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RESUMO

As células epiteliais intestinais, dentre as fun¢bBes vitais no corpo
humano, funcionam como barreira contra a permeacao de substancias toxicas
e também permitem a absor¢cdo de nutrientes essenciais. Nesse sentido de
absorcdo, os ensaios in vitro utilizando membranas celulares compostas por
células de adenocarcinoma de colon humano (Caco-2) se tornaram uma
excelente alternativa no estudo e previsdo da permeabilidade de farmacos.
Desta forma, este trabalho visa discutir as distintas condicdes utilizadas para o
cultivo das células Caco-2 e também demonstrar por meio de equacgdes de
permeabilidade aparente a sua correspondéncia com a permeabilidade
intestinal. Assim, a revisdo deste estudo foi realizada através de uma busca
nas principais bases de dados online como por exemplo, Periddicos CAPES
e Scientific Electronic Library Online (SciELO) onde se considerou trabalhos
relacionados desde a década de 80 os quais utilizaram as monocamadas de
células Caco-2 para previsdo da permeabilidade intestinal de farmacos.
Realizou-se o0 cruzamento de descritores como: permeabilidade e Caco-2,
Caco-2 e cultivo celular e permeabilidade, Caco-2 e permeabilidade aparente.
Ao longo deste estudo, foram considerados artigos contendo as principais
condicBes do meio para o cultivo adequado das células Caco-2. Além disto,
neste estudo foi discutida a previsdo de permeabilidade de farmacos
empregando equacdes de permeabilidade aparente (Papp). Assim, conclui-se
que as quantidades e os nutrientes utilizados no meio de cultivo das células
devem ser préoximos aos encontrados em condi¢Ges fisioldgicas e que o
material do suporte para formacdo da monocamada necessaria para o estudo
de permeabilidade interfere nos resultados. Assim sendo, o suporte de filtro no
material Politereftalato de etileno com o tamanho do poro de 0,4 um foi 0 mais
indicado. Para os estudos de permeabilidade, percebeu-se que o pH ideal varia
de acordo com a acidez ou basicidade do farmaco, sendo situagdes isocraticas
indicadas para farmacos basicos e condicdes gradientes para farmacos acidos.
Embora os diferentes estudos apresentem equacdes distintas para o calculo de
permeabilidade, estes estudos consideram as mesmas variaveis de area e

concentracdo em funcdo do fluxo através da monocamada proporcionando



resultados equivalentes. Por fim, o cultivo adequado das células Caco-2
fornece beneficios como investigacdo de mecanismos de transporte e previsao
de permeabilidade de novos compostos candidatos a farmacos.

Palavras-chaves: Caco-2, permeabilidade intestinal, cultivo celular,

calculo Papp.



ABSTRACT

Intestinal epithelial cells show different vital functions on the human body.
Besides the vital functions, they act as a barrier against toxic substances and
they aid at the absorption process of essential nutrients. In the absorption
context, in vitro tests using cells derived from human colon adenocarcinoma
(Caco-2) have become an important alternative of intestinal epithelial cells for
study and prediction of the permeability of drugs. Thus the review of this study
was carried out through a search in the main online database, for example,
CAPES journals and Scientific Electronic Library Online (sciELO). Descriptors
were cross-checked, such as: permeability and Caco-2, Caco-2 and cell culture
and permeability, caco-2 and apparent permeability. Furthermore, it also
presents the correspondence of Caco-2 cells permeability with intestinal
epithelial cells permeability through apparent permeability equations (Papp).
Related works since the 80s, which used Caco-2 cells monolayers for prediction
the intestinal permeability of drugs, were listed aid by the main search engines.
Throughout this study, the main experimental conditions for the proper
cultivation of Caco-2 cells were listed, as well as, the prediction drug
permeability through apparent permeability equations. This study observed that
the number of nutrients used in the cell culture environment must be close to
that found under physiological conditions and the support material for the
formation of the monolayer necessary on the permeability study interferes with
the results. Thus, the filter support made of polyethylene terephthalate with 0,4
um pore size was the most suitable. In relation to permeability conclusions, it
was observed that the ideal pH over permeability researches depends of drug
acidity or basicity, wherein isocratic situations for basic drugs and gradient
conditions for acidic drugs.
Although distinct related works have proposed different equations to calculate
the permeability, they used the same variables and obtained similar results.

Finally, this study concluded that the appropriate culture of Caco-2 cells can



offer some benefits, such as the study of transport mechanisms and prediction

of new candidate drugs.

Keywords: Caco-2, intestinal permeability, cell culture, Papp calculus.
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1. INTRODUCAO

A previsdo do comportamento do farmaco apds a sua administracao por
via oral pode ser realizada associando estudos relacionados as caracteristicas
do farmaco como solubilidade e permeabilidade e as caracteristicas do
medicamento, como por exemplo a dissolugdo em modelos in vitro. Os
modelos de permeabilidade, permitem monitorar a fragdo do farmaco dissolvido
que atravessa determinadas membranas utilizadas no modelo experimental e,
dessa forma, presumir o seu comportamento no organismo humano (GINSKI;
POLLI, 1999).

O epitélio intestinal funciona como uma barreira fisica para absorcéo de
macromoléculas entre o limen do intestino e a corrente sanguinea. Essa
barreira, além de impedir a entrada de compostos nocivos ao corpo humano,
também tem como funcéo permitir a passagem de substancias essenciais ao
nosso organismo (NELSON; COX, 2006).

A capacidade em atravessar a membrana esta relacionada com a
permeabilidade intestinal e refere-se a facilidade com que determinada
substancia permeia através do epitélio do intestino para que posteriormente ela
possa ser absorvida. Especificamente, o transporte passivo através da
membrana se da por meio da diferenca de potencial elétrico, gradiente de
concentracéo e de presséo hidrostatica (PRESS; DI GRANDI, 2008).

Os ensaios in vitro tem seu estudo consolidado em células, tecidos e
orgaos isolados, controlados em laboratério. Estes ensaios podem ser por
meétodos in vitro bioldégicos e ndo biolégicos. Os ensaios in vitro biolégicos
utilizam culturas de células, tais como, oriundas de adenocarcinoma de célon
humano (Caco-2), Madin Darby de rim canino (MDCK), co-cultura de células,
modelo ex vivo, saco intestinal invertido utilizando camaras de difuséo
horizontal tipo Ussing e/ou camaras de difusdo vertical tipo Franz. Ja os
métodos in vitro ndo biolégicos sdo constituidos por membranas artificiais
imobilizadas (MAI) e membranas artificiais paralelas (MAP) (YOUDIM,;
AVDEEF; ABOTT, 2003; BALIMANE; CHONG; MORRISON, 2000; DEZANI,
2017).
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Entre os diversos modelos de ensaios in vitro que permitem estudar a
permeabilidade intestinal tém-se as células Caco-2 que podem ser cultivadas
em laboratorios e sdo utilizadas para simular a absorcao intestinal (TANAKA et
al., 1995). Diante da ampla utilizacdo e dos resultados correlacionaveis com a
permeabilidade intestinal em organismos saudaveis , 0os modelos in vitro
empregando Caco-2, este trabalho tem como objetivo descrever os protocolos
experimentais utilizados para a avaliacdo da permeabilidade de farmacos

empregando ensaios in vitro utilizando Caco-2.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Meétodo de cultivo de células Caco-2

As células Caco-2 séo originarias de adenocarcinoma de colon humano
e chamam atencdo de cientistas devido as suas semelhancas com os
enterocitos encontrados no tecido epitelial saudavel. Recentemente, tém-se
realizado muitos estudos que correlacionam métodos in vitro e in vivo para a
determinacdo de parametros biologicos. Dessa forma, as monocamadas de
células Caco-2 sdo consideradas bons modelos para prever a absorcdo de
farmacos (ARTURSSON; KARLSSON, 1991).

O crescimento celular e a eficiéncia das membranas formadas podem
ser influenciados por fatores como: meio de cultivo, tempo de repique da
cultura, material do suporte utilizado, nutrientes adicionados e temperatura
durante o cultivo das células. Dessa forma, os meios de cultura empregados
para o crescimento celular, possuem substancias essenciais para as atividades
vitais das células, seu amadurecimento e replicacdo. Em geral, tais meios
contém minerais, tampdes, vitaminas, antibidticos, glicose, hormonios, fatores
de adesdo e soro como uma fonte de fator de crescimento, além de
proporcionar condicGes desejaveis de pH e de osmolaridade. Usualmente, as
células Caco-2 séo cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium) que apresenta altas concentracdes de aminoacidos, equiparando-se
as concentracdes proteicas das células de humanos saudaveis. O meio possui
elevada concentracdo de glicose (4,5g/L), sendo complementado com 1% de
glutamina 200mM, 10% de soro fetal bovino e 1% de aminoécidos n&o
essenciais. Durante a manutencdo das culturas deve-se adicionar 0 meio
adequado, em temperatura de 37° C e as células podem ser conservadas em
garrafas de cultura e atmosfera composta por ar atmosférico, umidade relativa
e 5% de CO, Normalmente utiliza-se também, penicilina (100 Ul/ml) e/ou
estreptomicina (100ug/ml) para evitar riscos de contaminacdo microbiana
(BURGENER; BUTLER, 2006; ARTURSSON; PALM; LUTHMAN, 2001;
BEHRENS; KISSEL, 2003; BAILEY; BRYLA; MALICK, 1996).
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Durante o cultivo das células devem ser evitadas variacbes do pH do
meio de cultivo, devido a isto, acrescenta-se estabilizantes de pH, como por
exemplo, bicarbonato de sbédio ou acido etanossulfénico 4-2 hidroxietil
piperazina-1 (HEPES) que consiste em uma solucao tampéao (BAILEY; BRYLA;
MALICK , 1996).

Durante o periodo de subcultivo ainda na garrafa de cultura, as células
estardo fixas na parede do recipiente. Dessa forma o meio devera ser aspirado
com cautela para que ndo ocorra o descolamento da célula que se encontra
aderida a parede da garrafa. Para realizar este procedimento adiciona-se a
enzima tripsina em uma concentragdo de 0,25% e &cido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) 1mM. A tripsina tem acdo a uma temperatura de 37°C por um
periodo 5 minutos. O procedimento de tripsinizacdo € feito para facilitar o
isolamento das células aderidas a parede do frasco, pois é formada uma
pelicula de liquido sobre a camada de células que ir4 auxiliar na remogé&o das
mesmas apos descolamento da parede da garrafa. O volume de DMEM
empregado para ressuspender as células Caco-2 é estimado por meio da
quantidade de membranas ou porcdes contendo as células (quantidade de
réplicas ou pocos na placa) que se deseja obter (LEA, 2015; BAILEY; BRYLA;
MALICK , 1996).

Para a conducdo dos experimentos de permeabilidade as células sao
transferidas para placas com suporte adequado para que se depositem e ao
replicar formem uma membrana. Para que as células da membrana atinjam
pelo menos, 80% de confluéncia sdo necesséarios aproximadamente trés a
cinco dias de repique ou subcultivo. Embora, ao todo, sdo necessarios em
torno de 21 dias para a preparacdo das membranas celulares em
monocamadas com diferenciacdo adequada ao emprego em estudos de
permeabilidade (STORPIRTIS, S.et al, 2009; BAILEY; BRYLA; MALICK |,
1996).

Os estudos de permeabilidade sdo realizados apds as células serem
colocadas em suportes porosos, contidos em microplacas (Well plate).
Comercialmente, existem indmeros suportes divergindo em tamanho e
material. Embora os mais utilizados sejam compostos de polietileno,
policarbonato, entre outros, variando, principalmente, no tamanho dos poros.

Assim, as placas podem conter de 6 a 96 pocos e 0s suportes podem ter poros
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que variam de 0,4 e 12 um. (BAILEY; BRYLA; MALICK, 1996; BEHRENS;
KISSEL, 2003; STORPIRTIS et al, 2009).

O cultivo das células nos pogos é realizado com meio DMEM
suplementado que deve ser trocado a cada 48 horas. As células devem ser
banhadas em ambos os lados da membrana, ou seja, tanto na porcéo apical
(parte superior) quanto na porgcdo basolateral (parte inferior), atingindo-se
confluéncia no periodo de seis a dez dias (Figura 1). (BEHRENS; KISSEL,
2003; BAILEY; BRYLA; MALICK , 1996).

Figura 1: Representagdo do suporte para o cultivo de células Caco-2 visando os experimentos
de permeabilidade. As porcSes apical e basolateral devem permanecer totalmente imersas no
meio de cultivo. Fonte: Ciéncias Farmacéuticas — biofarmacotécnica (STORPIRTIS et al.,

I 1l

4 Compartimento apica

l ER R R ER R R R RN ERN,) J - Suporte permebvel

] Compartimento basolateral

[ |

Posteriormente, as células comecam a demonstrar as caracteristicas
desejadas,, processo denominado por diferenciacdo celular que ocorre em 21
dias, conforme apresentado na Figura 2. As células Caco-2, apos a
diferenciacdo, expressam morfologia celular contendo aproximadamente 30
pum de altura, apresentam microvilosidades, formacao de complexo juncional e
expressdo de transportadores ativos na membrana, caracteristicas funcionais
similares as dos enterécitos (BEHRENS; KISSEL, 2003; LEA, 2015).
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Figura 2: Processo de diferenciacdo da célula Caco-2 no suporte apos o periodo de
cultivo de 21 dias. E possivel observar o aparecimento de microvilosidades apds 21 dias de
cultivo Fonte: The Impact of Food Bio-Actives on Gut Health — The Caco-2 Cell line (LEA ,
2015).

0QA0Q

A avaliacdo da confluéncia e da integridade da membrana é realizada
por meio da leitura da resisténcia elétrica transepitelial (RET) e esta
intimamente relacionada com o complexo de juncdes intercelulares (jungcdes
oclusivas, juncbes intermediarias e desmossomas). As jun¢bes oclusivas
impedem a difusdo lateral de moléculas e também sdo responsaveis pela
resisténcia elétrica medida entre os lados basolateral e apical da membrana
(BAILEY; BRYLA; MALICK , 1996; TANAKA Y et al, 1995; PRESS, DI
GRANDI, 2008).

Devido a formacdo de membranas integras que sdo caracterizadas por
juncdes oclusivas pode-se determinar a permeabilidade da substancia em
andlise, visto que, as juncbes dificultam a troca de eletrolitos. A falta das
juncbes ou sua ma formacado permitira o transporte de ions e moléculas pelos
espacos intercelulares, diminuindo os valores da resisténcia transepitelial. No
entanto, o0 aumento dos constituintes especialmente de origem proteica,
responsaveis por formar o complexo juncional, eleva consideravelmente os
valores da RET (PRESS, DI GRANDI, 2008).

Para determinar os valores da RET deve-se imergir um voltimetro
interigado com minieletrodos, ao mesmo tempo, na porcdo apical e
basolateral, antes e depois da realizacdo dos experimentos. Assim, € possivel
fazer a medicao da resisténcia elétrica em ohms (Q) fornecida pelos eletrodos.
Para a leitura correta do resultado, € necessario multiplicar o valor da leitura
decorrente da RET pelo valor da area do suporte utilizado no subcultivo (Q x

cm?). Dessa forma, a partir dos valores obtidos € possivel identificar a
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integridade da membrana e também qualificar a formagcdo das juncdes
intercelulares (BEHRENS; KISSEL, 2003; BAILEY; BRYLA; MALICK , 1996;
DELIE; RUBAS, 1997).

A integridade da célula Caco-2 pode também ser detectada por meio
da avaliacdo da permeabilidade de compostos marcadores da difusdo
paracelular. Essas substancias marcadoras devem apresentar baixos valores
para coeficiente de permeabilidade. Destacam-se entre eles o polietilenoglicol,
o manitol e a dextrana conjugada ao isotiocianato de fluoresceina. As
caracteristicas fisico-quimicas do manitol o tornam um bom marcador de
permeabilidade, visto que, apresenta massa molar de 182g/mol, raio de 41 nm,
€ hidrossoluvel, pouco permeavel através das membranas, ndo ionizavel e com
taxa metabdlica desprezivel. Alguns compostos utilizados para detectar a
integridade da membrana podem ser marcados radioativamente. Assim, eles
serdo quantificaveis por cintilografia, favorecendo o seu emprego nos
experimentos de permeabilidade (BAILEY; BRYLA; MALICK, 1996;
STORPIRTIS et al, 2009).

Para a avaliacdo da permeabilidade dos farmacos € necessario que as
células tenham atingido a confluéncia total e ja se encontrem na sua forma
diferenciada. Além disso, para a conducdo dos testes de permeacdo, deve-se
escolher o sentido da permeacdo podendo ser apical para o basolateral,
simulando a absorcédo do lumen intestinal para a circulacdo sanguinea ou no
sentido oposto (basolateral-apical), reproduzindo a saida do composto, a partir
da corrente sanguinea para o interior do limen intestinal. Por exemplo, a
ranitidina € um farmaco antagonista do receptor H, utilizado no tratamento de
Ulceras gastricas e duodenais. Porém, estudos sugerem que parte do
transporte da ranitidina seja afetada pelos transportadores de efluxo. Tais
transportadores expelem a droga para dentro do Iimem intestinal, o que
implica na diminuicdo da absorcdo do farmaco, ocasionando na sua baixa
biodisponibilidade ((STORPIRTIS et al, 2009; ASHIRU-OREDOPE et al., 2011;
LEE et al., 2002).
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2.2. Estudos de permeabilidade utilizando Células Caco-2

As células Caco-2 tém sido utilizadas para estudar o transporte de
farmacos por uma ou mais rotas simulando as membranas do epitélio intestinal.
Entre as rotas que possibilitam a permeacdo de farmacos e substancias
bioativas, temos as seguintes formas de transporte: mediado por carreadores,
passivo transcelular, passivo paracelular e por transcitose (ARTURSSON;
PALM; LUTHMAN, 2012)

A solucao adicionada ao meio de permeabilidade nos compartimentos
apical e basolateral é formulada de modo a garantir maior proximidade com as
propriedades do trato gastrointestinal in vivo. No compartimento apical, para a
nutricdo e manutencdo da célula é adicionada a solucdo salina de Hanks
balanceada contendo glicose 10 mM e, podendo ser complementada com soro
fetal bovino, variando nas propor¢des de 0,5 e 2%. O pH do meio deve ser
proximo ao pH detectado em condicdes fisioldgicas, variando entre 5,5 e 7,4.
Utiliza-se o estabilizador de pH MES (Acido 2-morfolinoetanosulfonico
monohidratado) 10 mM para valores de 5,5 e 6,5. J& em condicbes em que o
pH se encontra entre 6,5 e 7,4 utliza-se HEPES a 10 mM. Para o
compartimento basolateral o valor mantém-se fixo, igualando ao pH do sangue,
proximo a 7,4 (BAILEY; BRYLA; MALICK , 1996).

Para o inicio do experimento de permeabilidade € necessério a retirada
do meio de cultivo, seguida de lavagem da membrana com a solucao salina de
Hanks. Posteriormente, para avaliar a integridade da membrana, deve-se
acrescentar o meio de cultivo de permeabilidade e entdo determinar o valor de
RET. Em seguida, incorpora-se o farmaco solubilizado nos meios em que serao
adicionados aos compartimentos, no sentido em que se deseja avaliar, seja no
sentido apical — basolateral ou basolateral — apical (YOUDIM et al., 2003;
BAILEY; BRYLA; MALICK , 1996; STORPIRTIS, S. et al, 2009).

Apos a adicdo do meio a membrana celular em uma temperatura de
37°C e sob constante agitagdo para impedir a producdo de uma pelicula de
liquido imovel em contato com a superficie da célula, inicia-se os experimentos
de permeabilidade. Em tempos previamente estabelecidos, realiza-se a
amostragem do meio basolateral, quando a permeacgéo é avaliada no sentido

apical-basolateral ou no compartimento apical, quando o processo € analisado
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no sentido basolateral-apical. Posteriormente a cada coleta, deve-se fazer a
reposi¢cdo do meio isento do farmaco para manter o volume constante durante
todo o procedimento (STORPIRTIS et al., 2009).

Para finalizar o ensaio, devem-se retirar os resquicios do meio de
permeabilidade, lavar a membrana e adicionar meio fresco nos dois lados.
Posteriormente, é determinado o valor de RET para garantir que a membrana
permaneceu integra ao longo de todo o experimento. (STORPIRTIS et al.,
2009).

A fim de quantificar ou determinar a quantidade de farmaco retida no
interior da membrana deve-se lisar a membrana e extrair a substancia presente
em seu interior empregando solvente organico, tais como, metanol e
acetonitrila (STORPIRTIS et al., 2009).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Realizar revisdo narrativa visando descrever as condicbes para
realizacdo do estudo de permeabilidade de farmacos por ensaios in vitro
utilizando Caco-2.

3.2 Objetivos especificos

| Fazer levantamento bibliografico sobre as condi¢des para o cultivo das
células Caco-2 utilizadas para o estudo de permeabilidade.
Il Avaliar a utilizacdo de membranas com Caco-2 para o calculo da

permeabilidade aparente e analise da permeabilidade intestinal de farmacos.
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4. METODO

4.1 Levantamento bibliografico sobre as condi¢cdes de cultivo das
células Caco-2 utilizadas para o estudo de permeabilidade.

O levantamento bibliografico foi realizado em livros didaticos de
farmacologia e farmacotécnica e também nas seguintes bases de dados on
line: periddicos CAPES, PUBMED, SCIELO, onde utilizou-se como descritores
0s seguintes termos: Caco-2, permeabilidade e cultivo celular.

A busca foi feita com base em artigos, teses e dissertacoes. As
principais informagdes levadas em consideragéo foram: Caco-2, cultivo celular,
ensaios in vitro e permeabilidade de farmacos, bem como, resultados e
aplicacoes deste modelo in vitro para avaliacdo da permeabilidade de
farmacos.

Realizou-se também o cruzamento de descritores como Permeabilidade
e Caco-2 (permeability and caco-2), Caco-2 e cultivo celular (Caco-2 and cell
culture) permeabilidade intestinal e Caco-2 (Caco-2 and, intestinal
permeability), células de adenocarcinoma humano (human colon
adenocarcinoma cells). A busca incluiu também os idiomas inglés e portugués.

Os critérios de inclusdo foram artigos contendo informacdes sobre as
células Caco-2, permeabilidade intestinal, por exemplo, como calcular
resultados de permeabilidade empregando membranas com células Caco-2,
condi¢des para formacdo de membrana e cultivo celular de Caco-2 (meios de
cultura, agentes antimicrobianos, adicdo de suplementos e vitaminas, tempo e
temperatura de cultivo). Nesta secdo nao levou-se em consideracédo a data de

publicacdo dos estudos.
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4.2 Utilizacdo de membranas formadas por células Caco-2 para o
cédlculo da permeabilidade aparente e analise da permeabilidade
de farmacos.

Para obtencdo dos resultados selecionou-se aqueles artigos em que
apresentaram experimentos de permeabilidade com farmacos utilizando as
células Caco-2. Dentre os artigos selecionados a partir da busca conforme
descrito no item anterior (4.1) analisou-se aqueles que continham informacdes
de como realizar realizacdo dos ensaios de permeabilidade, quantidades de
amostras necessarias, férmula para calculo da amostra, volume e forma de
amostragem dos meios utilizados nos experimentos. Priorizou-se também
estudos que continham as equacGes para célculos de permeabilidade
aparente, e também artigos contendo exemplos dos experimentos e
informacdes sobre os célculos necessarios para determinar a permeabilidade.

Nesta secédo o tempo de publicacdo foi levado em consideragdo. Onde
excluiu-se artigos experimentais e de revisdo publicados fora do periodo de

doze anos. Também se excluiu resumos e editais.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Levantamento bibliografico sobre os métodos de cultivo das
células Caco-2 utilizadas para o estudo de permeabilidade.

Com base nos artigos consultados verificou-se que para realizar o
experimento de permeabilidade empregando células Caco-2 é necessario
adquirir as células com o codigo fornecido pela American Type Culture
Collection (ATCC) definido ou células padronizadas para experimentos. Entéo
deve-se ativar as células congeladas e realizar o repique ou passagens
visando torna-las adequadas ao experimento. Os artigos relatam de 28 a 65
passagens como ideais (BRISKE-ANDERSON et al., 1997).

Para Behrens e Kissel (2003) apés a revitalizacdo as células sdo semeadas
em placas de forma que a densidade atingida deve ser em torno de 6x10*
células/cm?; As células sdo cultivadas em suportes de filtros permeaveis, que
permitem o livre acesso de ions e nutrientes, onde estas devem ter suas
por¢cbes apicais e basolaterais totalmente imersas no liquido. As placas
utilizadas podem ser de diferentes materiais, tamanhos e ndmero de pocos.
Estudos realizados por Delie e Rubas (1997) indicaram que o material mais
adequado para o filtro € o politereftalato de etileno (PET). O filtro de PET
possui propriedades inertes e baixa ligacdo a proteinas. O tamanho dos poros
varia entre 0,4 e 8 um, sendo que o tamanho mais adequado para os estudos
de transporte sao de 0,4 um. Tamanhos maiores sao mais recomendados para
os estudos das interacBes entre as células, como em estudos utilizando co-
culturas (LEA, 2015; BEHRENS; KISSEL, 2003; DELIE; RUBAS, 1997).
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Figura 3: Organograma contendo as informag¢des mais encontradas na literatura
sobre o suporte de filtro. Referéncia: DELIE; RUBAS, 1997; LEA, 2015 Fonte: Figura

elaborada pelo autor.

. Politereftalato de
Material

etileno
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A caracteristica da célula deve ser levada em consideracdo, visto que
quantidades satisfatérias de nutrientes no meio sdo consideradas relevantes
para que as células crescam de maneira apropriada. Dessa forma, alguns tipos
de células requerem elevada quantidade de nutrientes conforme sua atividade
metabdlica e velocidade de proliferacdo quando comparadas a outros tipos. Por
exemplo, células que possuem altas taxas metabdlicas devem ter esta
informacédo levada em consideracdo durante a sele¢cdo do meio mais adequado
para o seu cultivo (D’SOUZA et al., 2003).

Segundo Yao e Asayama (2017), o meio DMEM, por exemplo, foi projetado
originalmente para conter glicose em uma concentragdo de 5,6 mmol/L.
Atualmente em uma versdo modificada € possivel encontrar meio DMEM
contendo concentracdo de glicose de 25 mmol/L, possibilitando seu uso para
células que requerem maiores quantidades de glicose. No entanto, para
D’Souza e colaboradores (2003), elevadas concentracdes de glicose alteram
as propriedades de barreira da membrana formada por Caco-2, dificultando o
transporte dos solutos. Dessa forma, a concentracdo de glicose igual a
encontrada em condigBes fisiologicas é mais adequada quando comparada
com o meio contendo altas concentragcdes. Diante da importancia do meio para

o cultivo celular e crescimento adequado da célula, alguns estudos indicaram
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também suplementacdes nos meios em que ha presenca de outros nutrientes
como baixas concentragdes de glutamina (0,2 mmol/L) e vitamina D3. Adiciona-
se também antibidticos como penicilina ou estreptomicina a fim de evitar
contaminagcdo do meio, conforme exposto na figura 4 onde ressaltam-se as
principais substancias que devem estar contidas no meio.(D"SOUZA et al.,
2003; FISHER et al., 1999; DEMARCO et al., 2003; YAO; ASAYAMA, 2017;
STORPIRTIS et al., 2009).

Figura 4: Organograma evidenciando a composicdo do meio DMEM mais comumente
encontrada. Referéncia: DEMARCO et al, 2003, FISHER et al, 1999, D’ SOUZA et al,,
2003. Fonte: Organograma elaborado pelo autor.
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Quanto ao tempo de cultivo, grande parte dos autores indicaram que o
periodo ideal seja de aproximadamente 21 dias ou 3 semanas. Diversos
pesquisadores como Lentz e colaboradores (2000) e Chong (1997), realizaram
estudos visando diminuir este tempo entre semear as células nas placas e a
realizacdo dos experimentos. Neste contexto Chong (1997) apresenta o

sistema Biocoat® Intestinal Epithelium Differentiation Environment (BIEDE) que
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consiste em alterar as condicbes de cultivo visando obter a diferenciacéo
celular em tempo muito inferior quando comparado com a cultura celular
convencional. A diferenga entre a cultura celular convencional e a cultura com a
diferenciacdo em tempo reduzido, € que na primeira, a diferenciacéo celular é
alcancada apés 2 a 3 semanas, e na segunda esta diferenciacdo ocorre em
apenas 3 dias. Assim, 0s sistemas que visam obter a diferenciacao celular mais
rapidamente possibilitam a reducdo dos indices de contaminacdo, jA que o
elevado tempo de cultura possibilita o aparecimento de impurezas que podem
levar a contaminacéo do meio de cultura (CHONG,1997).

O sistema BIEDE distingue-se do sistema de cultivo convencional em
alguns fatores, sao eles; material do suporte da membrana de filtro, onde
utiliza-se a membrana filtrante de PET em detrimento do uso do suporte de
Policarbonato; tipo de proteina de matriz extracelular que tem como funcao
facilitar a adesédo celular, em que emprega-se o colageno de cauda de rato
para substituir o colageno fibrilar e também na constituicdo do meio de cultura,
em que utiliza-se o meio DMEM contendo &cido butirico e ndo soro fetal
bovino. (CHONG, 1997)

Ainda nesse contexto, a fim de reduzir o tempo de cultivo para 4 dias,
Lentz e colaboradores desenvolveram um novo método de cultivo em que
altera-se a composicdo do meio para cultivo de células Caco-2 visando obter
as monocamadas utilizando soro de vitelo suplementado com ferro e fatores de
crescimento em concentracdo de 2% em detrimento de 10% de soro fetal
bovino. Os resultados de permeabilidade utilizando compostos marcadores de
alta e baixa permeabilidade como metropolol e manitol proporcionaram
resultados compativeis com a literatura e comparaveis em relacdo aqueles
obtidos com as condi¢des de cultivo convencional (LENTZ et al., 2000).

Liang e colaboradores defendem a importéncia do modelo de cultura em
tempo reduzido embora, também ressaltaram que o sistema BIEDE pode né&o
ser tao eficiente para compostos hidrofilicos, visto que os valores de
permeabilidade aparente encontrados sdo muito discrepantes quando
comparados com o modelo tradicional (LIANG et al., 2000).

Ainda nesse contexto, para os resultados de permeabilidade aparente
encontrados no modelo acelerado ao testar diferentes compostos marcadores

de alta e baixa permeabilidade, percebeu-se que o0s resultados de
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permeabilidade aparente foram superiores no modelo acelerado para farmacos

com caracteristicas hidrofilicas.

A permeacdo destas substancias hidrofilicas depende principalmente da
rota paracelular e a permeacdo de compostos lipofilicos dependem de vias
paracelular e transcelular para permeacédo. Porém € importante ressaltar que
apesar dessa pequena diferenca, o modelo acelerado apresentou uma boa
correlacdo entre o0s coeficientes de permeabilidade com o modelo
convencional, podendo ser utilizado principalmente para facilitar a triagem de
grande quantidade de compostos, onde se deseja obter uma rapida

determinacao do coeficiente de permeabilidade aparente (LIANG et al., 2000).
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5.2 Analise da permeabilidade de farmacos utilizando membranas

formadas por células Caco-2.

Visando obter artigos que determinaram a permeabilidade de farmacos
utilizando membranas Caco-2 e analisar como esta determinacdo foi feita
aplicou-se os critérios utilizados para a selecdo dos artigos. Os resultados
foram extraidos a partir da investigacdo das informac¢des dos calculos de
preparo de amostra, de permeabilidade, quais as substancias empregadas
como controle de alta e baixa permeabilidade, quais 0s parametros necessarios
para aplicagcdo do procedimento (polarizagdo da membrana, diferenciacido
celular e RET). Estas informagfes possibilitaram mostrar os resultados de
permeabilidade obtidos e sua forma de interpretacdo, gerando assim material
bibliografico que auxilie pesquisadores a aplicar este modelo experimental.

Para realizar os experimentos de permeabilidade aparente, deve-se
atentar ao pH do meio. E importante ressaltar que o pH do meio além de
influenciar no crescimento das células também interfere nos estudos de
permeabilidade. Segundo Volpe (2008), este deve estar de acordo com a
solubilidade das substancias em andlises. Neste sentido durante os
experimentos, o pH dos compartimentos doador e receptor podem ser iguais
(chamados experimentos isocraticos) ou diferentes (experimentos com
gradiente). Dessa forma, substancias acidas, geralmente tem resultado de
permeabilidade aparente maior em experimentos gradiente, por exemplo,
utilizando pH 6,5 no compartimento doador e 7,4 no compartimento receptor.
Por outro lado, o transporte de substancias basicas é facilitado na presenca de
situacBes isocraticas, em que o pH permanece igual em ambos os
compartimentos (7,4) (VOLPE, 2008).

Além de auxiliar na investigacdo da permeabilidade, as monocamadas
de células Caco-2 sao utilizadas para avaliar a captacdo e o transporte do
farmaco. Outros autores desafiaram os métodos em diferentes condigbes para
determinar se a permeabilidade é alterada, como por exemplo, diferentes
concentracbes do analito e também na presenca e auséncia de substancias

associadas ao farmaco em estudo.
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Na Tabela 1 é possivel observar que para diversos objetivos propostos
pelos autores os calculos se tornam fundamentais para realizar a analise da
permeabilidade dos compostos em estudo. Em geral, para as células Caco-2 a
féormula de permeabilidade aparente é a mais utilizada para avaliar a
permeabilidade dos farmacos. A permeabilidade aparente pode ser definida
pela determinagdo da passagem do composto através da membrana de um
compartimento doador para o compartimento receptor em fungéo do tempo. Ou
seja, 0 quanto aquele composto foi capaz de permear a membrana. Assim, a
permeabilidade aparente de farmacos é calculada ao tracar as concentracées
quantificadas das amostras presentes no compartimento receptor versus o
tempo de amostragem, gerando uma curva de concentracdo X tempo e sua
respectiva inclinacdo (STORPIRTIS, S. et al, 2009, PALUMBO, et al, 2008).

Volpe (2008) propde a utilizacdo da férmula que consiste na divisdo do
volume do meio no compartimento receptor dividido pela concentracdo do
farmaco em analise no compartimento doador em relacdo ao tempo de

amostragem. A formula esta representada na Equacéo 1.

Equacdo 1: Formula matematica proposta por Volpe (2008) para realizar o calculo de
permeabilidade aparente utilizando as monocamadas de células Caco-2.

Equacéo 1:

VR dcC
X
AxCo dt

Papp =

Onde: VR representa o volume na camara receptora , A representa a area de
superficie do filtro, Co € a concentracdo inicial na camara doadora e dC/dt
consiste na derivada da concentracao versus o tempo ( VOLPE, 2008).

Os autores apresentaram alternativas matematicas para as equacgdes do
calculo de Papp. Como podemos observar na Tabela 1 as equacfes podem ser
escritas de outras formas para a mesma finalidade, como por exemplo,

conforme descrito na Equacdo 2. Em que dQ / dt representa o fluxo atraves da
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monocamada, A corresponde a area da superficie da membrana e C, é a
concentracédo no compartimento doador (ASHIRU-OREDOPE et al., 2011).

Equacao 2: Formula matematica proposta por Ashiru-Oredope (2011) para realizar o calculo
de permeabilidade aparente utilizando as monocamadas de células Caco-2.

Equacéao 2:

rpr= (555) (%)
PP= \aco/ \at

A velocidade de efluxo é estabelecida pelo quociente entre os resultados
de Papp calculados na direcao basolateral para apical (BL—AP) divididos pelo
resultado obtido na direcdo apical para basolateral (AP—BL). Velocidade de
efluxo maior que 1,0 sugere predominancia no transporte secretério indicando
a presenca de transporte de efluxo (ASHIRU-OREDOPE et al, 2011). ZHU e
LIANG (2013) utilizaram em seus estudos a razdo entre os resultados de
permeabilidade aparente nos sentidos basolateral (BL) — apical (AP) e apical
(AP) -basolateral (BL) ou Apparent Permeability Ratio (PDR) conforme

apresentado na Equacgéao 3.

Equacao 3: Formula matematica proposta por Liang (2013) para realizar o célculo de razdo de
permeabilidade aparente utilizando as monocamadas de células Caco-2. Esta equagéo indica
0 mecanismo de transporte da substancia.

Equacéao 3

Pappgpy —ap

PDR=
Pappp_p.,
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A formula de PDR correlaciona-se com a equacao de Papp, pois atraves
dela é possivel determinar qual o mecanismo predomina no transporte do
farmaco em estudo. Assim sendo, tem-se que os valores de PDR abaixo de 1,5
tendem a indicar que o principal mecanismo de transporte ocorre por difusdo
passiva. Portanto, os valores de PDR acima de 1,5 correspondem ao
transporte mediado por proteinas de efluxo, ou seja, quando a entrada do
farmaco na célula (absorcéo) é prejudicada por transportadores especificos de

efluxo, como, por exemplo, glicoproteina P (Pgp) (ZHU et al, 2013).

Na Tabela 1 estdo apresentadas informacbes sobre pesquisas
realizadas com 10 analitos empregando membranas compostas por células
Caco-2. Os experimentos foram conduzidos objetivando responder a distintas
perguntas: Qual mecanismo de transporte € predominante? Existe influéncia de
transportadores de efluxo e influxo? A associacao de farmacos ou a adicdo de

adjuvantes pode melhorar ou comprometer a absorcédo?

Nos trabalhos realizados por Ashiru-Oredope et al. (2011), Zhu et al.
(2013), Roger et al. (2012) e Liang et al. (2012), foram adicionadas substancias
ao analito de interesse e a associacdo aumentou o transporte do analito no
sentido absortivo. Assim as substancias utilizadas podem ser consideradas
promotoras de absorcdo e o0 aumento do transporte no sentido AP — BL pode
ser inerente a maior afinidade do promotor de absorcéo pelos transportadores
de efluxo, deixando assim o analito livre para permear. O artigo publicado por
Goncalves et al. (2012) € utilizado como um exemplo onde as condi¢cbes para
o preparo das membranas mimetizam as condi¢cdes in vivo e podem ser
discutidas visando inferir sobre quais as condicdes mais adequadas para
administrar um medicamento visando maior permeacao/absorcao do farmaco.

As pesquisas realizadas por Zhang et al. (2018), Jin et al., (2014) e
Bonetti et al., (2018) se basearam em repeticoes dos experimentos visando
elucidar o mecanismo que envolve a permeacao. Os resultados possibilitaram
afirmar em quais casos ocorre a predominancia de transporte ativo ou passivo.

Huang et al (2010) e Souza et al (2009) avaliaram e discutiram em seus

experimentos a influéncia da associacdo de farmacos ou a utilizagdo de
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carreadores na permeacéao dos analitos de interesse utilizando como modelo in
vitro as membranas obtidas com células Caco-2.

Os trabalhos citados na Tabela 1 representam a diversidade de
aplicacbes que o modelo de permeabilidade in vitro utilizando células Caco-2
pode proporcionar. Alteracbes na conducdo dos experimentos possibilitam
responder a distintas hipéteses para as pesquisas desenvolvidas. Assim este
trabalho de conclusdo de curso contribui para reunir as diversas condi¢des
experimentais descritas na literatura durante o periodo proposto e discuti-las

proporcionando proveitoso material de consulta sobre o tema.
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Tabela 1: Resumo de informacdes referentes a estudos de permeabilidade de farmacos empregando células Caco-2, contendo objetivo, equagao para calculo da

permeabilidade, mecanismo de transporte e breve resumo das conclusdes obtidas. (continua)

Farmaco/analito

Obijetivo

Como foi feito o céalculo

Permeabilidade

Conclusdes

Referéncias

Avaliar a permeabilidade da Papp
Ranitidi ranitidina de AP— BL e de BL ( 1 ><dQ) Substrat " O PEG 400 em doses mais Ashiru-Oredope et
anitidina — ) = ubstrato para efluxo.
—AP na presenca de PEG 300 ACo/ \dt P baixas melhora o transporte de al., 2011.
e 400. ranitidina.
Aumentar a permeabilidade do Papp
flavonondide Baicalina através L A erva Radix Angelicae
Baicalina da associacéo das ervas Radix At x A X Co Dahuricae aumentou Zhu et al., 2013.
Scutellariae e Radix Angelicae PDR Papps; —ap Difusé@o passiva de AP— BL. significativamente o transporte
Dahuricae. —Papp de baicalina no sentido AP —BL.
AP-BL
Papp AQ
Pueraria Investlg-ar o efelto 'da Radix At x A X Co A erva Radix Angelicae )
Angelicae Dahuricae na Substrato para efluxo ) o Liang et al., 2012.
- . . PDR Dahuricae inibe o a P-gp e o
absorgao intestinal de pueraria. Papppy, —ap MRP aumentando a absorcéo
Pappap-pL
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Tabela 1: Resumo de informacgdes referentes a estudos de permeabilidade de farmacos empregando células Caco-2, contendo objetivo, equagdo para célculo da

permeabilidade, mecanismo de transporte e breve resumo das conclusfes obtidas. (continua)

Farmaco/Analito

Objetivo

Como foi feito o célculo

Permeabilidade

Conclusdes

Referéncias

Avaliar o mecanismo de

transporte da fucana associada Papp Verificou-se que a absor¢éo da
o 1\ /d .
Fucanas ao Isotiocianato de (E) (d—f) Transporte ativo fucana requer consumo de Zhang et al., 2018.
o
Fluoresceina por métodos in energia.
vitro e in vivo
Avaliar a permeabilidade de Uma boa f
ma boa ferramenta para o
farmacos antimalaricos e
Primaquina e outros o Papp ) processo de desenvolvimento de ]
) . compreender a influéncia de Vr Pr Transporte ativo ) . Jinetal., 2014.
anti-maléricos . - X — medicamentos novos farmacos
transportadores na absorgéo e A X Pi T ol
antimaléricos
na distribuicao.
. Papp . -
Esclarecer o mecanismo de Os compostos S-nitrosotiois
L . . 1\ . - . .
Nitrosois transporte intestinal do S- (E) (d_(g) Transporte passivo podem ser administrados por via | Bonetti et al., 2018.
o
nitrosotiol e do 6xido nitrico oral
Avaliar o transportador de
acido félico para melhorar o Papp A funcionalizagdo do &cido félico
. . 1\ /d L
Paclitaxel transporte do paclitaxel (E) (d—f) Substrato para efluxo melhorou significativamente o Roger et al., 2012.
[0}

encapsulado em

nanoparticulas.

transporte do paclitaxel.
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Tabela 1: Resumo de informacdes referentes a estudos de permeabilidade de farmacos empregando células Caco-2, contendo objetivo, equagdo para calculo da

permeabilidade, mecanismo de transporte e breve resumo das conclusdes obtidas.

Farmaco/Analito

Objetivo

Como foi feito o céalculo

Permeabilidade

Conclusdes

Referéncias

Insulina

Prever o comportamento e a
eficiéncia da insulina carregada

no copolimero Ag-g-HA.

Papp

() (&)

Transporte Ativo

O Ag-g-HA como portador de
insulina melhora
significativamente promove a
permeabilidade da insulina.

Huang et al. 2010.

Lamivudina e
zidovudina

Avaliar o transporte de
lamivudina e zidovudina em

diferentes concentragfes

Papp

Taxa de transporte

AxCo

Substrato para efluxo

Embora sejam substratos para
P-gp a quantidade de lamivudina
utilizada nado afeta a

permeabilidade de zidovudina.

Souza et al., 2009.

Rifampicina

Avaliar a permeabilidade do
farmaco diante dos efeitos do
pH, da presenca de mucina no

compartimento apical e de
albumina sérica bovina (ASB)

no compartimento basolateral.

Papp
VR x dQ

(A xCo)

Substrato para efluxo

A rifampicina associada a
mucina no compartimento apical
e ASB na camara basolateral e
em diferentes condic¢des de pH,
aumentou a complexidade dos

ensaios tornando-se

dispensavel.

Gongalves et al.,
2012.
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6. CONCLUSAO

No presente trabalho foram apresentadas e discutidas as distintas
condicbes para o cultivo de células Caco-2 de modo a formar membranas em
monocamada ideais e melhorar as condicbes para o0s estudos de
permeabilidade. Dentre estas condi¢cdes cabe ressaltar tipo de material do filtro
de suporte para o subcultivo, quantidade de nutrientes e a faixa de pH ideal de

acordo com a substancia em analise.

Para o crescimento das células o suporte de filtro no material politereftalato
de etileno é o mais indicado para o cultivo. Em relacdo a quantidade de
nutrientes, percebe-se que as células possuem melhor crescimento e
diferenciagdo quando os nutrientes séo colocados respeitando as condigdes
fisiolégicas. Ja para os estudos de permeabilidade, o pH ideal varia de acordo
com a caracteristica do farmaco. Os farmacos que possuem propriedades
acidas sao favorecidos em situacéo gradiente sendo: pH 6,5 no compartimento
apical e 7,4 no compartimento basolateral e farmacos com caracteristicas
basicas comportam-se melhor quando se encontram em condicfes isocraticas,

com pH 7,4 em ambos os compartimentos.

Apresentou-se também, diversas utilizacbes das membranas formadas por
Caco-2 para determinacdo da permeabilidade intestinal de farmacos. Para os
calculos de permeabilidade aparente foram empregadas distintas
conformacdes e simbolos para o fendbmeno representado matematicamente por

equacdes que proporcionam o mesmo resultado.

Os estudos de permeabilidade utilizando células Caco-2 também permitem

determinar o0 mecanismo de transporte de cada substancia em estudo.

E importante ressaltar que as monocamadas de células Caco-2 tem como
desvantagem a variabilidade no método de cultivo entre diversos laboratérios,
fazendo com que a padronizacdo da técnica torne-se indispensavel para

obtencao de resultados reprodutiveis.
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