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1. Resultados cientificos directos.

1.1 Estudio de corte transversal sobre la asociacion entre el estado de hierro
materno, la expresion del Receptor 1 de Transferrina y Ferroportina en
placenta humana a término y el estado de hierro del neonato.

Resumen manuscrito

Los trabajos de investigacion previos de la Linea Materno-Infantil del grupo
Alimentacion y Nutricibn Humana, han permitido definir que existen deficiencias en
el estado nutricional de hierro y folato en mujeres gestantes de la ciudad de
Medellin y de otros municipios del departamento de Antioquia. Asi mismo, ante la
evidencia de la problematica de anemia ferropénica, por su alta prevalencia en la
mujer gestante de paises en desarrollo y sus efectos deletéreos en la salud y el
bienestar materno-neonatal, y por la carencia de estudios que indiquen el papel
que cumplen el Receptor 1 de transferrina (TfR1) y la Ferroportina (Fpn) en el
transporte de hierro placentario, nos planteamos como pregunta de investigacion
si existia asociacion entre el estado de hierro materno y del recién nacido, con la

expresidon de estas proteinas, en placenta humana a término.

Bajo la hipdtesis que ante una deficiencia de hierro en la gestante, aumenta la
expresiéon del TfR1 y Fpn para controlar la deficiencia de hierro neonatal, el
objetivo general del proyecto consistié en establecer si habia asociacion entre el
estado nutricional del hierro materno y neonatal, con la expresion de estas
proteinas en trofoblasto de placenta humana a término.

Para el efecto, se disefid un estudio de corte transversal, en el que un grupo de
mujeres adultas (19-40 afnos) en las Ultimas semanas de gestacién (35-37), se
sometié a los examenes clinicos y a la evaluacién nutricional pertinente, para

verificar el cumplimiento de los criterios de inclusion en el estudio. A las pacientes



se les informd sobre las condiciones y los objetivos del estudio y una vez firmaron
el consentimiento informado, se les tomé una muestra de sangre con el fin de
cuantificar diferentes indicadores bioquimicos relacionados con el metabolismo y
el estado de hierro materno, para proceder a conformar tres grupos de pacientes,
con base en las concentraciones de hemoglobina y ferritina sérica asi: un grupo de
pacientes con anemia y ferropenia, otro grupo con ferropenia sin anemia y un
grupo control (Sin anemia y sin ferropenia) . Posteriormente, las pacientes fueron
sometidas a cesarea electiva entre las semanas 37 y 39 de gestacion; se tomo
una muestra de sangre de la vena umbilical para determinar el estado de hierro
del neonato y se recogio la placenta para aislar las vellosidades placentarias y a

partir de estas, obtener células trofoblasticas.

Los biomarcadores del estado de hierro materno se estudiaron para establecer
asociaciones con el estado de hierro neonatal y con la expresion de TfR1 y Fpn en
trofoblastos y vellosidad placentaria. La expresion de estos receptores se evalud
mediante inmunohistoquimica en la vellosidad y mediante citometria de flujo en las
células trofoblasticas positivas para un marcador especifico del trofoblasto.
Adicionalmente, se diseid un plan de analisis para definir la estadistica descriptiva
de todas las variables y las posibles asociaciones entre variables maternas, entre
aquellas de la madre y del feto y de cada una de ellas con los valores de
expresion de TfR1 y Fpn.

Los resultados del estudio demostraron que 70.8% de las pacientes estaban
vinculadas al régimen de salud subsidiado y 29.2%, al régimen contributivo. El
96% de las pacientes habia ingerido suplemento de hierro durante la gestacion,
entre las cuales 92%, lo hacia de manera frecuente. La duracién del consumo de
suplemento mostré tendencia (P = 0.113) a ser menor en el grupo de gestantes
con anemia-ferropenia (3,6 meses), comparado con el grupo de gestantes con
ferropenia sin anemia (5,2 meses) y el grupo control (7,1 meses). Ademas, la

duracién de la ingesta del suplemento durante la gestacion, correlacioné en forma



significativa, con la concentracion de ferritina sérica materna (P= 0,026)
(Manuscrito). En los neonatos, 22% present6 deficiencia de hierro pero no hubo
diferencias estadisticas significativas entre los grupos. Tampoco se encontrd
asociacion entre la ferritina neonatal y los biomarcadores del estado de hierro
materno.

La expresion del TfR1 predomin6 en la membrana apical del sincitiotrofoblasto y
en células del citotrofoblasto, mientras que la expresion de la Fpn predominé en
espacios intercelulares entre el citotrofoblasto y las células mesenquimatosas del
estroma velloso, sin diferencias estadisticas significativas entre los grupos de
gestantes. No se hall6 correlacién entre los parametros bioquimicos de las
gestantes y la expresion de estas proteinas sin embargo, si hubo correlacion
positiva y significativa entre la ferritina neonatal con la expresién de Fpn (P=
0,038) y ademas la expresiéon del TfR1 correlacioné positivamente, con la
expresiéon de Fpn (P < 0.05) (Manuscrito).

Los resultados de este trabajo sustentan la prescripcién de la suplementacién de
hierro durante la gestacion y establecen relaciones entre los parametros
bioquimicos indicadores del estado de hierro materno. Ademas, por primera vez
se demuestra la expresion de TfR1 y Fpn en células trofoblasticas primarias y
vellosidades de placenta humana a término, en pacientes con diferencias en el
estado nutricional del hierro. Los resultados de este estudio serdan enviados a
publicacién al Journal of Clinical Nutrition.



1.2 Estudio de la expresion del Receptor 1 de Transferrina y Ferroportina en
el modelo de células BeWo de coriocarcinoma bajo condiciones de
supresion del hierro en el medio de cultivo.

Resumen manuscrito

La linea celular de coriocarcinoma BeWo, es aceptada universalmente como
modelo de estudio del sincitiotrofoblasto de placenta humana a término. En estas
células se ha descrito la expresion de receptores para el transporte de hierro, TfR1
y Fpn. Los diversos estudios han puesto en evidencia que la expresion del TfR1 es
mucho mas abundante en la membrana apical de las células cuando crecen en
monocapas confluentes o en sistemas de cultivo tipo Transwell, mientras que la
expresion de Fpn se ubica en la membrana basolateral. Esta separacion de ambos
receptores en compartimentos especificos de la célula, ha permitido plantear que
el TfR1 capta el hierro del medio extracelular y lo transfiere a la Fpn para que esta
lo transporte hacia la circulacion fetal, como se ha demostrado en ratas gestantes.

La necesidad de evaluar si las condiciones de hierro del medio de cultivo podrian
alterar la expresion de TfR1 y Fpn en las células BeWo, nos permitié disefiar un
estudio en el que se disminuyé la concentracion de hierro en el medio de cultivo,
usando desferroxamina (DFO), para luego del tiempo de cultivo evaluar la
traduccion del mensaje (MRNA) para ambos receptores por técnica de PCR en
tiempo real, y la expresion de la proteina en membrana por medio de citometria de
flujo. Como controles se usaron células en cultivo a las cuales no se les adicioné
(DFO). El objetivo fue evaluar si la expresion del TfR1 y de la Fpn por las células
BeWo presentaba variaciones ante la supresiéon de hierro en el medio de cultivo,
para ser usado como modelo de estudio de la regulacién del transporte de hierro

materno-fetal.



Los resultados del trabajo indicaron que no hubo diferencias estadisticas
significativas en la expresion de receptores entre las células BeWo sometidas a un
medio con supresién del hierro, con el uso de DFO, comparada con las células
del grupo control. Sin embargo, cuando los valores de intensidad media de
fluorescencia (IMF) para el TfR1 y para la Fpn (p=0,635 y p=0,841,
respectivamente), fueron sometidos a una algoritmo de sustraccion de Overton —
procedimiento que permite evaluar variaciones sutiles en la expresidon de
receptores de membrana mediante citometria de flujo—, se observé que la
expresion de ambas proteinas si fue significativamente mayor en las células

desprovistas de hierro en el medio, en comparacion con el control (Manuscrito).

Si bien no se hallaron diferencias estadisticas significativas en la expresiéon del
mRNA para TfR1 y Fpn, los hallazgos sobre la variacion en la IMF de estas
proteinas, sugieren que la supresion de hierro en el medio de cultivo induce

variaciones sutiles en la expresion de receptores en la célula.

Los resultados de este estudio seran enviados a publicacion a la Revista
Biomédica.



2. Resultados cientificos indirectos.

2.1 Formacion de recurso humano para la investigacion.

El trabajo permitié la formacion de una estudiante de Maestria en Ciencias
Basicas Biomédicas, énfasis bioquimica nutricional, y un estudiante de pregrado

en Nutricién y Dietética a saber:

A. Vanessa Corrales Agudelo. Profesional Nutricionista y Dietista, obtuvo su
grado de Maestria en Ciencias Basicas Biomédicas, area nutricion, en el
mes de agosto de 2013.

B. Julian Herrera Mejia, estudiante de Nutricién y Dietética de la Universidad
de Antioquia, estuvo vinculado al proyecto en calidad de joven investigador.

2.2 Fortalecimiento de la capacidad de investigacion.

En la ejecucidn del presente trabajo se logré realizar una interrelacion basico-
clinica que permiti6 reunir a profesionales, especialistas y cientificos de la
nutricion, la biologia celular y molecular, la fisiologia y bioquimica, la inmunologia
de la reproduccion y la obstetricia y ginecologia, como se puede evidenciar en la
lista de investigadores e instituciones participantes del proyecto. Esto implicé la
utilizacién de los espacios hospitalarios para la captacion, inclusion en el estudio y
toma de muestras de las pacientes; la utilizacién de laboratorios clinico, de
nutricion y especializados para la cuantificacion de todo el perfil bioquimico que
permiti6 definir el estado de hierro materno y neonatal; la utilizacién de la
infraestructura de laboratorios especificos en la Sede de Investigacidon
Universitaria (en la Universidad de Antioquia) y laboratorios de biotecnologia de la
Universidad CES, para el procesamiento de las muestras, mediante PCR en

tiempo real, inmunohistoquimica y citometria de flujo.



Lo anterior se constituyé en una de las fortalezas del proyecto de investigacion,

porque permitié realizar un trabajo interdisciplinario, optimizar la utilizacion de los

recursos existentes sin recurrir a la compra de equipos que implicarian un

sobrecosto importante para el proyecto, ademas de permitir la cooperaciéon con

entidades del sector privado y publico

2.3 Contribucidn a la socializacidn de la investigacion.

Los resultados del proyecto se presentaron en tres congresos internacionales

(Véase participacién en congresos); en el contexto local, se presentaron en las

reuniones académicas de los grupos de investigacion participantes en el proyecto

y se hara la presentacion al grupo de especialistas de ginecologia y obstetricia y

pediatria de las instituciones de salud participantes.
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