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Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo a
avaliagdo da formacéo da barreira celular das
linhagens imortalizadas de células intestinais
(Caco-2) e células endoteliais de vasos
sanguineos (HUVEC) em um modelo de
intestine-on-a-chip (I1oC) com 5 dias de cultura,
através do ensaio de permeabilidade aparente
paracelular (Papp). Os loCs sdo sistemas
microfluidicos de simulagéo in vitro que visam
mimetizar o funcionamento intestinal humano
através de um cultivo dindmico e da formacéao
da barreira tecidual.

Métodos e Procedimentos

O dispositivo intestine-on-a-chip (loC) foi
construido utilizando camadas de PMMA e
PET, unidas por adesivo dupla face, sendo
esterilizado com etanol 70% e luz UV. O
dispositivo & composto por cinco camadas
principais, incluindo uma membrana porosa
com poros de 0,4 ou 1,0 pm.

As células Caco-2 e HUVEC foram cultivadas
em meios DMEM e RPMI, respectivamente,
com subcultivos semanais regulares, utilizando
uma suspensdo de 2 x 10° células/mL em
frascos de cultura T25.

Para o ensaio de permeabilidade, com o
objetivo de avaliar a formacdo da barreira
celular, foram seguidos trés passos principais:
(1) Teste de permeabilidade da membrana
PET: Avaliou-se a permeabilidade maxima das
membranas PET com poros de 0,4 ou 1,0 um,

através de um experimento dindmico com fluxo
de 10 pL/min. No canal apical (doador), foi
introduzida uma solucdo de 50 pMol/L de
Vermelho de Fenol (VF), enquanto o canal
basal (receptor) continha HBSS, durante um
periodo de uma hora. (2) Ensaio em
Transwell: Células Caco-2 foram cultivadas no
compartimento apical (superior) do sistema
Transwell, e a permeabilidade foi monitorada
com uma solucdo de 50 pMol/L de VF e HBSS
no compartimento basal, durante 1h. (3)
Ensaio no loC: No dispositivo loC, células
Caco-2 e HUVEC foram co-cultivadas nos
compartimentos apical e basal,
respectivamente. A permeabilidade do VF foi
avaliada de maneira semelhante ao ensaio (1),
apos 5 dias de cultivo celular.

Resultados

Para avaliar a permeabilidade do dispositivo,
foram realizados ensaios com membranas de
PET de 0,4 um e 1,0 ym. O Vermelho de Fenol
(VF) foi utilizado como marcador de
permeabilidade, e a curva de calibracdo
apresentou um coeficiente de determinacao
(R®) de 0,9996. A membrana de 1,0 pum
demonstrou uma permeabilidade
significativamente maior em comparacgéo a de
0,4 um, sendo, por isso, escolhida para os
ensaios subsequentes.

Ap0s 5 dias de cultivo celular, a formacao da
monocamada foi avaliada tanto no 1oC quanto
no modelo Transwell, utilizando ensaios de
permeabilidade com VF. O loC exibiu uma taxa
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média de permeabilidade de 7,42 x 107® cm/s,
enquanto o modelo Transwell apresentou uma
taxa de 3,58 x 1076 cm/s. A comparacdo dos
resultados revelou uma reducéo significativa da
permeabilidade na presenca das células tanto
no modelo dindmico quanto estético,
confirmando a formacdo adequada da
monocamada celular no modelo loC.
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Figura 1: Comparacédo dos valores de Papp obtidos
no lIoC e no Transwell sem a presenca de células
(branco) e com a presenca da barreira celular (Caco-
2 + HUVEC) no quinto dia de cultura.

Dados da Dados obtidos neste
Literatura trabalho
Cultura Celular Transwell Transwell loC
(estatica) (estatica) (dinamica)
Tempo de 21 dias 5 dias 5 dias
Cultura
Composto de  Ranitidina Vermelho Vermelho
baixa de Fenol de Fenol
permeabilidade
Papp (cm/s) 0,5-5,8 3,58 x 7,42 x 10
x 1076 10¢ 6
(Katneni,
2018)

Tabela 1. Comparacgéo dos valores de Papp obtidos
no experimento com o valor encontrado na literatura
para composto de baixa permeabilidade, ranitidina.

Conclusoes

O ensaio em branco foi de grande importancia
para identificar possiveis interferéncias da
membrana na permeacdo das moléculas. Os
resultados obtidos pelo experimento
demonstram a formacgédo efetiva da barreira
celular intestinal no sistema [oC em
comparacdo a literatura e ao ensaio em
modelos estaticos, como evidenciado pelos
ensaios de permeabilidade paracelular
aparente. Além disso, esses dados evidenciam
que o Intestine-on-a-chip pode aumentar a
permeabilidade de VF pois esta sob influéncia
de um modelo dindmico.
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