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RESUMO 

 

ARAÚJO, L. S. Impacto das condições de cultura de células Caco-2 na 
avaliação da permeabilidade intestinal do biomarcador ácido ent-poliáltico da 
oleorresina de Copaifera duckei. 2021. 79 f. Dissertação (Mestrado). Faculdade de 
Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão 
Preto, 2021. 
 
O biomarcador ácido ent-poliáltico (AP) da oleorresina de Copaifera duckei possui várias 
atividades biológicas reportadas. No entanto, para que um composto seja um produto 
oral bem-sucedido, não deve ser somente farmacologicamente ativo, mas também deve 
ter características de permeabilidade intestinal razoáveis. A monocamada de células 
Caco-2 é um modelo in vitro amplamente aceito para prever a permeabilidade intestinal, 
mas possui variabilidade intrínseca ao método, levando a alta variabilidade em seu 
desempenho. Portanto, o objetivo do presente estudo foi determinar a influência do uso 
de agitação no sistema, e da presença de probiótico na permeabilidade intestinal do AP. 
Os procedimentos experimentais para a avaliação da permeabilidade intestinal foram 
divididos em algumas etapas principais: avaliação da viabilidade celular; determinação 
da concentração inibitória mínima do AP sobre Lactobacillus fermentum; padronização 
das condições de cocultivo; medida da resistência elétrica transepitelial (RET) durante 
o crescimento até 20 dias; e determinação das permeabilidades apical-basolateral (A-
B) e basolateral-apical (B-A) por 4 h. O controle foi realizado com os compostos atenolol 
(AT) e propranolol (PROP), que são os marcadores de transporte transcelular para uma 
baixa e alta permeabilidade, respectivamente. Os estudos de viabilidade celular 
indicaram que o AP não era tóxico para as células Caco-2 a 12,5 µM, além disso, essa 
concentração não inibiu o crescimento de L. fermentum. AT e PROP não inibiram o 
crescimento de L. fermentum e não foram tóxicos para as células Caco-2 a 10 µM e 5 
µM, respectivamente. O meio de cultivo padronizado para o experimento com a 
cocultura foi o meio de Eagle modificado por Dulbecco, sem antibióticos e sem soro fetal 
bovino. As propriedades da barreira foram consideradas aceitáveis para a RET ≥ 300 
Ω.cm2 em todos os experimentos, e L. fermentum induziu um aumento significativo (p < 
0,05) na RET após 24 h. Considerando a classificação que foi reportada na literatura, o 
AP apresentou permeabilidade moderada através dos enterócitos em todas as 
condições de cultivo avaliadas, não ocorrendo transporte reverso. A permeabilidade 
aparente (Papp) do AP no experimento sob agitação (2,83 ± 0,58 x 10-6 cm/s) apresentou 
diferença significativa em relação ao experimento sem agitação, e os valores obtidos 
nos experimentos de cocultivo não foram estatisticamente significativos em relação ao 
experimento sem agitação. Portanto, foi demonstrado que as condições de cultivo 
podem influenciar as propriedades de barreira da monocamada Caco-2, bem como a 
permeabilidade do AP.  
 
Palavras-chave: ácido ent-poliáltico; células Caco-2; probiótico. 
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ABSTRACT 

 
ARAÚJO, L. S. Impact of Caco-2 cell culture conditions on the evaluation of 
intestinal permeability of the biomarker ent-polyaltic acid from Copaifera 
duckei oleoresin. 2021. 79 f. Dissertation (Master). Faculdade de Ciências 
Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2021. 
 

The ent-polyalthic acid (AP) biomarker of Copaifera duckei oleoresin has several reported 
biological activities. However, for a compound to be a successful oral product, it must not 
only be pharmacologically active, but it must also have reasonable intestinal permeability 
characteristics. The Caco-2 cell monolayer is a widely accepted in vitro model to predict 
intestinal permeability, but it has inherent variability in the method, leading to high 
variability in its performance. Therefore, the aim of this study was to determine the 
influence of use of agitation in the system, and presence of probiotics on intestinal 
permeability of the AP. The experimental procedures for the assessment of intestinal 
permeability were divided into some main steps: assessment of cell viability; 
determination of the minimum inhibitory concentration of AP on Lactobacillus fermentum; 
standardization of co-cultivation conditions; measurement of transepithelial electrical 
resistance (RET) during growth up to 20 days; and determination of apical-basolateral (A-
B) and basolateral-apical (B-A) permeabilities for 4 h. The control was performed with the 
compounds atenolol (AT) and propranolol (PROP), which are transcellular transport 
markers for low and high permeability, respectively. Cell viability studies indicated that AP 
was not toxic to Caco-2 cells at 12.5 µM, in addition, this concentration did not inhibit the 
growth of L. fermentum. AT and PROP did not inhibit the growth of L. fermentum and were 
not toxic to Caco-2 cells at 10 µM and 5 µM, respectively. The standardized culture 
medium for the coculture experiment was Dulbecco's modified Eagle's medium, without 
antibiotics and without fetal bovine serum. Barrier properties were considered acceptable 
for RET ≥ 300 Ω.cm2 in all experiments, and L. fermentum induced a significant increase 
in RET after 24 h. Considering the classification reported in the literature, AP presented 
moderate permeability through enterocytes in all culture conditions evaluated, no reverse 
transport. The apparent permeability (Papp) of the AP in the experiment under agitation 
(2.83 ± 0.58 x 10-6 cm/s) showed a significant difference in relation to the experiment 
without agitation, and the values obtained in the co-cultivation experiments were not 
statistically significant in relation to the experiment without agitation. Therefore, it was 
demonstrated that the growing conditions can influence the barrier properties of the Caco-
2 monolayer, as well as permeability of the AP. 
 

 

Keywords: ent-polyalthic acid; Caco-2 cells; probiotic. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Oleorresina de Copaíba 

 

As oleorresinas de copaíba (ORs) são extraídas das espécies pertencentes ao 

gênero Copaifera (Fabaceae), popularmente conhecidas como copaibeiras ou pau d’óleo, 

sendo encontradas 16 espécies no território brasileiro. As ORs são líquidos com 

viscosidade e cores variáveis, alternando do amarelo ao marrom claro. Podem ser 

facilmente encontradas em mercados populares, principalmente na região Amazônica, 

onde é bem conhecida pelo uso tradicional como cicatrizante de feridas, anti-

hemorroidária, purgante, anticarcinogênico, antiinflamatório, antimicrobiano, 

antiviral, anestésico local, inseticida e bactericida (ARRUDA et al., 2019). No estado do 

Pará, as ORs são consideradas uma das mais importantes alternativas naturais para a 

cura de doenças (TRINDADE; SILVA; SETZER, 2018). 

A origem do nome dessas árvores veio da língua indígena “tupi”: eram chamadas 

de “cupa-yba”, que significa a árvore de reservatório/depósito, devido às ORs extraídas 

do tronco (ARRUDA et al., 2019; VEIGA; PINTO, 2002). A extração dessas ORs constitui 

uma atividade de grande importância econômica, sendo consideradas, em 2012, a 

matéria-prima de origem vegetal mais empregada na medicina popular no Brasil, 

predominantemente nas regiões Norte e Nordeste (CARVALHO, 2012). 

Copaifera spp. foram incluídas na Relação Nacional de Plantas de Interesse ao SUS 

(Renisus), na qual constam 71 espécies divulgadas pelo Programa Nacional de Plantas 

Medicinais e Fitoterápicos do Ministério da Saúde, com o objetivo de orientar o 

desenvolvimento de pesquisas com plantas que possuem potencial de avanço e podem 

gerar produtos de interesse ao SUS (BRASIL, 2020). De fato, Copaifera spp. possuem 

relevância biológica e perspectivas promissoras que são atribuídas aos sesquiterpenos 

(terpenoides de 15 carbonos) e diterpenos (terpenoides de 20 carbonos) presentes nas 

ORs (LEANDRO et al., 2012). 
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1.2 Ácido ent-poliáltico 

 

Entre os diterpenoides encontrados nas ORs está o ácido poliáltico, um diterpeno 

furano-labdânico, o qual foi reportado por apresentar inúmeras propriedades biológicas 

(Tabela 1). 

 

Tabela 1 - Propriedades biológicas do ácido poliáltico. 

Atividades biológicas Referências 

antinociceptiva 
 (RODRÍGUEZ-SILVERIO et al., 2021) 

antialodínica 
 (RODRÍGUEZ-SILVERIO et al., 2021) 

anti-hiperalgésica 
 (RODRÍGUEZ-SILVERIO et al., 2021) 

antiinflamatória 
 (RODRÍGUEZ-SILVERIO et al., 2021; SENEDESE et al., 2019) 

antibacteriana (ABRÃO et al., 2018; ÇIÇEK et al., 2020; TINCUSI et al., 2002)  

antifúngica (BARBOSA et al., 2019; ÇIÇEK et al., 2020; SOUSA et al., 2020)  

citotóxica (CHIBAS et al., 2019; ÇIÇEK et al., 2020; GARCÍA-TAPIA et al., 2017)  

genotóxica (CHIBAS et al., 2019) 

esquistossomicida (BORGES et al., 2016) 

leishmanicida (MIZUNO et al., 2015) 

tripanocida (MIZUNO et al., 2015) 

gastroprotetora (REYES-TREJO et al., 2010) 

antimutagênica (MIYAZAWA et al., 1995) 

antimuscarínica (SÁNCHEZ-MENDOZA et al., 2008) 

 

 

Os diterpenos labdanos emergiram como uma alternativa promissora para a 

descoberta de novos candidatos a fármacos, sendo que o interesse pelo estudo desses 

compostos foi intensificado nas últimas décadas devido, principalmente, a ampla gama 

de atividades biológicas associadas a essa subclasse de compostos (TRAN; WONG; 

CHAI, 2017). 
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Os labdanos são nomeados de acordo com as regras gerais de nomenclatura dos 

diterpenoides. Esses compostos podem ser classificados por sua estereoquímica em C9 

e C10, de acordo com suas orientações. Dessa forma, as nomenclaturas dos esqueletos 

labdanos são definidas de acordo com a configuração da junção do anel e os substituintes 

em C9 e C10 (Figura 1), resultando na utilização de quatro termos, “normal-“, “ent- “, “syn-

“ e “syn-ent-“ (PETERS, 2010; TRAN; WONG; CHAI, 2017). 

 

 

Figura 1. Variações na estereoquímica dos diterpenoides labdanos. 

(Adaptado de Tran; Wong; Chai, 2017) 
 

 

O labdano ácido ent-poliáltico (AP) (Figura 2) foi identificado como constituinte 

majoritário das oleorresinas de Copaifera duckei (BORGES et al., 2016) e Copaifera 

reticulata (CARNEIRO et al 2018; BARBOSA et al., 2019; SENEDESE et al., 2019), sendo 

também um dos principais constituintes de oleorresinas de Copaifera de outras espécies 

incluindo Copaifera guianensis e Copaifera lucens, além de ter sido isolado e/ou 

identificado em oleorresinas de Copaifera paupera e Copaifera officinalis (TRINDADE; 

SILVA; SETZER, 2018). As propriedades moleculares desse composto estão elencadas 

na Tabela 2. 
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Figura 1. Estrutura química do AP. 

 

Tabela 2 - Propriedades moleculares do AP. 

*obtidas através do programa Molinspiration. 
 

Apesar da diversidade de trabalhos envolvendo a avaliação biológica do AP, 

levantamentos bibliográficos realizados nas principais bases de dados, incluindo 

SciFinder Scholar, Web of Science, PubMed, Thomson Reuters Integrity e Scopus 

apresentam 60 resultados, mas nenhum resultado diz respeito a estudos de absorção 

deste diterpeno. 

 

 

1.3 Permeabilidade intestinal – células Caco-2 

 

Sabe-se que a permeabilidade intestinal é um fator primordial que influencia 

diretamente a biodisponibilidade de fármacos, principalmente aqueles administrados pela 

via oral (WANG, 2017) e, por isso, a ação biológica depende de uma absorção e 

distribuição adequadas antes da eliminação. Nesse contexto, é imprescindível que além 

de estudos que investiguem as possíveis aplicações terapêuticas, seja determinada a 

absorção de produtos naturais em suas formas purificadas ou misturas complexas para 

Propriedades moleculares*  

Peso 

Molecular 

Número de 

doadores de  

ligação de H 

Número de 

aceptores de 

ligação de H 

Coeficiente de 

partição octanol-

água (LogP) 

Número de 

ligações 

rotacionáveis 

Área de 

superfície 

polar 

pKa 

316,44 1 3 4,69        4          50,44 4,6 
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viabilizar o estabelecimento de doses eficazes e seguras (LIU et al., 2012; ZHANG et al., 

2012). 

O transporte de uma substância através do epitélio intestinal depende da sua 

solubilidade relativa em água e lipídeos, e pode ocorrer por transporte transcelular, 

através das próprias células epiteliais usando uma combinação de mecanismos de 

transporte ativo e passivo; e por transporte paracelular, pelo qual a passagem de 

substâncias se dá através das junções entre células adjacentes (ARTURSSON; PALM; 

LUTHMAN, 2012; PLEUVRY, 2005). A área de superfície envolvida na absorção 

transcelular é muito maior, sendo que no intestino delgado, por exemplo, apenas 0,01% 

da área de superfície total corresponde a área das junções entre células adjacentes 

(THOMAS, 2007). Há também várias proteínas localizadas nas membranas apical e 

basolateral que movem substâncias através das membranas (TAMAI; NAKANISHI, 

2013). 

É possível estudar todas as vias de transporte utilizando-se a linhagem celular de 

adenocarcinoma de cólon humano, Caco-2, que ao ser comparada com resultados de 

estudos que utilizam modelos in vivo, foi constatado que se trata de um modelo também 

capaz de predizer a permeabilidade intestinal com certa precisão (ARTURSSON; PALM; 

LUTHMAN, 2012). Isso ocorre pois as células Caco-2 quando totalmente diferenciadas 

possuem inúmeras características morfológicas e bioquímicas que produzem 

semelhanças funcionais com o intestino delgado, pois, ao atingir a confluência, 

apresentam microvilosidades na borda apical e expressam enzimas e proteínas de 

transporte (CHEN; SINGH; KITTS, 2020; HUBATSCH et al., 2007; PINTO et al., 1983). A 

avaliação do transporte intestinal in vitro é possível porque as células humanas tumorais 

podem crescer rapidamente proporcionando um sistema ideal para os estudos 

(BALIMANE; CHONG; MORRISON, 2000). 

A monocamada celular que cresce na membrana microporosa delimita dois lados: 

o apical e o lado basolateral (Figura 3). Uma vez que a monocamada das células é 

polarizada, o lado apical representa o lúmen intestinal e o lado basolateral representa a 

circulação sistêmica. A substância de interesse pode ser extraída de cada lado e das 

células para ser quantificada (MANGAS-SANJUAN et al., 2014).  
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Figura 3. Representação esquemática das células Caco-2 em modelo 

experimental in vitro. 

 

Apesar das monocamadas de Caco-2 predizerem a absorção oral de fármacos em 

humanos, há várias inconsistências nas condições experimentais, pois alguns fatores 

podem influenciar os processos de absorção intestinal de substâncias e, dentre esses, 

pode ser mencionada a taxa de agitação, considerando-se que as forças hidrodinâmicas 

que atuam no trato gastrointestinal são muito complexas (HAGESAETHER et al., 2013). 

Foi realizada uma busca na literatura com os seguintes descritores: “Caco-2, 

agitation e permeability” nas principais bases de dados, incluindo: SciFinder (26 

resultados), Web of Science (12 resultados), Scopus (9 resultados) e PubMed (9 

resultados). Excetuando-se os artigos escritos em outros idiomas que não seja inglês, 

artigos repetidos ou que não estavam disponíveis na íntegra, os resultados estão 

disponíveis na Tabela 3. É possível observar que, dentre os trabalhos que utilizaram a 

agitação no modelo experimental, há diferentes métodos para tal, contendo taxas de 

agitação distintas. 

O Monolayer Integrity and Drug Transport Guidelines da Millipore® recomenda a 

utilização de 60 rpm, e valores de 30, 50, 135 e 767 rpm foram comparados à absorção 

humana (HAGESAETHER et al., 2013). A inclusão da agitação do sistema é um fator 

muito importante em trabalhos que avaliam a permeabilidade de substâncias, isso porque 

o epitélio intestinal é coberto por muco que forma e mantém uma camada de água não 

agitada, a qual provavelmente possui uma espessura na superfície do epitélio intestinal 
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muito maior em experimentos in vitro do que in vivo, pois em condições fisiológicas há a 

redução dessa camada por meio do movimento peristáltico do intestino (KONO et al., 

2016). 

 

Tabela 3 - Artigos elencados e seus respectivos métodos utilizados para a agitação. 

Título do artigo Agitação Células Referência 

1 Experimental demonstration of the 
unstirred water layer effect on drug 

transport in Caco‐2 cells 

Snapwell/borbulhamento 
de gás O2/CO2 (95/5%) - 

fluxo: 45 mL/min 
Caco-2 (NARUHASHI et 

al., 2003) 

2 Application of fractal kinetics for carrier-
mediated transport of drugs across 

intestinal epithelial membrane 

Snapwell/borbulhamento 
de gás O2/CO2 (95/5%) - 
fluxo: 15, 30 e 45 mL/min 

Caco-2 (OGIHARA; 
TSUJI, 1998) 

3 A method for the determination of 
cellular permeability coefficients and 
aqueous boundary layer thickness in 

monolayers of intestinal epithelial 
(Caco-2) cells grown in permeable filter 

chambers 

Agitação orbital utilizando 
agitador de placa - 135 e 

1090 rpm 
Caco-2 

(KARLSSON; 
ARTURSSON, 

1991) 

4 In vitro measurement of drug transport 
using a new diffusion chamber 

compatible with Millicell® culture 
supports: performance with Caco-2 

monolayers 

Agitação de fluido por 
barras de agitação 

acionadas 
magneticamente - 100, 

300, 600, 750 rev./minuto 

Caco-2 
(KUHFELD; 

STRATFORD, 
1996) 

5 An openable artificial intestinal tract 
system enables the evaluation of drug 
absorption in Caco-2 cells through the 
reduction in thickness of the unstirred 

water layer 

Agitação mecânica 
usando um agitador de 

banho de água - 60 e 120 
rpm 

Caco-2 
(KONO; 

KONISHI; 
FUJITA, 2019) 

6 Effect of mechanical agitation on 
cationic liposome transport across 

an unstirred water layer in Caco-2 cells 

Agitação mecânica 
usando um agitador de 

banho de água - 75 e 125 
rpm 

Caco-2 (KONO et al., 
2016) 

7 Mucus can change the permeation 
rank order of drug candidates 

Agitação orbital - 70 e 50 
rpm HT29 (HAGESAETHER 

et al., 2013) 
8 

The asymmetry of the unstirred water 
layer in permeability experiments 

Agitação orbital - 250, 
320, 370 e 420 rpm com 

uso de agitação 
magnética basolateral 

Caco-2 (KORJAMO et 
al., 2008) 

9 Biorelevant refinement of the Caco-2 
cell culture model to assess efficacy of 

paracellular permeability enhancers 

Agitação orbital em 
agitador rotativo - 80 rpm, 

120 rpm e160 rpm 
Caco-2 (TIPPIN; 

THAKKER, 2008) 

10 Metabolism of testosterone during in 
vitro transport across Caco-2 cell 

monolayers: evidence for β-
hydroxysteroid dehydrogenase activity 

in differentiated Caco-2 cells 

Agitador de placa - (100 - 
800 rpm) e ângulo (2,5°) 

em relação à posição 
horizontal 

Caco-2 (BUUR; MARK, 
1992) 

11 High lipophilicity decreases drug 
transport across intestinal epithelial 

cells 

Snapwell/borbulhamento 
de gás O2/CO2 (95/5%) - 

fluxo 24 mL/min 
Caco-2 (WILS et al., 

1994) 
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1.4 Probióticos 

 

Além da aplicação em estudos de permeabilidade intestinal, a linhagem de células 

Caco-2 é amplamente utilizada também como um modelo laboratorial para avaliar a 

capacidade de adesão de bactérias probióticas (VASIEE et al., 2020). O termo 

“probiótico” foi derivado do latim e grego; significa "para a vida", pois são microrganismos 

vivos muito utilizados por conferir inúmeros benefícios à saúde do hospedeiro se 

administrados em quantidades adequadas (SETTA; MATEMU; MBEGA, 2020). 

Entre os benefícios dos probióticos, estão: proteção contra patógenos, regulação 

da imunidade do hospedeiro e fortalecimento da integridade intestinal (WIERZBICKA et 

al., 2021), que, ao exibir efeitos no epitélio intestinal alterando sua permeabilidade, esses 

microrganismos podem ter um impacto sobre parâmetros farmacocinéticos de fármacos 

administrados concomitantemente (ĐANIĆ et al., 2021; KIM et al., 2017; MATUSKOVA 

et al., 2016). O impacto na integridade da barreira intestinal se dá por meio da secreção 

de metabólitos, por exemplo, o ácido butírico, um ácido graxo de cadeia curta 

(BHATHENA et al., 2012; KAHOULI et al., 2015). 

A interação entre a microbiota intestinal e os medicamentos ocorre também por 

meio da composição da microbiota comensal e da modulação dos processos de 

metabolismo, além da função da barreira intestinal. Por isso, a microbiota intestinal é 

considerada um “órgão” metabólico indispensável, e pesquisar os efeitos desses 

microrganismos intestinais sobre os medicamentos pode ajudar a promover o uso 

racional de medicamentos (LI et al., 2020b).  

Probióticos estão presentes em muitos produtos, incluindo leite fermentado, 

iogurtes, kefir, kombucha (TURKMEN et al., 2019), que é uma bebida probiótica feita a 



17  

partir da fermentação do chá verde e do chá preto. São empregados na nutrição animal 

(JAHANGIRI; ESTEBAN, 2018), em suplementos e em nutracêuticos (WANG et al., 

2019). 

Apesar do conhecimento da influência dos probióticos no epitélio intestinal in vivo e 

no aumento da integridade da barreira epitelial intestinal in vitro, nenhum trabalho foi 

realizado com o objetivo de determinar o efeito desses micro-organismos sobre a 

permeabilidade intestinal de fármacos em células Caco-2. Dentre os probióticos, 

linhagens de Lactobacillus são amplamente utilizadas por serem capazes de resistir a 

passagem pelo trato gastrointestinal, resistindo ao pH ácido do estômago e aos sais 

biliares (KAHOULI et al., 2015; PANICKER et al., 2018), sendo inclusive utilizadas em 

medicamentos como Prolive®, Leiba® e ProVance®, com a finalidade de melhorar o 

balanço microbiano intestinal de forma a aumentar a prevalência de probióticos para que 

exerçam efeitos benéficos a saúde do hospedeiro. 

A espécie Lactobacillus fermentum foi selecionada para este estudo com base em 

dados da literatura que reportam importantes propriedades probióticas, como tolerância 

extrema a pH baixo, hidrólise de sais biliares e adesão a células epiteliais, além disso, 

pode ser considerado como agente bioterapêutico contra o câncer colorretal (KAHOULI 

et al., 2015; PANICKER et al., 2018). 

Considerando o exposto, os resultados dos estudos realizados são inéditos, pois 

além de verificar a permeabilidade intestinal do AP levando em consideração os impactos 

da taxa de agitação, também foi avaliada a presença de probiótico em células Caco-2, o 

que poderá fornecer subsídios para que outros trabalhos sejam desenvolvidos utilizando 

esse modelo in vitro. 
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2.  CONCLUSÕES 

 

A concentração do diterpeno AP selecionada para a realização dos ensaios de 

permeabilidade intestinal foi 12,5 µM, pois não foi citotóxica para as células Caco-2 no 

ensaio de liberação da enzima LDH. 

A monocamada de células Caco-2 manteve-se íntegra durante a realização dos 

experimentos, apresentado valores de RET acima de 300 Ω . cm2. 

O AP apresentou permeabilidade moderada através dos enterócitos nas condições 

de cultivo com e sem agitação do sistema. Papp do AP no experimento sob agitação (2,83 

± 0,58 x 10-6 cm/s) apresentou diferença significativa em relação ao experimento sem 

agitação. Não ocorreu transporte reverso. 

Em relação à padronização do cocultivo entre as células Caco-2 e a bactéria 

probiótica L. fermentum, o meio HBSS acrescido de 10 mM de MES apresentou um pH 

muito baixo, já o meio DMEM sem antibióticos e sem SBF manteve-se em um pH 

aceitável para a manutenção das células Caco-2 e células bacterianas, sendo esse, 

portanto, selecionado para o cocultivo. 

A concentração 12,5 µM de AP não afetou o crescimento da bactéria L. fermentum 

no ensaio de determinação da concentração inibitória mínima realizado pelo método de 

microdiluição em caldo. 

Quando as células Caco-2 foram submetidas ao cocultivo com L. fermentum por 

24 h, houve um aumento da RET, e esse aumento foi estatisticamente significativo em 

relação ao valor registrado antes da adição das células bacterianas, demostrando que 

a presença do probiótico fortalece as propriedades da monocamada celular. 

Considerando essa influência sobre a membrana, achava-se que a permeabilidade 

do AP sob cocultivo diminuiria bastante em relação às demais variações de cultivo, mas 

não houve diferença significativa entre elas, exceto para o experimento com agitação. 

O PROP, composto altamente permeável, apresentou diminuição do transporte 

intestinal, sendo classificado como moderadamente permeável sob o cocultivo com L. 

fermentum, e também com a adição de agitação ao sistema. Entretanto, o transporte 

secretório do PROP aumentou com a presença da bactéria no modelo experiental de 

cocultivo. 
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Esses achados permitem classificar o AP como um composto moderadamente 

permeável, e demonstram que as condições de cultivo podem influenciar as 

propriedades de barreira da monocamada Caco-2, bem como a permeabilidade do AP. 
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