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Programas de investigacao

Regulacao nutricional do crescimento
Diferenciacao e desenvolvimento celular
InteraccOes nutrientes - genes

Metabolismo intermediario dos macro nutrientes
Absorcao e metabolismo de nutrientes
Obesidade infantil

Comportamentos alimentares das criancas
Nutricdo durante a gravidez e aleitamento

Fito nutrientes, bioquimica, fisiologia, transporte
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UCP-ESB

Areas e topicos:

o Alimentos: mais seguros, mais saudaveis,
mais nutritivos e mais competitivos.

o Ambiente: abordagens inovadoras para 0s
desafios ambientais e de sustentabilidade




Subnutricao

o Estima-se que 2 mil milndes de pessoas sofram
de subnutricao em Fe, Zn, iodo, e vitamina A



Subnutricao

o Anualmente:
Morrem 1 milhao de criancas <5 anos
Morrem 60,000 mulheres apds parto

Nascem 19 milhoes de criangas com
deficiéncias cognitivas ou fisicas

o Ferro: maior caréncia nutricional mundial,
levando a

Debilitacao da saude em 500 mil milhGes de
mulheres
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Anemia de Fe

—adiga constante
Perda de apetite
~alta de ar

Palidez da face, gengivas, lingua,
unhas, ou no interior das palpebras

Reducao das capacidades cognitivas
Palpitacoes
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Fe

3,50 Fe

10-20 mg Fe

10% absorcao

75% Hb, 10-20% armazém
Perdas de ferro?




Ferro




Absorcao de Fe
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Ferritina

450 kDa

Acumula Fe e liberta de
forma controlada

Proteina globular com 24
subunidades

Procariotas e eucariotas
Apoferritina
4500 atomos de Fest




Absorcao de Fe




Transferrina

Circulacao — o6rgaos
20-45% saturada
2 atomos de Fe

Homeostasia altamente
regulada
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Absorcao de Fe




IRP/IRE

a Iron deficiency b Iron overload

Bloqueio
| por

cluster de

Nature Reviews | Neuroscience

Nature Reviews Neuroscience 5, 863-873



Biodisponibilidade Mineral
(definicao)

A proporcao do mineral ingerido que esta
disponivel para processos metabolicos.



Quais of factores que afectam a
biodisponibilidade?

o Aumentada por:

Carne (vermelha, branca e peixe); (o chamado factor
carne)

Vitamina C
Certos péptidos presentes nos alimentos
o Diminuida por:
Fitatos (milho, trigo, cevada, soja, arroz integral)
Fosfatos
Polifendis (cha, vegetais)
Acido oxalico (espinafre)
Fibra
Calcio



Hipdtese

o Adicionando vitaminas e minerais a
alimentos “base”, ou aumentando a sua
biodisponibilidade podemos melhorar
significativamente a saude humana




Medicao de
biodisponibilidade de Fe

o In vivo
Humanos
Animal

o Invitro
Solubilidade
Dialise
Pedacos de mucosa

Vesiculas membranares
Pregas intestinais

Linhas celulares intestir)@is

Células de Caco-2 N




Caco-2: o que sao?

o Linha celular humana de adenocarcinoma
o Isolada em 1979

o Pertencem a:
Homem
Caucasiano
/2 anos
o Exibem caracteristicas de ceélulas intestinais:
Formam monocamadas em cultura
Contém enzimas brush border
Transportam proteinas e minerais
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Caco-2 e absorcao de Fe

o As células regulam a absorcao de Fe como resposta
a quantidade de Fe disponivel no meio

o O acido ascorbico e a carne aumentam a quantidade
de Fe no meio

o O acido ascorbico e a carne aumentam a absorcao
de Fe pelas células

o O acido fitico (fitato) e os polifendis inibem a
absorcao de Fe



o O modelo e 0 uptake de Fe

Varios estudos apontam repetidamente que
gualitativamente os resultados dos estudos com
cultura celular sao concordantes com os estudos
IN Vivo em humanos

(Glahn et al., 1996; Gangloff et al., 1996, Garcia
et al., 1996; Au and Reddy, 2000)



Ferritina como indice de
biodisponibilidade

o A quantidade de ferritina produzida é
proporcional a quantidade de Fe absorvido
pelas celulas

o Quanto mais Fe é absorvido, mais
biodisponivel estda o mineral no alimento em
guestao



Factor carne ) o
Método culinario

Probiodticos

Suplementos de
ferro e fortificantes

Ingestao In vitro/
Modelo celular Caco-2
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Exemplo 1. Gates Grand Challenge
In Global Health

d Challenges
» Global Healt

Gates Grand Challenge in Global Health

° October 22, 2008 Gates Foundation Invests
in 104 Novel Ideas for Global Health

Applications for Grand Challenges
© Explorations Round 3 will be Accepted
Beginning March 31, 2009

° In Search of New Ideas for Global Health

ENAASHON ZALKOORBIS

@© Ssee All Hews & Events

Email Updates

° Sign up to receive news and
announcements by email

Project Spotiight
@ Needle Free Vaccination Via Nanoparticle @
Aerosols

discoveries—but in how those discoveries SAEROE R This multidisciplinary team is

& livd e s developing vaccines for T8 and
dre appliied 10 reduce inequity. diphtheria in the form of novel porous
nanoparticle aggregate (PMAP)

aerosols that can be inhaled

© Find Out More...

Home | SiteMap | ContactUs | Privacy Policy | Terms of Use. ®2003-2008. Grand Challenges in Global Health. All Rights Reserved.



Cooperacao




Objectivos 2 4

o Melhorar vacinas existentes
o Criar novas vacinas

o Melhorar a nutricao

Criar plantas com todos os nutrientes
necessarios, e com elevada
biodisponibilidade

o Reduzir resisténcia a drogas
o Curar infeccoes
o Avaliar o status da saude mundial



Objectivos

o Transformar arroz para melhorar o teor
em Vitamina A, Vitamina E, e
biodisponibilidade de Fe e Zn

o Melhorar cassava

o Melhorar sorgo para areas tropicais
africanas

o Optimizacéo da biodisponibilidade de A )
nutrientes em banana



Objectivos % 4

o Concentrar multiplos micronutrientes e factores de
biodisponibilidade no arroz dourado

o ldentificar as bases genéticas e bioquimicas da
biodisponibilidade

o Avaliar a biodisponibilidade de Fe em sujeitos que
consumiram arroz dourado

o Melhorar o teor proteico em lisina em variedades de
arroz

o Introduzir novas caracteristicas favoraveis em arroz
transgénico



Estudos de biodisponibilidade

o Biodisponibilidade

1) Detectar factores que aumentam a

niodisponibilidade

2) Detectar alimentos que por si so
oferecam maior biodisponibilidade




o Utllizando RILs de Arabidopsis podemos
detectar linhas que possuem factores que
aumentam ou diminuem a biodisponibilidade



Biodisponibilidade

o Fe : producao de ferritina

o Ca: Ca* (emissor gama,
proteccao de chumbo)

o Zn: Zn®°




Material

o RILs: Recombinant Inbred Lines

o Arabidopsis thaliana

o Marcadores moleculares disponiveis
o Células Caco-2

o Radioisétopos para Ca (Ca*) e Zn
(Zn>°)

o Teste de ferritina (Fe)

o Analise de micronutrientes por ICP



° RILS

Variedade 1 X Variedade 2
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Recombinat inbred lines com combinacoes
aleatorias dos genomas parentais
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Concentracao de ferritina




Analise de QTLs

o QTL: quantitative trait loci
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Ex2: Biodisponibilidade de Fe
em sumos de fruta

O Sumos: péra, maca, uva vermelha, uva
branca, ameixa, toranja, laranja

o Contém factores que diminuem (polifendis) e
aumentam (acido ascorbico) a
biodisponibilidade

o Adicionou-se FeCl,; ou féormula infantil

o Resultados: sumo de uva vermelha ou ameixa
Inibem absorcao Fe; 0os outros aumentaram a
absorcao de Fe



Ex3: Biodisponibilidade de Fe
em leite humano

o O Fe no leite humano € mais biodisponivel do
gue no leite da vaca. Porqué?

o Leite: separado em lipidos, caseina e soro
(>10KDax<)

o Sulfato de ferro

o Separados em dois lotes: com ou sem digestao
In vitro

Etcheverry et al. (2003) Human milk enhances Fe uptake by caco-2 cells, JN
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FIGURE 2 Ferritin levels of Caco-2 cells treated with human milk
(HM) fractions with 0, 10 and 20 pmol/L Fe added as Fe50,. Bars are

= 5. Means for each iron concentration (0, 10 and 20

pmol/L) without a common letter differ; P < 0.05.

means = SEM, n

Etcheverry et al. (2003) Human milk enhances Fe uptake by caco-2 cells, JN



Fe uptake from digested

samples
s HM: Human Milk
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5 b
2 e b
E BE
& o
s E
5 & 100
L
E a a
= a
i .

. |

CM+Fe fi [

i
+
=
=

(HM min whey)+Fe |
(CM min whey)+Fe

¥
=
L
3
£
E
=
3

(HM min 10kF wh)+Fe
{HM min 10kR wh)+Fe

FIGURE 5 Ferritin levels of Caco-2 cells treated with digeste
human milk (HM) and cow’s milk (CM) whey fractions, including 10-kD:
filtrate (10kF; components <= 10 kDa) and retentate {10kR; component:
= 10 kDa) fractions. All test fractions were supplemented with iron (10
pmol/L as FeS0.,) and subjected fo in vitro digestion/Caco-2 ce
model. Bars are means = seM, 1 = 5. Means without a common lette

differ; P = 0.05.
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FIGURE 4 Ferritin levels of Caco-2 cells treated with digested
human milk (HM) and cow’s milk (CM) fractions. All test fractions were
supplemented with iron (10 pmol/L as FeS0,) and subjected to in vitro
digestion/Caco-2 cell model. Bars are means = sem, n = 5. Means
without a common letter differ; P = 0.05.

Etcheverry et al. (2003) Human milk enhances Fe uptake by caco-2 cells, JN



o Remocéao de lipidos aumentou a absorcao de
~e em leite digerido e nao digerido

o Remocao de soro diminuiu a absorcao de Fe
em 48% no leite humano digerido

o Ao remover a fraccao menor de 10KDa do
leite humano reduziu a sintese de ferritina em
60%




Consideracoes gerais para
trabalhar com Caco-2



Consideracoes gerais

» Armazenamento
> 14 d
>»l12vez: 1 més.

» Seeding-passagem.




Consideracoes gerais

1. Camara de fluxo laminar
2. Luvas protectoras estéreis e lavadas com alcool
3. Tip de succao em lexivia

4. pH 7 Broken pipette tip l
5_ Melo DMEM Steriletip—>

Fisher Pump

6. Distribuicao aleatoria



Digestao in vitro em Caco-2

v
A Tubes
HM or HM + HMF
+*Ca Pepsin Digesti é
s 65 epsin Digestion
+%Cn pH 2; 37°C
Pancreatin-Bile Digestion (2 h)
pH 7; 37°C
Insert / \
Cell Plates
Dialyzable Ca, Zn, & Fe
Dialysis
Membrane

Caco-2 Cells

N

AT A

B Tubes
HM or HM + HMF

Upper

Companion Plates lChamber

Dialyzable Ca, Zn, & Fe

15-KDa MWCO

Measure $Ca
and %Zn

Measure Cell
Ferritin

ﬁower
Chamber

Upper & Lower Chamber
Mineral Analysis via ICP-ES




Seeding
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|ldentificacao




Alimentar as células




Incubacao




. Digestao




®" " |Filtracao




Trabalhos em curso

Biodisponibilidade de micronutrientes
OEXpressao genetica
OFitatos e fésforo total
OMicronutrientes
OADbsorcao por Caco-2

Eficacia de accao de probidticos no leite
OAdesibilidade e colonizacao

OActividade redutiva hipertensora (BSH, CLA
Isomerase)

ODeteccao de genes de colonizacao
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