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RESUMEN

Introduccion: El trastorno del espectro autista representa una variedad de trastornos del
desarrollo neurolégico en la infancia caracterizados por una serie de discapacidades
complejas y cronicas, las cuales afectan a la habilidad comunicativa y de socializacion,
incluyendo comportamientos repetitivos y estereotipados. A dia de hoy sigue siendo una
condicion desconocida a nivel etiolégico y muy heterogénea en cuanto a
manifestaciones clinicas. Por consiguiente, la tecnologia con células madre
pluripotentes inducidas esta jugando un papel importante en el modelaje de éste
trastorno para su comprension y para la bdsqueda de un diagndstico y tratamiento

valido.

Materiales y meétodos: Se ha realizado una busqueda exhaustiva a través de
Pubmed/Medline, Scopus y Cochrane durante la cual se han seleccionado los articulos

mas recientes y con mayor relevancia cientifica.

Resultados: La busqueda de la comprension de los trastornos neurolégicos ha llevado a
la comunidad cientifica a la reprogramacion de células somaticas en células neuronales,
y a la creacién de cultivos organotipicos en 3D para la obtencion de modelos in vitro
que representen el trastorno. Actualmente, la aplicacion de células reprogramadas de la
pulpa dental y el posterior cultivo de un organoide esti representando un avance
significativo para la comprension del TEA. Este recurso no invasivo esta permitiendo la
reprogramacién de células de individuos afectados y su aplicacion personalizada en

medicina terapéutica y regenerativa.

Conclusion: Aun hay mucho terreno desconocido en este &ambito y no se conoce todo el
potencial de esta tecnologia; asi como todas sus limitaciones. Sin embargo, cada vez
mas se esta utilizando este recurso para el estudio del TEA, y los avances tecnologicos y
cientificos en esta area permitiran progresar en el diagndstico y tratamiento de esta

condicion.

Palabras clave: Trastorno del espectro autista, células madre pluripotentes inducidas,

organoide, neuronas, células de la pulpa dental, neurodesarrollo.



ABSTRACT

Introduction: Autistic spectrum disorders represent a variety of childhood
neurodevelopmental disorders characterized by complex and chronic disabilities, which
affect communication and socialization skills, including repetitive and stereotyped
behaviors. To this day, it remains an unknown disease at etiological level and
heterogeneous in terms of clinical manifestations. Therefore, induced pluripotent stem
cells technology is playing an important role in modeling this disorder for its
understanding and for the search of a valid diagnosis and treatment.

Materials and methods: An exhaustive search was carried out through
Pubmed/Medline, Scopus and Cochrane during which the most recent and scientifically

relevant articles were selected.

Results: The search for the understanding of neurological disorders has led the
scientific community to reprogramming somatic cells into neuronal cells, and to the
creation of organotypic 3D cultures to obtain in vitro models that represent the disorder.
Currently, the application of reprogrammed dental pulp cells and the subsequent culture
of an organoid is representing a significant advance for the understanding of ASD. This
non-invasive resource is allowing the cells of affected individuals to reprogram and to

personalize their application in therapeutic and regenerative medicine.

Conclusion: There is still a lot of terrain to discover in this area and the full potential of
this technology is unknown; as well as all its limitations. However, this source is
increasingly being used for the study of ASD, and technological and scientific advances

in this area will allow progress in the diagnosis and treatment of this condition.

Key words: Autistic spectrum disorders, induced pluripotent stem cells, organoid,

neurons, dental pulp cells, neurodevelopment.
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1. INTRODUCCION

1.1. ¢ Queé es el autismo?

El trastorno del espectro autista (TEA) es una discapacidad cronica del neurodesarrollo
del cerebro con una etiologia compleja y que se caracteriza principalmente por afectar a
la capacidad de las personas para comunicar con el entorno social, por la presencia de
conductas, intereses o actividades repetitivas y estereotipadas y por la dificultad para
mantener el contacto visual. Los signos y sintomas del autismo varian ampliamente, al
igual que sus efectos. EI TEA aparece en la infancia y en los primeros afios de vida, y
tiende a persistir hasta la adolescencia y la edad adulta. Considerando que diferentes
etiologias pueden generar un comportamiento similar, muchos trastornos con rasgos

autistas se agrupan dentro del mismo cajon(1-8).

Las personas que sufren de TEA se encuentran entre las mas vulnerables y dependientes
de las diferentes sociedades humanas. El autismo afectard la forma en que experimentan
el mundo y el entorno circundante. Cémo dice el Prof. Muotri, un pajaro puede ser tan
poderoso como un jet que vuela sobre su cabeza y un arbol de Navidad mas

impresionante que una colision de galaxias(7).

Los signos y sintomas clinicos varian en cada individuo, lo que hace mas desafiante el
diagnostico(6). Normalmente aparecen temprano en el desarrollo, aunque los déficits
sociales y comportamentales a menudo no son evidentes hasta mas tarde, cuando el nifio
tiene dificultades para satisfacer sus demandas sociales o educativas(2). Un diagndstico
precoz parece ser la clave para una mejor trayectoria clinica, ya que brinda la
oportunidad de realizar intervenciones tempranas en la vida del individuo(6). Aun asi,
todavia no existe un test médico para diagnosticar el TEA, y las familias dependen de
profesionales  especializados para realizar evaluaciones  psicologicas vy
comportamentales. Es decir, menos del 15% de los casos diagnosticados de autismo

tienen una causa subyacente identificada(4).

Los individuos con TEA generalmente presentan manifestaciones clinicas heterogéneas
coocurriendo con el autismo, como ecolalia, hipotonia, convulsiones, trastornos del
suefio, discapacidad intelectual y dificultades en el procesamiento del habla.
Considerando la variabilidad de sintomas clinicos, un individuo con TEA puede estar
severamente afectado en la comunicacién, por ejemplo, mientras otros pueden hablar

perfectamente, incluso tener un vocabulario por encima del promedio en la infancia, es
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decir, no hay dos individuos con TEA iguales. Esto hace que el espectro de los TEA

varie entre severo y leve(6).

Aunque la etiologia exacta se desconozca, hay estudios que sugieren que éeste trastorno
tiene componentes ambientales y genéticos en algunos casos(2,4,7). Hay muchas
alteraciones genéticas implicadas en la fisiopatologia de los TEA, coherentes con una
heterogeneidad inherente de la condicion, las cuales causan los diferentes tipos de
autismo(2,6). Aun asi, no todos los genes han sido mapeados y entendidos
completamente(6). Si bien la arquitectura alélica del TEA aln no se ha aclarado en su
totalidad, existe evidencia de un alto grado de heterogeneidad del locus y una

contribucion de variantes raras y de novo(8).

Los genes de novo desempefian un papel importante en el proceso de la investigacion de
los TEA; sin embargo, todavia no hay respuestas a todas las preguntas sobre este
trastorno(6). De hecho, en los ultimos afios los esfuerzos de secuenciacion gendmica
estan acumulando evidencias sobre la presencia de alteraciones gendmicas hereditarias
y esporadicas; desde mutaciones puntuales hasta variaciones en el nimero de copias
(CNVs)(7), las cuales se han revelado fundamentales para establecer el papel de las
variantes genéticas raras en la etiologia del TEA(9). Estos estudios también demuestran
una sorprendente heterogeneidad genética, explicando parcialmente el amplio espectro
de las manifestaciones clinicas(7). Los ultimos estudios de genémica para descubrir
nuevas variantes causales se han centrado en pequefias deleciones cromosémicas o
duplicaciones en forma de CNVs medidas en el genotipo de grandes cantidades de
individuos. Asi, se han encontrado CNVs en cadherinas y protocadherinas, implicando
la via de adhesion de células neuronales en el TEA vy el sistema ubiquitina-proteasoma,
que regula atributos sinapticos como la liberacion de neurotransmisores y el reciclaje de
la vesicula sindptica. Otros estudios han descubierto que los genes con CNVs interfieren
en las vias de desarrollo neuroldgico, afectando la maduraciéon y la funcion de las
sinapsis glutamatérgicas que pueden ser interrumpidas en el TEA(1,4). Otras pruebas
sugieren la existencia de defectos o alteraciones genéticas en la sinapsis neuronal, asi
como disparidades en la densidad de la espina dendritica, el tamafio del soma y la
sefializacion del calcio(4). No obstante, los mecanismos patogenos subyacentes al
comportamiento autista siguen siendo desconocidos para la mayoria de los individuos

con TEA(2). Se necesita una comprobacion més exhaustiva de las variantes



estructurales para averiguar los mecanismos genéticos que sustentan el riesgo de
padecer TEA(9).

Las imagenes neuropatoldgicas también proporcionan informacion importante sobre el
TEA(1). La macrocefalia, la alteracion del cerebro con un crecimiento excesivo
temprano y la posterior normalizacion, se ha reportado asociada en algunos casos de
TEA. Este aumento de tamafo del cerebro durante los tres primeros afios de vida ha
demostrado ser la primera manifestacion clinica. Varios estudios sugieren que el
crecimiento acelerado del cerebro en la poblacion con TEA empieza prenatalmente y
continua durante los primero afios de vida y la resonancia magnética revela unas
neuronas mas empaguetadas y un ndmero reducido de células de Purkinje en el

cerebelo(1).

Respecto a su epidemiologia, se calcula que 1 de cada 68 nifios tiene TEA. Esta
estimacién representa una cifra media, pues la prevalencia observada varia
considerablemente entre los distintos estudios. Ademas, se ha visto que el TEA es casi
cinco veces mas frecuente en hombres que en mujeres(1-4,6,7,10). Las razones que han
determinado el drastico incremento de la prevalencia del TEA a lo largo de los afios(1),
llevandola a ser una condicion actualmente mas frecuente que el céncer infantil, la
diabetes y el SIDA pediatrico combinados(6) no quedan claras; no obstante, la mejora 'y
la disponibilidad del diagnostico y un aumento legitimos de las tasa de recién nacidos

afectados pueden ser factores que contribuyen(1-4,6,7,10).
1.2. Clasificacion

Los TEA se definen en base a criterios clinicos, asi los individuos con sintomas
autisticos y ademas, con una mutacion en un gen especifico (mutacion monogénica)
pertenecen a un conjunto llamado autismo sindromico o autismo monogénico (debido a
un gen mutado). Por otro lado, las formas con una base genética incierta son Ilamadas
bajo el nombre de autismo complejo, multigénico, idiopatico o no sindrémico (fondo
genético incierto) debido a la falta de informacion genética clara(2,6). Las formas
monogénicas pueden surgir en conjuncion con otros fenotipos de enfermedades que
incluyen los siguientes trastornos genéticos: sindrome de X Fragil, sindrome de Rett,
sindrome de Timothy, esclerosis tuberosa, sindrome de Joubert, sindrome de Angelman
y sindrome de Phelan-McDermid y representan aproximadamente un 10% de los TEA.

Por lo tanto, la mayoria de los casos de TEA son idiopaticos, con mutaciones de novo o
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herencia de polimorfismos comunes que contribuyen al riesgo de padecer autismo en

familias maltiples(2,10).

Los estudios en familias en donde habia méas de una persona afectada por TEA, han
permitido sefialar la influencia de distintos genes cuyas mutaciones pudieran estar

implicadas en la causa del autismo sindrémico como, por ejemplo:

1. La haploinsuficiencia del gen SHANK3/PROSAP2: 22g13, involucrado en la
sinapsis (presente en el 1% de los TEA). Conlleva un déficit severo del lenguaje
y sociabilidad.

2. La delecion Xq13 y Xg22.3 (genes NLGN3 y 4: neuroligina). Implicado en la
sinaptogénesis. Se asocian a tics y ansiedad (presente en <1% de los TEA).

3. Genes SLC25A12 involucrados en la mielinizacion, que afectan a la
conectividad neuronal y esto puede ser parte de la causa del comportamiento de
las personas con TEA.

4. La captacion de serotonina: En alrededor del 30% de los individuos con TEA se
observan niveles elevados de serotonina. Al tratar estos pacientes con

inhibidores de la reutilizacion de serotonina, los sintomas mejoran.

Ademas, se piensa que otros genes como HOXAL, GABRA4, GABRBL1 y algunas
variaciones de 5-HTTLPR pueden contribuir a las manifestaciones del TEA. Belmonte,
Bourgeron y cols. proponen un modelo de interpretacion biolégica del individuo autista
donde genes conocidos de causas sindromicas como el FMR1 (S. X Fragil), MECP2 (S.
Rett), PTEN (S. Cowden-Bannayan), TSC, NF1, etc. originan modificaciones en la red
neuronal de accion derivandose de ello y en funcion de la especificidad de cada uno,
anomalias en el nimero, forma y conexion de las sinapsis que abocarian a un déficit
mental, desbalance entre excitacion e inhibicion (Glutamato-GABA) con
susceptibilidad a la epilepsia y fallos en el procesamiento de la informacion neuronal,
un incremento del nimero de células cerebrales con la macrocefalia habitual, y un
aumento de la serotonina que tendria implicacion en los trastornos obsesivos-
compulsivos. Esta podria ser una explicacion para la fragilidad Xg27, el S. de Rett, la
duplicacion de 15q11-q13, etc.(11).
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Para las formas no sindromicas, que normalmente coocurren con otras comorbilidades
como la macrocefalia temprana(6), la combinacién de varios polimorfismos con
variable numero de copias (CNVs), estarian implicados en el desbalance del desarrollo

y funcidn cerebral del individuo autista(11,12)(Figura 1).

Trastornos del espectro autista (TEA)
(Trastorno generalidado del desarrollo mental)
= ‘ | ‘
Y ' Y |
Causa conocida Causa desconocida
1 !
Y Y
Rett Autismo infantil precoz
Frax Asperger
Ang Savanta
ET Trast. desint. inf. (Heller)
NF1 )
Dupl 15q
Metabolopatias...
Y Y
Estudios especificos Estudio inespecifico

Figura 1. Clasificacion del TEA segun el conocimiento o no de la

causa(11).

1.3. Tratamiento, evaluacion y conducta clinica

No hay cura para éstas condiciones y eso puede suponer un reto para los individuos
afectados de forma croénica(1,6,10). El tratamiento del TEA requiere una gran
colaboracion entre mdltiples profesionales, y la base de éste incluye intervenciones
educativas individualizadas, que incorporan estrategias de comportamiento y terapias
primarias e intensivas para obtener mejores resultados clinicos y la atenuacion de
sintomas(1,7). El coste de este tipo de tratamiento personalizado es bastante elevado(1)
y ademas, las intervenciones a corto y largo plazo son dtiles y pueden reducir los
sintomas del autismo en los nifios, pero la respuesta al tratamiento es muy variable entre
individuos, sugiriendo que se necesitan mejores herramientas de diagnostico(2,6).
Como estos nifios maduran en adultos autistas, la mayoria no vive de manera
independiente(1,3,4). Por lo tanto, la necesidad de un diagnostico precoz y un

tratamiento mejorado de los TEA no s6lo es una preocupacién creciente entre los
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cientificos y los médicos, sino también desde una perspectiva econdmica(1,4). Sin
embargo, la naturaleza de los TEA, con su heterogeneidad intrinseca, y un amplio
espectro de sintomas clinicos entre los pacientes(1), ademas de la carencia de células
cerebrales humanas vivas, de biomarcadores y de modelos de ratones adecuados para la
investigacion, ha hecho dificil, hasta hace poco, avanzar en la comprension y estudio de
las vias neuroldgicas de la enfermedad y en el desarrollo de enfoques de
tratamiento(3,6).

1.4. Modelos experimentales para estudiar los mecanismos de la base del TEA

Dada la inherente heterogeneidad de la base genética asociada al autismo, modelar éste
trastorno usando animales transgénicos es muy dificil. Por otro lado, las muestras de
cerebro recogidas de individuos post mortem con TEA se han usado durante mucho
tiempo para ayudar a aclarar un fenotipo autista; no obstante, éste abordaje tiene
limitaciones importantes, ya que el cerebro representa el estado terminal de la
enfermedad; las células cerebrales estdn muertas y el tejido es fijo(2). Ademas, las
células de los tejidos periféricos, como la sangre, tampoco son adecuadas para estudiar
el TEA, ya que no son células del cerebro, y por lo tanto, no representan las células
relevantes de las condiciones asociadas al TEA. Es decir, el potencial limitado de las
muestras neuronales obtenidas de cerebros post mortem y la imposibilidad de aislar
poblaciones neuronales de sujetos vivos ha blogueado durante mucho tiempo el
progreso hacia la comprensién de los mecanismos celulares y moleculares de los

trastornos del desarrollo neuroldgico(12).

Gracias a la introduccion del concepto de reprogramacion por parte del Premio Nobel
Yamanaka, una nueva tecnologia que permite obtener células madre pluripotentes
inducidas (iPSCs) a partir de las células somaticas de los pacientes, Ultimamente se
estan abriendo nuevas perspectivas para la comprension de los mecanismos patogénicos
del TEA y su tratamiento(6). Estas células derivadas de individuos afectados de TEA se
estan usando como una herramienta para modelar tanto la forma sindromica como la no
sindromica. Ademas, el TEA plasmado en una placa se esta proporcionando como una

plataforma para la posible identificacion de nuevos farmacos(6).

Desde la introduccion de esta tecnologia, muchos laboratorios estdn desarrollando

modelos celulares basados en iPSCs, con el fin de avanzar en el conocimiento y orientar
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nuevas estrategias terapéuticas para diversas enfermedades como las hereditarias, la

diabetes, las enfermedades neurodegenerativas y las de neurodesarrollo.

Especificamente, éstos laboratorios generan y utilizan células madre pluripotentes
inducidas y las diferencian hacia tipos celulares de interés, por ejemplo: neuronas
dopaminérgicas mesencefalicas, interneuronas GABA-positivas 0 astrocitos, células
beta, etc. Se utiliza una perspectiva multidisciplinar que incluye desde abordajes de
diferenciacion en 3D hasta la manipulacion genética de genes relevantes para la
enfermedad y para orientar la diferenciacion a un linaje determinado, orientada a
resolver aspectos importantes de la biologia celular y la biomedicina. De esta manera, se
han desarrollado modelos genuinamente humanos para modelar el TEA tanto a nivel

celular como molecular y genético.

El objetivo final es avanzar en el conocimiento los mecanismos moleculares
responsables de las anomalias de desarrollo que llevan a una condicion compleja, como
el TEA, utilizando células neurales humanas que capturan la genética de los pacientes, e
identificar las rutas moleculares que subyacen a estos procesos, Yy a su vez, permitir el
desarrollo de nuevas herramientas de diagndéstico y la identificacion de nuevas dianas

terapéuticas.
1.5. Células madre

El término ‘célula madre’ aparecid por primera vez en la literatura cientifica en 1868
por el bidlogo aleman Ernst Haeckel. En sus escritos, las células madre tenian dos
significados diferentes: uno es el origen evolutivo unicelular de todos los organismos
pluricelulares y el otro es el 6vulo fecundado que da lugar a todos los otros tipos
celulares del cuerpo. Esta Gltima definicion ha evolucionado hacia la definicion
moderna de células madre; células que pueden dividirse para autorenovarse y/o
diferenciarse en otros tipos de células y tejidos(13). Generalmente se definen como
células clonogénicas capaces de auto-renovacion; es decir, son células no especializadas
gue se renuevan durante largos periodos de tiempo por division celular; y ademas son
capaces de, bajo estimulos especificos, diferenciarse en una poblacion especifica; esto
hace referencia a que pueden ser inducidas por un estimulo adecuado a diferenciarse a

células con funciones especiales como miocitos, osteoblastos, etc.(14)
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Las células madre estan reguladas por mecanismos complejos para mantener sus
caracteristicas Unicas. La comprension de la regulacion de éstas células nos da la
oportunidad de explorar mecanismos de desarrollo, asi como estudiar enfermedades

derivadas de su disfuncion(13).

Las células madre estan clasificadas en tres categorias distintas en funcion del grado de
diferenciacion en el que se encuentren. Hablamos de células madre totipotentes, células

madre multipotentes o adultas y células madre pluripotentes.

1.5.1. Células madre totipotentes (TSCs)

Se trata de las células que forman un embridn desde la fertilizacion hasta la etapa de 8
células, antes de la compactacion. Tienen una capacidad ilimitada de formar cualquier
tipo de célula del feto, asi como membranas y tejidos extraembrionarios, el propio
embrion y todos los tejidos y Organos postembrionarios. La capacidad totipotente de
estas células se debe al hecho de que cada blastomero del embridn en estas etapas tiene
la capacidad de formar un nuevo individuo completo si se separa. De hecho, este
método exacto se ha utilizado para la clonacion reproductiva en la investigacion y

produccién animal. Un ejemplo claro es el propio embrion(15).

1.5.2. Células madre multipotentes o adultas (MSCs)

Estas células, también conocidas como células madre adultas, se encuentran en el feto y
en el individuo adulto. Son especificas de los diferentes tejidos y se encuentran en un
estado de diferenciacion que puede ser mas o menos avanzado segun el tejido del que se
haya extraido. Se comprometen a dar lugar a células que tienen una funcién especifica y
algunas MSCs son responsables del mantenimiento y la regeneracion del tejido en el
que residen durante toda la vida, y por esta razdn se consideran células que se renuevan

a si mismas. Un ejemplo son las células madre sanguineas(15).

Las MSCs se encuentran en la mayoria de los tejidos adultos, como la médula 6sea, la
piel, algunas areas especificas del sistema nervioso central, la grasa, el epitelio
intestinal, etc. El tipo de MSCs que se usa de manera mas habitual en las terapias de
reemplazo celular son las células madre hematopoyéticas (HSCs). Las HSCs se
encuentran en la médula dsea y en la sangre del cordon umbilical, tienen alta capacidad
de autorenovacion in vivo y son el reservorio celular para la formacion de lineas de

células sanguineas. En el caso de la piel, la teoria mas reciente postula que existe un
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progenitor epidérmico comun, que es capaz de mantener la homeostasis de todo el
tejido. Por otro lado, se ha demostrado que la epidermis, los foliculos pilosos y las
glandulas sebéceas poseen células progenitoras especificas, pero que estos progenitores
pueden migrar a otros tejidos para repararlos, en caso de que la poblacion de células
madre residentes se haya perdido. Ademas, se ha demostrado la existencia de células
madre nerviosas adultas, y estas células tienen la capacidad de diferenciarse todo el
tiempo en neuronas maduras. Solo hay dos &reas en el cerebro humano donde se ha
demostrado la existencia de estas células madre neurales: el area subventricular de los

ventriculos laterales y el area subglandular del giro dentado en el hipocampo(15).
1.5.2.1. Aplicacion de las MSCs en terapia regenerativa

El objetivo de la medicina regenerativa y la ingenieria de tejidos es regenerar y reparar
las células y los tejidos dafiados para restablecer las funciones normales. La medicina
regenerativa implica el uso de biomateriales, factores de crecimiento y células madre.
La regeneracion de tejidos existe de manera natural debido a la presencia de células
madre con el potencial de autoregenerarse y diferenciarse en uno de los tipos celulares
mas especializados. No obstante, este potencial de regeneracién disminuye con la edad
y la regeneracion no es suficiente para reparar los dafios producidos por enfermedades
de base degenerativa, inflamatorias o tumorales. Las células madre embrionarias y las
células madre pluripotentes inducidas se consideran células madre pluripotentes, pero
tienen obstaculos técnicos y morales; ademas, estas células no son faciles de controlar y
pueden formar tumores después de su inyeccion. Al contrario, las MSCs son
multipotentes y so6lo pueden diferenciarse en un ndmero restringido de tipos

celulares(16).

Las MSCs se comprometen a diferenciarse en una poblacién terminal especifica, incluso
algunas de ellas, como las células madre mesenquimales, tienen cierta plasticidad y
pueden diferenciarse no solo en tejidos del linaje del mesordermo, como los
osteoblastos, los condrocitos y los adipocitos, sino también hacia otras células del linaje

del ectodermo como neuronas y astrocitos(15).

El uso de estas células no plantea ningun problema ético, ya que provienen del mismo
paciente y, por lo tanto, eliminan la necesidad de utilizar un pre-embridén para

derivarlas. EI mayor problema que presentan estas células es que son dificiles de
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mantener in vitro en su estado multipotente y, por esta razon, se usan principalmente en

protocolos intraoperatorios o sin crioconservacion(15).

A pesar de esto, hay muchos estudios destinados a la investigacion de las MSCs como
una fuente para regenerar tejidos. El reto es conseguir mejorar la vida de los pacientes,
hacer las cirugias mas predictibles y sustituir simplemente tejidos dafiados o

degenerados por MSC procedentes de tejidos ya adultos(16).

1.5.3. Células madre pluripotentes (PSCs)

Las PSCs tienen la capacidad de proliferar indefinidamente manteniendo la
pluripotencia y tienen la habilidad de diferenciarse en cualquier célula de las tres capas
germinales(17), es decir, tienen la capacidad de diferenciarse en todos los tipos celulares
de un organismo adulto(18). Estas células se han usado para estudiar mecanismos
moleculares que controlan muchos tipos de diferenciacion celular. Hay dos tipos
principales de PSCs, las células madre embrionarias (ESCs) y las células madre
pluripotentes inducidas (iPSCs). Las ESCs derivan de la masa celular interna de los
blastocitos de mamiferos y las iPSCs se fabrican in vitro reprogramando las células

somaticas diferenciadas de tejido adulto a un estado pluripotente(17,18).

En 1981, la masa celular interna de un blastocito murino se aislé por primera vez,
disociado y cultivado in vitro para obtener una linea de ESCs con un potencial
proliferativo ilimitado e indiferenciado(18), es decir, unidades capaces de producir

celulas de cualquier capa germinal(19).

El campo de las ESCs humanas surgié como un area muy prometedora en ciencias del
desarrollo. Por primera vez, los investigadores tenian la posibilidad de explotar in vitro
las primeras etapas del desarrollo humano. Por este motivo promete convertirse pronto

en una herramienta poderosa para entender el neurodesarrollo humano(4).

Actualmente, las ESCs humanas se estdn estudiando como fuente de células de
reemplazo para una serie de enfermedades, como el Parkinson, las lesiones medulares y
la diabetes. Sin embargo, existen dificultades éticas con respecto al uso de embriones
humanos, asi como el problema del rechazo de tejidos después del trasplante en
pacientes y la escasa disponibilidad de ESCs humanas especificas para cada
enfermedad(4,17). Una forma de evitar estos problemas es la generacion in vitro de

células pluripotentes directamente de las propias células somaticas de los pacientes(17).
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1.6. Células madre pluripotentes inducidas

Las iPSCs son células pluripotentes con capacidad de autorenovacion que se han
producido en el laboratorio a través de la reprogramacion inducida de células somaticas,
mediante la sobreexpresion de un nimero especifico de factores transcripcionales. Este
proceso conocido como reprogramacion celular permite convertir cualquier células
adulta del organismo en células pluripotentes que, como se ha explicado anteriormente,
se pueden mantener infinitamente en el laboratorio y a su vez, pueden diferenciarse en

los 200 tipos celulares(15).

Esto lo consiguié por primera vez, en 2006, Shinya Yamanaka que reveld la
combinacién apropiada de factores de transcripcion (TF) Oct4, Sox2, KIf4 y c-Myc
(factores OSKM o también Ilamados factores de Yamanaka) que permiten la
reconversion del destino celular somatico a un estado pluripotente similar al de la ESC.
Es asi como Yamanaka desafio el dogma de que las células adultas tienen una
flexibilidad limitada(4). Un afio més tarde, en 2007, el equipo de Yamanaka también
derivd iPSCs de fibroblastos humanos, abriendo el camino al uso terapéutico en
medicina regenerativa de células directamente diferenciadas de iPSCs(18), como una
alternativa a la terapia regenerativa mediante MSCs mencionada anteriormente.
Ademas, las iPSCs no so6lo suponen una ventaja por su posible uso terapéutico con un
menor riesgo de rechazo inmune, sino también por sus perspectivas de comprender

mejor trastornos complejos con condiciones hereditarias y esporadicas(12).

La base del proceso de reprogramacién se estd estudiando, aun asi, se cree que sirve
para despertar los factores de transcripcion enddégenos que caracterizan una célula
pluripotencial y que normalmente se expresan durante el desarrollo embrionario(18).
Los factores pioneros de transcripcidn acceden directamente a los nucleosomas, se unen
a estructuras de cromatina cerradas y coordinan la unién de factores de transcripcion

secundarios para iniciar un nuevo destino celular(20).

En la reprogramacion de iPSCs, los factores de Yamanaka OCT4, SOX2, KLF4 actuan
como factores de transcripcion pioneros, mientras que MYC actda como un potenciador
secundario, ya que no es imprescindible pero favorece la eficiencia del proceso de
reprogramacion(20). Una vez estos factores de transcripcion estan activados, a través de
la expresion ectdpica transitoria de los factores OSKM la célula permanecera en estado

embrionario(18).
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1.6.1. Métodos de reprogramacion

La liberacion de factores de transcripcion OSKM para la reprogramacion de fibroblastos
de ratones 0 humanos se consigue mediante agentes integrantes o no integrantes (Figura
2). Por un parte, agentes integrantes como los retrovirus modificados proporcionan una
via relativamente facil y eficiente de introducir genes exdgenos en celulas somaticas.
Otra opcién son los lentivirus que, a diferencia de los retrovirus, son capaces de
transducir tanto las células en division como las no divisorias, disminuyendo

considerablemente el riesgo de mutaciones y mejorando la eficiencia del proceso(18).

Delivery method Delrvery method

Integrating Virad Retrovirus d
Paung v Non Recombmant  Adenovirus

intcgratng virus

Lentivirus Condes v
Excisablce

polycistrome

lentiviral vectors

Tetracycline Episomal Episomal vectors
doxycycline Mmxcarcle DNA
mducibic
lentivirus

Figura 2. Métodos de reprogramacion(18).

Por otro lado, basado en su comportamiento como ADN episémico no integrante, los
vectores adenovirales también han sido considerados como agentes para la
reprogramacion celular. Cémo alternativa a la introduccion viral, se ha desarrollado el
uso de vectores de ADN plasmidicos episomales, a pesar de que igual que el sistema

adenoviral, la eficiencia en la generacién de iPSCs humanas es baja(18).

Finalmente, en 2011 se reportd la eficiente generacion de iPSCs libres de transgénicos
mediante vectores no integrantes del virus Sendai (SV) sensible a la temperatura. El SV
introduce ARN monocatenario en las células, el cual permanece en el citoplasma y no
implica ni los intermediarios del ADN ni la integracion en el genoma del huésped.
Adicionalmente, el vector del SV que contiene los genes reprogramados puede ser
eliminado de la célula huésped utilizando las mutaciones funcionales sensibles a la

temperatura introducidas en las proteinas virales clave(18).
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1.7. Células somaticas como fuente de iPSCs

Diferentes tipos de células somaticas han sido reprogramadas y usadas para modelar
varias enfermedades incluyendo queratinocitos, varios tipos de células sanguineas,
células epiteliales renales exfoliadas presentes en la orina, fibroblastos, etc. Cada una de
ellas tiene sus ventajas y desventajas(20). En concreto, la obtencion de estos
fibroblastos habitualmente se consigue mediante biopsias de piel, aunque en el caso de
nifios con TEA la pulpa dental se ha considerado una fuente no invasiva de fibroblastos
mediante su obtencion a partir de dientes exfoliados o extraidos, lo que supone una gran

ventaja (llustracién 1)(5,21).
1.7.1. Lapulpa dental

La pulpa dental contiene tejido conectivo, células mesenquimales, fibras neurales y
vasos sanguineos y linfaticos. Sus principales funciones son las de producir dentina y
mantener la vitalidad tanto biolégica como fisioldgica de la dentina. El paquete
vasculonervioso entra en la pulpa dental a través del foramen apical y proporciona
nutrientes y un sistema nervioso sensorial sensible(22). Las células de la pulpa dental
tienen un origen ectodérmico, es decir, se desarrollan a partir del mismo conjunto de

progenitores que generan neuronas y expresan varios marcadores(5,8).

Estudios sugieren la existencia de MSCs en la pulpa dental con elevada capacidad de
diferenciarse en tejidos osteo/odontogénicos, adipogénicos y neurogénicos. Estas
células son candidatas para la ingeniaria de tejidos dentales por su facil y rapida

recoleccion y generacion de tejidos de dentina y poseer privilegio inmune(23).

A lo largo de este trabajo no se hace referencia a estas células mesenquimales con
capacidad de multidiferenciarse en tejidos dentales, sino que se expone el concepto de
pulpa dental como una fuente de fibroblastos candidatos a la reprogramacion en iPSCs

para su posterior diferenciacion en neuronas y al estudio del TEA mediante este modelo.

Fibroblasts
llustracion 1. Representacion esquematica de la obtencién de fibroblastos a partir de la pulpa
dental(23). 19



2. OBJETIVO

Este trabajo pretende ser una revision cientifica que describa los avances actuales en el
estudio del autismo mediante la utilizacion de iPSCs generadas a partir de la pulpa
dental de nifios con autismo y donantes sanos (controles). Las iPSCs representan una
nueva, valiosa y prometedora herramienta para la comprension de los mecanismos
celulares, moleculares y genéticos que estan en la base del desarrollo del autismo y

ademas, sirven como una fuente infinita para identificar nuevos tratamientos.
Con él, se quiere dar respuesta a los siguientes puntos:

- ¢Cbmo se puede modelar el autismo a partir de células de la pulpa dental?

- ¢Qué avances ha permitido el descubrimiento de éstos procesos?

3. DISENO

El trabajo es una revision bibliografica o narrativa que trata de dar una vision sobre el

estado actual de éste tema dando respuesta, a la vez, a los objetivos propuestos.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Estrategia de busqueda

Para la eleccion de la literatura cientifica, en diciembre de 2018 se realiz6 primeramente
una busqueda exhaustiva a través de los recursos electronicos Pubmed/Medline, Scopus
y Cochrane en la cual se analizaron las publicaciones relevantes procedentes de dichas
bases de datos. Asi, se introdujo inicialmente las palabras clave ‘dental pulp AND stem
cells’ y ‘dental pulp AND neurological disorders’ y se identificaron 2255 y 547
articulos respectivamente. Se seleccionaron los articulos relevantes mediante la lectura

de sus titulos, resimenes y finalmente el contenido completo.

Ademas, se llevo a cabo una busqueda manual en diversas revistas como Biological
Psychiatry o Molecular Psychiatry. Y ademas, se realizd una bdsqueda especifica
acerca de articulos con participacion del profesor Alysson Muotri, Director de la Stem
Cell Program, UCSD School of Medicine, San Diego, CA.

En febrero de 2019 se realizO una segunda busqueda a través de los recursos
electrénicos ya mencionados con el fin de profundizar en las enfermedades neuroldgicas
detalladas en el trabajo, en especial el autismo, por lo que se introdujo las palabras clave

‘dental pulp AND autism’, y se distinguieron 9 articulos.

Ademas, también se introdujeron las palabras clave ‘organoid AND neurological
disorders’ con el fin de obtener la literatura escrita hasta hoy acerca del estudio de

enfermedades neuroldgicas mediante organoides in vitro.

Durante todo el proceso de seleccion se recopilaron las publicaciones mas recientes y
las que se consideraron de mayor relevancia cientifica. También se identificaron

articulos referenciados en las publicaciones seleccionadas.

4.2. Términos de busqueda

Para realizar la busqueda se utilizaron éstos términos clave: ‘stem cell’, ‘organoid’,
‘dental pulp’, ‘dental stem cells’, ‘iPSC’, ‘neurological disorders’ y ‘autism’ ya sea
interrelacionados entre ellos o no. De este modo, la interrelacion o no de estos términos

permitio la busqueda y posterior seleccion de los articulos.
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5. RESULTADOS

Las investigaciones sobre el desarrollo normal del cerebro humano y la etiologia de las
enfermedades del desarrollo neuroldgico se enfrontan a varios retos importantes. Una
dificultad obvia es la inaccesibilidad del embrion o feto humano, por razones précticas y
éticas. Otra es la complejidad del cerebro y de los propios mecanismos que controlan su
desarrollo, como se ha mencionado anteriormente. El cerebro contiene entre 80 y
90.000 millones de neuronas, mas de diez veces el nimero de personas vivas en el
planeta actual, organizadas en complejas estructuras neuroanatémicas vinculadas por
billones de conexiones. La variabilidad inherente de las poblaciones humanas es una
complicaciéon adicional. Los seres humanos muestran variaciones considerables en
genética, epigenética y factores ambientales que modulan los efectos de los
acontecimientos patologicos, dando lugar a significativas diferencias interindividuales
en las consecuencias de un acontecimiento patolégico dado. Todo esto hace mas
compleja la investigacion sobre mecanismos comunes de desarrollo y de

enfermedades(24).

Como se ha mencionado anteriormente, las obtencion de iPSCs a partir de células
somaticas ha proporcionado al campo de la medicina regenerativa una nueva
herramienta no solo para su potencial uso terapéutico con menor riesgo de reaccion
inmune sino también para investigar los mecanismos moleculares responsables de

enfermedades complejas, hereditarias o esporadicas.

El primer trabajo para generar células neuronales de iPSCs se hizo utilizando células de
un paciente con esclerosis lateral amiotréfica (ELA) y atrofia muscular espinal
(SMA)(2). Desde éste primer articulo se han publicado muchos otros que demuestran la
fiabilidad de esta tecnologia de establecer modelos celulares de varias enfermedades no
s0lo genéticas sino también esporadicas y complejas como los trastornos

neuropsiquiatricos, de neurodesarrollo y neurodegenerativas.

Estos cultivos definidos de subtipos especificos de células neurales y gliales generadas
in vitro proporcionan un recurso valioso y unico para investigar los mecanismos del
neurodesarrollo humano inaccesible de otra manera. Ademas, la reprogramacion celular
también puede permitir la investigacion de modelos especificos de pacientes con

enfermedades genéticas y esporadicas y permitir a los investigadores monitorear la
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progresion de trastornos neuropsiquiatricos y neurodegenerativos en estos modelos
(lustracion 2)(20).
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llustracién 2. Utilizando iPSCs derivadas de pacientes con TEA se pueden generar progenitores neurales
que después pueden dar lugar a subtipos neuronales relevantes para el estudio del trastorno y compararlos

con un modelo control(25).

5.1. Modelaje del TEA a partir de iPSCs de la pulpa dental

Actualmente se han generado modelos celulares de varios trastornos del desarrollo
neurolégico como el TEA sindromico y no sindromico basados en la tecnologia de las
iIPSCs. ElI modelaje del autismo es de interés particular, ya que se conserva la base
genética de cada individuo, se puede investigar cualquier ruta involucrada en la
fisiologia de esta condicion y relaciona las alteraciones genéticas con mecanismos

moleculares y fenotipos de comportamiento y cognitivos complejos(2,8).

Un primer estudio es el realizado por Marcehtto y cols. en el que modelaron el sindrome
de Rett (autismo sindromico) a traves de iPSCs derivadas de fibroblastos. En él,
compararon las neuronas derivadas de iPSCs de pacientes con sindrome de Rett con
muestras control y analizaron la mutacion en el gen MeCP2. Los resultados sugirieron
un fenotipo neuronal relevante con caracteristicas diferentes a las neuronas control, es
decir, observaron una reduccion del soma i del nucleo, de la densidad del arbol
dendritico y de las sinapsis. Ademas, hallaron un defecto electrofisiologico de la
sefializacion del Ca®*. Para rescatar el fenotipo observado en este sindrome usaron el
factor de crecimiento insulinico 1 (IGF1) como farmaco candidato, el mismo que

actualmente se esta usando en ensayos clinicos para este tipo de pacientes(25).
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En otro estudio realizado por Griesi-Oliveira y cols. evaluaron el impacto biologico de
las alteraciones genéticas y su relacion funcional con la etiologia del autismo no
sindromico a través de varios analisis utilizando células de la pulpa dental de los

individuos afectados, modelos de raton y células neuronales derivadas de iPSCs(8).

Su protocolo generd una poblacion de neuronas del cerebro anterior, pero no se
detectaron neuronas periféricas ni medianas del cerebro. No observaron una variabilidad
significativa en estos subtipos de neuronas entre las muestras control y las muestras de
individuos con TEA. Las neuronas mutantes provenientes de iPSCs de individuos con
TEA y una mutacion en el gen TRPC6 eran mas cortas en longitud total y menos
arborizadas que las neuronas controles. Ademas, la densidad de las espinas dendriticas
también estaba reducida. Para rescatar estos fenotipos morfoldgicos utilizaron un vector
lentiviral que ayudaba a la hiperforina a activar TRPC6, e hizo aumentar la longitud

neuronal total, la arborizacion y la densidad dendritica a los niveles control(8).

El TRPC6 regula la transcripcion de genes implicados en la adhesion neuronal, el
crecimiento de las neuritas y la orientacién axonal. La interrupcion de TRPC6 conduce
a una haploinsuficiencia de la proteina correspondiente y por ende, a la afectacion de la
formacion de sinapsis glutamatérgicas. En este estudio observaron que la
sobreexpresion del gen TRPCG6 rescataba el nimero de sinapsis(8).

Ciertos fenotipos neuronales asociados a la perdida de funcion de TRPC6 son similares
a los descritos por la pérdida de funcién de MeCP2 en neuronas humanas. Las
alteraciones genéticas en MeCP2 han estado reconocidas en varios individuos con TEA
no sindrémico. Ademas, dos estudios independientes informaron que MeCP2 regula la
expresion de TRPC6 en cerebros de raton, probablemente a través de un mecanismo
indirecto. Se ha observado que los niveles de MeCP2 afectan en la expresion de
TRPC6, y que acttan en la misma via molecular para afectar la morfologia neuronal y la

formacion de sinapsis(8).

Hasta ahora, los datos sugieren que la via molecular que implica MeCP2 y TRPC6 es un
factor limitante en la velocidad de regulacion del nimero de sinapsis glutamatergicas en
neuronas humanas. Griesi-Oliveira, Brito, Chailangkarn y cols. observaron que la
administracion del IGF-1 promueve la inversion de los sintomas en un modelo de ratén
y de alteraciones moleculares en neuronas humanas con sindrome de Rett. El

tratamiento con IGF-1 rescato el nimero de sinapsis glutamatérgicas en las neuronas
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mutantes, lo que sugiere que este tratamiento farmacologico podria corregir dicho
fenotipo neuronal. Ademas, actualmente se encuentra en ensayos clinicos para pacientes
con sindrome de Rett(6,8,12).

En este estudio de Griesi-Oliveira y cols. reprogramar las DPSCs del individuo con
TEA a un estado pluripotente permitio explorar las consecuencias funcionales de la
interrupcién de TRPCG6 en las células neuronales humanas. Observaron que la afluencia
de Ca*" era aberrante en las NSCs derivadas de un individuo con TEA, lo que sugiere
que los mecanismos dependientes de la sefializacién de Ca** se vieron comprometidos
en estas células. Las vias de sefializacion de Ca** ya han estado implicadas previamente
en la etiologia del TEA; mutaciones en diferentes canales de Ca®* activados y en

moléculas de sefializacion reguladas por Ca** ya se han identificado(8).

Aunque éstas variantes genéticas son penetrantes incompletas, es decir, no se pueden
considerar mutaciones causales, pueden representar factores de riesgo para el TEA. Los
resultados sugieren que TRPC6 es un nuevo gen predisponente para los TEA, que
probablemente actlia en combinacidn con otras variantes genéticas para contribuir a los

fenotipos autistas(8).

Por altimo, un proyecto de investigacion del TEA dirigido por la Universidad de Sab
Paulo es el llamado Tooth Fairy Project Initiative. Para modelar el TEA no sindrémico
secuenciaron el genoma de todos los individuos participantes y usaron la tecnologia de
reprogramacion celular produciendo iPSCs a partir de células madre de dientes
temporales exfoliados humanos. A continuacion diferenciaron las iPSCs en células

madre neurales (NSCs) y luego en neuronas o astrocitos(5).

Finalmente, encontraron diferencias fenotipicas en la poblacion neuronal del grupo con

TEA respecto al grupo control (llustracion 3)(5):

1. En primer lugar, observaron la reduccion de la expresion de las proteinas
presinapticas como SYN1 y las proteinas postisinapticas como PSD95 vy
Homerl.

2. También hallaron una reduccion del nimero de sinapsis, conllevando a una

menor conectividad entre ellas.
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3. Por otro lado, encontraron una disminucion significativa de la actividad
espontanea, revelando una actividad reducida de las neuronas, lo que refuerza
los datos anteriores.

4. Por (ltimo, encontraron niveles reducidos de glutamato, principal
neurotransmisor excitador en el cerebro, en los medios cultivados con neuronas

derivadas de individuos con TEA.

Asimismo, este estudio indica la presencia de alteraciones entre las conexiones
neuronales que podrian explicar la dificultad de interaccion social de los individuos
afectos de TEA. Ademas, Russo y cols. derivaron astrocitos de iPSCs de DPCs para

estudiar la relacion entre este tipo celular y las neuronas mediante cultivos y co-cultivos.

Los astrocitos son responsables de varias funciones que van desde el desarrollo del
sistema nervioso hasta el apoyo neuronal, el mantenimiento de las sinapsis, la nutricion
de las neuronas, la sinaptogénesis, etc. Los astrocitos también son responsables del
mantenimiento del entorno metabdlico neuronal, como el aclaramiento de
neurotransmisores, y también desempefian un papel en la prevencion del estrés
oxidativo neuronal y la sefializacion de las citoquinas. Durante el estudio de Russo y
cols., los astrocitos derivados de individuos con TEA mostraron un aumento
significativo de los niveles de ROS en comparacion con los astrocitos derivados del

control, hecho que ya se habia relacionado previamente con el TEA(5).

Otro parametro interesante para evaluar la fisiologia de los astrocitos es la capacidad de
estos Ultimos para captar glutamato extracelular, teniendo en cuenta que un alto nivel de
glutamato se ha relacionado previamente con el autismo sindrémico. A pesar de que no
encontraron diferencias significativas entre los astrocitos derivados de individuos con
TEA y derivados de individuos control, observaron una ligera tendencia hacia un

aumento de los niveles de glutamato en los astrocitos(5).

Por ultimo, observaron la liberacion de IL-6 astrocitica en los medios de los astrocitos
humanos derivados de iPSCs, ya que esta IL se ha implicado previamente en el autismo.
Anteriormente se ha encontrado la IL-6 significativamente aumentada en plasma,
cerebro post mortem y liquido cefalorraquideo de nifios con autismo. En el estudio de
Russo y cols., aunque en todos los astrocitos derivados de individuos con TEA no

sindromico aumentaron significativamente los niveles de IL-6, encontraron que un
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individuo con TEA tenia un nivel mucho mas alto en comparacion con otros astrocitos

derivados también de individuos con TEA(5).

Hay evidencia de que los astrocitos contribuyen a la fisiopatologia de los trastornos del
neurodesarrollo como el autismo. Por eso, para evaluar el impacto de los astrocitos
humanos en el fenotipo neuronal de los individuos con TEA Russo y cols. observaron la
morfologia neuronal y pudieron ver que neuronas derivadas de individuos con TEA
tenian una morfologia celular menos compleja cuando se cultivan encima de astrocitos
derivados de individuos con TEA en comparacién con su cultivo con astrocitos
derivados de individuos control. Curiosamente, por un lado, cuando las neuronas
derivadas de individuos control se cultivaron sobre los astrocitos derivados de
individuos con TEA, pudimos ver un deterioro de la morfologia neuronal. Por otro lado,
las neuronas derivadas de individuos con TEA cultivadas sobre los astrocitos derivados
de individuos control parecian mejorar el fenotipo neuronal del TEA. Los eventos
sinapticos en la condicion de co-cultivo también se analizaron mediante la localizacién
de puncta para las cuatro condiciones probadas. Era evidente que el nimero de sinapsis
también podia aumentar utilizando astrocitos derivados de individuos control para
apoyar a las neuronas derivadas de individuos con TEA. En contraste, los astrocitos
derivados de individuos con TEA interfirieron con la sinaptogénesis neuronal, como
demostré un menor nimero de puncta y una co-localizacion de puntos en sus dendritas
positivas para MAP2. A continuacién, dado que la IL-6 es una citosina proinflamatoria
bien conocida, probaron el papel de la toxicidad de IL-6 en neuronas y astrocitos
derivados de iPSCs humanas en el modelo de co-cultivo. Cuando la actividad de IL-6
fue blogueada por anti-IL-6 durante 2 semanas en las neuronas derivadas de individuos
con TEA, pudieron observar un aumento en la co-localizacion de puntos y una mejoria
de la sinaptogénesis. Sin embargo, cuando afiadieron IL-6 humana recombinante en
cantidades mas altas a los medios de cultivo de las neuronas derivadas de individuos
control, observaron una disminucion significativa en la co-localizacién de puntos,
influyendo negativamente en la sinaptogénesis. En conclusion, a pesar de que funciona
bien in vitro, el tratamiento con anti-IL-6 en humanos debe investigarse
cuidadosamente, ya que hay algunos informes que sugieren un empeoramiento de la
neuroinflamacién después del tratamiento con anti-IL-6, lo que sugiere un efecto

protector de IL-6 en el sistema nervioso central(5).
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Es decir, los hallazgos revelaron que las neuronas derivadas de iPSCs provenientes de
individuos con TEA son menos activas fisioldgicamente y muestran menos eventos

sinapticos en comparacién con las neuronas derivadas de individuos sin autismo(5).

Asi pues, este estudio demuestra por primera vez el papel de los astrocitos en la

fisiopatologia del TEA no sindrémico utilizando la tecnologia de las iPSCs(5).
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llustracion 3. Neuronas derivadas de individuos con TEA muestran una reduccidn de la sinaptogénesis y
de la produccion de glutamato. (A) Esquema del proceso en poblaciones celulares. (B) Imagenes
representativas de células neurales tras la diferenciacion. (C) Correlacion entre lineas celulares neurales
de individuos con TEA e individuos control (recuento total). (D) Correlacion entre lineas celulares

neurales de individuos con TEA e individuos control (porcentaje de células positivas para MAP2 y
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CFAP. (E) Expresion génica de SYNL1 y PSD95. Las neuronas derivadas de individuos con TEA
muestran una reduccion significativa de su expresion comparadas con las neuronas control. (F) Imagen
representativa de puntos sinapticos que co-localizan. (G) Reducciéon del nimero de proteinas
presinapticas y postsinapticas en neuronas derivadas de individuos con TEA. (H) Reduccion de puntos
sinpticos SYN1 y HOMER1 co-localizados en neuronas derivadas de individuos con TEA. (I) Imagen
representativa de los electrodos de una placa Ilamada matriz multi-electrodo. (J) Defectos funcionales en
la red neuronal de individuos con TEA. (K) Tasa de picos eléctricos comparando neuronas derivadas de
individuos con TEA y controles. (L) Niveles reducidos de neurotransmisores de glutamato en neuronas
derivadas de individuos con TEA(5).

En conclusion, a lo largo de estos ultimos afios se ha modelado el autismo tanto
sindrémico como no sindromico mediante iPSCs y se han visto ciertas similitudes entre
estos estudios. Ademas, se han propuesto farmacos para rescatar estos fenotipos

neuronales.
5.2. Organoides o cultivos 3D

Para abordar los problemas derivados de la complejidad del cerebro y sus mecanismos y
la inaccesibilidad del embrion o feto humano, recientemente se estan desarrollando, a
partir de iPSCs, estructuras tridimensionales o 3D llamadas “organoides” que conservan
elementos importantes de la organizacion celular del tejido, pueden reproducir efectos

clave del desarrollo del cerebro(24).

Normalmente, los protocolos usados para obtener neuronas a partir de iPSCs producen
cultivos 2D monocapa de neuronas de diferentes tipos, mayoritariamente corticales.
Estos cultivos 2D contienen células progenitoras que muestran un grado de
diferenciacion espacial: las células se organizan en estructuras en forma de roseta, con
progenitores gliales radiales situados en el centro y progenitores situados hacia la
periferia de las rosetas, de forma que los tipos neuronales caracteristicos de las seis
capas corticales se generan con éxito en cultivos 2D de PSCs humanas, pero no forman
las capas caracteristicas que normalmente se encuentran en la corteza. Los cultivos 2D
reproducen claramente varios aspectos del desarrollo cortical normal, pero como no
tienen la organizacion 3D vy la arquitectura del tejido de la corteza cerebral normal, los
procesos de desarrollo que dependen de este aspecto son poco probables de
sucedan(24). Considerando que se pretende entender enfermedades del desarrollo, se
estd contemplando el uso de estas estructuras que recapitulan con mayor fidelidad las

anomalias del cerebro tipicas de estos trastornos(19).
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Mientras que los cultivos celulares en 2D han proporcionado importantes ideas en la
biologia celular, estos cultivos homogéneos lamentablemente han fracasado cuando se
trataba de entender el desarrollo de los tejidos animales, que estan compuestos por un
gran repertorio de tipos celulares organizados en disposiciones complejas en 3D. Por lo
tanto, para poder modelar con mayor precision el desarrollo del tejido, se adoptd este
nuevo enfoque, uno que modelara la organizacion 3D adecuada y el desarrollo de todo
el repertorio de tipos de células de tejido. Estos cultivos replican no sélo la complejidad
del tipo de células presentes en el cerebro y los procesos de auto organizacion del tejido,
sino también la principal organizacién de todo el érgano, en este contexto, las distintas
regiones del cerebro. Es decir, los cultivos 3D se parecen mas a la corteza en desarrollo

y por tanto, son modelos més precisos(19).
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llustracioén 4. Protocolo para cultivar organoides cerebrales de PSCs. (A) Las células se introducen en
pozos de cultivo celular. (B) Agregacion de PSCs. (C) Incorporacion de Matrigel (azul) en los agregados
de PSCs. (D) Los organoides se transfieren a medios de diferenciacion y cultivo. (E) Seguimiento del

tiempo de diferenciacion de las PSCs humanas(24).

Los organoides contienen una variedad de tipos celulares especializados, la disposicion
y el comportamiento de los cuales se parecen al proceso in vivo de la
organogeénesis(18,24). Estas estructuras tienen el potencial de modelar el proceso de
desarrollo y la enfermedad, incluso méas que las PSCs por separado, representando asi
una herramienta para pruebas de farmacos asi como para un enfoque terapéutico(18).
Los primeros organoides se derivaron de células madre intestinales y es probablemente
el tipo de 6rgano mejor caracterizado descrito hasta ahora(24). Ahora ya se han descrito

protocolos para derivar organoides correspondientes a un amplio abanico de tipos de
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tejidos, incluyendo pulmén, higado, fovea Optica (retina), adenohipofisis, tubo neural y
cerebro. EI mas relevante en este trabajo es el organoide cerebral, que se parece a la
corteza cerebral embrionaria y se ha derivado tanto de PSCs de raton como de humanos
(Nustracion 4)(18,24).

Hacer organoides cerebrales a partir de iPSCs representa una potente herramienta nueva
para investigar los mecanismos de desarrollo de los trastornos especificos del
neurodesarrollo, sean o no identificados los genes alterados en individuos afectados.
Una de las principales ventajas clave en el uso de organoides humanos para desentrafiar
los mecanismos de la enfermedad del neurodesarrollo es que algunas de estas
enfermedades han sido dificiles de reproducir en ratones mutados. Lancaster y cols.
demostraron de manera muy efectiva la eficacia de un enfoque basado en organoides
para estudiar los trastornos del desarrollo neurolégico humano, derivaron iPSCs de un
paciente microcefalico que tenia una mutacion en un gen especifico y cultivaron
organoides cerebrales de las células derivadas del paciente. En otros estudios recientes,
los organoides cerebrales que se formaron a partir de iPSCs especificas del paciente se
utilizaron para investigar las anomalias del desarrollo neurol6gico que subordinan los

trastornos del espectro autista idiopatico o no sindromico(24).

Los organoides tienen muchas ventajas incluyendo la fuente directa del paciente y la
mayor complejidad estructural respecto a los cultivos 2D. Esto significa que todas las
células diferenciadas llevaran no s6lo la mutacion sino también el fondo genético
completo del paciente el cual, en algunos casos es crucial para ver correctamente y

evaluar la patologia(18).
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6. DISCUSION
6.1. Limitaciones del modelaje del TEA mediante iPSCs derivadas de DPCs

El tratamiento y el diagndstico del TEA sindrdmico y no sindromico sigue siendo un
gran reto para muchos médicos en todo el mundo. EI modelaje de trastornos a traves de
IPSCs se ha usado muchisimo por cientificos de todo el mundo con el objetivo de
mejorar el conocimiento y abrir nuevas posibilidades para tratamientos mas

especificos(6).

Sin embargo, como con cualquier tecnologia, este modelo tiene limitaciones. Por
ejemplo, las condiciones fisioldgicas en el cultivo de células imitan las neuronas, pero
no es el cerebro real, lo que puede afectar la comprensién completa de cualquier
condicion. Por lo tanto, para confirmar lo que se ve in vitro, se debe utilizar un modelo
genuino para validar los datos(6). Ademas, es posible que falte informacion de
sefializacion o sobreestimulacién importante, enmascarando fenotipos celulares
potenciales o creandolos artificialmente(12). Otro punto es el problema del uso de
controles adecuados, principalmente para el TEA no sindrémico o cualquier otra
enfermedad con antecedentes genéticos no especificos. El control ideal seria utilizar
lineas celulares del paciente, que contienen el mismo genoma pero sin mutacion(6). La
manipulacion dirigida de las iPSCs para introducir mutaciones genéticas en lineas
celulares control o para restaurar la mutacion de una linea celular del paciente es una
herramienta prometedora. Hoy en dia, este enfoque sera posible, cuando la tecnologia
CRISPR para la edicion del genoma esté disponible(6,12). Otro reto es la derivacién de
subtipos neuronales relevantes y aunque actualmente se estan desarrollando protocolos
especificos para subtipos de neuronas, sigue siendo un terreno desconocido.
Lamentablemente, la caracterizacion de subtipos neuronales humanos es modesta a
causa de la falta de conocimiento de la expresion temporal de genes especificos y de la
activacion respectiva del promotor. Los esfuerzos recientes en realizar mapas de

expresiones del cerebro humano ayudaran sin duda(12).
6.2. Limitaciones organoides como modelos de desarrollo del cerebro

Mediante estos cultivos 3D se ha intentado superar las limitaciones que ofrecen las
iIPSCs. Mas concretamente, los organoides cerebrales representan una buena
aproximacion a las primeras etapas del desarrollo del cortex cerebral in vivo. No

obstante, tiene algunas deficiencias importantes, probablemente a causa de limitaciones
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en los meétodos de cultivo existentes. Por ejemplo, los organoides no consiguen
desarrollar el patron laminar claro que se encuentra en la corteza cerebral embrionaria,
lo que sugiere que la migracion radial de las neuronas corticales que se produce en el
bebé no se reproduce de manera normal. En la actualidad, es probable que los
organoides sean mas Utiles para estudios del desarrollo cortical precoz. No obstante, la
tecnologia cerebral de un organoide esta en sus inicios, i es probable que las mejoras de
los protocolos existentes permitan una modelizacion mas precisa del desarrollo cortical,

incluyendo sus etapas posteriores(24).

Lo mas probable es que las diferencias entre organoides y cerebros embrionarios
resulten de diferencias en el entorno en el que se desarrollan. Claramente, in vivo, la
corteza no se desarrolla de manera aislada, esta rodeada por otros tejidos que afectan a
su desarrollo. Esto incluye los vasos sanguineos, las meninges y las eminencias
ganglionares, a partir de las cuales surgen las neuronas inhibidoras GABAGérgicas,
necesarias para los circuitos corticales y que posteriormente migran hacia la corteza en
desarrollo. La falta de vascularizacion tiene consecuencias evidentes en el intercambio
de gases, el subministro de nutrientes y la eliminacién de productos residuales a medida
que los organoides aumentan, pero cultivar organoides en un bioreactor giratorio o en

presencia de niveles de O, altos podria compensar esto(24).

Aun asi, el mayor problema para el estudio de las PSCs o de los organoides reside en su
inmadurez funcional. En el proceso de reprogramacion, las células se someten a un
“rejuvenecimiento” que producird células terminales diferenciadas que exhiban
caracteristicas similares a la contraparte fetal o embrionaria. Aunque en algunos
experimentos la edad celular es un detalle despreciable, seria apropiado lograr un cierto
grado de maduracion al modelar trastornos relacionados con la edad, por ejemplo, los

neurodegenerativos o de desarrollo neurolégico(18).
6.3. Futuras lineas de investigacion

Si el objetivo principal de los cientificos es entender mejor la complejidad del cerebro
humano examinando su desarrollo, un gran reto para ellos sobre el cerebro autista es el
gran espectro de condiciones que se clasifican como TEA, porque presentan muchas
diferencias en el fenotipo. Los pocos estudios existentes que comparen los diferentes
subgrupos autistas entre si da a entender que las diferencias mas significativas adn

pueden ser desconocidas(4).
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Debido a la heterogeneidad clinica y genética de los TEA, no es de extrafiar que
actualmente no haya tratamientos aprobados para sus sintomas principales. Sin
embargo, con la caracterizacion adicional de los genes y la secuenciacion de genes a
millones de familias, podremos desarrollar nuevas estrategias terapéuticas y preventivas
para los TEA(4). La tecnologia de secuenciacion ha demostrado ser Gtil para descubrir
la complejidad de la variacién estructural del autismo(9) y para la identificacion de
mutaciones funcionales subyacentes, y su asociacion con tecnologias relacionadas con
modelos biologicos permitiria sugerir correcciones genéticas especificas en genes
aislados o en redes biologicas completas y dirigir el camino hacia el tratamiento de los
TEA(4). La tecnologia con iPSCs, asociada a la informacién gendmica, también podria
ofrecer nuevas formas de estratificar los tipos de autismos y personalizar el
tratamiento(6). Esta estratificacion podria resultar en el reconocimiento de nuevos
trastornos con manifestaciones clinicas especificas, que en Gltima instancia ayudaran
tanto a los investigadores como a los profesionales de la salud(7). Ademas, la
posibilidad de seleccionar individuos para ensayos clinicos especificos podria acelerar
el desarrollo de nuevos tratamiento, ya que las pruebas de drogas podrian realizarse in
vitro en una cohorte previamente definida. Asimismo, la plataforma de iPSCs también

se puede utilizar para probar las contribuciones ambientales al autismo(6).

El uso de la tecnologia con iPSCs especifica para cada categoria de TEA podria permitir
una comprension mas amplia del autismo y, idealmente, mejorar la deteccion de
medicamentos. Sin embargo, dada la complejidad de los TEA, esto requeriria la
colaboracion y la inversion de varias disciplinas, desde el &mbito de la neurociencia
molecular hasta la bioinformética y la psicologia cognitiva, para asi optimizar el

desarrollo de un tratamiento(4).

No obstante, igual que con cualquier otro tipo de terapia, la determinacién del uso de
células madre para un uso adecuado de la terapia celular depende inevitablemente del
nivel de seguridad y de si existen efectos secundarios sobre el tejido. Finalmente, si las
instituciones combinasen sus bancos personales de iIPSCs y métodos de deteccion de
medicamentos en un consorcio de investigacion, la combinacion de diferentes pacientes
con diagnosticos mejorados podria conducir a un mejor tratamiento farmacoldgico que

mejorara los sintomas de este trastorno y nos pudiera dirigir hacia una cura(4,12).
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Por otra parte, la comparacion adecuada de células neurales generadas in vitro con sus
equivalentes putativos in vivo aun representa un desafio importante para el campo de las
células madre humanas. Ademads, la gran diversidad de individuos humanos en
comparacion con los ratones consanguineos, asi como la complejidad practicamente
ilimitada de los trastornos neuroldgicos, sigue siendo un problema dificil. Se espera el
refinamiento de la tecnologia para permitir que el desarrollo de subtipos especificos de
células neurales, en combinacion con enfoques para la caracterizacion molecular de
células individuales, proporcionen una plataforma para la identificacion y validacion de
la diana del medicamento y también para la seleccion de farmacos y nuevos
diagnosticos(20). Es més, un nuevo enfoque para la investigacion biomédica, basado en
el mapeo de las rutas de las enfermedades humanas en mdultiples escalas bioldgicas,

permitiria que los nuevos tratamientos progresasen de manera mas rapida y rentable(3).

De hecho, hay estudios que dan soporte a la investigacion de nuevos farmacos en los
TEA como la hiperforina, un farmaco que activa especificamente el TRPC6 o la IGF-1,
que podria aumentar no solo los niveles de proteina TRPC6, sino también otros
componentes sinapticos. Por lo tanto, los individuos con alteraciones en esta via podrian

beneficiarse de estos medicamentos(8).

Al fin y al cabo, una mejor comprension de la fisiopatologia humana es esencial para
desarrollar una terapia dirigida mas efectiva para un tratamiento personalizado. Es decir,
si el objetivo de la investigacion biomédica es avanzar en la medicina humana, debemos
alejarnos decisivamente de la busqueda de mejorar los modelos animales, que a menudo
no son lo suficientemente relevantes o confiables, e ir hacia el uso prioritario de

métodos basados en la biologia humana(3).
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7. CONCLUSIONES

1. ElI TEA es un trastorno cronico del desarrollo basado en un conjunto de sintomas y
signos, variables en cada individuo. A dia de hoy no poseemos un diagnostico claro
porque no esta clara la causa exacta que lo origina, pero la mejor terapia se basa en la
identificacion precoz y el consiguiente tratamiento psicopedagodgico y conductual

adaptado a cada paciente.

2. Desde la aparicion de las iPSCs una década atras, el conocimiento de las claves
necesarias para diferenciar células pluripotentes en ceélulas precursoras neurales
especificas y en subtipos neuronales funcionales ha crecido enormemente. Dichos
avances han hecho posible el estudio del neurodesarrollo humano, la neurofisiologia
celular y los trastornos neurologicos esporadicos y familiares, como el autismo, de

manera especifica en el donante.

3. Aungue ésta tecnologia aun esta en fase inicial, estd demostrando la capacidad de
recapitular defectos neuronales relevantes de éstas condiciones. Este modelo tiene la
capacidad de unificar datos generados a partir de imagenes cerebrales, trabajos animales
y genética, generando hipdtesis que se podrian probar en experimentos bien controlados
con el fin de descubrir nuevos compuestos para tratar diferentes trastornos del

neurodesarrollo.

4. Se han conseguido reprogramar varios tipos de células somaticas, entre las cuales se
ha visto que los fibroblastos de la pulpa dental ofrecen una fuente fascinante de células
adultas con propiedades excelentes para ser reprogramadas. Varios estudios estan
utilizando ésta fuente de células no invasiva para estudiar y entender el TEA, asi como

para dirigir la busqueda hacia un diagnostico mas claro y un tratamiento valido.

5. La formacion de organoides in vitro derivados de iPSCs ha proporcionado una
oportunidad excepcional para caracterizar y estudiar el desarrollo temprano a partir de
un trastorno neuroldgico con la base genética de dicha condicidn preservada, lo cual es
particularmente importante para enfermedades complejas o multifactoriales como el
TEA. Esto es potencialmente Gtil en el diagndstico precoz y para entender el desarrollo

y progreso de los trastornos neurologicos.
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7. CONCLUSIONS

1. ASD is a life-long developmental disorder based on a set of symptoms and signs,
variables in each individual. Nowadays, we do not have a clear diagnosis because the
exact cause that originates it is not clear, but the best therapy is based on early
identification and the subsequent psychopedagogical and behavioral treatment adapted

to each patient.

2. Since the appearance of the iPSCs a decade ago, the knowledge of the necessary keys
to differentiate pluripotent cells in specific neural precursor cells and in functional
neuronal subtypes has grown enormously. These advances have made possible the study
of human neurodevelopment, cellular neurophysiology and sporadic and familial

neurological disorders, such as autism, specifically in the donor.

3. Although this technology is still in the initial phase, it is demonstrating the ability to
recapitulate relevant neuronal defects to these conditions. This model has the ability to
unify data generated from brain images, animal work and genetics, generating
hypotheses that could be testes in well controlled experiments in order to discover new

compounds to treat different neurodevelopmental disorders.

4. Several types of somatic cells have been reprogrammed, among which it has been
seen that fibroblasts of the dental pulp offer a fascinating source of adult cells with
excellent properties to be reprogrammed. Several studies are using this non-invasive
source of cells to study and understand ASD, as well as to direct the research towards a

clearer diagnosis and a valid treatment.

5. The formation of in vitro organoids derived from iPSCs has provided an exceptional
opportunity to characterize and study early development from a neurological disorder
with the genetic basis of said preserved condition, which is particularly important for
complex or multifactorial diseases such as ASD. This is potentially useful in early

diagnosis and to understand the development and progress of neurological disorders.
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