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Introduccidn. La via oral es la ruta de entrada de de
una gran cantidad de moléculas como farmacos y
vacunas orales'. Para ejercer su funcion, todos ellos
tienen que superar la barrera intestinal, por lo que es
crucial que la industria farmacéutica, alimentaria y la
investigacién cuenten con un modelo in vitro >3 que
mimetice el microambiente complejo del intestino y que
al mismo tiempo sea accesible y de facil uso para la
evalacion biologica y el cribado de nuevas
biomdleculas.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue implementar
y caracterizar un modelo in vitro tricelular intestinal
humano que pueda ser retado con cualquier
biomolecula novedosa de uso biotecndlogico.

Metodologia. Se establecio en un sistema de inserto
el tricultivo formado por enterocitos (CaCo2/C2BBe1),
células secretoras de moco (HT29) y linfocitos (Raji).
Se determinaron las caracteristicas morfologicas,
celulares y fisicas del tricultivo por microscopia 6ptica
de campo claro, confocal, microscropia electrénica de
transmision y medicion de la resistencia transepitelial
(TEER)?. Posteriormente, el sistema tricelular fue
retado con microparticulas almidén (MPAs) y se
determind la viabilidad celular, citotoxicidad,
permeabilidad aparente y la TEER.

Resultados. Se determinaron las condiciones 6ptimas
de crecimiento, el tiempo y la proporcion celular
adecuada para la diferenciacion celular para

implementa las condiciones éptimas en el co- y tri-
cultivo celular intestinal (Fig. 1).
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Fig. 1. Esquema general del establecimiento del co- y tri-cultivo
intestinal humano.
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Se determind que la TEER se ve afectada por la
proporcion celular de Caco-2/C2BBe1 -HT29 durante
el tiempo, lo que muestra que la presencia de las
células productoras de moco incrementa Ila
permeabilidad en el modelo. La presencia de las
células del sistema inmune no tuvo ningun impacto en
estos parametros.

Alos 14 dias de diferenciacion y crecimiento celular del
co-cultivo se observd la presencia de moco y la
expresion de proteinas de uniones estrechas que
mantienen la integridad de la monocapa celular del co-
cultivo (Fig. 2

Fig. 2. Presencia de moco en el co-cultivo celular intestinal. a) tincion
de Azul de alcian; b) tincién de Azul de alcian-PAS; d) Expresion de
Cingulina a 488 nm por microscopia confocal. Las fechas rojas
indican la presencia de moco.

No se observo efecto en el co-cultivo, ni el tricultivo por
la exposicion a las MPAs por lo que puede concluirse
que no son citotéxicas, ni comprometen la viabilidad
celular. Tampoco se observaron variaciones en la
TEER ni en la permeabilidad aparente por la presencia
de estas.

Conclusiones. Se implementd el modelo tricelular
intestinal con la complejidad suficiente para observar
algunas de las interacciones celulares mas
importantes en el intestino, pero suficientemente
accesible para que pueda ser implementado en un
laboratorio de investigacion para la evaluacion
biologica de cualquier biomolécula que tenga una via
de administracion oral.
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