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Design of an in vitro model of
the Outer Blood Retinal Barrier

Presentacio

El meu treball de recerca ha estat molt enfocat cap a I'area de la salut, especialment
el tractament i la cura de malalties. Sabia que volia fer un treball experimental, pre-
feriblement en un laboratori. Per aquest motiu, quan em van donar 'oportunitat de
participar en un projecte relacionat amb el desenvolupament d’'un model in vitro de
cellules oculars no m’ho vaig pensar dues vegades.

En aquest treball hem volgut centrar-nos en la degeneracié macular. La degeneracio
macular associada a l'edat és una malaltia ocular degenerativa que afecta la macula
i és la principal causa de ceguesa en els paisos desenvolupats. Es causada pel tren-
cament de les unions estretes que formen la barrera hematorretiniana. Els tracta-
ments que existeixen, pero, son pal-liatius i no estan enfocats a totes les formes que
pot presentar la malaltia. Cal més recerca per a trobar nous tractaments o millorar
els existents, pero la situacio dels teixits impossibilita fer experiments in vivo.

Per aquest motiu, cal establir bons models in vitro que desenvolupin una funcié
de barrera adequada. Amb tot, els models existents no s'acaben d’ajustar a la rea-
litat. En aquest treball vaig decidir intentar millorar un model cel'lular ja existent
en format de monocultiu tot afegint-hi una segona linia cel-lular i transformant-lo
en un cocultiu.
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Figura 1. Comparativa de la preséncia de ZO-1 en el monocultiu de cel'lules HRMEC (esquerra) i en el cocultiu
de célllules HRMEC i ARPE-19.

Metodologia

Per a aquest treball vaig seguir el metode cientific. En primer lloc, vaig determinar
una area d’estudi, 'anatomia de I'ull, la barrera hematorretiniana i la seva formacio.
Seguidament, vaig realitzar una hipotesi que després vaig comprovar a traves d’ex-
periments. En el meu cas, que la incorporacioé de cel-lules de l'epiteli pigmentari de
la retina a un model actual de la barrera hematorretiniana format per un monocul-
tiu de cellules microvasculars retinals resultaria en I'establiment d’'un model més
fiable on es formessin unions estretes i que manifestés funcions de barrera.

En darrer lloc vaig analitzar els resultats obtinguts i vaig extreure les conclusions
per desmentir o afirmar la meva hipotesi inicial.

Cos del treball

L'ull huma és un organ sensible a la llum. La seva funci6 principal és convertir

la llum que li arriba en senyals electrics que son enviats al cervell per crear una
imatge del que l'envolta. Esta compost per diverses parts. Lepiteli pigmentari de
la retina és una capa de cellules que actuen com a barrera per controlar la difusio
indiscriminada de materials des de la sang a la coroide cap a la retina. La barrera
hematorretiniana és una barrera restrictiva que regula el flux d’ions, proteines,




celllules i aigua a dins de la retina. La barrera hematorretiniana exterior s'estableix
gracies a les unions estretes entre les cellules de I'epiteli pigmentari de la retina i
regula el moviment de soluts i nutrients entre els capil-lars de la coroide i la retina.
Esta composta per una monocapa de cel-lules de l'epiteli pigmentari de la retina o
cellules RPE. Les unions estretes soén unions intercel-lulars que formen barreres
continues entre cellules epitelials per regular el moviment selectiu de soluts a tra-
vés de l'epiteli. Les proteines Zonula Occludens tenen un paper critic en la formacio
1 organitzacio de les unions estretes i hi ha tres isoformes descrites: Z0-1, ZO-2 i
Z0-3. Lestudi de patologies que pertorben la barrera hematorretiniana han mostrat
una relaci6 entre la perdua o la reduccié de ZO-1 i l'increment de la permeabilitat
dels teixits.

La degeneraci6 macular associada a 'edat o DMAE és una malaltia degenerativa
de la retina que causa una perdua gradual i irreversible de la visié en la pobla-

ci6 d’edat avancada. Aquesta malaltia es caracteritza per produir alteracions a

la macula, la zona central de la retina. Qualsevol modificacié o canvi en aquesta
zona causa problemes visuals que s’associen amb la degeneraci6 de la barrera
hematorretiniana exterior. La conseqliencia més important és la posterior degene-
racio de les cellules fotoreceptores. Tots els tractaments existents sén pal-liatius i
cal descobrir-ne de nous.

L'objectiu d’aquest projecte va ser la creacié d'un model de la barrera hematorretiniana
exterior més realista utilitzant cellules de l'ull. Per poder establir el cocultiu es van
utilitzar els suports Transwell® de Corning. Aquests consisteixen en una membrana
porosa que esta en un suport dissenyat per a ser utilitzat amb les plaques de Cor-
ning. Les cellules utilitzades en aquest projecte van ser cel-lules de l'ull huma, les
Adult Retinal Pigment Epithelial Cells o ARPE-19 i les Human Retinal Microvascular
Endothelial Cells o HRMEC. Es van realitzar monocultius i cocultius dels dos tipus
de cellules i els cultius van ser analitzats sota el microscopi de fluorescencia per tal
de determinar I'expressié de la proteina Z0-1i veure en quin model s’havien format
més unions estretes. Aixo va permetre discernir quin model feia millor la funcié de
barrera que voliem replicar.

Conclusions

La primera conclusio que es va extreure dels experiments va ser que ni les ARPE-

19 ni les HRMEC van ser afectades negativament per la presencia d’'una altra linia
cellular. Es important destacar que la preséncia de Z0-1 en les cél-lules HRMEC del
cocultiu va ser més alta que en el monocultiu, com es pot veure, per exemple, en la
comparativa de la figura 1.

Aix0 podria significar que la presencia de cellules ARPE-19 ajudaria a formar més
unions estretes en els cocultius amb HRMEC en comparacié amb les que es forma-




rien en un monocultiu. Per tant, vam poder confirmar la hipotesi inicial del treball ja
que els cocultius de céllules ARPE-19 amb cel'lules HRMEC van produir un model in
vitro millorat de la barrera hematorretiniana exterior en comparacié amb els mo-
dels anteriors de monocultius in vitro dHRMEC.
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