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Nuevos modelos celulares humanos para entender como los contaminantes
ambientales afectan al desarrollo del cerebro

Novos modelos de células humanas para compreender como os poluentes
ambientais afetam o desenvolvimento cerebral

New human cell models to understand how environmental pollutants affect brain
development
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INTRODUCCION

El Centro Nacional de Sanidad Ambiental (CNSA)
ha incorporado recientemente una nueva linea de
investigacion en el Area de Toxicologia Ambiental que
lleva por nombre “Interacciones genético-ambientales en
los trastornos del neurodesarrollo’, cuyo objetivo es estudiar
determinados factores genéticos y medioambientales,
como las proteinas Ras y los contaminantes ambientales
neurotoxicos, como posibles factores de riesgo en los
trastornos del neurodesarrollo.

LA CONTAMINACION AMBIENTAL Y LOS TRASTORNOS
DEL NEURODESARROLLO

Los trastornos del neurodesarrollo constituyen
uno de los principales retos actuales en salud publica
infantil. Su origen es complejo y combina factores
genéticos y ambientales. Las proteinas Ras son enzimas
de pequeno tamafo que actlan como interruptores
moleculares regulando numerosos procesos fisioldgicos
esenciales, como la proliferacion, la diferenciacién y
la supervivencia celular. Tanto es asi, que mutaciones
en Ras y otros genes de la ruta de sefalizacion celular
MAPK (del inglés, mitogen-activated protein kinases)
dan lugar a un grupo enfermedades raras, conocidas
como RASopatias, con graves patologias asociadas. En
conjunto, las RASopatias suponen el grupo de trastornos
genéticos del neurodesarrollo mas frecuente en la
poblacion, afectando a 1 de cada 1 000 nacimientos'.
Todas ellas comparten una sintomatologia comin que
incluye anomalias craneofaciales, alteraciones en la
piel, baja estatura, cardiopatias congénitas y una mayor
incidencia de cancer y de trastornos del neurodesarrollo
como el espectro autista (TEA) o el déficit de atencion
e hiperactividad (TDAH)?*3. Ademas, segun los genes

afectados y ciertas caracteristicas particulares, se
clasifican en diversos sindromes, siendo los mas
comunes el sindrome de Noonan y la neurofibromatosis
de tipo | (NF1). Otros sindromes menos frecuentes, como
el cardiofaciocutaneo (CFC) y el de Costello, suelen
ademas cursar con discapacidad intelectual®. Nuestras
investigaciones recientes indican que las variantes de
la proteina Ras, como H-Ras y K-Ras, tienen funciones
diferenciadas en el cerebro y regulan procesos tan
importantes como la plasticidad sindptica®, el mecanismo
fisiolégico responsable de funciones cognitivas como la
memoria y el aprendizaje.

La exposiciéon continua a contaminantes ambientales
neurotéxicos representa un problema creciente para
la salud publica, en un entorno con cada vez mayor
presencia de compuestos sintéticos industriales en
multitud de productos domésticos de gran consumo.
Esta cuestion es mas preocupante, si cabe, para
determinadas poblaciones vulnerables como son los
pacientes de enfermedades genéticas que afectan al
desarrollo, quienes en su gran mayoria son menores.
Durante el embarazo y la lactancia, muchos de estos
contaminantes se transfieren de la madre al feto a través
de la placenta y de la leche materna, respectivamente.
El cerebro en desarrollo es extremadamente sensible a
los contaminantes ambientales neurotdxicos, incluso a
niveles de exposicidon supuestamente seguros para los
adultos. De esta manera, estos toxicos pueden interferir
con los procesos fisiologicos en el cerebro y aumentar asi
el riesgo de sufrir trastornos del neurodesarrollo, como
el TEA, el TDAH vy la discapacidad intelectual®’. Entre los
principales contaminantes ambientales neurotéxicos
para el desarrollo se encuentran los siguientes:

- Metales pesados, como el metilmercurio, el plomo
y el manganeso.
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- Contaminantes organicos persistentes, como los
plaguicidas organoclorados y organofosforados,
los bifenilos policlorados (PCB), los retardantes
de llama bromados (PBDE) y los compuestos
perfluorados (PFAS).

- Disruptores endocrinos empleados como aditivos
en plasticos, como los ftalatos y los bisfenoles.

Investigaciones previas del grupo del Dr. Briz en
modelos animales in vitro e in vivo indican que la exposicion
durante el desarrollo a diferentes clases de plaguicidas
causa alteraciones moleculares y conductuales similares
a las observadas en los trastornos del neurodesarrollo®.
En ciertos casos, estos efectos neurotdxicos estan
producidos por la sobreactivacién créonica de la via de
senalizacion Ras/MAPK en el hipocampo, un area del
cerebro importante para la memoria y el aprendizaje.
Curiosamente, estas mismas alteraciones neurolégicas
se han observado en modelos animales de RASopatias®®.
Por tanto, la hipétesis principal de esta nueva linea de
investigacion, puesta en marcha en el CNSA, es que
individuos con mutaciones genéticas asociadas a las
RASopatias podrian tener una mayor susceptibilidad a la
exposicion a contaminantes ambientales neurotéxicos.
Para abordar esta importante cuestion cientifica, se
combinardn diferentes aproximaciones metodoldgicas,
entre las que se incluyen herramientas basicas de
biologia molecular y celular, nuevas tecnologias émicas,
electrofisiologia, histologia y el estudio de la conducta
animal, muchas de las cuales ya se estan implementando
en el Area de Toxicologia Ambiental. Ademas, por un
lado, contamos con modelos animales transgénicos
de ratén de RASopatias con mutaciones en HRAS o
KRAS®?, cedidos gracias a la colaboracién del grupo del
Dr. Mariano Barbacid (CNIO), célebre investigador que
aislo el primer oncogén humano, H-Ras'. Por otro lado,
en la Unidad del Cultivos, del CNSA, hemos generado
nuevos modelos celulares humanos, tales como cultivos
neuronales y organoides cerebrales, derivados de células
madre pluripotenciales (iPSC) procedentes de pacientes
con NF1, obtenidas del Biobanco Nacional de Lineas
Celulares (ISCIII).

ORGANOIDES CEREBRALES Y OTROS MODELOS
CELULARES HUMANOS: HERRAMIENTAS CLAVE EN
NEUROTOXICOLOGIA

Los modelos animales, y especialmente los modelos
transgénicos de ratén, han sido la herramienta de
referencia para el estudio de las enfermedades
genéticas humanas, incluidas aquellas que afectan al
neurodesarrollo. En la actualidad, dichos modelos son
indispensables para el estudio de procesos neurolégicos
como la plasticidad sinaptica o la formaciéon de
circuitos neuronales, y de funciones cognitivas como el
aprendizaje o la conducta social'’. Sin embargo, estos
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modelos presentan ciertas limitaciones entre las que se
incluyen su baja reproducibilidad técnica y su limitada
capacidad para predecir respuestas clinicas humanas'.
A estas, se le suman las limitaciones al uso de animales
de experimentacién debido a cuestiones bioéticas,
impulsadas desde el ambito regulatorio (Directiva
2010/63/UE). Por esta misma razon, en los estudios
de neurotoxicologia, los modelos animales han sido
progresivamente sustituidos por distintos modelos in
vitro, tales como lineas celulares humanas inmortalizadas,
cultivos primarios neuronales' o cultivos organotipicos,
estos dos ultimos de origen animal (habitualmente rata
o ratén)®. Sin embargo, estos modelos in vitro tienen una
limitada capacidad traslacional al no reflejar de manera
completa el desarrollo y la fisiologia del cerebro humano.

En este contexto, a lo largo de los ultimos anos,
los modelos celulares derivados de células madre
pluripotenciales (iPSC) humanas han cobrado un gran
protagonismo tanto en el estudio de las enfermedades
humanas como en el campo de la toxicologia™'. Entre
los motivos principales encontramos, por un lado, su
sencilla obtencién a partir de células somaticas (no
reproductoras) de pacientes, como los fibroblastos de
la piel o las células nucleadas de la sangre. Por otro, su
capacidad para diferenciarse a cualquier tipo celular,
incluidas las neuronas y las células gliales del cerebro.
Ademads, ofrecen la posibilidad de llevar a cabo todo
tipo de estudios bioldgicos en el contexto genético del
paciente, con un grandisimo potencial para la medicina
personalizada.

Mencidén especial merecen los organoides cerebrales,
estructuras celulares esféricas originadas a partir de
iPSC que, a diferencia de los cultivos neuronales en 2D,
pueden llegar a mantenerse en cultivo durante meses,
lo que permite realizar estudios toxicolégicos crénicos a
muy largo plazo. Asimismo, los protocolos para generar
y mantener a los organoides cerebrales se han ido
optimizando cada vez mas, llegando en la actualidad
a obtenerse organoides de una elevada complejidad
y especificidad que reproducen con gran fidelidad la
arquitectura y microambiente de regiones especificas
del cerebro como el mesencéfalo, la corteza cerebral o
el cerebelo. Estos modelos tridimensionales permiten
estudiar procesos como la migracién celular, la formacién
de las distintas capas corticales y la conectividad neuronal,
que no pueden llevarse a cabo en otros modelos mas
sencillos. Sus aplicaciones son amplias y abarcan desde
el estudio de las bases patoldgicas de las enfermedades
genéticas a la identificacion de dianas terapéuticas,
el cribado y validacion de farmacos y el estudio de la
neurotoxicidad de los contaminantes ambientales en el
desarrollo cerebral y su impacto en la salud publica™".
En conjunto, los organoides cerebrales y otros modelos
derivados de iPSC humanas representan una herramienta
sin precedentes para entender cémo interactlan
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genética y medio ambiente durante el desarrollo del
cerebro humano. En el CNSA, estamos empleando
estos nuevos modelos celulares para investigar los
efectos combinados de la exposicion a contaminantes
ambientales neurotéxicos y de las mutaciones ligadas a
las RASopatias y su impacto en el neurodesarrollo.
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