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Organoides cerebrales. un model o de estudio de las enfermedades neurol 6gicas
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Resumen: Los avances en los protocolos de cultivo celular han permitido desarrollar estructuras neuronal es tridimensionales,
derivadas de células madre pluripotentes inducidas, conocidas como ?organoides cerebrales?. Los organoides cerebrales humanos
constituyen un sistema experimental alternativo alos modelos animales, accesible, éticamente justificado y que replica el contexto
humano. En €l articulo analizamos esta tecnologia de vanguardia como un modelo biol égico para estudiar enfermedades

neurol 6gicas.

Brain organoids: amodel to study neurological diseases.

Abstract: Advancesin cell culture protocols have allowed the devel opment of induced pluripotent stem cell-derived,
three-dimensional neural structures known as brain organoids. Human brain organoids constitute alternative experimental systemsto
animal models that are accessible, ethically justified, and replicate human context. In the article we discuss this ultimate technology
as biological models to study neurological diseases.

Inmunofluorescencia de una seccion sagital de un organoide cerebral humano (ref.: (1))
Introduccién

Comprender la etiologia de las enfermedades neurol 6gicas humanas es todo un reto. Las caracteristicas propias del desarrollo del
cerebro humano limitan los aspectos de la enfermedad que pueden investigarse utilizando organismos modelo. Por tanto, para
estudiar |os fenotipos asociados a desarrollo, lafunciény la enfermedad del cerebro humano, es necesario utilizar sistemas
experimental es alternativos que sean accesibles, estén justificados éticamente y reproduzcan el contexto humano. En los Ultimos
afnos, los organoides cerebral es derivados de células madre pluripotentes humanas (hiPSC) ofrecen un sistema que reproduce las
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caracteristicas del desarrollo del sistema nervioso humano temprano in vitro, permitiendo desentrafiar algunos de |os mecanismos
asociados a enfermedades. En este articulo, comentaremos en primer lugar la generacion y las caracteristicas de los organoides,
consideraremos sus aplicacionesy, por Ultimo, abordaremos las implicaciones bioéticas de su uso.

Justificacién y concepto

L as enfermedades neurol 6gicas son la principal causa de discapacidad y la segunda de muerte en todo el mundo. Las estrategias
preventivas estan mejorando |0os resultados de las af ecciones neurol gicas, pero los avances en el tratamiento requieren una
comprensién precisa de la etiologiay la progresion de la enfermedad, ya que cada vez resulta mas evidente que muchos trastornos
neurol 6gicos tienen su origen durante el desarrollo embrionario (2). Este conocimiento puede adquirirse estudiando |a enfermedad
en pacientes -por jemplo, mediante biopsias liquidas, cirugia o recogida de tejido post mortem-, pero en la mayoria de los casos
proporciona instantaneas del desarrollo de la enfermedad, mientras que su inicio rara vez se capta en dichos estudios. Los métodos
no invasivos, como la neuroimagen, permiten examinar prospectivamente |os rasgos y la progresion de la enfermedad, pero tampoco
pueden rastrear 10s primeros procesos patol égicos anivel celular.

Por otro lado, los experimentos en model os animal es permiten identificar |os mecanismos de la enfermedad, pero latraslacion dela
investigacion depende de la conservacion de los procesos patol 6gicos entre roedores y humanos. Dada la distancia evolutiva entre
ambas especiesy la complejidad del cerebro de los primates, son muchas las caracteristicas del desarrollo y las enfermedades del
cerebro humano que no pueden recapitularse en roedores.

Latecnologia de la reprogramacién celular rompid el dogma de la unidireccionalidad de la diferenciacion, permitiendo la generacion
de células madre pluripotentes inducidas (iPSCs) a partir de células somaticas humanas (3) (Figura 1). LasiPSCstienen €l potencial
de generar cuaquier tipo de célula o tejido, incluyendo neuronasy glia, 1o que permiti6 estudiar células nerviosas procedentes de
pacientes con enfermedades neurol 6gicas. Sin embargo, lafata de arquitecturatisular limitalos fenotipos de la enfermedad que
pueden estudiarse utilizando estos sistemas de cultivo celular.

L os avances en | os protocolos de cultivo celular han permitido el desarrollo de estructuras neuronal es tridimensional es derivadas de
iPSCs humanas, denominadas ?organoides cerebrales?. Los organoides cerebrales se definen como agregados tridimensionales
autoensamblados, generados a partir de células madre pluripotentes humanas, con tipos celularesy estructuras que se asemejan al
cerebro humano embrionario (4). A diferencia de los cultivos celulares bidimensionales (2D) convencionales, |os organoides
cerebralesreflgjan el cerebro humano no sdlo anivel celular, sino también en términos de estructuratisular y de desarrollo
embrionario. Por ello, se considera que este modelo tiene el potencial de salvar la distancia entre los model os animales
convencionalesy los humanos.

Generacion y caracteristicas

L os organoides cerebral es se pueden generar mediante dos metodol ogias distintas: métodos no guiados y métodos guiados (5)
(Figura1).

L os métodos no guiados aprovechan la capacidad intrinseca de sefializacion y autoorganizacion de las hiPSC para diferenciarse
espontaneamente en tejidos, imitando el cerebro en desarrollo. Técnicamente, los agregados de hiPSC se embeben en una matriz
extracelular y posteriormente se cultivan en biorreactores rotatorios para promover la expansion tisular y la diferenciacion neural.
L os organoides cerebral es resultantes suelen contener tejidos heterogéneos que se asemejan a diversas regiones del cerebro ?
romboencéfalo, mesencéfalo y prosencéfalo -, laretinao el plexo coroideo. Sin embargo, lagran variabilidad y heterogenei dad
tisular resultante plantean importantes retos para | os estudios sistematicos y cuantitativos.

L os métodos guiados requieren un aporte de farmacosy factores de crecimiento, que mimeticen la sefializacion durante la

neurogénesis, parainducir alas hiPSC a diferenciarse hacialos lingjes deseados y formar estructuras cerebral es especificas como la
corteza o el hipocampo.
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Figura 1: Reprogramacion y generacion de or ganoides cer ebrales (modificado deref. (5)).

. A skin blopsy

Actuamente, los organoides de corteza cerebral son los més utilizadosy mejor caracterizados (6). Se asemejan notablemente ala
corteza cerebral humana en desarrollo y reproducen su diversidad celular con interneuronas, astrocitosy precursores de
oligodendrocitos. Sin embargo, no se observan células vasculares e inmunitarias y carecen de pliegues corticales. Ademés, debido a
lafaltade vascularizacion y circulacion, se forma un nicleo necrético en el interior lo que limita el tamafio del organoide (7).

M odelo de enfer medades

Para el estudio de enfermedades neurol 6gicas, |0s organoides cerebral es pueden generarse a partir de iPSCs de pacientes (8). Son
especiamente relevantes para reproducir enfermedades con malformaciones estructural es evidentes en fases embrionarias
tempranas. Estos trastornos se atribuyen ala alteracion de las células progenitoras, incluida la diferenciacion prematura, 1a
proliferacion reduciday la alteracion del ciclo celular. Ejemplos de la utilizacion de organoides cerebrales humanos parala
investigacion de enfermedades neurol égicas serian los siguientes (9) (Figura 2):

Figura 2.: Modelizacion de enfermedades neur olégicas con or ganoides cer ebrales (ref. (9))
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- Los organoides a partir de iPSCs derivadas de pacientes con microcefalia portan mutaciones en genes asociados ala mitosis.
Muestran una ateracion del plano de division celular, 1o que resulta en una disminucion del nimero de precursores
neuronalesy en organoides mas pequefios. - La neuropatologia de la enfermedad de Alzheimer (EA) se ha estudiado
ampliamente en model os de ratdn, pero este modelo no recoge todos |os aspectos de la EA o requiere de mutaciones en varios
genes pararecapitular el fenotipo completo. Los organoides derivados de iPSCs de personas con EA familiar o esporadica
desarrollan placas de amiloide-? (A?), ovillos de tau y se observa un incremento de la apoptosis neuronal. Ademés, en los
organoides se aprecian las interacciones de las neuronas con lamicrogliay la barrera hematoencefdica (BHE), 1o que podria
aportar mas informacion sobre |os mecanismos de la enfermedad. - L os organoides derivados de células de individuos con
trastorno del espectro autista (TEA), que dan lugar a estructuras prosencefdlicas, muestran una alteracién en las proporciones
de neuronas excitadoras y neuronas inhibidoras. A partir de estos model os, se ha conseguido asociar este fenotipo con la
sobreexpresion del factor de transcripcion FOXGL. - Laexposicién de organoides cerebrales a virus del Zika provoca una
infeccion preferente de los precursores neuronales, reduciendo su proliferacion y causando un aumento de la muerte celular,
lo que en Ultimainstancia conduce a una reduccién dréstica del tamafio del organoide. - Una ventgja de los organoides es la
posibilidad de manipular genéticamente las células madre humanas cultivadas (7). Por g.emplo, la generacion de diferentes
organoides de regiones cerebrales a partir de células madre humanas, que reproducen |as alteraciones genéticas asociadas al
glioblastoma, ha dado lugar a model os que se asemejan a subtipos tumoral es especificos, permitiendo interpretar |os efectos
de estas alteraciones genéticas y sirviendo como herramienta para tratami entos mas eficaces (Figura 3). Figura 3:
Modelizacién del glioblastomay cribado de farmacos antitumorales (ref.: (10)).
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I mplicaciones bioéticas

Recientemente se ha mostrado que en |os organoides cerebral es, a medida que maduran las neuronas y proyectan neuritas para
establecer conexiones sindpticas, la actividad el éctrica espontanea se sincroniza entre las células. Ademés, esta actividad eléctrica
sincronizada genera un patron ondul atorio semejante al observado en neonatos prematuros (11). Estos resultados llevaron a plantear
las siguientes cuestiones éticas rel acionadas con la experimentacion con organoi des:

¢Son conscientes |os organoides cerebral es humanos? Para evaluar la consciencia se utilizan herramientas como |os correlatos
neuronales de la consciencia (CNC), que se definen como €l conjunto minimo de actividades y estructuras neuronal es necesarias
para una percepcion consciente. Los CNC se distribuyen en distintas regiones anatomicas de la corteza e involucran a distintos tipos
celulares. Los organoides cerebral es humanos carecen de la complejidad estructural como para generar CNCs'y, por tanto, tener
consciencia de experiencias subjetivas (12).

¢Cudl es el status moral del organoide? Los organoides podrian alcanzar un status similar a que atribuimos a un animal de
laboratorio, lo que requeriria un tratamiento diferente a de un objeto inanimado. En el caso de los animales quimera, alos que se
haya trasplantado un organoide cerebral humano, no es esperable que adquieran una complejidad cognitiva dado el escaso nimero
de células humanas trasplantadas. Sin embargo, si seria posible una mejora en sus habilidades, por o que no seria ético mantener a
estos animal es en ambientes no estimulantes como jaul as de tamafio reducido (12).

Conclusiéon
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L os organoides cerebral es reflgjan caracteristicas fundamentales del cerebro humano y constituyen una plataforma Gnica para
comprender las enfermedades neurol égicas. Aun asi, los organoides actual es no son una réplica perfectay queda mucho camino por
recorrer para obtener una representacion in vitro mas fidedigna del cerebro humano. El avance de esta tecnologia, que permita
acelerar lamaduracion funcional e incorporar otros tipos de célulasy tejidos, impulsard el campo hacia model os més completos, 1o
gue sin duda permitird un auge del conocimiento sobre el desarrollo del cerebro y las enfermedades neurol dgicas.
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