia
porque involuc raba a 16608 mujeres postmenopausicas entre 50 y 79 afios que recibian o bien 0.625
mg/dia de estrégenos conjugados equinos mas 2.5 mg/dia de acetato de medroxiprogesterona en
una tableta (n=8506) o bien placebo (n=8102). El cancer de mama mostré un riesgo relativo de 1,26,
es decir un incremento de 26% con 290 casos. Los resultados benéficos sobre la salud de detallan en
otro punto, e incluyen fundamentalmente el tratamiento de la osteoporosis y una apreciable

disminucién de céncer colorectal. Durante el tiempo del ensayo clinico, no se produjo diferencia
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significativa en la mortalidad, aunque debe estudiarse durante mas tiempo las mujeres involucradas
en el ensayo (13). Posteriormente, en 2003, se analizaron nuevamente los resultados de este ensayo
respecto del cancer de mama. Si bien el riesgo total y de carcinoma invasor se mantenia con los
mismos valores de lo informado anteriormente (1,24) entre los grupos estrégenos mas progestageno
respecto del placebo, los tumores encontrados, aunque poseian un grado e histologia similares, se
hallaban en un estadio mas avanzado (regional/ metastasico 25,4% vs 16,0% respectivamente,
p<0,04). Ademas luego de solamente un afio de tratamiento el porcentaje de mujeres con mamo-
grafia anormal era sustancialmente mas elevada en el grupo estrégenos mas progestageno que en el

grupo placebo (9,4 % vs. 5,4%, p<0,001), manteniéndose esta diferencia durante todo el estudio (14).

Efectos benéficos de la terapia hormonal de reemplazo

Otro importante estudio, pero esta vez realizado en el Reino Unido, implic6 a 1.084.110 de
mujeres de entre 50 y 64 afios reclutadas para el “Million Women Study”. En el mismo se tomaba
informacion de su utilizacion de la terapia hormonal de reemplazo (15). El riesgo relativo para las
mujeres que utilizaban terapia de reemplazo con estrégenos era de 1,30, mientras que para aquellas
que utilizaban la combinacién de estrégenos y progestagenos el riesgo relativo aumentaba a 2,00. El
riesgo aumentaba también con el tiempo de uso.

Estos ensayos analizaban el efecto de la terapia hormonal de remeplazo en mujeres sanas.
En los afios 90 se inicié un estudio escandinavo con el objeto de investigar si la terapia hormonal de
reemplazo era segura para mujeres que habian padecido un cancer de mama. Este ensayo clinico
abierto y randomizado “hormonal replacement therapy after breast cancer—is it safe?” o HABITS
involucré a 435 mujeres en un grupo que incluia tratamiento hormonal de reemplazo sin discriminar
entre presencia o ausencia de progestagenos o la mejor terapia no hormonal disponible en el centro
de atencidn (16), excluyéndose la tibolona entre estas terapias. El ensayo clinico se discontinu6
debido al riesgo inaceptable de recurrencia en el grupo con tratamiento formonal. El riesgo relativo
de un nuevo cancer de mama en las mujeres con tratamiento hormonal respecto de aquellas sin
tratamiento hormonal fue de 3,5 (16).

El aspecto en que mayor efecto se ha encontrado es en el tratamiento de la osteoporosis
postmenopausica. Sobre este punto no existe ninguna controversia. Tal como se esperaba, por
ejemplo en el estudio clinico WHI, las fracturas de cadera se redujeron apreciablemente (0,66).
Ademas en este estudio se encontraron otros aspectos positivos sobre cancer endometrial que no
aumenté (riesgo relativo 0,83) y fundamentalmente sobre cancer colorectal que disminuyd
significativamente (riesgo relativo 0,63) (13). Por otro lado, se ha analizado en numerosos ensayos
clinicos (1) el efecto de los estrogenos sobre la funcién cognitiva. Aproximadamente el 71% de ellos
encontrg efectos signifi cativos sobre uno o més andlisis cognitivos aunque no queda clara aun la mi-
portancia clinica potencial de estos datos. Cuando se analizaba en ensayos randomizados
controlados la magnitud del efecto la mediana fue de mediano a importante para los parametros

relacionados con la memoria y mediano para los no relacionados con la memoria (1). También existe
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evidencia en estudios casos-control y de cohorte que muestran que el uso de terapia hormonal con

estrégenos que este tratamiento retrasaria la aparicién de enfermedad de Alzeimer (1).

Alternativas

En este momento hay numerosas alternativas para la utilizacién de terapia hormonal de
reemplazo, aunque su seguridad no esta totalmente probada. Se ha sugerido para el tratamiento de
los sofocos el tratamiento con vitamina E, el agonista a2-adrenérgico clonidina, y el inhibidor de la re-
captacion de serotonina venlafaxina, utilizado como antidepresivo y bifosfonatos y ejercicio para
prevencion de osteoporosis y enfermedad coronaria (3). Los bifosbonatos inhiben la reabsorcion
0sea, aun en casos avanzados de osteoporosis, reduciendo el riesgo de fractura entre un 40 y 50%
(17). Sin embargo estos compuestos poseen ciertos efectos adversos. Existen diferentes drogas en
proceso de desarrollo, pero aun no son de utilizacion segura (17).

Otra droga muy utilizada para la terapia hormonal de reemplazo es la tibolona. Sin embargo,
en el estudio del millén de mujeres (15), encontraron que el riesgo relativo de cancer de mama en
mujeres que utilizaban tibolona como terapia de reemplazo era de 1,45, ain mayor que en las que
utilizaban estrégenos solamente.

Una alternativa muy interesante son los moduladores selectivos del receptor de estrogenos
(SERM), del cual el mas conocido es el raloxifeno. El principio subyacente al mecanismo de accion de
los SERM es que estas drogas funcionan como agonistas del receptor de estrogenos en
determinados tejidos como el hueso, pero como antagonistas en otros tejidos como la mama (18). Su
mecanismo de accion preciso es aln desconocido, aunque la idea generalizada es que estos
compuestos se unen a ambos receptores de estrégenos conocidos (a y b) e inducen cambios
conformacionales direferentes a los que produce el estradiol. A su vez estos cambios
conformacionales diferentes provocan un reclutamiento diferencial de coactivadores y corepresores
en diferentes tejidos, provocando una accién agonista o antagonista (18). No hay evidencia en los
estudios realizados de efectos benéficos sobre la capacidad cognitiva del tratamiento con raloxifeno
(2). El tratamiento con raloxifeno parece ser promisorio para la prevencion del cancer de mama y es
una droga aceptada para el tratamiento de la osteoporosis (19). Lamentablemente se ha descripto
qgue los SERM aumentan los sofocos y el riesgo de tromboembolismos (18). La realizacién de
grandes ensayos clinicos controlados indicara si estas drogas son (tiles y seguras.

Finalmente, otra de las alternativas para tratamiento de la menopausia es la administracion de
fitoestrégenos, compuestos provenientes de vegetales. Las principales isoflavonas, ginisteina y
daidzeina se encuentran especialmente en la soja. Un analisis sistematico de todos los ensayos
clinicos randomizados publicados en la literatura (20) concluy6 que los resultados publicados no son
concluyentes en cuanto a la eficacia de estas drogas o suplementos alimentarios pero que a tiempos
cortos no parecen tener efectos adversos marcados (20). Sin embargo resta por estudiar el riesgo

gue pueden ocasionar a tiempos mas largos.
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Opinién

Durante décadas se utiliz6 a los estrogenos como forma de proteccién contra riesgo cardiaco.
Los numerosos estudios que se realizaron al respecto, citados mas arriba indican que la terapia
hormonal de reemplazo no s6lo no protege contra el riesgo cardiaco, sino que aumenta signi-
ficativamente el riesgo de tromboembolismos, embolia pulmonar y otras enfermedades cardiovas cula-
res graves, especialmente durante el primer aflo. Ademas esta terapia aumenta el riesgo relativo de
cancer de mama, méas adn cuando se utiliza terapias combinadas de estr6genos y progestégenos. Si
se han encontrado proteccion para la osteoporosis, y una reduccion de cancer de colon.

Es mi opinién que deberia evitarse la utilizacion de terapia hormonal de reemplazo en
aquellas mujeres que ya han padecido un cancer de mama, 0 que tengan un riesgo aumentado de
tenerlo. En las demas mujeres considero conveniente utilizar en lo posible otros tratamientos para so-
lucionar los riesgos debidos a la osteoporosis. El ejercicio y la administracion de calcio y vitamina D
pueden solucionar muchos casos de osteoporosis. Los moduladores selectivos del receptor de
estrégenos significan una terapia promisoria, pero aun no hay suficientes ensayos clinicos contro-
lados que permitan descartar efectos negativos sobre el sistema cardiovascular.

Una droga ideal para el tratamiento de la menopausia aliviaria todos los sintomas
menopausicos, reduciria el riesgo coronario, no tendria impacto adverso en los paradmetros de
coagulacién, reduciria el riesgo de cancer de mama y endometrio y las fracturas. Lamentablemente,
en este momento no existe una terapia de la menopausia que sea ideal. Muchos laboratorios en el
mundo intentan desarrollar esta droga ideal. El riesgo mayor es que en muchos casos se presenta
como ideal una droga que aun no ha sido probada en ensayos clinicos randomizados con una

cantidad suficiente de mujeres, como para poder considerarla segura.
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El Premio Nobel de Quimica 2002 fue compartido por tres investigadores, dos especialistas
en Espectrometria de Masa (MS) y uno en Resonanica Magnética Nuclear (NMR) dado que gracias a
sus contribuciones estas técnicas pueden usarse para el andlisis de macromoléculas biolégicas y en
especial para el de proteinas (Fig. 1).
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Figura 1. Premio Nobel de Quimica 2002 (www.nobel.se/chemistry/ laureates/ 2002)

Basicamente, en un espectrometro de masa se convierte a las macromoléculas (analito) en
iones gaseosos Yy éstos son diferenciados por el analizador segln su relacién m/z (z, carga del ion; m,
masa molar o peso molecular del ion), obteniéndose asi informacién de su peso molecular (Eig. 2) [1].

¢Por qué es importante el analisis de proteinas por Espectrometria de Masa?

Para entender el mecanismo por el cual acta una proteina in vivo se requiere una completa
caracterizacion de la misma en lo que se refiere a estructura primaria, peso molecular y estructura
tridimensional o forma de la proteina. La proteina desde su sintesis y durante su traslado al punto de
accion puede sufrir cambios estructurales (modificaciones post-traduccionales) los que modifican su

estructura primaria y como consecuencia su peso molecular. La proteina puede ejercer su funcion
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especifica no como una unidad monomérica tal cual fue sintetizada, sino como agregados no
covalentes del tipo dimero, trimero, tetramero, etc. Para monitorear todas estas posibilidades se
requieren técnicas analiticas precisas, de alta sensibilidad y en lo posible rapidas.

Hasta la década del 90, la determinacién del peso molecular y la estructura primaria de las
proteinas requeria el uso combinado de las técnicas electroforéticas, cromatograficas y de la
degradacion de Edman. Este andlisis en su conjunto es muy laborioso y requiere una considerable
cantidad de tiempo. A mediados de la década del 90, el reemplazo de estas técnicas por la
espectrometria de masa ha dado lugar al area de investigacién conocida como “Proteomics” [2, 3].

De la misma manera, de la aplicacion de las espectrometria de masa al analisis de otras
familias de macromoléculas bioldgicas tales como hidratos de carbono, lipidos y metabolitos
secundarios han surgido nuevas areas de investigacion denominadas “Glycomics”, “Lipidics” y

“Metabolomics” [3, 4].

Espectrometria de masa

Todos los espectrometros de masa constan de tres partes esenciales. La primera es la
“fuente”, en la que se generan los iones gaseosos del analito (volatilizacion/ionizacién). La segunda
es el “analizador de masas” ya que diferencia a los iones gaseosos segun su relacion m/z. La tercera

es el “detector” el cual recibe a los iones diferenciados por el analizador (Fig. 2).

. gars-ionico
-'? lonizacian 1 Detecon
H !

wolatlzacion [=]

miz

anakins azpecn oemass

Cue es espectrometria de masa ?

Figura 2. Procesos que ocurren dentro de un espectrometro de masa (ver)

Un cuarto elemento fundamental del equipo son las bombas de vacio, que regulan los valores
absolutos y el gradiente de vacio entre las tres partes mencionadas. A todo estos se agrega en la
actualidad computadoras de alta capacidad operativa para la realizacion del experimento en si,

almacenamiento y manejo de datos.
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Los avances tecnolégicos y la investigacion basica han contribuido al desarrollo en muchos
casos en forma independiente de las tres partes mencionadas. Existen en la actualidad diversos
tipos de “fuentes” basadas en fendmenos fisicos y fisico-quimicos de volatilizacién y ionizacion
completamente diferentes. Existen también diferentes tipos de analizadores. De todas las
combinaciones posibles surge la variedad de espectrometros de masa que hoy se ofrecen en el

mercado.

Las preguntas naturales surgen:

¢Porqué tantas opciones?

¢ Cual de las opciones actuales es Util para bio-moléculas?

¢Por qué razén Koichi Tanaka compartié el Premio Nobel de Quimica 2002 con John B. Fenn
(Fig. 1), ambos por sus contribuciones al desarrollo de espectrometrias de masa Utiles para el andlisis

de proteinas y bio-macromoléculas en general?

En realidad contribuyeron independientemente sélo al desarrollo de dos nuevas “fuentes” de

ionizacién (UV-MALDI y ESI). ¢ Es eso tan importante?

¢ Qué es UV-MALDI?

;Qué es ESI ?

Un poco de historia

El uso de la espectrometria de masa (MS) como técnica analitica crecié en forma exponencial
desde que J. J. Thompson describiera en 1910 experimentos en los que iones gaseosos producidos
por bombardeo electrénico de especies gaseosas neutras eran separados segln el valor de su
relacion m/z (m, masa del ion en unidades de masa atomica de daltons (Da)) [5]. Si bien este
descubrimiento llevd a experimentos clave para la caracterizacion de is6topos estables
(descubrimiento del deuterio, Premio Nobel de Quimica 1934, Harold Urey) y radionucleidos, las
aplicaciones de esta técnica se vieron limitadas a compuestos (analitos) de bajo peso molecular,
termoestables y facilmente volatilizables. Durante muchos afios, la generacion de moléculas
gaseosas ionicas pasaba por dos etapas, la primera de volatilizacion del analito haciendo uso de
calor y la segunda de ionizacién del analito gaseoso neutro mediante el bombardeo del mismo con
especies que lo ionizaran (Fig. 2). De esta manera a la técnica de ionizacién por bombardeo con una
haz de electrones acelerados (ionizacion por impacto de electrones, El) [6, 7] siguié el bombardeo

con un haz de moléculas gaseosas ionizantes (ionizacién quimica, CI) [6, 7] y también la exposicion
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del analito gaseoso a la accion de un fuerte campo eléctrico que produce su ionizacion por efecto
tunel (ionizacién por campo, Fl) [7].

Pese a la limitacibn de que la técnica era util solo para analitos termoestables, la
espectrometria de masa progres6 constantemente desde su invencion casi cien afios atras. El fuerte
desarrollo se debi6 tanto a los avances tecnoldgicos por un lado (mejoras instrumentales: desarrollo
de nuevos analizadores de iones gaseosos; desarrollo de nuevos detectores; aumento de la
sensibilidad y rapidez de los experimentos; procesamiento de datos; banco de datos; etc) como al
avance en el conocimiento del comportamiento de los iones moleculares gaseosos (cationes,
cationes radicales, aniones, aniones radicales; su estabilidad y sus formas de descomposiciéon o
fragmentacion [8, 9]). Como ya se sefiald, todos los espectrometros de masa tiene en comdn que
miden la relacion m/z de iones gaseosos haciendo uso de campos eléctricos y/o magnéticos (Eig. 2).
La exacta medida de este valor para las moléculas gaseosas ionizadas del analito (ion molecular)
dara informacién sobre su masa molar (peso molecular). Si ademas se induce la fragmentacién del
ion molecular, cada fragmento i6énico sera detectado con su propio valor de m/z. El conjunto de
fragmentos formados es caracteristico de cada analito y depende de su estructura quimica (“huella
dactilar”). Por lo tanto, del analisis de los fragmentos obtenidos se obtiene informacién sobre la
estructura quimica del analito en cuestion [6-9].

El uso de la espectrometria de masa (MS) apunta siempre a los dos aspectos mencionados:
(i) determinacion de masas molares (pesos molecualres) y (ii) determinacién de estructura quimica
Fig. 3).

El uso de |a Espectrometria de
Masa (MS) apunta siempre a dos
aspectos:

(i) determinacion de masas
molares (pesos moleculares)

(ii) determinacion de estructura
quimica.

Figura 3. Utilidad de la espectrometria de masa

La imposibilidad de aplicacion de la técnica a analitos termolabiles limité6 durante muchos
afios el posible uso de la misma en el campo de las biomoléculas. Se requeria, previo al andlisis, la
preparacion de derivados termoestables. La engorrosa preparacion de los mismos (por ejemplo en el
campo de los hidratos de carbono se preparaban derivados per-metilados o per-acetilados), hacia
que muy pocos se vieran atraidos por el su uso de esta técnica. Ademas, se requerian cantidades

significativas de muestra para su manipuleo quimico previo al analisis por MS [6-9].
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En la decada del 70 se describen los primeros experimentos exitosos donde moléculas
termolabiles eran transformadas sin descomposicion alguna y en un Unico paso a iones gaseosos.
Estas técnicas de volatilizacién/ionizacién se denominan “técnicas de desorcién” (Fig. 4). En estos
casos al analito no volatil convenientemente depositado sobre una superficie metalica (porta muestra)
en alto vacio, es bombardeado con un haz de atomos neutros acelerados (He: Xe; “fast atom
bombardment”, FAB) [7, 10], o con un haz de atomos iénicos acelerados (He"; Xe"; “static secondary
ion MS, SIMS o liquid secondary ion MS”, LSIMS) [7, 11], o es expuesto a la accion de un fuerte
campo eléctrico que induce su volatilizacién/ionizacién por efecto tunel (field desorption, FD) [7, 12], o
es expuesto a la accion de un plasma (plasma desorption MS; PD) [7] o a la accién de un laser (laser
desortion ionization, LD) [7, 13]. Si bien estos métodos de ionizacion ampliaron el uso de la técnica a
moléculas termolabiles y a macromoléculas ya sea sintéticas o biomacromoléculas, practicamente su
limite de aplicacién es para analitos de peso molecular por debajo de 700-800 Da. En ese momento,
una de las revistas mas importantes de espectrometria de masa todavia se llamaba J. Org. Mass
Spectrom. [14]. Los prinicipales usuarios de la técnica seguian siendo los quimico organicos que
trabajaban con analitos termoestables de peso moelcular bajo (< 800 Da).

El progreso habia sido notable, se median pesos moleculares cercanos a 1lkDa con alta
resoluciéon con aproximacién en el cuarto decimal pero... “el analisis de las grandes macromoléculas

como moléculas intactas gaseosas ionizadas seguia siendo un deseo, un suefio”.
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Figura 4. Volatilizacién/ionizacion de analitos por desorcion.
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El suefio se hizo realidad...”Las macromoléculas vuelan”

En particular los intentos de usar un laser ultravioleta como fuente de energia para la
provocar desorcion se remonta a la década del 60. Se lo usé primeramente para realizar
determinaciones de composicion elemental y luego para la desorcion de biomoléculas pequenias,
siendo el mayor problema experimental que el analito debia absorber los fotones emitidos por la
fuente laser ultravioleta, generando como especie primaria un real estado electrénico excitado. A
partir del mismo muchos analitos reaccionan fotoquimicamente o en otros fotoquimicamente estables
el exceso de energia vibracional residual en la molécula desorbida induce su fragmentacion
inmediata. Cualquiera de las dos posibilidades enunciadas, en las que se usaba el laser Nd:YAG (lem
266 nm), imposibilitan el andlisis del ion molecular gaseoso intacto como tal a fin de obtener
informacion del valor de su m/z y peso molecular [15].

La idea de usar una fuente laser pulsada ya sea en la region UV-visible o en la region
infrarroja (IR) para la desorcién ya existia. Todos los laboratorios se afanaban en ese momento en
realizar experimentos con el segundo tipo de fuente laser, ya que los 6rdenes de energia que se
requieren para “deformar” la molécula y asi “aislarla” de su entorno en el medio sélido y permitir su
“desorcion” los provee un Laser IR.

Sin embargo, el “hecho magico” producto quizas en parte de la casualidad se comunica en un
congreso en el afio 1987 [16]. El Ing. Koichi Tanaka (Premio Nobel de Quimica 2002), quien realizé
el experimento, en su exposicion con motivo de la recepcién del galardén [17], aclara que el no es
quimico y que su falta de prejuicio sobre la “imposibilidad practica” de volatilizar macromoléculas
termolébiles por calentamiento mas ciertos errores al preparar las muestra lo llevé a usar como
analitos polimeros (polietilenglicoles) y proteinas a las que mezclé con polvo metalico de una
granulacion especial (ultra fine metal powder (patente japonesa) UFMP; diametro, decena de nm; de
aplicacion en metalurgia por la eficiente transmision de calor [17]) usando propilenglicol en lugar de
acetona, como medio para generar una mezcla sélida de analito+polvo metalico. La idea de usar
UFMP mezclado con el analito a ser bombardeado por el laser, era aprovechar todo el “calor rapido”
generado por el laser para aumentar la velocidad de evaporacion del analito de modo que fuera
mucho mayor que la de su descomposicion térmica [17]. Al transferir la suspension constituida por
macromolecula + polvo metalico en acetona sobre la superficie de portamuestras introducido en la
camara de ionizacién en alto vacio, la acetona se evaporaba ...y en realidad generaba sobre el porta
muestra una muestra sélida heterogénea constituida por polvo metalico “embebiendo” al analito en
estado solido (como pasas en un budin). Cuando por error usd propilenglicol, en lugar de tirar la
preparacion pastosa obtenida sobre el porta muestra, lo introdujo en la camara de ioniacion, en alto
vacio, pensando que el propilenglicol se evaporaria durante el experimento. Esta suspension pastosa
con distribucion mas homogénea del analito y del polvo metalico al ser bombardeada por el laser
ultravioleta de nitrogeno (lem 337 nm) produjo el resultado “magico”, deseado y largamente esperado,
de generar iones moleculares intactos gaseosos del analito macromolecular en cuestién (proteinas y
polimeros sintéticos) [18]. En las presentaciones en congresos y publicaciones del periodo 1987-1988

[16-18], Tanaka mostré que era posible con un laser de N, generar los iones moleculares intactos de
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quimotripsinégeno (25.717 Da), carboxipeptidasa-A (34.472 Da), citocromo c (12.384 Da) y
polietilenglicol (PEG 2000 Da). El habia logrado el resultado deseado usando, entre otras cosas, un
laser utravioleta de baja energia (Laser de N, lemy 337nm), cuya radiacién no era absorbida ni por las
proteinas ni por el PEG, y esto era completamente inesperado. Simultaneamente en el mismo afio
(1998, [19]), Karas y Hillenkamp describen la deteccion del ion gaseoso intacto de proteinas. A
diferencia del experimento de Tanaka, ellos depositan sobre el porta muestra una mezcla sdlida
donde la proteina (analito) sigue siendo el componente minoritario y esta disperso o “embebido” como
“pasas en el budin” en el componente mayoritario (matriz). Ahora la matriz es simplemente un
“pequena” molécula organica fotosensible ya que debe absorber la radiacion provista por el Laser
(337 nm), radiacién a la cual la proteina es transparente (Fig. 5). Si bien este es el pricipio basico con
el que se rige actualmente la preparaciéon de muestras para UV-MALDI, estos autores en su primer
trabajo usaron como matriz al acido nicotinico y la fuente empleada fue un laser Nd:YAG (em 266 nm).
En sus condiciones experimentales tanto matriz con analito absorbian radiacién. Sin embargo entre
las multiples sefiales obtenidas pudieron ver la correspondiente al ion molecular intacto de la
proteina. EIl uso de matrices metalicas (soft laser desorption, SLD) practicamente no ha encontrado
hasta ahora mayor aplicacion analitica. El uso de las matrices organicas fotosensibles ha dado lugar
al desarrollo del método de volatilizacién/ionziacion suave, que hoy se conoce como “ultraviolet matrix
assisted laser desorption/ionization mass spectrometry” UV-MALDI. Sin embargo se considera que
SLD es la idea madre en la que se basa UV-MALDI y otros métodos de desorcion/ionizacion
actualmente en desarrollo tales como SELDI (Surface Enhanced Laser Desorptio lonization) y DIOS

(Direct lonisation on Silicon).
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Figura 5. Volatilizacion/ionizaciéon de analitos por MALDI.
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Algunas caracteristicas de UV-MALDI-MS

Desde su implementacion practica a fines de la década del 80, el método de ionizacién UV -
MALDI se ha usado con éxito para el analisis por espectrometria de masa de bio-macromoléculas
(acidos nucléicos, nucledtidos, nucledsidos, proteinas, péptidos, lipidos, hidratos de carbono,
compuestos glicoconjugados, etc) y polimeros sintéticos. Ha demostrado reunir una serie de ventajas,
siendo unas de las mas importantes la simplicidad espectral y el rango de valores de m/z en que es
aplicable. Asi, para macromoléculas con masas moleculares de hasta 500 kDa controlando la
condiciones experimentales (“potencia laser umbral”) se producen casi exclusivamente los iones
moleculares monocargados (m/z con z=1) estables, sin inducirse su fragmentacion (cada sefial
observada corresponde en principio al ion molecular de una especie quimica). Por lo tanto es posible
analizar tanto compuestos puros como mezclas y cuantificar las segundas. En esta propiedad del UV-
MALDI se basa no sélo el uso clasico como una espectrometria de masa para determinar pesos
moleculares sino ademas su uso para el “mapeo de mezclas”, por ej. “mapeo de proteinas” o “mapeo
de polipéptidos” muy usado para la caracterizacion de bio-sistemas (por €j., control de adulteracién de
muzzarella con leche de cabra y/o de vaca [20]) asi como para la obtencion de “imagenes de tejidos”
en el diagnostico de enfermedades [21], o simplemente carcterizar la mezcla de péptidos obtenidos
luego de la digestién con tripsina de un polipéptido o de una proteina, “huella peptidica” [2a]).

Gracias al desarrollo tecnol6gico actual y al conocimiento que se tiene desde los 60 del
comportamiento promedio de moléculas gaseosas i6nicas, pequefias y medianas, segun sea la
estructura y ubicacion de sus grupos funcionales (reglas de fragmentaciones y reordenamientos de
compuestos organicos y biomoléculas pequefias [6, 8, 9]) en la actualidad se pueden realizar
experimentos donde no sélo se determinan pesos moleculares sino que ademas se induce la
fragmentacién especifica de un ion pre-seleccionado (“precursor ion” o father ion”) y analizando las
sefiales del espectro que origina (estudiando su esquema de fragmentacién) se obtiene informacion
de su estructura (tipo de grupo funcionales, bloques estructurales, secuencia en que estan unidos,
etc) (Fig. 6). O sea que dos especies con la misma formula molecular (igual composicién centesimal)
y el mismo peso molecular pueden diferenciarse perfectamente por el esquema de fragmentacion de
su ion molecular (ej.: los péptidos VGAHAGEYGAEALER y IGGHGAEYGAEALER tienen el mismo

peso molecular (m/z) pero su esquema de fragmentacion es diferente, [2a]) .
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Figura 6. Fragmentaciones principales de péptidos.

Dado un método de generacién de iones gaseosos, la sensibilidad, resolucion y la exactitud
con la que se determina el valor de la m/z depende fuertemente del tipo de analizador de iones
empleado. En los casos que las masas molares de los iones se determina con aproximacion en el
cuarto o quinto decimal se habla de espectrometria de masa de alta resolucién (HRMS). Para un
valor de m/z asi determinado, es posible asociar una o unas pocas combinaciones de atomos
constituyentes para su férmula molecular. Cuando menor es el valor de m/z determinado por HRMS,
menor es el nimero de combinaciones atomicas posibles. Si para un péptido se determina primero
con alta exactitud (HRMS) su m/z y luego se realiza un experimento en el que se induce la
fragmentacion y para los fragmentos generados se determina con alta axactitud (HRMS) su m/z, es
posible entrando a bancos de datos mediante programas especialmente desarrollados para esta
familia de compuestos, obtener informacién sobre la posible estructura en cuanto a aminoacidos
componentes y secuencia de los mismos en la cadena de los fragmentos y del péptido original. Otra
variante es la tecnologia denominada “a novo” por la cual el banco de datos genera (simula) los
espectros con todas las fragmentaciones para cada uno de los polipéptidos posibles segun el valor
m/z obtenido experimentalmente para el polipéptido en estudio. Luego compara el espectro obtenido

cuando se induce experimentalmente la fragmentacidn del polipéptido en cuestién con los obtenidos
por simulacién (Eig. 7).
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Figura 7. Programas y bancos de datos de uso actual para el andlisis de proteinas por espectrometria de masa [ref. 2].

Pese a las limitaciones practicas y condiciones de contorno que exige un uso confiable de
estos programas y banco de datos, esta posibilidad ha revolucionado la analitica de las proteinas y
polipéptidos, por ello se ha producido una verdadera explosion en el uso de la espectroscopia UV-
MALDI MS. En la actualidad hablar del desarrollo de proyectos “proteomics” significa contar, entre
otras, con esta herramienta analitica esencial (Fig. 8).

Las mismas posibilidades de uso se dan también para las demas familias de bio-
macromoléculas. Sin embargo, no se cuenta aun con el apoyo de bancos de datos y programas que
permitan, una vez obtenido los espectros de masa (ion molecular y luego fragmentacién del mismo)
una rapida y eficaz bisqueda de estructuras probables o una precisa simulacion a4 novo” de los
diagramas de fragmentacion teéricos (Figs. 8 y 9). Este Ultimo tipo de simulacién también se ha
intentado en el campo de los oligosacaridos, pero su utlidad es aun muy reducida (programa STAT)
[22].
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Figura 8. Combinacion de técnicas para la caracterizacion de glicoproteinas haciendo uso de espectrometria de masa (MS)
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Figura 9. UV-MALDI-TOF MS andlisis de un polipéptido fragmentado en dos péptidos de peso molecular 1458,464 y 1306, 493 (detectados
como M+H+) (huella peptidica).
Espectros PSD (inferior izquierdo y derecho) de ambos péptidos.

Algunos detalles sobre equipamiento con UV-MALDI disponible

Si el espectrometro de masa tiene solamente como analizador un “tiempo-de-vuelo” (TOF) se
efectlan los experimentos primero en modo “lineal “ y “reflectrén” (mayor exactitud en m/z a expensas
de menor sensibilidad en el segundo) para determinar el peso molecular (condiciones experimentales

de no fragmentacion) y luego, mediante un modo de operacion que se denomina PSD (“post source
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decomposition”) se induce la fragmentacion del ion seleccionado. Este seria un equipo UV-MALDI-
TOF MS preparado para trabajar en el modo PSD [7]. No todos los equipos UV-MALDI-TOF MS
tienen esta opcidn. La sensibilidad, resolucién y exactitud varian segln las marcas y los modelos. En
la actualidad existen equipos mas sofisticados donde al método de ionizacion UV-MALDI se lo
combina con analizadores también U(nicos que permiten hacer los dos experimentos antes
mencioandos (sin fragmentacion y con fragmentacion). Estos analizadores son la denomianda
“trampa ionica” (IT) y el llamado “fourier transform-ion ciclotron resonance” (FT-ICR) y los equipos
serian UV-MALDI-IT y UV-MALDI-FT-ICR [7]. La resolucion, exactitud y sensibiliad son muy altas.
También existen los equipos que tienen en un arreglo “Tandem” dos analizadores de iones y los
experimentos realizados se los denomina “espectrometria de masa tandem” (por ej. MS/MS o MSZ).
El equipo clasico es el denominado UV-MALDI-Q-TOF que combina un cuadrupolo (Q) y el
analizador TOF y también existe la combinacién UV-MALDI-IT-TOF [7]. Todos estos equipos tienen
aln en la actualidad la seria limitacion de que permiten analizar iones gaseosos de m/z < 15 kDa.
Sélo el primer tipo de equipo mencionado, UV-MALDI-TOF y los de nueva generacion que han
aparecido en el mercado poniendo en “tandem” dos analizadores TOF (UV-MALDI-TOF-TOF) no
tendrian “teéricamente” limite superior en cuanto al valor de m/z maximo que pueden analizar y
focalizar al detector. Si bien esto practicamente es correcto en los primeros (se han detectado

proteinas de m/z < 300 kDa), es aun prematuro afirmar lo mismo en los segundos.

Matrices y algunas limitaciones experimentales

Para los experimentos UV-MALDI MS se require para preparar la muestra y efectuar el
andlisis volumenes de solucion del fotosensibilizador (matriz) del orden del microlitro, siendo la
relacion de concentracién entre el analito y el fotosensibilizador (matriz) del orden de 1:1000 a
1:100000 mol/mol. Independientemente de como se deposite las mezclas sélida sobre el
portamuestra, la matriz generard siempre las sefiales mas intensas del espectro, especialmente en la
region cercana al valore de m/z de su ion molecular. El papel de la matriz es activo durante el
experimento ya al ser la responsable de la absorcion de los fotones, induce su propia
volatilizacién/ionizacién (desorcién) y la del (o de los) analitos (Fig. 5).

La absorcion de los fotones por parte de un compuesto organico es condicién necesaria pero
no suficiente para actuar como matriz UV-MALDI.

Sin embargo, uno de los serios problemas que tiene aun esta técnica es que no se conocen
bien las condiciones que deben cumplir el par analito-matriz para que la desorcién/ionizacién del
analito, como unidad monomeérica inalterada, sea eficaz. O sea que debe ser eficiente ademas de la
volatilizacion de las moléculas aisladas del analito, su ionizacion ya sea por intercambio de electrones
y/o de protones o por mantenimiento de una interaccion de tipo donante-aceptor de electrones
(orbitales de tipo n o de tipo p y orbitales vacantes) con unidades que tienen carga neta (ej. Na', K,
durante la volatilizacion.

Pese a la difusion del uso de la espectrometria de masa UV-MALDI y a su indiscutible utilidad

en el campo de las macromoléculas bioldgicas y sintéticas, la busqueda de nuevas matrices y la
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comprension de los procesos involucrados en la desorcion/volatilizacion del analito “asistida”

(fotosensibilizada) por la matriz sigue siendo aun tema de investigacién y estudio [23].
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