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ANEXO I 
PROPOSTA DE PROXECTOS DE INVESTIGACIÓN STEMbach 

 

Coordinación STEMbach na Facultade/Escola UVigo: 

Nome: María José Pérez Álvarez  

Enderezo electrónico: mjperez@uvigo.gal 

Dirección do proxecto 

Nome e apelidos:  Rosa Pérez Gregorio                                                        Teléfono: 988 387 061 

Enderezo electrónico: mariarosa.perez@uvigo.gal   

NOTA: Os custos derivados da execución deste proxecto de investigación tales como os 
desprazamentos do profesorado da UVigo ao centro educativo ou doutras actividades 
establecidas no plan de traballo, correrán a cargo do centro educativo ao que se asigne este 
proxecto. 

 
Título 

Compostos fenólicos e enfermidade celíaca. Desenvolvemento dun modelo gastrointestinal in 
vitro para avaliar o impacto das antocianinas na biodispoñibilidade da gliadina 

 
Resumo 

 

A enfermidade celíaca caracterízase comunmente como unha afección crónica do sistema 
inmunolóxico que se desenvolve debido á presenza de glute, un conxunto de proteínas 
(gliadinas e gluteninas) presentes en cereais como o trigo, a cebada e a avea. Aínda que a 
prevalencia desta enfermidade está en aumento, afectando aproximadamente ao 3% da 
poboación mundial, ata o momento, a única forma efectiva de tratamento é seguir unha dieta 
libre de glute. Seguir una dieta libre de glute leva asociada una carga económica e emocional 
que limita a sua adherencia. Ademais, é preciso destacar que en moitos casos non se consegue 
restablecer completamente o dano intestinal causado pola doenza debido ao omnipresente uso 
destas proteínas na industria alimentaria, que favorece por una banda a existencia de 
contaminacións cruzadas e pola outra á inxesta accidental. Por tanto, é crucial explorar 
alternativas para previr e controlar esta enfermidade mentres se mellora a calidade de vida dos 
pacientes. Neste contexto, está a investigarse o potencial dos polifenois como moduladores da 
bioaccesibilidade das proteínas do glute como unha opción de control da exposición da 
poboación a estes antíxenos alimentarios, limitando a prevalencia da doenza. 
 
Este estudo centrouse no deseño dun modelo gastrointestinal de estudo de biodispoñibilidade 
in vitro para avaliar o impacto das antocianinas, un grupo de compostos fenólicos altamente 
bioactivos, na absorción e resposta inmune das gliadinas, un grupo de proteínas do glute 
altamente reactivas.  
 
Os resultados deste estudo demostraron a capacidade das antocianinas, de reducir 
significativamente a biodisponibilidade de proteínas inmunoxénicas así como na liberación de 
pétidos inmunolóxicos durante a simulación in vitro da absorción e transporte transepitelial 
intestinal humano recorrendo ao emprego da liña celular caco-2. Dun xeito xeral, neste 
proxecto STEM as alumnas puideron adquirir coñecementos de química analítica, proteómica, 
nutrición e inmunoloxía, tomando coñecemento da patofisioloxía da doenza, ferramentas 
analíticas de análise e deseño de alimentos para una nutrición mais segura. 
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Obxectivo 

O obxectivo científico se centrou en avaliar as implicacións inmunolóxicas do uso das 
antocianinas como recurso terapéutico e nutracutico no deseño de modelos in vitro que axuden 
a avaliar a funcionalidade de alimentos con baixa resposta inmunitaria. A nivel académico, este 
proxecto STEM ten como obxectivos enriquecer o coñecemento das alumnas na patofisioloxía 
de unha doenza con prevalencia en aumento así como por en práctica ferramentas analíticas de 
uso altamente xeneralizado nas áreas de química dos alimentos e inmunonutrición. 

 
 
 
Plan de traballo 

 
O plan de traballo experimental foi levado a cabo nas instalacións do grupo CF1 da Facultade 
de Ciencias da Universidade de Vigo en catro días espaciados no tempo. Se realizou o 
crecemento celular e posterior ensamblaxe en placas transwell simulando a barreira 
gastrointestinal. De seguido, se fixo una cinética de transporte transepitelial no modelo celular 
integrado e os compartimentos apical e basolateral foron caracterizados por westernblotting 
para avaliar a capacidade de atravesar a barreira das gliadinas e o efecto das antocianinas no 
proceso e por ELISA para caracterizar a liberación de péptidos inmunolóxicos ao lumen 
durante o proceso. As células se lisaron e gardaron para posteriores análise no laboratorio. As 
tarefas se describen detalladamente a continuación: 

Tarefa 1. Crecemento celular e formación de monocapa en transwell. Se empregaron células 
Caco-2, derivadas de carcinoma de colon humano, cultivadas en frascos con medio DMEM 
suplementado con 10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina/estreptomicina, a 37 °C y 5% 
CO₂. Se sementaron en placas transwell (1×10⁵ células por pocillo) e se deixaron durante 21 
días para formación da monocapa simulando o epitelio intestinal. 

Tarefa 2. Ensayo de transporte transepitelial. Tras a formación da monocapa celular (≥200 Ω 
medidos por TEER), aplicáronse os tratamentos no compartimento apical: control de gliadina 
( 1 mg/mL), cianidina-3-glucósido ( 1 mg/mL) e mestura 50:50 de ambos os compostos 
(factor de dilución x2). Realizáronse tres réplicas por condición. As mostras de 100 
microlitros colleitáronse en tempos t0, t1, t3, t6 e t24 horas, desta última recolleuse a mostra 
apical e basolateral, conservándose a -20 °C para a súa análise. 
 
Tarefa 3. Cálculo da biodispoñibilidade da proteína intacta por Western-blotting. As proteínas 
na mostra basolateral separáronse por electroforese en xel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e 
posteriormente transferíronse a membrana mediante sistema semihúmedo. A detección 
efectuouse incubando con anticorpo primario específico e anticorpo secundario conxugado, 
revelando mediante substrato encimático para visualizar as bandas proteicas. 
 
Tarefa 4. Cálculo da biodispoñibilidade dos péptidos inmunolóxicos por ELISA. Para calcular 
a biodisponibilidade dos péptidos inmunolóxicos derivados da gliadina utilizouse o kit 
GlutenTox ELISA Competitive G12 procedendo á súa cuantificación. Tomáronse mostras 
durante a cinética de transporte no compartimento basolateral así como da parte apical ao 
final do ensaio nas mostras con e sen a adición do polifenol cianidina 3-glucósido e se mediron 
seguindo as instrucións do fabricante. Unha vez obtidos os resultados, se realizaron sesións 
para interpretación e supervisión da redacción da memoria e exposición de ditos resultados. 
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