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RESUMO

INTRODUCAO: O autismo é um transtorno do neurodesenvolvimento caracterizado por déficits
persistentes na interacdo e comunicacdo social, assim como padrdes repetitivos e restritivos do
comportamento. Em termos epidemioldgicos, compreende-se que grande partes dos casos de autismo
sdo idiopaticos, sendo portanto um transtorno geneticamente heterogéneo, em que fatores de risco
poligénicos se associam com fatores de risco ambientais para determinar o risco do individuo de
desenvolver tal transtorno neuropsiquiatrico. O uso de células tronco pluripotentes induzidas e
organoides cerebrais tornou possivel a avaliacdo de estagios embrionarios de desenvolvimento do
SNC in vitro, periodo esse diretamente relacionado com a fisiopatologia do transtorno do espectro
autista (TEA). OBJETIVOS: Reunir publicacbes expressivas sobre modelagem in vitro do TEA
idiopatico, buscando evidenciar alteracfes fenotipicas e genotipicas relevantes nesses modelos
experimentais. METOLOGIA: Trata-se de uma Revisdo Sisteméatica guiada pelo protocolo
PRISMA em que foi realizada uma busca nas bases de dados do PubMed, Science Direct, ERIC, BVS
e Scielo. Os artigos foram extraidos e analisados quanto aos critérios de incluséo e exclusdo. Foram
incluidos estudos experimentais nos quais foram realizadas a modelagem in vitro de autismo
idiopatico. RESULTADOS: Foram identificados 1105 artigos, dos quais apds a leitura do titulo e
resumo com aplicacdo dos critérios de elegibilidade e exclusdo das duplicatas, 18 foram selecionados
para leitura integral do texto com nova aplicacao dos critérios. Desse total, 10 artigos foram incluidos
nessa analise. No total foram 96 participantes, dos quais 46 possuiam o diagnostico de autismo. As
principais alteracdes fenotipicas evidenciadas envolviam distdrbios na proliferacdo, migracéo,
diferenciacdo e eletrofisiologia neuronal. Genotipicamente, foi demonstrado que tais células
possuiam padres distintos de expressdo génica através da anélise transcriptémica. DISCUSSAO:
Frente aos estudos incluidos nesta revisdo sistémica, foi demonstrado que neurdnios de pacientes com
TEA apresentavam  distarbios  proliferativos, migratérios, desregulacdo do sistema
GABA/glutamatérgico e alteracdes eletrofisioldgicas justificada por disfuncdes de canais ibnicos
especificos. Além disso, genotipicamente tais células apresentavam uma série de genes
diferencialmente expressos que diretamente regulam processos associados ao desenvolvimento
adequado do sistema nervoso central (SNC). CONCLUSAO: A presente revisdo sistematica
demonstrou alteracGes fenotipicas e genotipicas significativas entre células neuroprogenitoras,
neurdnios e organoides cerebrais derivados de pacientes com autismo comparativamente aos modelos
controle. FINANCIAMENTO: N&o ha fontes de financiamento.

Palavras-chave: autismo; iPSCs; neurdnios; organoides cerebrais; fendtipo; gendtipo.



ABSTRACT
BACKGROUND: Autism is a neurodevelopmental disorder characterized by persistent deficits in
social interaction and communication, as well as repetitive and restrictive patterns of behavior. In
epidemiological terms, it is understood that a large proportion of autism cases are idiopathic, thus
being a genetically heterogeneous disorder, in which polygenic risk factors are associated with
environmental risk factors to determine an individual's risk of developing this neurodevelopmental
disorder. The use of induced pluripotent stem cells and brain organoids has made possible the
evaluation of embryonic stages of CNS development in vitro, a period directly related to the
pathophysiology of the autistic spectrum disorder (ASD). OBJECTIVES: To gather expressive
publications on in vitro modeling of idiopathic ASD, seeking to highlight relevant phenotypic and
genotypic alterations in these experimental models. METHODS: This is a Systematic Review guided
by the PRISMA protocol in which articles were analyzed and gathered from the PubMed, Science
Direct, ERIC, BVS and Scielo databases. These surveys were extracted and analyzed for inclusion
and exclusion criteria. Experimental studies in which in vitro modeling of idiopathic autism was
performed were included. RESULTS: A total of 1105 articles were identified, of which, after reading
the title and abstract, applying the eligibility criteria, and excluding duplicates, 18 were selected for
full-text reading with new application of the criteria. From this total, 10 articles were included in this
analysis. In total, there were 96 participants, 46 of whom were diagnosed with autism. The main
phenotypic alterations evidenced involved disturbances in proliferation, migration, differentiation,
and neuronal electrophysiology. Genotypically, these cells were shown to have distinct patterns of
gene expression by transcriptomic analysis. DISCUSSION: In view of the studies included in this
systematic review, it was demonstrated that neurons from patients with ASD presented proliferative
and migratory disturbances, dysregulation of the GABA/glutamatergic system, and
electrophysiological alterations justified by dysfunctions of specific ion channels. In addition,
genotypically these cells presented several differentially expressed genes that directly regulate
processes associated with proper development of the central nervous system (CNS).
CONCLUSION: The present systematic review demonstrated significant phenotypic and genotypic
alterations among neuroprogenitor cells, neurons and brain organoids derived from patients with

autism compared to control models FUNDING: There are no sources of funding.
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1 INTRODUCAO

Autismo é uma sindrome comportamental com etiologias diferentes, na qual o processo
de neurodesenvolvimento infantil encontra-se profundamente distorcido. Inicialmente, o termo
autismo foi utilizado por Bleuler, em uma edicdo de 1912 do American Journal of Insanity,
para designar a perda do contato com a realidade, que acarretava uma grande dificuldade ou
impossibilidade de comunicagio, ainda sob o ponto de vista da esquizofrenial. O Autismo foi
descrito pela primeira vez em 1943 por Leo Kanner apds o estudo de um grupo de onze criangas.
Kanner deu especial relevancia a incapacidade destas criancas em se relacionarem com 0s
outros e no fato de aparentarem viver no seu préprio mundo. Em 1988, Lorna Wing introduziu
0 termo “Espectro do Autismo”. As PerturbacGes do Espectro Autista (PEA) se manifestam em
nivel comportamental num tronco comum denominado de Triade de Lorna Wing caracterizada
por desvios na comunicagdo, na interacdo social e na imaginacdo?. Um breve historico do

autismo, com os principais marcos, pode ser encontrado na figura 1.

Figura 1- Historico do estudo acerca do autismo, relatando as principais teorias, desfechos e

pesquisas relacionadas a heterogeneidade do transtorno.
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Fonte: Lord et al., 2020°. DescricGes originais acerca do autismo envolviam uma grande variedade de causas,
inclusive o crescimento com lobos, uma mae distante (“mae-geladeira”), incapacidades inatas de desenvolvimento
do relacionamento afetivo, dentre outras. O conceito do autismo ser uma desordem do neurodesenvolvimento om
caracteristicas hereditarias, além de fatores cognitivos subjacentes comegou com o reconhecimento de diferencgas
na funcdo cerebral desses individuos na década de 1960. A partir de 1970, sociedades com foco no autismo
passaram a focar em programas de integracdo e desinstitucionalizacdo, como a National Autistic Society (NAS) e
National Society for Autistic Children (NSAC). Prioridades mudaram nas décadas de 1980 e 1990, com maiores
focos na terapia do transtorno, bem como nos mecanismos fisiopatologicos associados ao TEA, visando
impulsionar a descoberta de novos alvos bioldgicos para o tratamento. O reconhecimento da heterogeneidade do
transtorno comegou a partir dos anos 70, com a triade do acometimento da linguagem, brincadeiras e interacao
social afetando em diferentes graus e gravidades as criancas com deficiéncia intelectual ou com atributos classicos
de autismo. Além disso, o primeiro estudo com gémeos monozigdticos com TEA demonstrou que, apesar dos
sinais classicos de autismo presente em ambos, caracteristicas especificas, grau de afeccdo e comorbidades eram
diferentes, incluindo a DI, eram distintas entre os irmdos. ABA: andlise comportamental aplicada; TEACCH:
Tratamento e Educacéo de Criangas com deficiéncia de comunicacdo Autista e afins; DSM: Manual diagndstico e
estatistico de transtornos mentais; EEG: eletroencefalograma; ECR: Ensaio Clinico Randomizado; MECP2: Gene
associado com a sindrome de Rett; SPARK: Simons Foundation Powering Autism Research for Knowledge;
IDEA: Lei da Educacéo dos Individuos com Deficiéncia; AGRE: Autism Genetic Resource Exchange; GRASP:
Parceria global e regional para a Sindrome de Asperger; CDC: Centro de Controle e Prevencdo de Doencas; SNAP:
Projeto Necessidades Especiais e Autismo.

Em termos gerais, podemos compreender o espectro do autismo como um grupo
geneticamente heterogéneo de desordens que levam a um atraso global do
neurodesenvolvimento, caracterizado a partir de déficits mais pronunciados na comunicacéo
social e na interagdo social, assim como padrdes restritivos e repetitivos do comportamento*®.
A genética por tras desse transtorno do neurodesenvolvimento é extremamente complexa e
variavel entre os individuos, indo desde causas sindromicas e monogenéticas do TEA
(transtorno do espectro autista) até as causas idiopaticas em que multiplos fatores genéticos e
ambientais se somam para contribuir para um elevado risco de desenvolver o transtorno. Tais
fatores dificultam a compreensdo dos mecanismos fisiopatoldgicos que justifiguem as
alteracOes perceptiveis em pessoas autistas’.

Sendo o autismo um transtorno heterogéneo do neurodesenvolvimento e, refletindo essa
heterogeneidade, as formas de apresentacdo do quadro sdo variaveis. Ha tanto a presenca de
individuos mais gravemente acometidos assim como aqueles que possuem manifestacGes mais
leves, com menor comprometimento em suas habilidades sociais e comunicativas, sendo o
transtorno  neuropsiquiatrico  classificado dentro dos “transtornos invasivos do
neurodesenvolvimento”. Desde 1980, tal classificagdo vem sendo adotada a partir de sua
inclusdo no DSM-III, visando adotar essa ideia de um espectro amplo de déficits na
comunicacdo social. Todavia, devido a auséncia de um limiar claro que separasse 0S
“transtornos invasivos do neurodesenvolvimento”, de forma que fosse possivel diferencia-los

de forma confiavel, os mais recentes sistemas diagnosticos da area (DSM-V e CID-11)
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passaram a utilizar o termo guarda-chuva TEA, separando os individuos dentro do espectro com
base em especificadores e modificadores clinicos adicionais®.

Segundo 0 DSM-V, o diagndstico atual de TEA é pautado em: (A) déficits persistentes
na comunicacao social e na interacdo social em multiplos contextos e (B) padrdes restritivos e
repetitivos de comportamento, interesses ou atividades. Além disso, (C) os sintomas devem
estar presentes precocemente no periodo do desenvolvimento (mas podem ndo se tornar
plenamente manifestos até que as demandas sociais excedam as capacidades limitadas ou
podem ser mascarados por estratégias aprendidas tardiamente na vida), (D) os sintomas causam
prejuizo clinicamente significativo no funcionamento social, profissional ou em outras areas
importantes da vida do individuo no presente e, por fim, (E) essas perturbacfes ndo sao mais
bem explicadas por DI (deficiéncia intelectual) ou por atraso global do desenvolvimento®. O
diagnostico de autismo € normalmente alcancado apos a coleta de uma histéria detalhada do
neurodesenvolvimento da crianga, usualmente ap0s conversas com 0s pais, assim como a partir
da observagdo do individuo interagindo com os parentes, amigos e outras pessoas®’. Para
melhor acurécia diagndstica, escalas como o protocolo de observacdo para o diagnostico de
autismo (ADOS) e a entrevista diagnostica para autismo revisada (ADI-R) devem ser utilizadas.
O ADI-R corresponde a uma versdo modificada da entrevista diagnostica para autismo (ADI),
sendo um entrevista padronizada e semiestruturada direcionada para os cuidadores de pacientes
com provavel TEA, fornecendo um algoritmo diagndéstico pautado no CID-10 e no DSM-IV. A
entrevista visa distribuir as pontuacdes nas areas de comunicacdo, habilidades sociais e
comportamentos restritivos, repetitivos e estereotipados, bem como acessar a historia inicial
desses sinais e sintomas, permitindo avaliar a gravidade e o impacto em cada uma desses
dominios, com bons niveis de sensibilidade para o diagnostico autismo!!. O ADOS, por sua
vez, € um ensaio de observacdo padronizada, performada por um clinico especializado,
concebida como um método de avaliacdo da comunicacdo, habilidades sociais, além dos
padrdes restritivos e repetitivos do comportamento e dos interesses'?. Quatro mddulos originais
sdo adaptados em funcdo da idade e do nivel linguistico do paciente para controle desses efeitos
no nivel de comprometimento do neurodesenvolvimento apresentado pela crianca, visando
melhorar a acuracia do teste. A segunda edicdo do ADOS (ADOS-2) adiciona um quinto
mddulo (mddulo t) para criancas dos 12 aos 30 meses de idade com habilidades linguisticas
variando da completa auséncia de linguagem verbal até palavras Unicas e frases simplest?. Esses
instrumentos permitem que o profissional especializado, na presencga do cuidador da crianga,
observe e caracterize comportamentos caracteristicos do individuo com suspeita de TEA®®,

ampliando a sensibilidade, especificidade e acuracia desse diagnostico®.
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As manifestacbes classicas do autismo incluem déficits na comunicacdo e interacdo
social, padrdes restritivos e repetitivos do comportamento, sendo tais caracteristicas essenciais
para o diagnostico do TEA, como supracitado, além de anomalias sensoriais e graus variaveis
de deficiéncia intelectual (DI). Além desses sintomas idiossincraticos, comorbidades
neuropsiquiatricas sao frequentes, das quais destacam-se o transtorno do déficit de atengdo e
hiperatividade (TDAH), ansiedade, depressdo e epilepsia®. Apesar desse quadro clinico
caracteristico, tais sintomas classicos de TEA ndo sdo bem distinguiveis até os 12 a 18 meses
de idade, quando passam a se tornar mais evidentes e discrepantes em relacdo ao padrdes de
neurodesenvolvimento esperados para a idade*. Além disso, o TEA pode ser classificado como
sindrémico em uma série de patologias, incluindo a esclerose tuberosa, sindrome do X fragil,
sindrome de Timothy, sindrome de Rett e algumas outras sindromes de aberracdo
cromossdmica: Angelman, Prader-Willi e Phelan-McDermid®®. Tais casos sindrémicos de
autismo sdo mais facilmente modelados in vitro devido a sua origem fortemente associada a
genes ja descritos e dos quais se conhece as caracteristicas fenotipicas apresentadas pelos
organoides, neurdnios ou neuroprogenitores, assim como algumas das cascatas intracelulares
reguladas por esses genes patologicamente relevantes.*®.

E agora bem reconhecido que fatores genéticos desempenham um papel fundamental na
fisiopatologia do transtorno, que em associacdo com fatores de risco ambientais ja bem
descritos (figura 2), contribuem para um maior risco da crianca de desenvolver TEA. Ainda
assim, as bases genéticas que contribuem para as manifestacfes fenotipicas da doenca ainda
ndo sdo bem compreendidas, dada sua consideravel complexidade e variabilidade. Novas
evidéncias apontam que perturbaces em periodos criticos do desenvolvimento embrionario
podem ser uma das chaves para a emergéncia da patologia, e sua melhor investigacdo pode nos
proporcionar novos insights acerca das vias patologicamente alteradas no TEA!’. Por exemplo,
estudos de pds-mortem de cérebros autistas identificaram um provavel comprometimento ou
desregulacdo do desenvolvimento embrionario desses individuos, fazendo com que as redes de
conexdo neuronal e as sinapses estariam possivelmente deturpadas!’. Sendo assim, o
desenvolvimento embrionario pode ser considerado um periodo critico para a manifestacéo dos
mecanismos fisiopatoldgicos celulares associados ao TEA!?. Além disso, ensaios de
neuroimagem e estudos que avaliam a expressdo génica de cérebros autistas pds-mortem
demonstraram uma desregulagéo de diversos genes relacionados tanto com o desenvolvimento
quanto com a proliferagdo celular'®®, Grandes estudos de associagdo gendmica ampla

(GWAS), assim como estudos de mutacGes de novo e variagdes no nimero de copias (CNVs)
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identificaram uma série de genes significativamente associados com o autismo, sugerindo a

importancia dessas mutacdes para a graduacéo do risco genético da pessoa?23,

Figura 2- Fatores de risco ambientais para o desenvolvimento do autismo com bons niveis de

evidéncia associativas.
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Fonte: Lord et al., 2020%. Dados de estudos que visam identificar os fatores de risco para o autismo podem ser
divididos em trés grupos, incluindo aqueles com bons niveis de evidéncia associativas. As barras representam
intervalos de confianca (IC 95%).

Mesmo com uma série de fatores genéticos associados ao autismo, na medida em que
pesquisas avancam e evidenciam cada vez mais genes diferencialmente expressos (DEGS), a
maioria dos casos acontece de forma idiopatica. As vérias etiologias sindrémicas e
monogenéticas de TEA acima mencionadas ndo chegam a contar, per si, para mais do que 2%
dos totais de casos de autismo diagnosticados, sendo que apenas cerca de 10-20% dos
individuos com TEA possuem uma etiologia genética identificavel?.

O uso de células tronco pluripotentes induzidas fez com que fosse possivel avaliar
estados embrionarios de maturacdo e desenvolvimento cerebral, mantendo o “background”
genético do individuo das quais as células foram reprogramadas, partindo do pressuposto de
que alteracBes genéticas nos pacientes autistas influenciariam o desenvolvimento e o
comportamento dessas células in vitro, visto que alteragdes na transmissdo sinaptica, no
crescimento e na diferenciacdo neuronal constituem eixos centrais nas hipoteses dos distarbios
celulares apresentados nesse transtorno?>-'.

Apesar dos avancos, lacunas ainda existem na compreensdo dos mecanismos
moleculares e celulares que circundam o TEA. Busca-se entender de que forma genes mutados

e diferencialmente expressos afetam ou desregulam vias especificas de sinalizagdo celular em
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neuroprogenitores, capazes de justificar as alteracfes fenotipicas evidenciadas in vitro na
cultura dessas células e, a partir desse ponto, a sintomatologia classica do transtorno. Resultados
de pesquisas mais recentes demonstram que genes associados ao autismo estdo funcionalmente
interconectados através de vias que controlam diversos processos durante o desenvolvimento
embrionério cerebral: regulacdo da transcricdo génica; diferenciacdo neural e destino celular;
formacdo e transmissdo sinaptica; adesdo e migracdo celular e o balanco entre atividade

sinaptica excitatorio e inibitoria?®2’.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Primério

Investigar a existéncia de trabalhos que demonstrem como as iPSC, 0s neur6nios e oS
organoides cerebrais permitem estudar transtornos do espectro autista e quais mecanismos

fisiopatoldgicos podem ser avaliados nesse modelo experimental.

2.2 Objetivos secundarios

I.  Reunir publicacdes relevantes sobre geracéo de iPSC de pacientes com autismo;
Il. Realizar levantamento das metodologias utilizadas para gerar as iPSC, o0s
neurdnios e 0s organoides;
I11.  Descrever quais caracteristicas fisiopatologicas séo avaliadas no modelo in vitro
(neuroprogenitores, neurénios e organoides);
IV. Descrever quais genes estdo diretamente associados com um maior risco

desenvolvimento do transtorno.
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3 REVISAO DE LITERATURA

Células tronco embrionéarias (ESC, do inglés embryonic stem cells), derivadas da massa
celular interna de blastocistos de mamiferos, possuem a capacidade se multiplicar rapidamente
e indefinidamente, a partir de diversos processos mitoticos subsequentes, mantendo seu estado
de pluripoténcia. Essas células podem entdo se diferenciar em tipos especificos celulares das
trés camadas germinativas do embrido (ectoderma, mesoderma e endoderma) que, em um
ambiente normal de fecundago, daria origem a um novo ser vivo?®, Em 1981, portanto, como
demonstrado por Evans e Kaufman, células tronco embrionérias derivadas do blastocisto de
ratos 129 SvE seriam adequadamente cultivadas em placas de cultura in vitro pela primeira vez,
a partir da qual elas poderiam se diferenciar in vitro formando multiplos outros tecidos, ou
serem inoculadas em ratos onde levariam a tumores in vivo (teratocarcinomas). Tais descobertas
e propriedades levaram a expectativas de que células tronco embrionarias humanas poderiam
ser utilizadas como modelos de estudos biologicos e fisiopatologicos; teste da eficécia,
seguranca e tolerabilidade de novas drogas e farmacos, e, com um olhar um pouco mais
futuristico, tratamento pacientes com condicdes clinicas e doencas variaveis através da terapia
celular®®. O termo ESC (célula tronco embrionéria), por sinal, foi introduzido justamente para
distinguir essas células tronco pluripotente derivadas de embriGes com cariétipo normal das
células tronco pluripotentes embrionarias derivadas de teratocarcinomas (EC, do inglés
embryonal carcinoma) *°.

Logo na sequéncia, tendo em vista 0s avancos cientificos nessa area no periodo, ESCs
humanas (hESC) foram primeiramente reportadas pelo grupo de Thomson (5) em 1998, 17 anos
apos a geracdo e cultura in vitro de ESCs de ratos laboratoriais. Esse pequeno atraso entre a
criacdo de células tronco embrionarias de humanos com relacdo a dos ratos, per si, pode ser
explicado por diferencas morfologicas que influenciam na cultura desses dois diferentes tipos
de célula. Durante esse intervalo de 17 anos, culturas com ESCs de primatas ja haviam sido
estabelecidas®. Foi proposto entéo, para classificagdo adequada de células tronco embrionarias,
trés critérios deveriam ser considerados, incluindo (1) derivacdo do embrido pré-implantacional
ou peri-implantacional, (I1) proliferacdo indiferenciada e prolongada, e (l11) potencial estavel
de diferenciacdo para formar todos as trés camadas embrionarios mesmo apos cultura longa in
vitro?®!, Ademais, o experimento da equipe de James A. Thomson demonstrou que as hESC
possuiam altos niveis de atividade da enzima telomerase, uma ribonucleoproteina que adiciona
repeticdes de teldémeros (sequéncias de DNA terminais) na regido final do cromossomo e esta

diretamente envolvida na manutengdo do comprimento do teldmero®2. O teldmero, por sua vez,
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constitui esse trecho final do cromossomo e funciona como um relégio mitético: quando o
tamanho do telomero atinge um certo limite, um “checkpoint”, as células sdo incapazes de se
dividir e, portanto, sofrem o processo de senescéncia celular (envelhecimento). Isso é
justamente o que ocorre com nossas células somaéticas ja diferenciadas, que ndo expressam tal
enzima, uma vez que ela é suprimida pelo processo de diferenciacio celular®®. Destarte, células
que expressam altos niveis de atividade da enzima telomerase mantém o tamanho do telémero
e possuem capacidade infinita e indefinida de replicacdo, o que constitui um marcador de
imortalidade celular®*3%. Assim sendo, a telomerase ¢ altamente expressa em linhagens celulares
germinativas e tecidos embrionarios®.

Apesar dos grandes avancos obtidos através do estudo de células tronco embrionérias
humanas (hESCs), ha dois grandes problemas ao trabalhar com esse tipo celular:
Primeiramente, oposi¢des éticas quanto ao uso de embribes humanos para fins de pesquisa e,
em segundo, presenca de imunocompatibilidade apos o transplante. Guiados por descobertas
prévias de que células somaticas poderiam ser reprogramadas a partir da transferéncia de seus
nicleos para oocitos * ou por fusdo com células embrionarias *’, o grupo de Takahashi e
Yamanaka elaborou a hipdtese de que fatores moleculares especificos desses tipos celulares
supracitados - odcitos e células embrionarias - conferiam seu estado de pluripoténcia e,
consequentemente, sua identidade celular. Portanto, deduziu-se que a pluripoténcia poderia ser
induzida em células somaticas por moléculas especificas que existem no ambiente de ESCs,
moléculas essas diretamente associadas com a manutencédo desse estado de pluripoténcia.

Foram selecionados inicialmente 24 fatores candidatos a inducdo de pluripoténcia em
células somaéticas, baseado na hipotese de que tais genes desempenham um papel fundamental
na manutencdo da identidade celular das células troncos embrionarias. Esses genes foram
introduzidos nos fibroblastos embrionarios de camundongos (MEF Fbx15 bgeo/bgeo) a partir
da transducdo viral. Com essa técnica, a partir da modificacdo genética do retrovirus com o
material genético de interesse, seguida sua incorporacao no citoplasma da célula (infecgéo), as
células-alvos passardo entdo a expressar ectopicamente 0s transgenes desejados, a partir dos
vetores retrovirais. Apos analises subsequentes, dos 24 genes iniciais, foram identificados 4
fatores essenciais — Oct3/4, Sox2, KlIf4 e cMyc — capazes de induzir pluripoténcia em
fibroblastos embrionarios e também em fibroblastos adultos da ponta da cauda desses mesmos
ratos, apesar de que, com o uso de 10 fatores simultaneos, obteve-se essencialmente 0 mesmo
resultado. No caso dos fibroblastos embrionarios dos camundongos - MEF Fbx15 bgeo/bgeo —
a transducéo retroviral de tais fatores combinados foram associados a uma maior sobrevida da

colénia (denominada de IPS-MEF4), maior expressao de genes associados a pluripoténcia,
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morfologia celular mais préxima de células embrionarias e, ap0s injecdo subcutanea nos
camundongos, trés clones de IPS-MEF4 levaram a formagdo de tumores. A avaliacdo
histolégica dos teratocarcinomas revelou que 2 clones da IPS-MEF4 foram capazes de
diferenciar em celulas de todas as 3 camadas embrionarias, incluindo o tecido neuronal,
cartilagem e epitélio colunar. Nesse sentido, a imunohistoquimica detectou células positivas
para alfa-actina do musculo liso (marcador de mesoderme); alfa feto proteina (marcador de
endoderme) e beta Il tubulina (marcador de ectoderme). Os clones de IPS-MEF4 também
foram positivos no teste de imunohistoquimica para fosfatase alcalina e SSEA-1, marcadores
altamente expressos em células tronco indiferenciadas. Por fim, através da técnica biomolecular
de microarranjo de DNA, foi comparado a expressdo-genética global de ESCs, iPSCs derivadas
dos camundongos e MEF Fbx15 bgeo/bgeo. A anélise de correlagcdo de Pearson demonstrou
que as iPSCs estavam geneticamente mais proximas das ESCs do que dos fibroblastos e seus
derivados. Ja a andlise de microarranjo demonstrou ainda a presenca de alguns genes
comumentemente suprarregulados tanto nas células tronco embrionarias quanto nas células
tronco pluripotentes induzidas, a exemplo de: Myb, Kit, Gdf3 e Zic3 %,

Resultados semelhantes aos descritos acima foram observados apés a transducao viral
dos mesmos 4 fatores supracitados - Oct3/4, Sox2, KlIf4 e cMyc — em fibroblastos adultos da
ponta da cauda de um camundongo macho de 7 semanas (TTFs, do inglés tail-tip fibroblasts)
Fbx15 bgeo/bgeo. O mesmo experimento foi repetido com TTFs de uma fémea Fbx15
bgeo/bgeo de 12 semanas. ApOs esses ensaios de reprogramacdo celular, foi realizado a
introducdo de 2 desses clones celulares de iPSCs derivadas de fibroblastos de camundongos em
blastocistos C57/BL6 através da microinjecao, sendo obtido como resultado 18 embrides em
E13.5, dois dos quais demonstraram a presenca de iPSCs positivas para proteina fluorescente
verde (GFP, do inglés green fluorescente protein), proteina essa que era constitutivamente
expressa nas células da fémea apds reprogramacio genética prévia®, demonstrando que tais
células poderiam ser reimplantadas em blastocistos para novamente gerar organismos, ou seja,
basicamente reiniciar o processo de embriogénese.

Tais achados corroboraram para a hipdtese de que seria possivel a criacdo de células
pluripotentes diretamente de células somaticas do paciente. Sendo assim, no ano seguinte, 2007,
0 mesmo grupo de Takahashi e Yamanaka publicou um artigo em que demonstraram a geracao
iPSCs a partir de fibroblastos adultos de humanos e outras células somaticas humanas®°.

Depois da otimizacdo da técnica de transducéo viral, os retrovirus foram introduzidos

em fibroblastos dérmicos adultos de humanos de um caucasiano de 36 anos contendo 0s
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mesmos fatores utilizados na transdugdo aplicada anteriormente com os fibroblastos de
camundongos: Sox2, Oct3/4, KIf4 e c-Myc. Apos 2 semanas, algumas colénias comegaram a
aparecer nas placas de cultura e as células semelhantes a hESCs foram mecanicamente
selecionadas. Cada célula exibia morfologia semelhante a das células tronco embrionarias
humanas, com uma alta razdo nucleo/citoplasma. Essas células também apresentaram
semelhangas as hESCs na “dependéncia alimentar”, isto ¢, havia também a necessidade de
expansdo em “SNL feeder cells”, com meio para células tronco embrionarias de primata
suplementado com o fator de crescimento para fibroblastos (bFGF). Tais fatores eram
imprescindiveis para a manutencéo do estado indiferenciado das novas células, as quais foram
denominadas de células tronco pluripotente induzidas de humanos (hIPSCs) *°.

A partir da analise biomolecular com técnicas semelhantes as aplicadas no caso das
iIPSCs derivadas de fibroblastos de camundongos, notou-se resultados muito similares: As
células tronco pluripotentes induzidas humanas expressavam muitos marcadores e
caracteristicas similares as células pluripotentes embrionarias: padrdes de expressdo génica
semelhantes, com ativacdo (acetilagdo e desmetilacdo) de promotores génicos associados a
manutencdo do fenotipo de células tronco, incluindo a pluripoténcia, rapida proliferacdo e
indiferenciacdo; avaliacdo das histonas por imunoprecipitacdo de cromatina demonstraram
padrdes de modificacOes caracteristicos de hESCs; alta atividade da ribonucleoproteina
telomerase; formacéo de corpos embridides com diferenciacdo espontanea para tecidos das trés
camadas germinativas, demonstrado por imunocitoquimica; utilizando o mesmo protocolo
previamente aplicado para ESCs %°, foi evidenciado diferenciagdo direta das hiPSCs para
células neuronais, incluindo neurénios dopaminérgicos, assim como para cardiomidcitos,
valendo-se do uso de ativina A e proteina morfogenética 6ssea para guiar essa diferenciacio®;
apos transplante em ratos do clone de hiPSC 201B7 constatou-se formacao de teratoma in vivo.
A avaliacdo histologica do tumor revelou que ele era composto por diversos tecidos.
Posteriormente, 0 mesmo metodo foi utilizado para a producdo de hiPSCs a partir de
sinovidcitos do tecido sinovial de um adulto caucasiano de 69 anos®.

A partir de tais resultados evidenciou-se que células iPSCs poderiam ser geradas a partir
de fibroblastos adultos dérmicos e outras células somaticas humanas usando os fatores que
posteriormente seriam denominados como fatores Yamanaka. Oct3/4 e Sox2 sdo fatores de
transcricdo que sinergicamente suprarregulam genes associados @ manutengdo do estado de
pluripoténcia e indiferenciacdo celular, a0 mesmo tempo em que sdo capazes de suprimir genes
vinculados a diferenciagéo celular em células tronco embrionarias de camundongos e humanos.

Todavia, essas proteinas ndo conseguem exercer tais fungdes em células diferenciadas. Nesses
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tipos celulares, essas proteinas ndo sdo capazes de se ligar aos genes alvos por conta de
mecanismos epigenéticos como a metilacdo do DNA e a modificagdo das histonas, levando a
um maior enovelamento da cromatina em regides programadas*?*3*4. Tais dispositivos de
modulacdo genética impedem com que esses fatores de transcricdo exercam sua fungdo a
depender da expresséo génica de cadatipo celular. Foi especulado que c-Myc e KIf4 modificam
a estrutura de cromatina para que Sox2 e Oct3/4 possam interagir com seus genes alvos®.

Apos essa revolucao no estudo de células tronco, diversos protocolos para a geracao de
iPSCS a partir de celulas sométicas humanas foram desenvolvidos e aprimorados, assim como
a sua diferenciacao para diversos outros tipos celulares. O uso de iPSCs para a abordagem de
mecanismos fisiopatoldgicos in vitro também foi amplamente desenvolvido, sendo objeto alvo
de diversos estudos com grandes fontes de financiamento, entretanto ainda ha véarios desafios a
serem superados para que a medicina regenerativa e a terapia celular se aproximem mais do
paciente. Yamanaka reportou 3 obstaculos centrais: (I) Tumorigenicidade, pois essas células
tendem a ocasionar a formacdo de tumores in vivo (Il) Imunogenicidade, mesmo no caso do
transplante autélogo pode haver rejeicdo e (I11) Heterogeneidade, pois cada clone de iPSC
possui um perfil genético Unico e, consequentemente, cada linhagem celular é diferente em
morfologia, expressdo genética, curva de crescimento e propensdo para se diferenciar em
variados tipos celulares®.

Apesar da terapia autéloga de células tronco ser uma realidade um tanto longinqua, o
uso de tais células para estudos de doencas genéticas in vitro se tornou amplamente popular, de
forma que o TEA passou a ser uma das patologias alvo para pesquisa e estudo, dada a sua
identidade genética ainda muito obscura e misteriosa. O uso de iPSCs para modelagem de casos
sindrémicos de autismo ja vém sendo feito ha alguns anos, visto que se conhece a entidade
genética alterada (mutacdo ou alteracdo cromossdmica estrutural) e, a partir desse ponto,
estudam-se as implicacGes de tal variacdo no desenvolvimento do SNC a partir de organoides
cerebrais e também de culturas bidimensionais de neurdnios, células da glia e células
neuroprogenitoras. Algumas sindromes ja estabelecidas e reconhecidas como parte dos TEAS
sindrémicos incluem: sindrome de Rett, mutacdo no gene CDKL5, sindrome de Phelan-
McDermid, sindrome do X fragil, esclerose tuberosa, sindrome de Timothy e sindrome de
Angelman. Tais patologias foram modeladas in vitro com achados significativos em termos de
fendtipo e genotipo celular®4’.

A sindrome de Rett (RTT) é uma desordem do neurodesenvolvimento com uma

prevaléncia consideravelmente maior no sexo feminino, especialmente por causa da maior
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mortalidade em meninos (ndo ha o outro cromossomo X com o alelo para compensar a
mutacdo), sendo a primeira forma de autismo sindrdmico com uma causa genética bem
estabelecida. A maioria dos pacientes com sindrome de Rett possuem uma mutagdo no gene
MECP?2, localizado no cromossomo X*8.Modelagem in vitro da sindrome de Rett utilizando
células neuroprogenitoras, neurénios e organoides cerebrais evidenciaram: reducdo da rede
sinaptica e das conexdes neuronais entre 0s neurdnios; diminui¢do da densidade dos espinhos
dendriticos (pequenas protrusdes dos dendritos neuronais que constituem o sitio pds-sinaptico
da maiorias das sinapses excitatérias do cérebro dos mamiferos); reducéo do tamanho do soma
(corpo do neurénio); alteracdo da sinalizacdo do ion Ca++ e distUrbios eletrofisioldgicos, tais
como frequéncia reduzida de correntes pds-sinapticas espontaneas nos neurdnios*®; defeitos
morfoldgicos em neurdnios induzidos por astrocitos mutados derivados pacientes com Rett®’;
susceptibilidade aumentada para retrotransposicdo L1 e aumento da frequéncia de de novo L1
retrotransposons®!; Defeitos na migracdo e maturagdo neuronal (crescimento reduzido de
neuritos e atenuacéo da sinaptogénese) em ensaios de cultura tridimensionais (organoides)®?,

CDKL5 é uma mutacao genética rara que leva a crianga a cursar com um atraso global
do neurodesenvolvimento, justificada por mutagcdes nesse mesmo gene, inicialmente inclusa
como uma forma atipica da sindrome de Rett. Pacientes com essa mutacdo apresentam sinais e
sintomas clinicos semelhantes a RTT, os quais incluem déficit motor, deficiéncia intelectual,
distlrbios visuais, epilepsia de inicio precoce e autismo®4. Estudos com iPSCs de pacientes
portadores de tal mutacdo demonstraram que os neurénios diferenciados a partir dessas células
tronco apresentavam espinhos dendriticos aberrantes®, além de reduces no nimero de
sinapses excitatorias e uma diminuicdo na densidade dos espinhos dendriticos®.

A sindrome de Phelan-McDermid corresponde a um transtorno do
neurodesenvolvimento associado a uma delec¢do no locus génico de SHANKS (229.13), sendo
que cerca de 80% dos individuos afetados se enquadram dentro do espectro autista, cursando
com deficiéncia intelectual, atraso na comunicacdo e hipotonia. Correlacdes genotipicas-
fenotipicas demonstraram que, quanto maior a delecdo na regido do gene do SHANKS, mais
aparentes serdo as caracteristicas dismoérficas e os sintomas relacionados ao autismo. As
pesquisas com iPSCs diferenciadas demonstraram: déficits na transmissao sinaptica excitatoria,
que envolviam tanto a amplitude como a frequéncia das correntes excitatorias pos-sinapticas,
assim como nos potenciais sinapticos evocados (fluxo de corrente idnica) pelos receptores
AMPA e NMDA>®. Ademais, foram identificadas diminuicGes da densidade e da formagéo dos

espinhos dendriticos®’.
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No que tange a sindrome do X fragil (FXS), temos que ela esta relacionada a uma
expansao instavel da repeti¢do do trinucleotideo CGG dentro do gene FMRL1 (fragile X mental
retardation), localizado no Xq27.3, levando a metilacéo, silenciamento da transcri¢cdo génica e
a auséncia ou déficit de transcricio da FMRP (fragile X mental retardation protein 1)°8. Cerca
de um terco dos individuos com sindrome do X fragil também se enquadram dentro do espectro
autista. Em geral, criancas e infanto-juvenis com FXS frequentemente apresentam hipotonia,
cursando inicialmente com dificuldades na amamentacéo e regurgitacdo frequente, evoluindo
na sequéncia com atrasos na comunicacao social, hiperatividade, ansiedade e hiper-reatividade
sensorial a partir do segundo ano de vida, sendo isso somado as caracteristicas dismdrficas
classicas (face alongada, orelhas grandes ou proeminentes, pés planos, articulacfes
hiperextensiveis, macroorquidismo ap6s a puberdade dentre algumas outras)®. Em termos de
fenotipos celulares identificaveis in vitro, constataram migracdo neuronal aberrante de células
neuroprogenitoras diretamente correlacionada com mudancas epigenéticas do gene FMR1 e
perda da expressdo da FMRP®; defeitos na formagdo e extensdo dos neuritos (qualquer
projecao do corpo celular de um neurénio em cultura de células embrionarias) em neurdnios do
prosencéfalo derivados de iPSCs de pacientes com FXS®?, assim como reducio da expressio
da PSD-95 (proteina 95 de densidade pos-sinaptica), reducéo da puncta sinaptica no geral, além
da diminuicdo dos neuritos. Foram observados, ademais, desregulacdes na sinalizacédo de Ca++,
especialmente nas correntes transitdrias de tal ion®2,

Quanto a esclerose tuberosa, considerada uma etiologia rara de desordem do
neurodesenvolvimento, sabe-se que suas manifestacdes sdo decorrentes de mutacfes nos genes
TSC1 e TSC2, levando a prejuizos em multiplos 6rgaos, incluindo rins, pele, olhos, coracéo e
cérebro. Essa quantidade consideravel de o6rgaos afetados pela patologia implicam no
importante papel dos genes TSC1 e TSC2, que codificam o complexo hamartina-tuberina, na
regulacdo da proliferacdo e migracdo celular durante a embriogénese®%. E uma doenca
autossdmica dominante, embora dois tercos dos pacientes possuam mutacdes esporadicas,
sendo que os individuos afetados também podem apresentar déficits e disturbios no
comportamento, psiquiatricos, psicossociais e deficiéncia intelectual®®. O autismo é um
transtorno frequentemente associado a esclerose tuberosa, acometendo cerca de 61% dos
individuos, por mais que o0 mecanismo exato dessa associacdo ainda permaneca
desconhecido®, Ensaios in vitro a partir da cultura das iPSCs diferenciadas em neurdnios
desses pacientes evidenciaram: aumento da atividade elétrica em rede dos neurdnios e expansao
dos processos dendriticos dessas mesmas células; Em sistemas de co-cultura com

oligodendradcitos, observou-se crescimento do tamanho do soma e da densidade dos processos
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axonais, assim como hiperproliferagdo associada a prejuizos na maturacdo dessas células da
glia, que também foram diferenciadas a partir das iPSCs desses pacientes portadores da mutacao
da esclerose tuberosa®’; aumento da atividade proliferativa neuronal, hipertrofia do soma,
desenvolvimento anormal de neuritos e conexfes anormais entre as células; Astrocitos
apresentaram alta atividade proliferativa; Além disso, a atividade da via mTOR foi
potencializada nessas células®®, via essa que regula uma série de outros fatores de transcricdo e
a sintese de proteinas especialmente relacionadas com a proliferacdo, crescimento e sobrevida
celular®®. Ademais, tais NPCs exibiram atraso na capacidade de se diferenciarem em
neurdnios’®.

A sindrome de Timothy (TS) é uma rara desordem multissistémica nos quais individuos
apresentam tracos capazes de classifica-los dentro do espectro autista, problemas cardiacos,
sindactilia, caracteristicas faciais dismérficas, imunodeficiéncia e disfuncdo neurolégica’.
Uma mutagéo genética de novo no gene Cavl.2 é responsavel pelas anormalidades fenotipicas
da TS em diferentes sistemas e 6rgdos’>. A sindrome de Timothy compartilha algumas das
caracteristicas classicas do autismo, o que o faz ser enquadrado como uma forma sindromica
de tal transtorno, sendo essas: déficits em habilidades de comunicacdo e socializacdo, assim
como no desenvolvimento da linguagem e da fala. DI e convulsdes, outras comorbidades
comuns no autismo, também estdo presentes na TS. O uso de iPSCs para modelagem dessa
doenca in vitro constatou o0s seguintes achados: defeitos na sinalizagdo de Ca++, assim como
anomalias na diferenciacdo neuronal, com uma reducdo da expressdo de genes normalmente
presentes em camadas corticais inferiores e também em projecdes do corpo caloso’®; retragéo
dendritica atividade-dependente, associada a mutacdo no gene Cavl.2, assim como déficits na
sinalizagdo de Ca++’*, como também migracdo anormal de interneurdnios em modelos de
organoides’.

Por fim, a sindrome de Angelman (AS) é outro transtorno do neurodesenvolvimento
relacionado ao TEA, cuja mutacdo com perda de funcdo no gene UBE3A, localizado regido
15g11-q13 do cromossomo maternal, leva a manifestagdo fenotipica da patologia’. Individuos
com AS costumam apresentar retardo mental profundo, ataxia, explosfes continuas de riso,
atraso severo na linguagem e na fala, eletroencefalograma (EEG) alterado e convulsfes. Além
desses sintomas classicos descritos, eles podem também apresentar hiperatividade,
comportamentos estereotipados e repetitivos, assim como impulsivos’®’’. Mutagdes na mesma
regido cromossémica (15q11-q13), porém no cromossomo paterno homélogo, levam a
sindrome de Prader-Willi (PWS), um outro transtorno grave do neurodesenvolvimento com

uma grande variabilidade sintomatoldgica’®. Os estudos com células tronco de pacientes com
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AS revelaram, especialmente, diminuicdo da atividade e plasticidade sindptica, com alteragdes
do potencial de repouso da membrana e do disparo dos potenciais de agdo’°.

Tais estudos demonstram alteracdes fenotipicas perceptiveis durante a modelagem in
vitro, com o0 uso da tecnologia de organoides cerebrais, de casos sindromicos de TEA, em que
ha um disturbio genético de base bem estabelecido. No entanto, é necessario salientar que a
prevaléncia do autismo na populacdo mundial envolve, majoritariamente, casos poligénicos e
idiopéticos, em que a hereditariedade interage com fatores ambientais para estabelecer o risco
do individuo de desenvolver o quadro. Apesar desse fato epidemiolédgico, o estudo de casos
idiopéaticos de TEA foi por muito negligenciado nessas pesquisas experimentais de modelagem,
sendo de grande relevancia caracterizar as possiveis alteracdes fenotipicas e genotipicas, bem
como se de alguma forma hd uma via comum entre esses mecanismos moleculares que
justifiguem as manifestagdes do TEA a nivel celular, mesmo em individuos sem uma mutagéo
de base comum que justifique o transtorno.

Compreende-se, portanto, que o avango da tecnologia de organoides, nisso incluso os
organoides cerebrais utilizados nos transtornos neuropsiquiatricos supracitados, permitiu com
que obstaculos fossem ultrapassadas no estudo de tecidos e do comportamento celular in vitro,
nisso incluso diversas patologias de interesse cientifico. O uso dessas culturas 3D aproximam-
se mais da citoarquitetura naturalmente presente nos 6rgaos de individuos in vivo, sendo
portanto objeto de estudo mais verossimil em termos fisioldgicos, o que ndo acontece com
culturas de células padréo bidimensionais®®. Ademais, tais organoides sio muito mais passiveis
de manipulacdo genética e das mais variadas vias de sinalizacdo de interesse do que modelos
animais. Soma-se a isso, claro, o ponto de ndo haver as limitacdes classicas esperadas no caso
do uso de outras espécies (especialmente camundongos) para modelagem de doencas, isto &, as
diferencas genéticas e consequentemente estruturais dos tecidos que impedem com que o
modelo seja fidedigno, dado que estamos tratando de espécies distintas®®. Outrossim, a
reprogramacao celular para o estagio de iPSC permitiu com que barreiras fossem ultrapassadas
quanto ao uso de células tronco embrionérias, principalmente aquelas que dizem respeito a
bioéticad!.

Na medida em que mais pesquisas passaram a ser realizadas na area, progressos foram
obtidos ndo s6 nos métodos de reprogramacéo celular, que passaram a ser mais eficientes, como
também na quantidade de tecidos dos quais organoides derivados de células tronco
pluripotentes (PSCs) foram caracterizados, modelados e testados, incluindo: organoides
cerebrais, organoides gastrointestinais e do figado, bem como organoides -cardiacos,

pulmonares e também renais. Como tais células pluripotentes sdo capazes de formar tecidos
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dos trés folhetos embrionérios, conhecer as vias e as moléculas que regulam a diferenciacdo de
cada tecido in vivo faz com que seja possivel recriar e simular essas vias in vitro, dessa forma
sendo possivel a criagdo de organoides de todos esses 6rgéos citados®.

Sendo assim, a partir de células soméatica do paciente, como por exemplo fibroblastos,
a reprogramacdo é executada e técnicas sdo aplicadas para a formacdo de aglomerados
tridimensionais de células (organoides). Desse ponto, as possibilidades sdo multiplas: Caso o
paciente possua uma determinada doenca, as células podem ser usadas para modelagem in vitro
dessa patologia de interesse, ja que elas mantém o “background” genético do individuo. Desse
ponto, as células podem ser diferenciadas para o tecido desejado para analise das alteracGes
fenotipicas, genotipicas e leitura da atividade do tecido, assim como para o teste de drogas,
analisando como tais farmacos interagem com o fenétipo celular apresentado®®. Nesse sentido,
iIPSCs vém sendo utilizadas na triagem e validacdo de possiveis novos farmacos para diversas
patologias®®. O outro ponto chave, porém ainda longinquo, da pesquisa com organoides é
justamente avancar em direcdo a medicina regenerativa, isto €, transplante autélogo de células
tronco. A partir de edicdo génica precisa com a tecnologia do CRISPR-Cas9, uma mutacgéo
causadora de determinada doenca no paciente pode ser corrigida, e as células podem ser
expandidas in vitro em organoides cerebrais. Como o transplante ainda € majoritariamente
inviavel, tais células podem ser utilizadas para confirmar o efeito da mutacdo nos fendtipos
celulares observaveis, comparando os modelos portadores da mutacdo com esse modelo
isogénico corrigido, assim como podem ser utilizados em modelos quiméricos (transplante
Xenogeénico), visando circundar as limitacdes da tecnologia, ganhando experiéncia e abrindo

caminhos para essa medicina personalizavel(figura 2)8.
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Figura 3 - Esquema demonstrando as principais aplicagdes de iPSCs e dos organoides

derivados dessas células especificas do paciente.

Validac&o dos farmacos (ECR) Terapia autéloga
RILILI XL > R e e L LR E T %
Novas drogas (\

I e

KLF4 Células corrigidas especializadas

Organmdes 220
Leitura da Triagem de drogas OCT4
atividade/Analise Cs-g)\g
fenotipica
=)
Células somaticas iPSCs corrigidas
ad @ Correcéo da mutacéo

iPSCs especificas do paciente

Fonte: Rowe & Daley., 2019. A partir da descoberta das células tronco pluripotentes, novos passos em direcao a
terapia celular e triagem de farmacos foram intensificados. Melhoras nas técnicas de reprogramacdo permitiram
com que iPSCs fossem geradas de forma mais eficiente e com a manutencdo do estagio de pluripoténcia in vitro,
isto €, evitando diferenciacdo indesejada. Edicdo génica com CRISPR/Cas9 tem sido amplamente utilizada,
permitindo com que haja a recuperacdo de um fendtipo associado a uma doenca genética, visando no futuro se
aproximar mais da terapia autéloga de células tronco. Atualmente, essas células geneticamente corrigidas podem
ser transplantadas para modelos quiméricos (transplante xenogénico) para evidenciar o comportamento dessas
células em sistemas multicelulares complexos e dindmicos, considerando a interagdo com componentes do
estroma, sistema imune, horménios e patégenos, visando ultimamente alcancar a terapia autéloga dessas células,
uma realidade ainda longinqua salve raras exceces. In vitro, as células de um paciente com uma patologia alvo
podem ser reprogramadas a partir de células somaticas quaisquer (por exemplo fibroblastos) para iPSCs, e depois
diferenciadas para o tecido alvo para avaliar alteracdes fenotipicas e genotipicas, alvejando a compreensdo de
mecanismos fisiopatoldgicos de interesse e a triagem de farmacos. Ultimamente, esses modelos de estudo em
laborat6rio permitem com que possiveis novos farmacos sejam descobertos e testados, tanto a partir da
identificacdo de mecanismos moleculares chaves da doeng¢a, como também a partir da interacdo da droga com o
fendtipo celular. Finalmente, tais testes de triagem de diversas moléculas de interesse podem auxiliar na descoberta
de novos farmacos para uso clinico no futuro, abrindo portas também para a medicina personalizada, especialmente
através da interacdo farmacogenética: qual fArmaco é mais eficiente para cada tipo de paciente
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4 METODOS
4.1 Desenho de estudo

Trata-se de uma Revisdo Sistematica integrando literatura cientifica de x bancos de
dados, pautada no modelo PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and
Meta-Analyses). O estudo visa analisar o modelagem do Transtorno do Espectro Autista (TEA)
in vitro através do uso de IPSC’s para andlise fisiopatoldgica do tecido nervoso (mimetizando
aspectos do desenvolvimento embrionéario do tecido) em células que possuem mutacbes

caracteristicas associadas ao fendtipo do autismo.

4.2 Estrategia de busca

A estratégia de busca foi realizada conforme o método PICO (Population, Intervention,
Comparisson/Control and Outcome). Foi realizada uma reviséo de literatura através das bases
de dados do MEDLINE (através do PubMed), da Biblioteca Virtual em Saude (BVS), Scielo,
ERIC e Science Direct (Elsevier).

Foram utilizadas combinac6es de descritores retirados do MeSH (Medical Subject
Heading) e DeCS (Descritores em Ciéncias da Salde) para os termos “células-tronco
pluripotentes induidas” e “autismo”. Para o primeiro, os descritores de saude utilizados foram,
primeiramente em inglés: “Induced Pluripotent Stem Cells”; “IPSC”; “IPSC’s”; “IPS cells”;
“Cell, IPS”; “Human induced pluripotente stem cell”; “Human induced pluripotente stem
cells”. No que diz respeito ao TEA, os seguintes descritores foram utilizados: “Autism”;

"Autism Spectrum Disorders™; " Autistic Spectrum Disorder”; “Autistic Spectrum Disorders”;

’ ’

“Disorder, Autistic Spectrum”; “Rett Syndrome” e “Infantile Autism”. Os operadores
booleanos “AND” e “OR” foram aplicados para associar os termos de busca. Os idiomas inglés
e portugués foram selecionados para limitar os estudos abarcados pela pesquisa, bem como o
periodo, que ficou entre os anos de 2015 até 2021.

Para detalhes de estratégias de busca em cada base de dados, consultar Anexo

A.

4.3 Critérios de Elegibilidade

Incluidos estudos originais, publicados entre os anos de 2010 até 2021, que tivessem
seu texto completo em portugués, inglés ou espanhol, com duracdo variada de intervencao,

apresentando as caracteristicas: P — IPSC’s de individuos com autismo; | — Modelagem da
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doenca (autismo) in vitro, com diferenciagdo das IPSC’s para tecido nervoso (células
progenitoras neurais) ou organoides cerebrais, C —IPSC’s de individuos higidos ou sem
mutagOes associadas ao espectro autista e outros transtornos do neurodesenvolvimento; O —
Alteragdes fisiopatologicas observaveis a nivel neuronal e fendtipos celulares descritos.
Excluiu-se estudos que utilizaram iPSCs de individuos que ndo haviam sido
diagnosticados com TEA, conforme os critérios do DSM-V e/ou os questionarios ADOS-2 ou
ADI-R, bem como os que utilizaram iPSCs editadas geneticamente (via CRISPR/Cas9 ou
outros métodos) para a inducdo de mutacGes em genes que conferem um maior risco para o
desenvolvimento do TEA, assim como os estudos que utilizaram pacientes com autismo
associado a comorbidades genéticas caracteristicas (sindrome do X fragil, sindrome de Down,
sindrome de Rett, esclerose tuberosa, sindrome de Timothy dentre outras) ; Estudos que nédo
descrevem qualitativamente ou quantitativamente os achados perceptiveis a nivel celular das
hiPSC diferenciadas para tecido nervoso; Artigos que ndo possuiam um grupo controle para
comparagdo dos resultados encontrados em nivel de fendtipo celular, de forma que fosse
possivel contrastar o desenvolvimento dos neurdnios de um individuo neurotipico
comparativamente a de um individuo com autismo; os estudos em que as células tronco
pluripotentes ndo eram derivadas de humanos e, por fim, foram removidos os artigos que
avaliavam alteracfes no genotipo e fenotipo celular a partir de substancias especificas, para
andlise do potencial terapéutico de tal componente. Artigos de revisao e artigos duplicados entre

as bases de dados também foram excluidos.

4.4 ldentificacdo e selecdo dos estudos

Na sequéncia foi realizada a busca e extracdo de artigos manualmente dos bancos de
dados de literatura cientifica, sendo na sequéncia aplicado os critérios de elegibilidade nos
artigos filtrados.

O processo de selecdo individual se deu em trés principais etapas: primeiramente,
descarte dos artigos que ndo cumpriam os critérios de elegibilidade, com base na leitura do
titulo e do resumo; segundamente, exclusdo de artigos duplicados entre as bases de dados; e,
por fim, leitura integra do texto e reaplicacdo dos critérios de elegibilidade para filtrar outros
artigos diversos que também ndo cumpriam com os critérios ja supracitados.

Organizacdo e leitura dos artigos foi realizada com o auxilio da ferramenta Mendeley

Desktop, versdo 1.19.8.

4.5 Extracdo de dados e analise
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Na sequéncia foi realizada a analise individual de cada artigo selecionado para leitura
integra

A extracdo de dados seguiu com o preenchimento de uma tabela realizada pelo proprio
autor. Os principais itens extraidos foram: autores, titulo, ano, desenho de estudo, revista em

que foi publicado e os resultados obtidos.

4.6 Consideracdes éticas

Por tratar-se de uma revisao sistematica, nao foi necessario submeter o estudo ao Comité

de Etica em Pesquisa.
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5 RESULTADOS
5.1 Selecéo dos estudos

Durante o processo de busca nas bases de dados incluidas nessa revisao, foram
identificados 1105 artigos, dos quais apds a leitura do titulo e resumo com aplicacdo dos
critérios de elegibilidade e excluséo das duplicatas, 18 foram selecionados para leitura integral
do texto com nova aplicacdo dos critérios. Desse total, 10 artigos foram incluidos nessa analise

(Figura 1).
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Figura 1- Fluxograma da estratégia de busca de dados
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5.2 Caracteristicas clinicas dos estudos incluidos

Na presente revisdo sistematica foram incluidos dez artigos, totalizando 96
participantes, dos quais 46 possuiam o diagndstico de autismo, feito por médicos
especializados, conforme os critérios do DSM-1V ou V (Manual Diagndstico e Estatistico de
Transtornos Mentais) e/ou com base nas escalas diagndsticas de ADOS (protocolo de
observacdo para o diagndstico de autismo) e ADI-R (entrevista diagndstica para autismo
revisada). Houve grande predominio do sexo masculino nos pacientes com o diagndstico de
TEA incluidos nesse estudo. Por fim, todos os artigos incluidos tinham um desenho
experimental, com tempo de seguimento variados em fungdo dos tipos de experimentos

realizados (tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas dos estudos selecionados

N° de Ne° de

Diagnostico de

Autores Ano participantes participantes TEA Género
(intervencéo) (controle)
Adhya, et al. ADOQOS-2 & ADI-
2021 9 6 14H 1M
84 R
Meganathan,
2021 1 3 DSM-V 2H 2M
etal. %
Liu, et al. ADOS-G & ADI-
o6 2017 3 5 8H
R
Lewis, et al.
2019 2 2 DSM-V & ADOS
87 1H 3M
Derosa, et DSM-IV & ADI-
2018 6 5 11H
al. 88 R
Amatya, et DSM-1V &
2019 8 7 15H
al. & ADOS
Zaslavsky, ADOS, ADI-R &
2019 2 4 5H 1M
etal. % ADOS
Avazzadeh,
2019 3 5 ADOS & ADI-R 6H 2M

et al. !
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Marchetto, DSM-1V, ADOS,
2017 8 5 13H
et al. %2 ADIR & VBS
Mariani, et
| o 2015 4 8 ADOS & VBS 9H 3M
al.

Fonte: Dados do préprio autor. Legenda: M= mulheres; H= homens; ADOS: Protocolo de
observagdo para diagndstico do autismo; ADI-R: entrevista diagndstica para autismo revisada;
DSM: Manual diagndstico e estatistico de transtornos mentais; VBS: Escala de comportamento

verbal.

Dos pacientes com diagnostico de autismo incluidos nessa revisao sistematica, grande
parte eram caucasianos (63,3%), seguido de branco nédo hispanico (20%), caucasiano-hispanico
(10%), asiatico-indiano e afro-americano, ambos com (3,33%). Comorbidades, quando
relatadas, também eram frequentes, com destaque para o transtorno de déficit de atencdo com
hiperatividade (37,5%), seguida de depressdo (25%) e ansiedade (12,5%). O transtorno
obsessivo compulsivo, a deficiéncia intelectual, problemas de sono e as convulsdes foram
pouco frequentes, com todas representando 6,25% do total de comorbidades.

Foram coletadas amostras de urina, amostras de sangue periférico e amostras de cabelo,
aléem de bidpsias de pele, seguida do processo de isolamento e cultura das células a serem
reprogramadas para iPSCs. Grande parte dos tipos celulares utilizados para reprogramacéo
foram fibroblastos, conforme previamente explicitado por Shinya Yamanaka *°. Células
epiteliais renais, queratindcitos e células mononucleares de sangue periférico também foram
reprogramadas a partir de protocolos especificos.

As reprogramacdes foram feitas a partir do virus Sendai, de lentivirus, retrovirus ou
método de reprogramacao epissomal (mistura de trés vetores otimizados de DNA capazes de
reprogramar as células-alvo para iPSC’s sem ser necessario a integragdo do material genético
no genoma). Todos os métodos de reprogramacdo funcionam a partir da entrega de genes
especificos para as células alvo, levando a superexpressdo ectopica de tais fatores, que por sua
vez agem como indutores de um estado de pluripoténcia, fazendo com que a célula retorne de
sua identidade diferenciada, como um fibroblasto, para uma identidade desdiferenciada. Dessa
forma, ela é novamente capaz de e se diferenciar em outro tipo celular qualquer das trés camadas

do folheto embrionario: endoderme, mesoderme e ectoderme (tabela 2).
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Tabela 2- Caracteristicas gerais dos pacientes e dos métodos de reprogramacao utilizados.

Idade
Referéncia Etnia (grupo Comorbidade Fonte Reprogramacéo
intervencao)
) 18,22 £9,07  TDAH (2) o ; _ o
Adhya, et al.  Caucasianos 5 Queratindcitos Virus Sendai / Lentivirus
anos Depressao (1)
Meganathan, TDAH Células epiteliais ] )
NR 12 anos } _ Virus Sendai
et al. Depressdo renais
Caucasianos
) (2 TOC (1) Fibroblastos o
Liu, et al. o 8 £ 1 anos o Lentivirus
Asiatico- TDAH (1) dérmicos
indiano (1)
Depresséo (2)
) Ansiedade (2) Células epiteliais ] ]
Lewis, et al. NR NR . _ Virus Sendai
Deficiéncia renais
intelectual (1)
TDAH (2)
Células
Problemas de
Derosa, et Branco ndo- Entre 3e 21 mononucleares i _
R sono (1) Virus Sendai
al. hispanico anos . de sangue
Convulsdes o
periférico
(1)
Caucasiano
(4)
Caucasiano-
Amatya, et . 13,3+5,6 ) i
hispanico (3) NR Fibroblastos Retrovirus
al. anos
Afro-
americano
1)
Zaslavsky, Fibroblastos _
NR NR NR _ Retrovirus e Virus Sendai
et al. dérmicos
Avazzadeh, 15,33 £ 6,42 ] )
NR Fibroblastos Reprogramacéo epissomal
et al. anos
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Caucasiano
(4)
Caucasiano-
Marchetto, . 13,3+5,6 ) :
hispanico (3) Fibroblastos Retrovirus
et al. anos NR
Afro-
americano
(1)
Mariani, et 9,22 + 4,03 _ Retrovirus e método de
NR NR Fibroblastos L
al. anos reprogramacao epissomal

Fonte: Dados do proprio autor. Legenda: NR = ndo relatado; TDAH = Transtorno de déficit de
atencdo e hiperatividade; TOC = Transtorno obsessivo compulsivo; (n) = Ndmero de individuo com

a comorbidade.

5.3 Caracteristicas fenotipicas e genotipicas celulares

5.3.1 Caracteristicas fenotipicas

Através do uso de IPSCs para andlise fenotipica de alteracdes celulares, algumas
alteracdes nas células derivadas de pacientes com TEA tornaram-se evidentes quando
comparadas com iPSCs de individuos controle.

O artigo de Adhya e colaboradores (2020) avaliou a formacdo de estruturas
denominadas rosetas neurais em trés diferentes estagios do neurodesenvolvimento in vitro: dia
nove (estagio inicial de células percursoras neurais, quando iPSCs formam novas células
neuroprogenitoras que se auto-organizam em rosetas neurais com um arranjo direcional apico-
basal; dia vinte e um (estagio tardio de células percursoras neurais, marcado pela formacao de
camadas da superficie apical, estando as células neuroprogenitoras prontas para se
diferenciarem em neur6nios a medida em que elas migram para fora e, por fim, dia trinta e cinco
(neurénios corticais imaturos pos-mitoticos). As rosetas neurais sdo formadas durante a
diferenciacdo de iPSCs para um destino neuronal, de forma que hd uma auto-organizacao
celular em estruturas “neuroepiteliais”, que por sua vez dispdem de uma polaridade apico-basal
similar aquelas dos tubos neurais durante a embriogénese.

As rosetas neurais formadas a partir de iPSCs diferenciadas em NPCs apresentaram
anomalias significativas na formagdo do Iimen e no estabelecimento da polaridade apico-basal
dessas estruturas. Além disso, constatou-se alteragdes no didmetro e na formacdo das rosetas

neurais em algumas linhagens de células, bem como um aumento na geracao de rosetas neurais
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por 100 celulas. Tal formacdo andmala de rosetas neurais foi recapitulada no dia 30 dos
organoides cerebrais, com menos dessas estruturas completas nos organoides derivados de
pacientes com TEA, sendo tal fenotipo evidente independentemente de alteracfes na
proliferacdo celular.

Em termos de proliferacdo celular, dois artigos (Marchetto et al., 2017) (Mariani et al.,
2015) constataram uma tendéncia de aceleragdo da proliferacdo celular em NPCs de pacientes
com TEA e macrocefalia, sendo observado tanto redugdes significativas no tempo de duracéo
do ciclo celular em células neuroprogenitoras, com encurtamento das fases G1 e S, sem
alteracdo do comprimento, isto ¢, do tempo da fase G2-M. A proliferacdo foi medida (2 clones
por linhagem de célula) calculando o tempo de duplicacdo da populagdo a partir do
plaqueamento nas passagens 3 a 7 (P3-7) em cultura continua, e os tempos de duplicacdo de
todas as celulas derivadas de pacientes com TEA e linhas de controle foram agrupados para
calcular as médias ou por incorporacéo do andlogo de timidina BrdU, um marcador de mitose
celular, através da formula Tc = Ts/(%BrdU/Ki67), em que Tc representa o tempo total do ciclo
celular e Ts € 0 tempo na fase S do ciclo e Ki67 € uma proteina nuclear de 300kDa que esta
presente durante todas as fases ativas do ciclo celular (G1, S, G2 e mitose), mas ndo é detectavel
nas células em repouso (G0), sendo portanto um excelente marcador de proliferacio celular®.

Meganathan e colaboradores (2021) também constataram uma tendéncia de mais rapida
proliferacdo celular nas NPCs derivadas de um paciente com TEA portador de uma duplicacéo
da regido cromossdmica 15q13.3, envolvendo o gene CHRNA7, mensurado a partir da
contagem de células apds 4 dias de cultura. Tais NPCs apresentaram porcentagens
significativamente maiores de células na fase S e M do ciclo celular, em comparacdo com NPCs
de controle ndo relacionados.

No que diz respeito a diferenciacdo neuronal e destino celular, foi constatado por
Mariani e colaboradores (2015), assim como por Adhya e colaboradores (2020), um desbalango
do sistema GABA-glutamatérgico, com uma tendéncia de aumento da expressdo de neur6nios
percursores GABAErgicos, testado especialmente através de marcadores especificos para esses
tipos de ceélulas percursoras de neurdnios inibitérios, como DLX-1, DLX-2 (fatores de
transcricdo) e GAD1/GAD67. Alem disso, o numero de células imunorreativas para
ASCL1/MASH1 e NKX2.1 (dois fatores de transcricdo expressos por células progenitoras
GABAérgicas) e para o neurotransmissor GABA também estavam aumentados em organoides
derivados de pacientes com TEA. Foram conduzidas ainda andlises de Western blot que
confirmaram a expressdo proteica aumentada de GAD1/2 em organoides TEA, sugerindo uma

superproducdo de progenitores e neurénios da linhagem GABAEérgica, bem como um equilibrio
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alterado entre o nimero de neurdnios excitatorios e inibitdrios. Por fim, foram encontradas
evidéncias de aumento da expressdo de fendtipos GABAérgicos eletrofisiologicamente, através
do aumento da expressdo da isoformas Navl.l dos canais de sodio, isoformas essa mais
expressa em neurdnios GABAérgicos. Outro estudo (Marchetto et al., 2017) revelou uma
reducdo da porcentagem de NPCs NGN2+ glutamatérgicas em compara¢do com controles.
Enquanto de forma consistente com os demais estudos, marcadores de precursores inibitorios
GABAérgicos presentes no subpalio (MASH1, DLX2 e NKX2.1) foram regulados
positivamente no TEA. Curiosamente, esse mesmo estudo constatou uma tendéncia para 0s
receptores do GABA e do neuropeptideo Y serem regulados negativamente em neurdnios
derivados de TEA. Foi também observado uma regulacdo negativa do receptor GABA,
GABRR1, além de outros neurotransmissores relevantes e genes relacionados a sinapse, como
KCNAL, TH, PHOX2A e DRD3, em neurbnios TEA. Em contraste, genes relacionados a
estagios iniciais de diferenciacdo neural, como NEUROG3, FOXG1, SOX10 e P2RY2, foram
significativamente suprarregulados no TEA. Foram ainda evidenciados achados contraditorios
quanto ao grau de maturacdo neuronal, visto que estudos revelaram tanto uma imaturidade dos
neurdnios derivados de pacientes com autismo (Meganathan et al., 2021) (Marchetto et al.,
2017), demonstrado através de maior expressdo de marcadores de NPCs e de proliferacdo
celular, quanto também por uma aquisicdo prejudicada de caracteristicas de neurbnios
diferenciados e maduros. Outros estudos (Mariani et al., 2015) (Liu et al., 2017), por sua vez,
ndo detectaram alteracdes significativas no grau de maturacao neuronal entre neurénios durante
0 processo de diferenciacéo in vitro de pacientes com TEA em comparacdo com controles. Por
fim, déficits na migracdo neuronal através de ensaios especificos também foram atestados nos
neurdnios de pacientes com autismo (Meganathan et al., 2021) (DeRosa et al., 2018).

As pesquisas também demonstraram alteracGes da atividade eletrofisioldgica dos
neurdnios derivados de pacientes com autismo (Amatya et al., 2019) (Avazzadeh et al., 2019)
(Marchetto et al., 2017) (Liu et al., 2017) (DeRosa et al., 2018) (Zaslavsky et al., 2019), sendo
essas: reducdo da complexidade elétrica dindmica analisada através de MED (Minimal
embedding dimension), assim como os disparos e a variacdo de intervalo entre os picos foram
significativamente distintas entre neurdnios controle e TEA, mais evidentes durante as
primeiras semanas de diferenciacdo, com tendéncia a ajustes a partir de terceira semana.
GravacOes de whole cell voltage e current clamp identificaram maior namero de disparo de
potenciais de acdo, em média, bem como um limiar menor de despolarizacdo para inicio do
potencial de acdo, demonstrado através de uma reobase (corrente de despolarizacdo minima

necessaria para atingir o limiar do potencial de acdo) substancialmente menor, além de um
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declinio mais significativo na amplitude média do pico do potencial de agcdo a cada disparo
sucessivo. Foi observado também a manutencdo de um estagio mais excitavel desses neurénios
em pacientes portadores de uma CNV na regido cromossdmica 15q13.3, envolvendo o gene
CHRNA?7. Analises a partir de matrizes multieletrodos (MEA) revelaram diminuicdo da
atividade de disparos espontaneos em neurdnios de pacientes com TEA, que ndo aumentaram
de forma proporcional aos neur6nios controle na medida em que havia maturagdo neuronal,
associado a uma reducdo dos picos dos potenciais de acdo. Notou-se também uma reducdo no
namero de disparos sincronizados, isto €, picos de potenciais de acdo que ndo eram randémicos
ou individuais nas culturas de neur6nios TEA. Nos casos de pacientes autistas com
haploinsuficiéncia no gene SHANK2, notou-se um aumento do nimero de sinapses, assim
como do tamanho dos dendritos, resultando em hiperconectividade neuronal. Associado a isso
notaram aumento da fungdo sindptica excitatoria, atraves de diferencas estatisticamente
significantes tanto na frequéncia quanto na amplitude das correntes excitatorias espontaneas
pos-sinapticas (SEPSC).

Por fim, as alteragdes em canais i6nicos constatadas foram: diminuicGes significativas
nas correntes de inativacéo rapida de Na+ e também na de K+ (Kv tipo A) reguladas por canais
dependentes de voltagem em neurbnios de pacientes TEA; aumentos significativos na
frequéncia, duracdo e amplitude das correntes transitérias de Ca++ em neurdnios dos pacientes
autistas que portavam dele¢cdes no gene NRXNZLlo+/—, dessa forma promovendo um disturbio

da homeostase desse ion nessas células.

5.3.2 Caracteristicas genotipicas e analise transcriptémica

No geral foram identificados uma série de genes diferencialmente expressos (DEGS) ao
se comparar, por RNA-seg. (sequenciamento de RNA), células neuroprogenitoras ou neurdnios
em diferentes tempos de cultura e estagios de maturacdo de individuos com autismo e controles.
Agrupamento hierarquico dos padrdes de expressdo génica demonstraram que as amostras de
pacientes com TEA se segregaram em um grupo distinto das amostras controle, evidenciando
padrdes de expressdo similares dentro do grupo, porém diferentes comparativamente (Adhya et
al., 2020). Analises de ontologia génica (GO) e Ingenuity Pathway Analysis (IPA) foram
aplicadas para evidenciar o significado biolégico desses genes com padrbes distintos de
expressdo, demonstrando uma variedade de redes patoldgicas alteradas em funcdo desses
DEGs, sendo em alguns casos concordante com os fenétipos celulares apresentados in vitro.

Essas técnicas evidenciaram que os DEGs das células de pacientes com TEA estavam
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majoritariamente associados com: desenvolvimento do SNC; comportamento; distirbios
psicoldgicos; citoesqueleto celular, incluindo a formagéo e desenvolvimento das sinapses e dos
dendritos; diferenciacdo e proliferacdo; desenvolvimento e fungdo dos neurdnios inibitorios;
matriz extracelular; funcdo dos neurotransmissores; regulacdo da transcricéo génica e atividade
de canais i6nicos. Dessa forma, todos esses fatores podem apresentar certo nivel de disfuncdo
nas NPCs e neurbnios dos pacientes com autismo, sendo essa alteracdo genética substrato para
os fendtipos celulares apresentados e, a partir de tal ponto, para o fen6tipo clinico do paciente,

isto é, sinais e sintomas manifestados.
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6 DISCUSSAO

O autismo é considerado um espectro justamente por conta da variabilidade de
apresentacdes clinicas e os graus diferentes de afec¢do, com maiores ou menores déficits na
interacdo na interacdo e comunicacgéo social, que por sua vez determinam gravidades diferentes
de apresentacdo do quadro, além das provaveis multiplas etiologias®®. Nesse sentido, havia até
0 DSM-1V a classificagdo da sindrome de Asperger dentro desse espectro, sendo caracterizada
como um autismo de alto funcionamento, posteriormente erradicada no DSM-V%. A
heterogeneidade sintomatica também reflete na heterogeneidade genética desse transtorno, nos
quais os casos sindrémicos de TEA (etiologia genética bem definida) representam entre 10-
20% dos totais de casos diagnosticados, sendo portanto a maioria dos casos idiopaticos, em que
fatores genéticos (mutacOes de novo, variagbes no nimero de cdpias) se somam a fatores de
risco ambientais para determinar um maior risco de determinado individuo desenvolver o
transtorno®.

Enguanto a etiologia dos casos idiopaticos de autismo permanece obscura, novas
abordagens passaram a ser adotadas para investigar mecanismos celulares e moleculares
associados com esse transtorno. O uso de células tronco pluripotentes induzidas passou a ser
considerada uma alternativa interessante, na medida em que elas mantém o “background”
genético do individuo doador, podendo posteriormente serem diferenciadas para multiplos tipos
celulares e analisadas geneticamente e fenotipicamente in vitro, sendo portanto modelos
interessantes para a andlise de patologias complexas com componente hereditario e
esporadico®’.

Na presente revisdo sistematica foram incluidos 10 artigos que avaliaram alteracdes
fenotipicas e genotipicas, sendo essa feita especialmente através de analise transcriptdmica
seguida da busca pelo significado bioldgico dos genes com padrdes diferentes de expressao
(IPA, GO ou WGCNA). Tais analises visavam avaliar as diferencas apresentadas entre
neurdnios derivados de iPSCs de pacientes com TEA e que portanto mantinham o genoma
integro de tal paciente em comparacdo com neurdnios derivados de iPSCs de individuos
controle que ndo apresentavam tal distarbio. No total foram incluidos 96 participantes, dos
quais 46 possuiam o diagndstico de autismo. As principais comorbidades relatadas foram
TDAH, depressdo e ansiedade, sendo que outras que apareceram com menor frequéncia
incluiam o transtorno obsessivo compulsivo, a deficiéncia intelectual, problemas de sono e as
convulsBes, em linha com as principais comorbidades psiquiatricas e médicas e que costumam

estar presentes em cerca de 70% dos pacientes com autismo®®-12, Quando tais comorbidades
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aparecem na infancia elas tendem a persistir até a adolescéncial®® e, geralmente, quanto mais
comorbidades o paciente apresenta, maior sera o grau de deficiéncia e maior sera o impacto nas
atividades diéria do individuo, o que o fara necessitar de maiores niveis de suporte e apoio’®.

Em termos de fenotipos evidenciados a nivel celular, notou-se especialmente uma
alteracdo na formacdao das rosetas neurais, com anomalias significativas na formacao do limen
dessas estruturas, no estabelecimento da polaridade apico-basal, no didmetro, bem como um
aumento em sua quantidade nas NPCs em diferenciacao derivadas de pacientes com TEA. Além
disso os estudos evidenciaram disturbios na diferenciacdo, maturacdo e na migracdo neuronal,
assim como na sinaptogénese e nas conexdes entre 0s neurénios de pacientes com autismo. De
forma geral, foi encontrado um desbalan¢o do sistema GABA/glutamatérgico ja que havia uma
tendéncia de haver diferencas no destino celular de NPCs TEA em comparacao com controles,
com uma diferencia¢do mais guiada para o destino neuronal GABAérgico. Tais fatores indicam
que no autismo provavelmente ha uma organizacdo atipica das conexdes neurais que se
manifestam durante a embriogénese do SNC e que persistem durante os estagios iniciais do
desenvolvimento!®+1%, Associado a isso foram encontradas disfuncgoes de certos tipos de canais
ibnicos nos neurdnios desses pacientes, particularmente nas correntes de inativagédo rapida de
Na+ e também na de K+ (Kv tipo A) reguladas por canais dependentes de voltagem. Tais canais
desempenham papéis importantes na dindmica elétrica dos neurdnios, desde a manutencao do
potencial de membrana, despolarizacdo e disparo dos potenciais de acdo, bem como
repolarizacdo celular, sendo tais achados corroborativos com uma alteracdo da excitabilidade
com substrato biolégico pautado na disfuncdo de canais i6nicos especificos dos neurdnios de
pacientes com TEA,

As analises eletrofisiologicas demonstram reducdes na complexidade elétrica dindmica
e na atividade elétrica global dos neurdnios derivados de pacientes com autismo.
Interessantemente, recordacdes eletroencefalograficas (EEG) de pacientes com autismo
também apontaram para uma reducdo da complexidade desses registros elétricos em
comparagdo com os individuos controles'®’. Foram evidenciadas diferencas nos potenciais de
acdo, na despolarizacdo neuronal e das propriedades de disparo espontaneas desses neurénios
em cultura. Tais resultados estdo em linha ndo somente com os distrbios de excitabilidade
demonstrados através da disfuncdo de canais idnicos especificos, mas também com o
desbalanco de sinapses excitatorias e inibitdrias, isto é, da diferenciacdo neuronal GABAérgica
e glutamatérgica ja supracitada, levando a um déficit pronunciado da conexdo em rede desses
neurénios, sendo tais fenotipos associados a uma neurogénese anormal (diferenciacéo

desregulada), alem de altera¢Ges na sinaptogénese e nos graus de maturacdo desses neurdnios.
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No que diz respeito aos diferentes padrdes de expressdo @énica, a analise
transcriptbmica demonstrou uma série de genes diferencialmente expressos nas células de
pacientes com TEA em relagdo as células controle. Tais padrdes de expressdo génica distintas
permitiam o agrupamento de neurdnios TEA de forma separada dos neur6nios de individuos
ndo afetados, demonstrando uma tendéncia de haver padrdes de expressao similares entre tais
pacientes, porém distintos do grupo controle. Esses padrdes distintos de traducdo génica sdo
secundarias a mutacdes ou alteracdes epigenéticas do DNA (especialmente metilacdo do &cido
desoxirribonucleico nas regides promotoras) em genes que, somados, podem conferir um risco
poligénico maior do individuo de desenvolver TEA. Analises com IPA (Ingenuity Pathway
Analysis) e GO (Gene Ontology) e WGCNA (Weighted gene correlation network analysis)
foram utilizadas para atribuir significado biologico a tais DEGs, sendo portanto notado que tais
genes eram associados a uma série de distarbios da, maturacdo, diferenciacdo e migracao
neuronal, bem como da formagédo do citoesqueleto, morfogénese, sinaptogénese, orientacao
axonica e também da eletrofisiologia neuronal, incluindo disfungdes de canais iGnicos. Tais
achados estiveram em linha com algumas das alteragdes fenotipicas celulares observadas nessas
mesmas pesquisas.

As andlises transcriptdmicas também demonstraram que neurénios e NPCs derivados
de pacientes com autismo apresentavam uma linha de expressdo génica com DEGs ja relatados
como possivelmente associados a um maior risco de desenvolvimento do transtorno a partir da
comparagdo com outros estudos de associacdo transcriptdmica ampla e bases de dados que
mapeiam genes de maior susceptibilidade para o autismo, como a SFARI (https://
gene.sfari.org). Alguns desses genes incluem: DPP10, CDH10, GABAR3, SCN2A, NRXN3 e
SYN3, BCL11B, CACNA1A, ANXAL, FOXP2, ZEB2, ERF, BCL11A, COL2A1, DSCA M,
GATA3, TMEM42, KCNS3, MEIS2, PRKAR1B, KIF11, SLC6AL, SPRY2, SATB1 NFIA
TBR1, TCF4, KCNJ6 e TRPM3. Além desses, outros genes incluem aqueles associados com a
adesdo celular (PCDHGA11l, PCDH10, CNTN3 e CNTN4), receptores e canais i6nicos
(CACNA2D3, SCN9A, GRIK3, KCNJ2 e GRIAL) e também com o desenvolvimento do SNC
e orientacdo axdénica (ERBB4, TSHZ3, ANXAL e EBF3). Tanto o gene DPP6 como 0 gene
DPP10 traduzem proteinas que compdem subunidades do canal de potéssio dependente de
voltagem do tipo A (Kv4), sendo o DPP10 um dos DEGs evidenciados na analise
transcriptomica. Notdrio informar que defeitos nesses tipos de canais ja foram implicados na
patologia do TEA%, Outros DEGs associados com canais idnicos dependentes de voltagem
foram KCNIP2, KCNAG6, CACNG5 e KCNC2, o que implica ainda mais na disfuncao desses
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tipos de canais i6nicos nos neurdnios de pacientes com autismo, possivelmente afetando a
transmissdo sinaptica e a conexao de rede entre 0s neurénios.

Outra disfuncdo importante associada ao autismo €é o desbhalanco
GABA/glutamatérgico, isto ¢, de sinapses excitatorias e inibitdrias no SNC'%. Congruente com
tal hipétese, foram identificados padrdes alterados de expressdo de Vvarios receptores
GABAérgicos (GABRB1, GABRA2, GABRQ, GABRG2 e GABRB3). Foi também
evidenciado que, no caso da formacgdo exagerada de neurdnios GABAérgicos, ela pode estar
relacionada com uma expressdo aumentada de FOXG1 durante periodos iniciais da
embriogénese, levando inclusive a um aumento da proliferacéo celular associada. Demais genes
relacionados com estagios iniciais de diferenciacdo neuronal também foram regulados
positivamente, como no caso de NEUROG3, SOX10 e P2RY2. Em sinergia com esses achados,
estudos de pds-mortem de cérebros autistas relataram expressao génica anormal de neurénios
corticais inibitorios?, o que pode justificar as mudancas fenotipicas evidenciadas nesses tipos
celulares. Alem disso, reguladores fundamentais dessas vias, como CTNNBI1, também
conhecido como B-catenina, parecem estar implicadas nas alteracdes fenotipicas observadas nas
NPCs e neurdnios de pacientes com TEA. Essa mesma B-catenina, por sua vez, passou a ser
considerada uma das mutacdes de novo de risco para desenvolvimento do autismo*!. Outra via
importante desregulada em neurénios de pacientes com autismo foi a Wnt, sendo fundamental
na migracdo neuronal adequada e no controle da proliferacdo celular. Muitos genes que
participam da via de sinalizacdo Wnt apresentavam-se regulados para baixo nos neurdnios dos
pacientes com esse disturbio psiquiatrico, incluindo FZD6, além de mutagdes sem sentido
encontradas nos genes DVL2, FRZB e WNT10B.. Varios DEGs apresentavam-se também
relacionados com o desenvolvimento cortical fetal, o que esta de acordo com a literatura que
indica que um dos periodos criticos para desenvolvimento do transtorno do espectro autista é
justamente nessa etapa inicial da embriogénese até estagios mais iniciais de desenvolvimento
dO SNC112’113.

Por fim, estes estudos sdo ainda relevantes na triagem de novos farmacos e terapias para
o0 transtorno do espectro autista, na medida em que esse rastreio de novas drogas € uma das
aplicacdes classicas de iPSCs e organoides derivados dessas células, visto que é possivel avaliar
como a substéncia de interesse interage com a populacdo de célula-alvo, assim como se pode
mensurar a toxicidade do agente farmacoldgico®®83. As opcBes de drogas podem ser tanto
estipuladas a partir do conhecimento prévio de um alvo importante para a fisiopatologia da
doenca de interesse, como através de um “rastreio fenotipico”, ou seja, partindo do fenotipo

celular apresentado pelas células aberrantes®®#, Os organoides derivados dos pacientes podem
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funcionar como ferramentas interessantes para instituicdo de terapias personalizadas, isto é,
analisar qual farmaco possui melhor perfil de efeito para aquele paciente especificamente,
considerando nesse caso uma interagdo farmacogenética'®. A capacidade de serem criados
tanto um organoide afetado pela doenca-alvo como um controle isogénico facilita a triagem de
drogas que interagem precisamente com o tecido de interesse, ajudando a identificar terapias
mais eficazes com menos efeitos colaterais para cada caso®. Essas comparacdes entre varios
grupos de iPSCs diferenciadas para o tecido de interesse (afetadas, corrigidas geneticamente e
controles ndo editados) é importante para validar os resultados da triagem dos possiveis novos
agentes terapéuticos*'®.

6.1 LimitacGes

Os organoides revolucionaram a forma de abordagem a inimeras doengas, tornando
possivel o seu estudo em um ambiente controlado no qual multiplas variaveis podem ser
manipuladas de acordo com o interesse dos pesquisadores. A reprogramacdo de celulas
somaticas especificas do paciente faz com que elas mantenham o background genético do
individuo, de forma que se ele possui determinada patologia de interesse, as células podem
entdo se diferenciadas para o tecido e analisadas quanto ao seu fenétipo e gendtipo in vivo,
testadas para a triagem de diversos farmacos, analisando sua tolerabilidade, assim como podem
ser transplantadas em modelos de quiméricos através de transplante xenogénicos, na busca de
trilhar o caminho rumo a medicina regenerativa, visando o transplante autélogo dessas células.

Apesar de notaveis perspectivas para o futuro, existem limitacdes evidentes ao se
trabalhar com esse tipo de cultura tridimensional. Primeiramente, é necessario mencionar que
as patologias ocorrem em um contexto amplo e dindmico in vivo, em que ha rica interacdo com
fatores hormonais, imunes, vasculares, matriz extracelular e patdgenos variados, isto &,
ecossistemas multicelulares complexos e fluidos, de dificil recriagdo em um ambiente de
laboratorio®. Os organoides sdo cultivados em ambientes com a presenca limitada, se ndo a
auséncia completa, desses componentes do estroma, o que faz com que a modelagem de
doencas ndo seja tdo verossimil®®. Dentro desse contexto de modelagem de doengas in vitro,
dois outros problemas tornam-se salientes: a manutencdo de caracteristicas embrionarias e
fetais do tecido alvo, o que limita a transposicdo do fendtipo observado para doencas de
acometimento mais tardio, em que células ja diferenciadas ou em processo de senescéncia
seriam a amostra de estudo mais fidedigna e verossimil®:. Além disso, um outro grande

problema é a heterogeneidade das culturas. Clones diferentes de iPSCs de um mesmo individuo
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ndo sdo idénticos. Cada linhagem é diferente em morfologia, curva de crescimento, capacidade
de se diferenciar em outros tecidos e expressao génica, possivelmente por conta de mecanismos
epigenéticos associados ao stress da reprogramacdo. Tais efeitos podem agir como artefatos na
modelagem in vitro de patologias, especialmente nos casos em que as iPSCs controles ndo séo
apropriadas*®®?,

Os estudos incluidos nessa presente revisao estdo sujeitos a tais limitacdes associadas
ao uso da tecnologia de iPSCs e também organoides. Como foram incluidos apenas casos de
autismo idiopético, existe inerentemente uma maior dificuldade de se estabelecer iPSCs
controles mais adequadas, visto que ndo ha essa possibilidade palpavel de se criar um controle
iISogénico a partir da edigdo génica — por exemplo com CRISPR Cas9 — como nos casos de
doencas geneticas ou autismo sindrdmico, em que a mutacdo pode ser corrigida. A criacdo de
linhagens controles isogénicas permite um controle um pouco mais meticuloso da
heterogeneidade intrinseca a esse sistema. Portanto, no caso das doencas esporadicas, como o
autismo, ainda existe esse desafio de criar IPSCs controles que apenas difiram nas variantes

genéticas de risco relevante®,
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7 CONCLUSAO

A presente revisdo sistematica demonstrou que iPSCs diferenciadas para neurdnios,
neuroprogenitores e organoides cerebrais de pacientes com diagnéstico de autismo possuiam
disturbios fenotipicos variados. Foram majoritariamente destacados alteracdes na proliferacao
celular, diferenciacdo, migracdo e na formacdo de rosetas neurais. Além disso, analises
eletrofisioldgicas demonstraram que tais células possuiam uma dinamica elétrica deturpada,
com alteragdes nos disparos e picos de potenciais de acdo, despolarizacdo e repolarizacao
celular, justificadas por disfungdes de tipos especificos de canais idnicos. Por fim, analises
transcriptbmicas foram performadas e comprovaram que uma série de genes estavam
diferencialmente expressos nessas células, genes esses que, muitas vezes, regulavam vias
associadas aos fenotipos supracitados, ou seja, as mudangas fenotipicas possuem como
substrato bioldgico a expressdo inadequada de diversos genes. Por fim, tais genes também
estavam associados com o desenvolvimento adequado do sistema nervoso, o que corrobora com
a hipotese que as alteragdes do cérebro autista tém inicio no periodo embriolégico do SNC.

Ademais, tais estudos ainda sdo relevantes na perspectiva de triagem de novas drogas e
avaliacdo de sua tolerabilidade ou toxicidade. Farmacos podem ser testados a partir de alvos
moleculares especificos que foram constatados como desregulados ou alterados na patologia
em questdo, assim como a partir de sua interacdo com o fenotipo apresentado pelas iPSCs do
paciente.

Por fim, cabe ressaltar que ainda existem diversas limitac6es para o uso e aplicabilidade
dessa tecnologia, das quais se destacam: a auséncia de estroma (sistema imune, patdgenos,
vascularizacdo, hormonios e matriz extracelular); a heterogeneidade, visto que cada linhagem
de célula possui um padréo de expressao génica unico, além da manutencao de caracteristicas

embrionarias ou fetais.
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Base de
dados

Estratégia de busca

Resultado

Pubmed

Science
Direct

ERIC

BVSe
Scielo

("Induced Pluripotent Stem Cells" OR "IPSC" OR “IPS Cells” OR “IPS cell” OR
“Cells, IPS” OR “Cell, IPS” OR “Human Induced Pluripotent Stem Cells” OR
“hiPSC” OR “Human Induced Pluripotent Stem Cell” OR “neural progenitors”
OR “organoids” OR “embryoid bodies” OR “neurospheres”) AND (“Autism” OR
"Autism Spectrum Disorders” OR " Autistic Spectrum Disorder” OR “Autistic
Spectrum Disorders” OR “Disorder, Autistic Spectrum” OR “Rett Syndrome” OR
“Infantile Autism”) AND (“Disease Modelling” OR “modelling” OR “cellular
phenotypes” OR “model”)) // Years (2010-2021)

Find articles with these terms: ("Induced Pluripotent Stem Cells" OR "IPSC"
OR “IPS Cells” OR “Human Induced Pluripotent Stem Cells” OR “hiPSC” AND
(“Autism” OR "Autism Spectrum Disorders” OR " Autistic Spectrum Disorder”
OR “Autistic Spectrum Disorders”) + Title, abstract or author specified
keywords (“Disease Modelling” OR “modelling” OR “cellular phenotypes” OR
“disease model”) // Years (2010-2021)

("Induced Pluripotent Stem Cells" OR "IPSC" OR “IPS Cells” OR “IPS cell” OR
“Cells, IPS” OR “Cell, IPS” OR “Human Induced Pluripotent Stem Cells” OR
“hiPSC” OR “Human Induced Pluripotent Stem Cell” OR “neural progenitors”
OR “organoids”) AND (“Autism” OR "Autism Spectrum Disorders” OR "
Autistic Spectrum Disorder” OR “Autistic Spectrum Disorders” OR “Disorder,
Autistic Spectrum” OR “Rett Syndrome” OR “Infantile Autism™) AND (“Disease
Modelling” OR “modelling” OR “cellular phenotypes” OR “model”))

(“Célula TIPS OR “Célula-Tronco pluripotente induzida”) AND (“Autismo” OR
“Transtorno do Espectro Autista™)

209

804

89
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