T4

JORNAL INTERDISCIPLINAR DE BIOCIENCIAS

Homepage: http://www.ojs.ufpi.br/index.php/jibi

Patricia Ucelli Simionit
Helam& Moraes Dos Santos!
Leila Aidar Ugrinovich23

1. Faculdade de Americana
2. Universidade Anhembi Morumbi
3. Universidade Estadual Paulista

KEYWORDS

Induced Pluripotent Stem Cells; Cells
Reprogramming; Disease Modeling; Autism;
Autism Spectrum Disorder
PALAVRAS-CHAVE

Células-Tronco  Pluripotentes  Induzidas,
Reprogramacdo Celular, Modelagem De
Doencas, Autismo, Transtorno Do Espectro
Adtista

AUTOR CORRESPONDENTE:

Patricia Ucelli Simioni
<psimioni@gmail.com>

Av. Joaquim Béer, 733 - Jardim Luciane,
13477-360, Americana — SP, Brasil

Artigo de revisao

Aplicacao das células-tronco pluripotentes
induzidas na investigagao do autismo: uma
revisao
Application of pluripotent stem cells induced in autism
research: a review

ABSTRACT

The technology of induced pluripotent stem cells has evolved in recent
years, considering the effects of cell reprogramming and its application in
the treatment of diseases. In parallel, there is an increase in the incidence
of individuals diagnosed with Autism Spectrum Disor-ders, in studies
related to particular aspects, not only behavioral, but also physiological
changes and associated social impacts. Within this, the applicability of
Induced Pluripotent Stem Cells in medical research is observed, as it
allows the creation of new tissues in vitro for various purposes such as
regeneration of necrotic tissues, impacts of drugs, investigation of
mechanisms of various diseases, among others. Autism modeling studies
were performed by obtaining stem cells by reprogramming adult somatic
cells. In vitro analyzes have shown that autism manifests itself mainly in
three different ways: in astrocytes, preventing the full matu-ration and
support of neurons, in stimulating inflammatory processes in the neural
tissue and, finally, in the protein structuring in the channels that make up
the synaptic clefts.

RESUMO

A tecnologia das células-tronco pluripotentes induzidas tem evoluido nos
Ultimos anos, a considerar os efeitos da reprogramacdo celular e sua
aplicacdo no tratamento de doencas. Paralelamente, observa-se um
aumento na incidéncia de individuos diagnosticados com os Transtornos
do Espectro do Autismo, em estudos relacionados a aspectos particulares,
ndo sé comportamentais, mas também alteracdes fisiologicas e impactos
sociais associados. Dentro disto, observa-se a aplicabilidade das Células-
tronco Pluripotentes Induzidas nas pesquisas médicas, por possibilitar a
criacdo de novos tecidos in vitro para diversas finalidades como
regeneracdo de tecidos necrosados impactos de medicamentos,
investigacdo de mecanismos de variadas doencas, entre outros. Os estudos
de modelagem do autismo foram realizados por meio da obtencdo das
células-tronco pela reprogramacdo de células somaticas adultas. As
analises in vitro tém demonstrado que o autismo se manifesta,
principalmente, de trés formas distintas: nos astrdcitos, impedindo a plena
maturacdo e suporte aos neurdnios, na estimulacdo de processos
inflamatorios no tecido neural e, por fim, na estruturacdo proteica nos
canais que compdem as fendas sinépticas.
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INTRODUCAO

Desde sua descoberta inicial, ao serem isoladas em
camundongos, no inicio dos anos 80, as células-tronco tém
tido destaque na comunidade cientifica, principalmente por
sua capacidade de diferenciacdo (EVANS, KAUFMAN,
1981). Atualmente, as células-tronco podem ser definidas
por trés critérios principais: plasticidade, potencial de
autorrenovacao (propriedade de multiplicar-se, mantendo o
seu estado indiferenciado) e capacidade de reconstituicéo
de um determinado tecido (BYDLOWSKI et al, 2009;
LAKSHMIPATHY, VERFAILLIE, 2005; PHILLIPS,
GASSEI, ORWIG, 2010).

Nesse sentido, observou-se que, ao serem inseridos
determinados fatores de transcricdo em fibroblastos
maduros de camundongos, estas células expressam
caracteristicas idénticas as das células-tronco embrionarias,
com grande capacidade de diferenciacdo celular
(TAKAHASHI, YAMANAKA,; 2006). No que tange a
tal perspectiva, verificou-se a possibilidade de novas
aplicagbes para as células-tronco pluripotentes induzidas,
devido a capacidade da reproducdo in vitro de tecidos
diferenciados e maduros. Dessa forma, juntamente com o0s
recentes progressos na area de edicdo genética (como a
metodologia de CRISPR-Cas9), essa técnica tem trazido
avangos na investigacdo dos mecanismos biol6gicos de
patologias como o autismo (SHI et al.; 2016).

Consoante a isto, o Transtorno do Espectro do
Autismo (TEA) corresponde a um conjunto de transtornos
de neuro-desenvolvimento, nos quais 0s portadores
apresentam  dificuldades de  estabelecer relagGes
comunicativas e sociais (SILVA, MULLICK; 2009). Nesse
contexto, o0s estudos de doengas de carater
neuropsicoldgico podem trazer resultados positivos para a
assisténcia a estes individuos, embora os recursos para o0
entendimento  desse  transtorno  sejam  limitados
(TEIXEIRA, 2010; MUQOTRI, 2010).

O entendimento das manifestagdes bioldgicas de
doencas, tanto nas propriedades moleculares e teciduais,
bem como possiveis investigagdes de terapias mais eficazes
e especificas podem melhorar a qualidade de vida dos
portadores desse transtorno (MUOTRI, 2010). Desse
modo, o presente estudo possui como objetivo fundamentar
teoricamente, através de revisdo literaria, os aspectos que
envolvem a utilizagdo e aplicacdo das células-tronco
pluripotentes induzidas na pesquisa dos mecanismos
biolégicos envolvidos no Transtorno do Espectro do
Autismo (TEA).

DESENVOLVIMENTO

O presente estudo trata-se de um trabalho de revisao
literaria de carater expositivo-descritivo, abordando a
tecnologia das iPSC e sua aplicabilidade na pesquisa de
distirbios neuroldgicos como o autismo. A metodologia
utilizada para o desenvolvimento deste trabalho consistiu
na busca de artigos cientificos eletrdnicos nacionais e
internacionais em pesquisa nas bases de dados de sites
académicos, como Scielo, Pubmed e Google Académico,
por meio dos termos “células-tronco pluripotentes
induzidas”, “reprogramagdo celular”, “modelagem de
doengas”, “autismo” e “transtorno do espectro autista”.
Foram selecionados artigos cujo tematica principal se
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relacionavam com células tronco pluripotentes induzidas e
0 transtorno do espectro autista nas linguas portuguesa e
inglesa. Inicialmente, foram selecionados 110 artigos,
sendo que, apos avaliagdo criteriosa, 0s manuscritos que se
adequaram a proposta foram restritos a 53 artigos com
publicacdo recente. Artigos com mais de dez anos de
publicacdo e livros foram selecionados apenas quando de
grande relevancia na conceituacdo de alguns termos e tema.
Os critérios de selecdo principais foram: relevancia com o
tema, acessibilidade gratuita e impacto sociocientifico. Os
demais artigos descrevendo outros tipos de células tronco,
ou mesmo que ndo associassem a populacdo com o
tratamento do transtorno de autismo, foram excluidos da
selecdo.

O TEA compreende um grupo de transtornos de
desenvolvimento neurolégico do qual fazem parte o
autismo idiopatico, a sindrome de Asperger, sindrome de
Rett, o transtorno desintegrativo da infancia, o autismo
atipico, entre outros. De forma geral, esses transtornos
comprometem o estabelecimento de interagbes sociais e
comunicativas - de cardter verbal ou ndo - com
comportamentos peculiares restritos, estereotipados e
comumente repetitivos (SILVA, MULLICK, 2009).
Constatou-se, em estudos recentes, que cerca de 1% da
populacdo mundial é acometida por algum destes
transtornos, sendo a incidéncia predominantemente maior
no sexo masculino (BROEK et al., 2014; GEIER et al.,
2012).

No Transtorno do Espectro Austista, os individuos
afetados apresentam dificuldades de diversas naturezas, tais
como problemas sensoriais, sendo impedidos de
estabelecer assimilagdes comuns a estimulos audiovisuais,
gustativos e tateis. Em alguns casos, esses pacientes sdo
pouco sensiveis e altamente vulneraveis aos mesmaos tipos
de  estimulos (NEWSOM, HOVANITZ, 2006;
BARBARESI, KATUSIC, VOIGT, 2006). Inclusive,
problemas de carater neurol6gicos sdo comuns, como
convulsdes, epilepsia, entre outras disfungdes, incluindo
niveis de atraso mental (GILBERT, COLEMAN, 1996).
Classicamente, 0s distdrbios comportamentais mais
frequentes sdo dificuldades de concentracédo, hiperatividade
associada a impulsividade, e em alguns casos,
comportamentos  agressivos cOm  acess0s  raivosos
repentinos (LINDSAY, AMAN, 2003).

Em paises desenvolvidos, como Estados Unidos e
alguns paises europeus, o diagndstico de criangas com 0
autismo se d& por volta dos 3 a 4 anos, idade em que as
manifestacdes clinicas tornam-se mais evidentes (GEIER et
al., 2012). No Brasil, o prazo estimado para o diagnostico
clinico da doenga é maior, ocorrendo por volta dos 7 anos
de idade (GEIER et al., 2012; SILVA, MULLICK, 2009).

Além disso, estudos recentes tém demonstrado que
sua etiologia advém de causas genéticas (MUHLE,
TRENTACOSTE, RAPIN, 2004; GAUGLER et al, 2014;
GARCIA,  2016; CARVALHEIRA,  VERGANI,
BRUNONI, 2004). Carvalheira e outros (2004), ao
mapearem geneticamente os portadores do TEA,
verificaram que cerca de 20% dos casos advém de
sequéncias génicas definidas.

Recentemente, foram descritos mais de 30 genes
associados a alguma doenca a qual o espectro do transtorno
autista abrange. Investiga-se seus efeitos nos processos de
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regulacdo sinaptica e de transcri¢do na sintese proteica dos
neurdnios e, consequente regulagdo nos potenciais de acéo,
entre outras implicacGes peculiares do sistema nervoso (DE
RUBEIS et al., 2014).

Estudos visam comprovar a relagdo entre o autismo
e fatores ambientais (MOORE, 2000). Desse modo,
comprovaram-se anomalias mentais e mas formacGes
nervosas ocasionadas pelo consumo excessivo de alcool,
assim como de farmacos e abuso de drogas por parte da
gestante. Logo, esta exposicdo relaciona-se diretamente ao
aumento da incidéncia de portadores da doenca (XIE,
ZHANG, 2015; RUSSO, 2015; COURCHESNE et al,
2007).

Com o crescimento da incidéncia de individuos
portadores do autismo, torna-se evidente a necessidade de
métodos de diagndstico e tratamento mais eficazes e,
principalmente, uma compreensdo mais abrangente a
respeito da fisiopatologia desse distdrbio neurolégico nos
individuos acometidos com a finalidade de contribuir aos
avancos médicos e proporcionar uma melhor qualidade de
vida. Nesse sentido, as pesquisas com a tecnologia das
células-tronco pluripotentes induzidas demonstram ser
promissoras (TEIXEIRA, 2010; MUOTRI, 2010). Um
estudo conduzido por Takahashi e Yamanaka (2006)
constatou, por meio da insercdo de determinados fatores -
nomeados de fatores Yamanaka - em fibroblastos de
camundongos adultos, a presenca de células com um perfil
de expressdo génica idéntico ao das células-tronco. obtidas
em estagios embrionarios dada a sua pluripoténcia. Em
suma, foi possivel reprogramar células diferenciadas de
tecidos adultos em células com capacidade de
autorrenovacao e diferenciagéo embrionarias
(TAKAHASHI, YAMANAKA, 2006).

A despeito das células pluripotentes, vale ressaltar
gue essas apresentam marcadores especificos que
caracterizam seu estagio indiferenciado. Na base genética-
molecular, esta a triade composta pelos genes Oct4, Sox2 e
Nanog. Esses genes sdo ativados por fatores de transcri¢do
e regulam outros genes, que irdo inibir vias fundamentais
para o desenvolvimento e proliferacdo celular.
Metabolicamente, observa-se uma alta atividade das
enzimas telomerases - cuja funcdo bésica é auxiliar na
estruturagdo do DNA - e da fosfatase alcalina (ROCHA,
2012).

As analises das iPSC (Induced Pluripotent Stem
Cell) foram inicialmente realizadas em camundongos.
Porém, Yamanaka e sua equipe demonstraram realizar a
reprogramacéo celular pela inser¢do dos fatores Yamanaka
- Oct3/4, Sox2, Klf4 e c-Myc - em fibroblastos humanos
adultos, possuindo a mesma capacidade germinativa,
proliferacdo, expressdo génica, entre outras caracteristicas
das células em estados embrionérios (YAMANAKA et al,
2007). A reprogramacdo celular propiciada pelas iPSC
adveio da utilizagcdo de vetores retrovirais pelo método de
transducdo, com a inser¢do de um virus carreador dos
genes dos fatores Oct3/4, Sox2, KIf4 e c-Myc em um
fibroblasto humano adulto. Em um periodo médio de 30
dias, foi possivel observar colénias de células-tronco
pluripotentes  induzidas, atestando assim a sua
desdiferenciacdo, ou reprogramacao, de maneira completa
e espontanea (YAMANAKA et al, 2007).
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Vale ressaltar também o contraste que a tecnologia
das iPSC, em comparagdo ao método de transferéncia
nuclear das células-tronco embrionarias (NT-ESC), método
este pioneiro nos estudos de células-tronco (WOLF et al.,
2016; SHI et al, 2016). Uma das principais vantagens desse
método é ndo utilizar oocistos ou embrides em fases pré-
implantatérias, o que traz um diferencial médico-cientifico
por evitar questbes éticas (TAKEUCHI, TANNURI,
2006).  Entretanto, ele apresenta algumas desvantagens,
pois os estudos realizados até o presente momento nao
eliminam completamente as marcas epigenéticas residuais
dessas células, o que pode causar uma instabilidade
genética e posterior diferenciacdo em linhagens celulares
distintas (WOLF et al., 2016)

Outra desvantagem € a utilizac8o de vetores virais, 0
que gera preocupacdo com possiveis mutacdes causadas
pela integracdo dos genes virais no material genético da
célula hospedeira, bem como o risco de reatividade
imunolégica (WOLF et al., 2016; ROCHA, 2012). Apesar
das limitacGes, acredita-se que essa tecnologia seja a chave
para a compreensdo do mecanismo de doencas
psiquiatricas complexas, como a esquizofrenia e o0 autismo
(MUOTRI, 2010).

Contudo, um dos principais beneficios médico-
cientifico que essa tecnologia apresenta é a modelagem in
vitro de doencas quando comparada a outros métodos
tradicionais, uma vez que, sua pluripoténcia a torna capaz
de dar origem a uma diversidade de tipos celulares (SHI et
al, 2016; MARCHETTO et al, 2008). A fase inicial da
modelagem de doencas se da pela reprogramacéo celular,
com insercdo dos fatores de transcricdo acima citados no
tecido extraido e indugdo de sua desdiferenciacdo
(YAMANAKA et al, 2007). O processo de reprogramacéo
celular resume-se num procedimento onde uma cultura de
células com caracteristicas diferenciadas torna-se
indiferenciada, com capacidade pluripotente, por meio da
expressdo, induzindo fatores de transcricdo especificos
(ROCHA, 2012).

As primeiras doencas de natureza neurolégica
estudadas pelo método de reprogramacdo celular in vitro
foram a Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA), a doenca de
Parkinson e a Distrofia Muscular de Duchenne (EBERT et
al., 2009; SOLDNER et al., 2009; PARK et al., 2008;
DIMOS et al., 2008).

A primeira fase para a modelagem de doengas
utilizando esta tecnologia é a obtencéo de células somaticas
adultas. Russo (2015) propds a obten¢do de células neurais
a partir da reprogramacdo de células da polpa de dente
deciduo esfoliado de individuos controle — neurotipicos — e
portadores do TEA de doadores voluntarios, para a
modelagem de uma patologia dentro do espectro autista — 0
autismo idiopéatico (RUSSO, 2015).

Ressalta-se que, mesmo reprogramadas, estas
células promovem a manutencdo da memdria génica e, por
essa razdo, o tecido neural tanto das amostras controle
quanto as autistas devem manifestar o comportamento
original dos respectivos individuos (MARCHETTO et al,
2008).

O préximo passo é a insercdo dos fatores de
transcricdo — ou fatores Yamanaka - nas células
previamente tratadas na cultura. Este processo, geralmente,
é realizado com o auxilio de vetores retrovirais; porém,
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tem-se descrito uma variabilidade de opgBes alternativas
para realizar esta inser¢do como a utilizagdo de plasmideos,
RNA sintetizados, transposons — por¢des de DNA moveis
capazes de replicar-se no material genético da célula
hospedeira - e até mesmo proteinas recombinantes
purificadas (OKITA et al, 2011; WARREN et al, 2010;
PATEL, YANG, 2010; BELAY et al, 2011; KIM et al,
2009).

A reprogramacdo dos fibroblastos realizada por
Yamanaka, nos estudos pioneiros, eram lentas e levavam,
em média, um periodo de 30 dias. Atualmente, tem-se
prazos menores, de aproximadamente 5 dias, em média, no
periodo pos-transducdo, para o aparecimento das primeiras
colénias de células-tronco pluripotentes induzidas
(TAKAHASHI, YAMANAKA, 2006; YAMANAKA et al,
2007; RUSSO, 2015).

Os fatores Oct4 e Sox2 agem como interruptores do
processo de transcrigdo comum das células e de igual
maneira ativam o gene Nanog formando a triade
pluripotente ja citada anteriormente. Combinados, eles
tornam-se reguladores das vias bioguimicas responsaveis
pela proliferacdo, regulacdo, diferenciacdo, entre outros
diversos processos de desenvolvimento celular, e, por sua
vez, os genes Klf4 e c-Myc tém sua acdo concentrada na
mitose, regulando as divisGes celulares, induzindo
alteracbes constantes no estado epigenético celular (LIU,
2008).

Em sintese, ao introduzir tais fatores de transcricéo,
h& a inducdo de genes enddgenos dos quais ativam uma
cascata autorregulatdria transcricional de pluripoténcia.
Essa acdo regulatéria silencia, por acdo dos genes
promotores, a acdo dos fatores exdgenos. Uma vez que ha
essa interrupcdo externa, as iPSC's reprogramam-se, em
seu estado pluripotente, unicamente dependente do
processo transcricional interno (JAENISCH, YOUNG,
2008; HOTTA, ELLIS, 2008).

Nessa légica, uma vez que a obtencdo das células-
tronco pluripotente induzidas é realizada, é necessério
diferencid-las em células neurais. Sendo assim, para o
estudo do comportamento bioldgico autista, diferenciaram-
se, inicialmente, uma célula precursora neural que dara a
origem a linhagem dos neurbnios e das células da glia,
predominantemente astrocitos, as quais sdo as células alvo
para o entendimento proposto (MUOTRI, 2010; RUSSO,
2015).

Os neurdnios sdo importantes por representarem o
papel central na fisiopatologia do TEA. Os astrocitos, por
sua vez, tém demonstrado a atuacdo dessas células no
desenvolvimento de neuropatias, principalmente as de
carater neurodegenerativo, como o Transtorno do Espectro
Autista (DEROSA et al, 2012; GOMES, TORTELLI,
DINIZ, 2013). Concluiu-se que, 0s astrocitos
desempenham um papel fundamental na maturacdo dos
neurdnios, atuando tanto na capacidade de retardar o
desenvolvimento, quanto na recuperagdo estrutural e
funcional dos mesmos (RUSSO, 2015; RUSSO et al.,
2018).

Essa interferéncia na estrutura dos neurdnios e posterior
formacgdo e comunicagdo intercelular é uma caracteristica
do autismo e age, principalmente, na sinaptogénese
ocasionando a disfuncéo sistémica, levando aos problemas
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cognitivos que caracterizam os portadores do TEA
(PRILUTSKY et al., 2014; MARCHETTO et al., 2010).

Reforca-se ainda que os astrdcitos de individuos
portadores do TEA diminuem significantemente o ndmero
de sinapses entre os neurdnios. Esta reducéo tem relevancia
mais acentuada nas regides do cortex pré-frontal, do qual
ha a regulacdo emocional e comportamental, ocasionando
nas disfuncdes sociais dos individuos portadores do
espectro autista (RUSSO et al, 2018; BENEKAREDDY et
al, 2018).

Uma caracteristica peculiar que pode ser observada
também, principalmente nos astrécitos, sdo os niveis de
citocinas, como a interleucina-6 (IL-6), comum em
processos inflamatdrios, que apresenta niveis elevados em
portadores do TEA. Controlando-se os niveis de IL-6, 0s
neurdnios e suas conex0es sinapticas se recuperaram de
maneira morfoldgica e funcional (RUSSO et al, 2018).

Investiga-se ainda se essas falhas sindpticas se devem a
inibicdo do gene SHANK (Shank family proteins) pela
doenga, com falha na produ¢do das proteinas efetoras. As
proteinas da familia SHANK agem nas conexdes entre 0s
receptores  dos  neurbnios, causando  distdrbios
principalmente na transmissdo de neurotransmissores,
primordialmente, o glutamato (COUTINHO, BOSSO,
2015). A presenca do glutamato nas fendas pos-sinapticas
provoca um estado excitatério e, quando esses receptores
estdo  prejudicados, pode influenciar a uma
hipoglutamatergia. Em camundongos, observa-se, nesse
estado, um comportamento caracteristico do autismo
(GUYTON, HALL, 2011; CORDEIRO, VALLADA,
2005). Considera-se ainda que ha diversas alteracBes de
base genética nos sistemas responsaveis pelo controle de
alguns neurotransmissores e seus respectivos receptores,
além do glutamato, como o GABA, as catecolaminas, a
melatonina, a acetilcolina, a oxitocina e a serotonina
(REGO, 2012).

CONSIDERAGOES FINAIS

As disfungBes pertencentes ao Transtorno do
Espectro Autista tém apresentado padrGes comuns,
direcionando as pesquisas com foco no comportamento dos
astrocitos. Tais observagBes tem definido o perfil de
manifestacdo bioldgica da doenca, além da relacdo da IL-6,
a qual torna-se extremamente Util nos estudos para a
producdo de medicamentos para essa alteracdo. Observa-se
ainda uma disfungédo nas cascatas de neurotransmissores, 0
que justifica as dificuldades sociais e psiquicas que os
portadores do TEA apresentam. Em suma, os estudos nesse
campo somente tornaram-se possiveis devido a tecnologia
de reprogramacdo celular que, apesar da necessidade de
refinamento, apresenta uma resposta satisfatoria. De igual
modo, a modelagem de doencas por meio da producao de
culturas celulares in vitro temm sido um excelente apoio na
pesquisa médica.
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