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ABSTRACT

ASD is a functional alteration of the cerebral cortex, which presents structural
neurodevelopmental anomalies that affect the disposition of neurons, as well as
the synaptic function and the pattern of connections within and between cortical
columns. From its etiological aspect, ASD has an important genetic load,
considering a polygenic disorder, derived from a combination of "de novo" genetic
alterations (spontaneous mutations), associated to a predisposition derived from
common inherited variations. The main genetic anomalies associated with ASD
involve genes that encode proteins of the synapse. In general, they are genes linked
to the establishment, maintenance of synapses and synaptic plasticity. Thus, in
patients with ASD, alterations in the initial development of the synapses have been
described in the connection circuits between complex processing cortical areas
(which receive and process multimodal information in combination).

The molecular complexity observed in the predisposition to develop an ASD,
together with the diversity of neuronal structural phenotypes, has made animal
models reproduce only partially the ASD. To advance in the experimental study it
is therefore necessary to develop more representative models, such as cellular
models derived from human cells. In recent decades, the development of the
biology of stem cells gives us the means to access experimental paradigms about
cells derived from individuals with ASD. Currently, IP cell models derived from
human cells allow to deepen the molecular and cellular bases of the development
of the human brain, as well as the anomalies in this development, which give rise
to disorders such as ASD. However, they present inherent problems derived from
the experimental manipulation that involves the reprogramming of gene
expression.

We propose as a general objective to develop a cellular model of ASD, generating
mesenchymal cell cultures derived from the periodontal ligament (LP) and dental
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pulp (PD) of teeth of people with autism, to look for cellular and molecular

markers of the disease.

For what we propose the following specific objectives:

1.

w

Isolate and amplify mesenchymal stem cells of LP and PD from samples
with ASD and controls.

Define the cellular and molecular characteristics of these cells.

Know the neural potential of these cells.

Compare the properties of neuronal cells derived from LP and PD with ASD
with cells from control individuals.

We have extracted, cultured and selected mesenchymal cells from LP and PD
controls and with ASD. Once the cultures have been amplified, the cells have been
induced to differentiate as neurons (passing them to neurogenic medium). We
have carried out studies of proteomics (immunocytochemistry and Western blot)
and transcriptomics (qPCR), showing the molecular and cellular characteristics of
the PD and PD control cells and with ASD.

The results have shown that:

1.

3.

Mesenchymal stem cells of LP and PD can be isolated and amplified from
samples with ASD and controls.

LP and PD cells with ASD and controls have the ability to differentiate into
neurons and we have defined the stages of the differentiation process.

We can say that neurons derived from mesenchymal cells with ASD present
"in vitro" an alteration in the expression of genes and synaptic proteins.
These alterations highlight an anomalous distribution of presynaptic
markers, together with an alteration in the expression of postsynaptic
density proteins.
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RESUMEN

El TEA es una alteracion funcional de la corteza cerebral, que presentan anomalias
estructurales del neurodesarrollo que afectan a la disposicion de las neuronas, asi como la
funcién sindptica y el patron de conexiones dentro y entre columnas corticales. Desde su
aspecto etioldgico, el TEA tiene una importante carga genética, considerandose un desorden
poligénico, derivado de una combinacion de alteraciones genéticas "de novo™ (mutaciones
espontaneas), asociadas a una predisposicién derivada de variaciones comunes heredadas. Las
principales anomalias genéticas asociadas a TEA implican genes que codifican proteinas de la
sinapsis. En general, son genes ligados al establecimiento, mantenimiento de las sinapsis y la
plasticidad sinéptica. Asi, en pacientes con TEA se han descrito alteraciones del desarrollo
inicial de las sinapsis en los circuitos de conexion entre areas corticales de procesamiento
complejo (que reciben y procesan de forma combinada informacién multimodal).

La complejidad molecular observada en la predisposicion a desarrollar un TEA, junto con la
diversidad de fenotipos estructurales neuronales, ha hecho que los modelos animales
reproduzcan solo parcialmente el TEA. Para avanzar en el estudio experimental se hace pues
necesario desarrollar modelos mas representativos, como son los modelos celulares derivados
de células humanas. En las ultimas décadas, el desarrollo de la biologia de las células madre
nos da medios para acceder a paradigmas experimentales sobre células derivadas de
individuos con TEA. Actualmente, los modelos de células IPs derivadas de células humanas
permiten profundizar en las bases moleculares y celulares del desarrollo del cerebro humano,
asi como las anomalias en este desarrollo, que dan lugar a trastornos como el TEA. Sin
embargo, presentan problemas inherentes derivados de la manipulacion experimental que
conlleva la reprogramacion de la expresion génica.

Nos proponemos como objetivo general desarrollar un modelo celular de TEA, generando
cultivos de células mesenquimales derivadas de ligamento periodontal (LP) y pulpa dental
(PD) de dientes de personas con autismo, para buscar marcadores celulares y moleculares de
la enfermedad.
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Para lo que nos proponemos los siguientes objetivos especificos:

Aislar y amplificar celulas madre mesenquimales de LP y PD a partir de muestras con
TEA y controles.

Definir las caracteristicas celulares y moleculares de estas células.

Conocer la potencialidad neural de estas células.

Comparar las propiedades de células neuronales derivadas de LP y PD con TEA con
celulas de individuos control.

Hemos extraido, cultivado y seleccionado células mesenquimales de LP y PD controles y con
TEA. Una vez se han amplificado los cultivos se ha inducido a las células a diferenciarse
como neuronas (pasandolas a medio neurogénico). Hemos realizado estudios de proteémica
(inmunocitoquimica y Western blot) y transcriptomica (QPCR), mostrando las caracteristicas
moleculares y celulares de las células de LP y PD control y con TEA.

Los resultados han mostrado que:

1-

2-

Se pueden aislar y amplificar células madre mesenquimales de LP y PD a partir de
muestras con TEA y controles.

Las células de LP y PD con TEA vy controles, tienen la capacidad de diferenciarse en
neuronas y hemos definido los estadios del proceso de diferenciacion.

Podemos decir que la neuronas derivadas de células mesenquimales con TEA
presentan “in vitro” una alteracion en la expresion de los genes y proteinas sinapticas.
Estas alteraciones ponen de relieve un distribucion andémala de marcadores
presinapticos, junto con una alteracion en la expresion de proteinas de la densidad
postsinaptica.
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INTRODUCCION

El término autismo se utilizé por primera vez por el psiquiatra Leo Kanner en
1943 en su articulo “Autistic Disturbances of Affective Contact”, en el que reflejé
sus observaciones en 11 nifios que mostraban “incapacidad para relacionarse de
forma normal con las personas y las situaciones desde el comienzo de su vida”.
Un afio después, Hans Asperger publicé las caracteristicas conductuales de la
psicopatia autista.

Durante los afios ochenta se empieza a considerar la importancia de la base
genética del autismo después de comprobar que algunos pacientes con Sindrome
X fragil presentaban conductas asociadas al autismo (Blomquistd et al., 1985).
Ademas, en estudios realizados a hermanos gemelos se descubri6 que el autismo
es el trastorno neuropsiquiatrico con mas alto componente genético, con tasas de
aproximadamente 90% entre gemelos, que disminuian al 10% en los mellizos
(Greenberg et al., 2001). A principios de los noventa, la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) publico la décima clasificacion internacional de enfermedades e
incluy6 los Trastornos Generalizados del Desarrollo que se caracterizaban por
alteraciones en la interaccién social, en la comunicacion y por la realizacion de
actividades repetitivas y estereotipadas; estando ademads, estos desordenes
generalmente asociados a alteraciones cognitivas. Después, la “American
Psychiatric Association” (APA) publicd, en 1995, la cuarta versién del manual
diagndstico y estadistico de los desordenes mentales (DSM-IV) con el apartado de
Trastornos Generalizados del Desarrollo, que incluian Sindrome de Asperger,
Trastorno desintegrativo infantil, Trastorno de Rett, Trastorno Autista y
Trastorno generalizado del desarrollo no especificado en otras categorias. En
2013, la APA reviso la clasificacion, cambiando la denominacion de Trastornos
Generalizados del Desarrollo, que pas6 a Trastorno del Espectro Autista (TEA)
incluyendo en ese término tres de los cinco Trastornos Generalizados del
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Desarrollo: sindrome de Asperger, trastorno autista, y trastorno generalizado del
desarrollo no especificado en otras categorias (Torres, 2015).

En la actualidad, sabemos que el trastorno del espectro autista (TEA) es un
trastorno del neurodesarrollo que se caracterizan por alteraciones o retrasos en
el desarrollo de funciones vinculadas a la maduracién del sistema nervioso
central, que se inician en la infancia y siguen un curso evolutivo estable. Abarcan
una gran variabilidad de manifestaciones clinicas y trayectorias evolutivas; y, en
su manifestacion fenotipica se caracterizan por deficiencias persistentes en la
comunicacion e interaccién social en diversos contextos, unidas a patrones
restrictivos y repetitivos de comportamiento, intereses o actividades (Artigas-
Pallarés y Narbona, 2001, 2002; Xavier et al. 2015).

Estos sintomas han de estar presentes en las primeras fases del periodo de
desarrollo de la persona, aunque pueden no manifestarse totalmente hasta que
las demandas sociales superan sus limitaciones. También pueden permanecer
enmascarados por estrategias aprendidas (APA, DSM-V, 2013).

Actualmente, los criterios diagnoésticos del Trastorno de Espectro Autista, segin
el DSM -V:

A. Déficits persistentes en comunicacion social e interaccion social a lo largo
de multiples contextos, seguin se manifiestan en los siguientes sintomas,
actuales o pasados:

1. Déficits en reciprocidad socio-emocional

2. Déficits en conductas comunicativas no verbales usadas en la
interaccion social

— Especificar la severidad actual (TABLA 1)

B. Déficits para desarrollar, mantener y comprender relaciones, patrones
repetitivos y restringidos de conductas, actividades e intereses, que se
manifiestan en, al menos dos de los siguientes sintomas, actuales o pasados:

1. Movimientos motores, uso de objetos o habla estereotipados o
repetitivos

2. Insistencia en la igualdad, adherencia inflexible a rutinas o patrones de
comportamiento verbal y no verbal ritualizado

3. Intereses altamente restringidos, obsesivos, que son anormales por su
intensidad o su foco

4. Hiper- o hipo-reactividad sensorial o interés inusual en aspectos
sensoriales del entorno

— Especificar la severidad actual (TABLA 1)
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C. Los sintomas deben estar presentes en el periodo de desarrollo
temprano (aunque pueden no manifestarse plenamente hasta que las
demandas del entorno excedan las capacidades del nifio, o pueden verse
enmascaradas en momentos posteriores de la vida por habilidades

aprendidas).

D. Los sintomas causan alteraciones clinicamente significativas a nivel
social, ocupacioén al o en otras areas importantes del funcionamiento actual.

E. Estas alteraciones no se explican mejor por la presencia de una
discapacidad intelectual (trastorno del desarrollo intelectual) o un
retraso global del desarrollo. La discapacidad intelectual y el TEA con
frecuencia aparecen juntos. Para hacer un diagndéstico de comorbilidad de TEA
y discapacidad intelectual, la comunicacion social debe estar por debajo de lo
esperado en funcién del nivel general de desarrollo

— Especificar si:
Se acompaia o no de discapacidad intelectual.
Se acompafia o no de un trastorno del lenguaje.
Se asocia con una condicion médica o genética o con un factor
ambiental conocido
Se asocia con otro trastorno del neurodesarrollo, mental o del
comportamiento
Con catatonia

Nivel de .., ) Intereses restringidos y
] Comunicacion social .
severidad conducta repetitiva
La inflexibilidad del compor-
o . tamiento, Extrema dificultad
Déficits severos en habilidades de ,
L . de afrontar cambios u
. ) comunicaciéon social verbal y no o
Nivel 3: requiere , conductas restringidas o
verbal que causan alteraciones .. ) _
un apoyo muy ) , .. . | repetitivos, interfieren
, severas en el funcionamiento, inicia
substancial marcadamente en el

muy pocas interacciones y responde
minimamente a los intentos de

relacion de otros.

funcionamiento en todas las
esferas. Gran malestar o
dificultad al cambiar el foco

de interés o la conducta.
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Nivel 2:
un
substancial

requiere
apoyo

Déficits marcados en habilidades de
comunicacién social verbal y no
verbal; déficit
aparentes incluso apoyos;
inician un numero limitado de
interacciones sociales; y responden
de manera atipica o reducida a los
intentos de relacion de otros.

los sociales son

con

El comportamiento inflexible,
las dificultades para afrontar
el cambio, u otras conductas
restringidas/repetitivas,
aparecen con la frecuencia
suficiente como para ser
obvios a un observador no
entrenado e interfieren con el
funcionamiento  en
variedad de contextos. Gran
malestar o dificultad al
cambiar el foco de interés o
la conducta.

una

Nivel 1:
apoyo

requiere

de
causan

dificultades
social
evidentes.

Sin apoyos, las
comunicaciéon
alteraciones Muestra
dificultades iniciando interacciones
sociales y ofrece ejemplos claros de
respuestas atipicas o fallidas a las

aperturas sociales de otros. Puede

parecer que su interés por
interactuar socialmente esti
disminuido.

La inflexibilidad del
comportamiento causa una
interferencia significativa en
el funcionamiento en uno o
mas contextos. Los
problemas de organizacion y
planificaciéon obstaculizan la

independencia.

Tabla 1: Tabla que especifica los niveles de gravedad del TEA, segun el DSM-V. Del 1 al 3, donde
1 es el menor nivel de severidad y 3 el mayor.

Prevalencia del TEA

En los ultimos cuarenta afios la prevalencia de los trastornos del espectro del

autismo (TEA) se ha incrementado significativamente, situandose en la

actualidad en 1 caso por cada 100 nacimientos (Elsabbagh et al. 2012), lo que
cifraria en mas de 450.000 el nimero de personas con TEA en Espaia.
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1. BASES BIOLOGICAS DEL TEA

Las funciones mentales son el resultado de la actividad de las neuronas que
conforman el cerebro. Por lo tanto, entender la funcién normal es una necesidad
para explicar las anomalias que producen trastornos del neurodesarrollo, como el
TEA, y abordar un tratamiento adecuado de sus consecuencias. La especial
riqueza funcional del cerebro depende del desarrollo de regiones cerebrales con
tipos de neuronas caracteristicos que establecen un patrén de conexiones entre
ellas. Esto requiere la articulacion en el espacio y el tiempo de los procesos
moleculares y celulares que construyen la estructura del sistema nervioso
central.

Con el avance da la biologia molecular y la secuenciacién de genomas completos
se estan empezando a describir los mecanismos por los que la informacion
genética regula los procesos basicos del desarrollo cerebral. Aproximadamente, la
mitad de las instrucciones de nuestro genoma se dedica a la construccion del
cerebro. El patron espacio-temporal de estas expresiones (eso es cuando y donde
se expresan los genes) genera una red de interacciones moleculares que,
mediante mecanismos de activacion y represion mutua, codifican la forma del
embrion y de su cerebro. El desarrollo normal depende, pues, de la secuencia
normal del codigo genético, es decir, de la informacién que esta escrita en los
genes; y del equilibrio de su expresion en cantidad, tiempo y espacio, o sea, de la
lectura de esta informacidn. Los trastornos del neurodesarrollo estan asociados a
anomalias funcionales que se manifiestan tempranamente en la vida, con la
apariciéon de trastornos en la conducta, discapacidad intelectual y retraso en el
desarrollo psicomotor.

El desarrollo neurolégico, entendido como el proceso que culmina con la madurez
funcional, discurre desde la vida fetal hasta la adolescencia, incluyendo la poda
sinaptica que ocurre al inicio de la adolescencia y la mielinizacion, que finaliza al
final de la pubertad. Al nacer, el cerebro inmaduro es influenciado por los
estimulos ambientales que pueden modificar la expresion de los genes. Esta
interacciéon gen-ambiente puede ser el origen de anomalias funcionales que
conlleven retraso psicomotor y discapacidad intelectual, y también de
enfermedades mentales como la esquizofrenia y el TEA (Dierssen y Martinez,
2013; Martinez-Morga y Martinez, 2016; Martinez-Morga et al. 2018).

Los procesos de diferenciacion de las células neurales y la formacion de circuitos
mediante contactos sindpticos entre neuronas (sinaptogénesis) ocurren en el
sistema nervioso central durante las ultimas fases del desarrollo prenatal y los
primeros meses después del nacimiento (Fig.1).
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Figura 1: cronograma del desarrollo cerebral prenatal y posnatal. A) Representacion grafica a lo

largo del tiempo (eje horizontal) de los principales procesos del desarrollo cerebral en forma de
columnas coloreadas. Los efectos de las potenciales alteraciones de los procesos del desarrollo
(descritos en la parte superior de la figura) estan representados por la flecha en gradiente rojo.
B) Reconstruccion morfolégica del cerebro en los diferenctes estadios del desarrollo prenatal y
secciones horizontales de RMN en diferentes edades postnatales. C) Imagen de embriones y
nifos a diferentes estadios de desarrollo. Tomada de Martinez-Morga y Martinez, 2016.

La actividad de los circuitos neuronales es la base neurobiolégica de la conducta y
los procesos mentales (emociones, memoria y el pensamiento). La funcion de los
circuitos neuronales presenta una importante capacidad de adaptacion, mediante
cambios en las propiedades espaciales y temporales de las conexiones entre
neuronas del circuito. Asi el cerebro construye una respuesta adecuada a los
requerimientos de cada situacién interna o ambiental. La base estructural de la
adaptacion neural es la capacidad de modificar la cantidad y la funcién de las
sinapsis neuronales; por lo tanto, lo que definimos como plasticidad neural
(neuroplasticidad) se fundamenta en la plasticidad sinaptica en los circuitos
neuronales (Ismail et al, 2017; Martinez-Morga y Martinez, 2017). Esta
plasticidad funcional se logra durante el desarrollo modulando la expresion de un
conjunto de genes que regulan mecanismos moleculares y celulares que
influencian la dinamica de las conexiones sinapticas. La neuroplasticidad durante
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el desarrollo del cerebro presenta patrones temporales heterogéneos, existiendo
un periodo critico de mayor maleabilidad sinaptica alrededor del nacimiento, que
modula la regulacion génica para la formacidn y consolidaciéon de conexiones
neuronales adecuadas mediante la influencia de los estimulos ambientales. Estos
actiian sobre un patrén de conexiones especifico y regulado por la informacion
genética (lo que hace que los humanos generemos un cerebro humano).

Los estudios de neuroimagen del cerebro humano han sido muy utiles para
correlacionar fenotipos de conducta con alteraciones en estructuras cerebrales.
En el autismo, los datos actuales de resonancia magnética estructural y funcional
sugieren la presencia de anomalias estructurales en multiples sistemas
neuronales implicados en circuitos sociales, entre los que se incluyen: la
amigdala, los ganglios basales (nicleo acumbens) y corteza prefrontal. Se piensa
que son las alteraciones en la corteza prefrontal, y en especial su conexion con la
amigdala cerebral y la corteza parietal y temporal, las que se presentan de
manera mas constante en los estudios realizados en muestras cerebrales
humanas y en modelos animales de TEA (Fig.2).

H CONTROL TEA-THDA

sinaptogénesis ectopia neuronal

e

sobreconectividad (infancia) hipoconectividad
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madurez sinaptica sinaptica

Figura 2: Incremento de la complejidad de la estructura cortical en las etapas postnatales. A, B)
Fotografias del hemisferio izquierdo humano de 1 mes (A) y 6 afios (B) de edad. C,D) Imagenes
representativas de las neuronas piramidales de la corteza frontal precentral (recuadro C en A) y
orbitofrontal (recuadro D en A) en el cerebro humano de 1 mes. E,F) Imagenes representativas
de las neuronas piramidales de la corteza frontal precentral (recuadro E en B) y orbitofrontal
(recuadro F en B) en el cerebro humano de 6 afios. Mediante flechas se representas las
principales conexiones reciprocas de la corteza prefrontal (CPF) con las cortezas parietal (CP) y
temporal (CT), asi como con los ntcleos amigdalinos (A). H) Esquema de la evolucién temporal
de los procesos del desarrollo en un cerebro control y un cerebro con TEA-TDAH. Figura tomada
de Martinez-Morga et al., 2018.
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Casanova y colaboradores (Casanova et al., 2013) han demostrado la presencia de
alteraciones estructurales en la corteza cerebral de pacientes con TEA,
describiendo un incremento de micro columnas corticales, con neuronas mas
pequefias, hiper-excitabilidad intracolumnar y disminuciéon de las conexiones
largas de las neuronas corticales. Estas alteraciones estan presentes sobretodo en
la corteza prefrontal, posiblemente debido a un desarrollo tardio de esta region,
que se extiende durante los primeros afos de la infancia. Estas alteraciones en la
distribucion de las neuronas corticales son consecuencia de alteraciones en la
proliferaciéon y migracion celular durante el desarrollo cerebral, que pueden ser
debidos a anomalias genéticas o exposicion a téxicos que afectan a las células
germinales neurales (Casanova 2012). La displasia cortical y la hiper-
excitabilidad microcolumnar explicarian la relaciéon entre TEA y epilepsia
(Strassert etal., 2018).

En conclusiéon y desde el aspecto neurobiolégico, EI TEA es una alteracion
funcional de la corteza cerebral, que presentan anomalias estructurales en la
disposicion de las neuronas, asi como la funcién sinaptica y el patron de
conexiones dentro y entre columnas corticales (Fig. 3). Estas alteraciones afectan
fundamentalmente a la corteza prefrontal y sus conexiones, la principal region
encefalica implicada en la regulacion de la conducta social. A nivel funcional, estas
alteraciones producen anomalias en el proceso de neuroplasticidad del
desarrollo, como ocurre en otros trastornos neuropediatricos congénitos y
adquiridos, como la encefalopatia por hipoxia neonatal, pardlisis cerebral,
epilepsia, distonia y discapacidad intelectual; asi como esquizofrenia (Johnston,
2004).

25



Figura 3. A) A B

Jongrita memobrana membrana

Representacion a - ol o
esquematica del I ¢ O e

q u a5~ = (postsinaptica) v . Sr B

13 \apx < ) K & vesiculas sinapticas
te]ldo Cerebral / ! i oo il \ €on neurotransmisor

PR . - tsinapti —
con los distintos <t R~ e § 2+6n de neurona
. ! B oo 2 ’ presinaptica

tipos  celulares - - .

neurona

que intervienen

en el normal b
desarrollo de la ~ 4 / ©
diferenciacién | v sanguin

neuronal y la

formacion de

sinapsis;

b) Estru.ctura .3D 0 /
de una sinapsis -
axodendritica /‘
(terminal &
axénico sobre O et 2O

una espina.

dendritica) de la corteza cerebral. Figura tomada de Martinez-Morga y Martinez, 2017.

1.1 Bases genéticas

Desde su aspecto etiologico, ya hemos visto como el TEA tiene una importante
carga genética, considerandose un desorden poligénico (multiples genes
implicados con carga patogénica escasa y variable), y por lo tanto, derivado de
una combinacidn de alteraciones genéticas "de novo" (mutaciones espontaneas)
asociadas a una predisposicion derivada de variaciones comunes heredadas.

Las principales anomalias genéticas asociadas a TEA implican genes que codifican
proteinas de la sinapsis (Sala y Verpelli, 2016). Estos codifican proteinas que
regulan la transcripcion del ADN o la traduccién del ARNm, proteinas del
citoesqueleto y de membrana, de conexiones intercelulares y de maduracién
celular. En general, son genes ligados al establecimiento y mantenimiento de las
sinapsis y a la plasticidad sinaptica que ocurre en el aprendizaje. Asi, en pacientes
con TEA se han descrito alteraciones del desarrollo inicial de las sinapsis en los
circuitos de conexidén entre areas corticales de procesamiento complejo (que
reciben y procesan de forma combinada informacion multimodal), sobre todo de
los 16bulos frontal, temporal y parietal, ( Hutsler y Casanova., 2016; Geschwing y
Levitt, 2007).
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1.2 Bases moleculares del TEA

Como hemos visto, las evidencias sobre el origen genético del autismo son
abundantes. Aunque, en los dltimos afios se han postulado, al menos, dos
mecanismos patogénicos diferentes de predisposiciébn a padecer este
trastorno:

- Heterogeneidad genética derivada de la combinacién de multiples
variantes comunes, es decir, hasta 150 genes con diferente
localizacion cromosémica.

- Un modo poligénico de herencia, con alteraciones raras de pocos
genes, que requiere la combinacion de anomalias en varios de estos
genes.

Aunque hoy en dia se tiende a favorecer el modelo poligénico. Ambos
modelos sugieren que las interacciones entre genes (GxG) pueden tener un
importante papel patogénico, es decir, la alteracion en la expresiéon de un
gen puede depender de otro gen (Abrahams y Geschwind, 2008; Skafidas et
al., 2014; Torres, 2015).

En el marco de esta heterogeneidad genética, los estudios moleculares
pueden proporcionar la informacién necesaria para proponer hipotesis
explicativas de las relaciones GxG y gen-ambiente (GxA) en el autismo.
Muchas de las proteinas con las que hemos estudiado en nuestro trabajo
estan relacionadas con el neurodesarrollo y son importantes en la funcion
sinaptica (Persico y Bourgeron, 2006).

Las proteinas identificadas en la literatura con un papel en la fisipatologia
del TEA pueden distribuirse en ocho grupos segun la funcion celular en la
que interviene.
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FUNCION PROTEINA

» o MeCP2, CC2D1A, MBD3, RORA, RSG5,
Regulacidn de la transcripcion y de la NR3C1

traduccion de los acidos nucleicos

Din4dmica del citoesqueleto de actinay | CDC42, RHOA
andamiaje

TUJ1, Nestina, SHANK2, SHANK3,
Las proteinas de andamiaje

Los receptores de neurotransmisores y | GAD1, GAD65/67, SYNGAP1.
transportadores.

EN1, EN2
Sistemas de segundos mensajeros

CASP3
Apoptosis

NG2
Moléculas de adhesion celular.

RELN

Moléculas secretadas

Tabla 2: Clasificacion de las proteinas utilizadas segtin su funcidn.

1.3 Importancia de los factores ambientales

El origen genético del TEA es un concepto abiertamente aceptado, pero existen
evidencias que apoyan la contribucidn de factores ambientales y epigenéticos en
su desarrollo. Junto con una alteracion poligénica en el TEA primario (no
sindrémico) existe un factor ambiental asociado (Skafidas et al., 2014).

Los factores genéticos y ambientales juegan un papel determinante en el riesgo
de padecer TEA. La identificacion de las etapas del desarrollo en las que existe
mas vulnerabilidad es de gran importancia para la comprensién de cuando y en
qué circunstancias un nifo estd en riesgo elevado de desarrollar un TEA. No
existe un factor ambiental que, en exclusiva, explique el aumento de la
prevalencia del autismo, pero si, este aumento en las ultimas décadas podria
deberse a factores ambientales y del estilo de vida, que afectarian las
interacciones entre el ambiente y la expresion genética (AxG) en el desarrollo del
nifio, tanto en el Utero materno como en la etapa postnatal. Los factores de riesgo
que se han identificado son: agentes infecciosos, medicamentos, sustancias
quimicas ambientales, dieta y estrés fisico/psicoldgico (Dietert et al., 2011; Lyall
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et al,, 2014; Dierssen y Martinez, 2013; Martinez-Morga y Martinez, 2016, 2017,
Martinez-Morga et al., 2018, Torres, T. 2015).

— Mecanismos de interaccion AxG: procesos epigenéticos

El término "epigenética" se refiere a los cambios en la cromatina que,
aunque no modifican la secuencia de nucledtidos del ADN, si pueden
alterar la expresion de diferentes genes. Los alteraciones epigenéticas mas
frecuentes son la metilacion de nucledtidos y las modificaciones de las
histonas. Este tipo de cambios pueden verse por factores ambientales o por
otros factores como la edad, la dieta, etc. Las modificaciones epigenéticas
son estables, con frecuencia heredables en la division celular y s6lo son
ocasionalmente heredadas por la descendencia en el proceso de formacién
de los gametos sexuales o meiosis (LaSalle y Yasui, 2009). Las
modificaciones epigenéticas y, por tanto, la alteracion en la expresion de
estos genes diana, podrian dar lugar a diferentes desordenes del
neurodesarrollo (LaSalle y Yasui, 2009, 2011).

La complejidad molecular observada en la predisposicién a desarrollar un
TEA, sobretodo aquella que regula el establecimiento y la funcién de los
contactos sinapticos (Fig. 4), junto con la diversidad de fenotipos
estructurales neuronales, ha hecho que los modelos animales reproduzcan
solo parcialmente el TEA. Para avanzar en el estudio experimental se hace
pues necesario desarrollar modelos mas representativos, como son los
modelos celulares derivados de células humanas. En las altimas décadas, el
desarrollo de la biologia de las células madre nos ha permitido acceder a
paradigmas experimentales sobre células derivadas de individuos con TEA.
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2. CELULAS MADRE

Las células madre son células que se encuentran en todos los organismos
pluricelulares y que tienen la capacidad de dividirse y diferenciarse en diversos
tipos de células especializadas, ademas de autorrenovarse para producir mas
células madre (Scott F. Gilber, 2014)

La mayoria de los tejidos de un organismo adulto, poseen una poblacién
de células madre residentes que les permiten la renovacidon periodica de sus
células o su regeneracion (Dor Y, Melton DA, 2004). En estos tejidos, las células
madre son necesarias para reemplazar las células perdidas, ya sea por la
renovacion fisioldogica o por condiciones patoldgicas, incluidas lesiones o
enfermedades degenerativas. En este aspecto, hoy en dia se conoce que el cerebro
de vertebrados parece tener una lenta renovacién y una cierta capacidad para
regenerar células neuronales (Okano, 2002). Algunas células madre adultas son
capaces de diferenciarse en mas de un tipo celular como las células madre
mesenquimales de diferentes tejidos (grasa, médula O6sea, musculo, corddén
umbilical, etc.) y las células madre hematopoyéticas de médula 4sea, mientras
que otras son exclusivamente precursoras directas de las células del tejido en el
que se encuentran, como por ejemplo las células madre de la piel,
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miocardio, intestino o las células madre gonadales (células madre germinales)
(Tuch, 2006).

Las células madre presentan dos tipos de divisiones celulares: durante la vida
embrionaria, las células madre embrionarias (CME) hacen divisiones simétricas,
cuyo resultado es expandir su poblacion inicial. Cuando los esbozos de los
organos estan inicialmente desarrollados, sus mitosis se convierten en
asimétricas, en las cuales una célula hija se compromete en un linaje concreto del
tejido donde se encuentra, mientras que la otra mantiene las caracteristicas
pluripotentes de la célula madre. Las células madre adultas se clasifican de
acuerdo a su localizacion y a su capacidad de diferenciacion (Fuchs y Segre, 2000;
Weissman 2000), pudiendo sufrir transformaciones en tipos celulares
heterogénicos (diferentes a los predecibles) influenciadas por las sefiales de un
microambiente nuevo, distinto al suyo habitual (Alison et al., 2000; Clarke et al.,
2000). La potencialidad diferencial de las células madre esta definida por
gradientes de informacidén posicional derivados del entorno, pueden cambiar
cuando estas células son ubicadas en un nuevo nicho. Durante este proceso de
cambio de destino pueden incluso mostrar estados de potencialidad histogenética
que normalmente solo se encuentran en el embrion (Wolper, 1994, Anderson et
al, 2001). La posibilidad de que las células madre adultas que residen en un
tejido puedan contribuir a la regeneracion de otros, sugiere un grado de
plasticidad histogénica previamente desconocida. Ademas, los cambios de destino
celular pueden ser una propiedad natural de las células madre, que quizas
puedan tomar parte en la reparacion fisioldgica continuada de los tejidos dafiados
alo largo de la vida (Blau et al., 2001).

En el afio 2006 fueron generadas las células madre pluripotenciales inducidas
(IPs). Las IPs son células adultas diferenciadas, pero tras la induccién con la
insercion de 4 genes en su nucleo (Oct4, Sox2, c-Myc, y Klf4), se comportan como
células embrionarias con plasticidad histogenética. Estas células han supuesto un
nuevo enfoque en la biologia y terapia celular (Takahashi et al, 2006), por
permitir disponer de células con caracteristicas totipotenciales sin tener que
manipular o destruir embriones. Ademas, a diferencia de las CME, con las IPs
cabria la posibilidad de realizar trasplantes autélogos en los pacientes evitando
los problemas de rechazo. Estas células IPs son morfolégicamente similares a las
CME, expresan genes y antigenos de superficie celular idénticos a estas y tienen
capacidad de formar teratomas cuando se trasplantan en ratones
inmunodeprimidos. Estas células son inmortales y pueden reprogramarse para
tipos de células diferenciadas, incluidas las células cerebrales (Yu et al.,, 2009).
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Mas recientemente la técnica se ha refinado, hasta el punto que se han obtenido
IPs con los genes Oct4 y Sox2 (Huangfu et al., 2008).

Las IPs se han utilizado para estudiar los trastornos del neurodesarrollo, ya que
estas células permiten generar modelos celulares de trastornos del
neurodesarrollo humano in vitro y, de hecho, reconstruir la trayectoria alterada
del desarrollo cerebral como se ve en trastornos como el autismo. Los
fibroblastos obtenidos a partir de una biopsia cutanea de cualquier individuo se
pueden "desprogramar” en células madre pluripotentes inducidas por el ser
humano.

Estas IPs derivadas de células humanas se pueden diferenciar en progenitores
neuronales y neuronas mas maduras in vitro, permitiendo asi la generacion de
modelos de trastornos neuroldgicos especificos del paciente. El laboratorio de la
doctora Vaccarino ha demostrado que los IPs derivados de pacientes conservan la
firma genética Unica de los pacientes de los que se derivaron originalmente
(Abyzov et al., 2012). Estas células pueden ayudar a evaluar los efectos de alterar
la expresidon de genes especificos (conocidos o desconocidos) en el desarrollo
tipico de las células neuronales humanas.

Hasta ahora, nuestro conocimiento y comprensiéon de los trastornos del
neurodesarrollo se ha limitado en gran medida a los hallazgos de los estudios de
asociacion del genoma completo y los modelos de roedores (Stevens et al,, 2012;
Grigorenko et al, 2011). Si bien, como hemos sefialado anteriormente, los
modelos de roedores proporcionan informaciéon sobre los procesos
fundamentales y evolutivamente conservados, que subyacen al desarrollo
neuronal, pero no proporcionan informacién precisa sobre la patogénesis de la
enfermedad humana y no son idéneos para testar de forma clara las vias
terapéuticas. Esto se debe a la mayor complejidad funcional, tamafio y diversidad
de tipos celulares encontrados en el cerebro humano. Actualmente, los modelos
de células IPs derivadas de células humanas nos presentan un medio poderoso
para profundizar en las bases moleculares y celulares del desarrollo del cerebro
humano, asi como las anomalias en este desarrollo, que dan lugar a trastornos
como el TEA.
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2.1 Células madre neurales

Las propiedades celulares usadas para definir a una poblaciéon de células madre
neurales (CMN) son la capacidad de generar neuroesferas en cultivos adecuados,
la posibilidad de autorrenovarse y la potencialidad de los descendientes de una
Unica célula para diferenciarse en los tres linajes de las células neurales:
neuronas, astrocitos y oligodendrocitos. Las caracteristicas descritas para las
CMN, pueden correlacionarse con la expresion de marcadores moleculares como
son Nestina, Sox 1y 2, y Musashi-1 entre otros marcadores (Pevny y Rao, 2003).

Las células individuales del neuroepitelio (células madre neuroepiteliales)
originan en la vida embrionaria todas las células neurales. Mientras que las
células gliales (astroglia y oligodendroglia) pueden proliferar a lo largo de toda la
vida, las neuronas no tienen capacidad regenerativa. Sin embargo, el hallazgo de
células madre neurales en la region subventricular (SVZ) del cerebro adulto (Galli
et al, 2003), asi como en el giro dentado del hipocampo (Cameron y McKay,
2001) de roedores, supuso un nuevo capitulo de estudio sobre la posibilidad de
regenerar neuronas en el cerebro. El mejor marcador de CMN es la Nestina, una
proteina de los filamentos intermedios del citoesqueleto celular (Frederiksen y
McKay, 1988). Recientemente se han identificado otros marcadores: Musashi-1,
una proteina de unién al RNA (Sakakibara et al.,, 1996; Kaneko et al., 2000);
Notch, que se cree que mantiene a las células en un estado proliferativo e inhibe
la diferenciacion neuronal (Lewis, 1998); la subfamilia SOXB1 de factores de
transcripcion (Sox1, Sox2, Sox3), que se coexpresan en progenitores neurales
proliferativos a lo largo de la embriogénesis de roedores y en la edad adulta
(Collignon et al,, 1996).

2.2 Células madre de origen dental

La formacién embriologica de los dientes, se caracteriza por una estructurada
interaccidon de células ectodérmicas epiteliales y ectomesénquima originado por
la migracidon de las células de la cresta neural (Fig. 5) (Mitsiadis et al., 2017;
Santagati y Rijli, 2003; Sperber 1989). Este tejido ectomesenquimal origina la
pulpa dental (PD) y el ligamento periodontal (LP) tanto de leche como
permanentes. Las células de PD y LP por sus caracteristicas mesenquimales, se
mantienen en condiciones de células madre mesenquimales. Estas células fueron
aisladas inicialmente por Gronthos y cols (2000), mediante digestiéon enzimatica
de tejido pulpar. El andlisis inmunohistoquimico estas células mostré marcadores
similares a las células mesenquimales extraidas de médula 6ésea. Estudios
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posteriores de este mismo grupo confirman que estas células cumplen con los
criterios necesarios para ser caracterizadas como células madre mesenquimales,
como la capacidad de diferenciarse a adipocitos, células de la cresta neural y
odontoblastos (criterios propuestos por la Sociedad Internacional de Terapia
Célular (ISCT; Dominici et al., 2006).
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Figura 5: Desarrollo del diente y anatomia dental. A) Distribucién de la cresta neural cefélica
durante el desarrollo embrionario y derivados 6seos de estas células en el craneo adulto. (Figura
modificada de Santagati y Rijli, 2003). B) Desarrollo del esbozo dental en embriones de ratéon de
E9 a E18, expresando marcadores de células de la cresta neural (frizbee y Pax9). Se aprecia como
el mesénquima dental, que va a formar la PD y el LP provienen de la cresta neural (Figura de
Mitsiadis et al., 2017). C) Anatomia del diente adulto.

2.2.1 LIGAMENTO PERIODONTAL

En 2004, Seo y colaboradores publicaron que el LP humano adulto contenia una
poblacion de células madre multipotenciales, que podian ser aisladas y
expandidas in vitro, identificandolo como un reservorio Unico de células madre
de una fuente tisular accesible (Seo et al., 2004).

En el caso de las células madre adultas en el LP son similares a otras células
madre mesenquimales con respecto a la expresiéon de STRO-1, CD146, CD90,
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CD29, CD44, CD13, CD105 y CD166, por lo que las células madre del LP pueden
también derivar de una poblacién de células perivasculares que conservan
capacidad autorregenerativa y multipotencialidad (Seo et al.,, 2004; Trubiani et
al., 2005; Nagatomo et al., 2006). Algunos estudios apuntan que la localizacion
perivascular de las células progenitoras sugiere que la sangre o la médula 6sea
podria ser fuente de esas células (Gould et al., 1977; McCulloch et al., 1987).

Después de aislar LP someterlas a determinadas condiciones de -cultivo,
demostraron capacidad para diferenciarse en células similares a cementoblastos,
osteoblastos, condrocitos, adipocitos, miofibroblastos y células formadoras de
colageno (Nagatomo et al., 2006; Techawattanawisal et al., 2007; Gay et al.,, 2007;
Coura et al,, 2008, Kadar et al., 2009). En estudios posteriores se ha investigado
el potencial de las LP para dar lugar a células propias del sistema nervioso. Para
ello las LP humanas han sido cultivadas con diferentes medios descritos para
células madre del sistema nervioso. Cuando el medio estaba libre de suero y con
EGF Y FGF2, éstas se han propagado como agregados celulares que recuerdan a
las neuroesferas, modo por el cual proliferan las CMN. Este hecho refuerza la
importancia de las células de la cresta neural en el desarrollo y capacidad
regenerativas de las piezas dentarias (Fig. 5). Al analizarlas descubrieron que
expresaban marcadores de células madre neurales como Nestina y Sox-2, ademas
de Emx2, un marcador temprano del desarrollo del neocortex, y A2B5, un
antigeno neuronal de superficie. Si eran tratadas con acido retinoico, adquirian
una morfologia neuronal y llegaban a expresar marcadores neuronales como la 3-
[II-tubulina, Neurofilamento-M, Neurofilamento-H, MAP?2, GAD67,
Neurofilamento-L y Sinaptofisina (Widera et al., 2007). En nuestro laboratorio,
trabajos previso nos han permitido conformar su potencialidad neural tanto "in
vitro" como "in vivo", asi como la expresién de marcadores especificos de
progenitores de cresta neural, como Slug, Twist and Sox9 (Bueno et al., 2013).

2.2.2 PULPA DENTAL

La biologia celular de las células pulpares dentales fue descrita originalmente por
Stanley (1962), siendo consideradas como fibroblastos tras el establecimiento de
métodos de cultivo por parte de Pomerat y Contino (1965). Los principales
componentes del tejido de la pulpa dental son las células de la pulpa dental, que
son células mesenquimales derivadas de la cresta neural (Thesleff, 2003;
Janebodin et al, 2011). Algunas de estas células demuestran un alto potencial de
crecimiento y poseen multiples propiedades de diferenciacién. Estas poblaciones
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de células estan presentes no solo en el tejido de pulpa adulto, sino también en la
pulpa dentaria decidua y en la papila apical.

Se ha aislado una poblacién de células madre mesenquimales (MSC) a partir de
tejido de pulpa dental. Primero se aislaron del tejido de la pulpa de dientes
humanos permanentes, y se designaron células madre de la pulpa dental
postnatales. Estas células que fueron seleccionadas por su alta tasa de
crecimiento, se diferenciaron en osteoblastos, adipocitos y células neuronales.
Las células de la PD tienen el potencial de diferenciarse en células neuronales in
vitro e in vivo (Miura et al., 2003)
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OBJETIVOS

Se propusieron los siguientes objetivos:

e Objetivo general: Desarrollar un modelo celular de TEA, generando cultivos
de células mesenquimales derivadas de ligamento periodontal y pulpa dental
para buscar marcadores celulares y moleculares de la enfermedad.

¢ Objetivos especificos:

1. Aislar y amplificar células madre mesenquimales de ligamento periodontal
y pulpa dental a partir de muestras con TEA y Controles.

2. Definir las caracteristicas celulares y moleculares de estas células.
3. Conocer la potencialidad neural de estas células.

4. Comparar las propiedades de células neuronales derivadas de LP y PD con
TEA con células de individuos control.
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MATERIALES Y METODOS

. CULTIVOS CELULARES:

Aislamiento de las células de ligamento periodontal y pulpa dental.

Las extracciones dentales se realizaron en el Hospital de San Juan (Alicante).
Se recogieron 4 dientes de leche de nifios (2 nifios diagnosticados de TEA y 2
de nifios control). Los dientes de leche se depositaron en tubos (Falcon) con
medio de cultivo células, compuesto por: DMEM High Glucose (Biowest),
antibioticos: 5.000U/ml Penicillin y 5.000U/ml Streptomycin (Lonza), y
Fungizona 2,50ug/ml (Gibco).

Las muestras fueron guardadas a 42C y trasportadas en hielo hasta el edificio
LAIB-Arrixaca (Murcia), donde fueron procesadas.

La extraccion de células dentales se realiz6 en condiciones de esterilidad en
una cabina de seguridad tipo II con flujo vertical una cabina de seguridad
bioldgica tipo I

1. Los dientes de leche se colocaron en una placa de Petri con PBS estéril
(Gibco), antibiéticos: Penicilina/Streptomicina, 100ug/ml (Lonza), y
Fungizona, 2,50ug/ml (Gibco).

2. Seretirg, en cada caso, el ligamento periodontal (fundamentalmente del
tercio medio), y la pulpa dental (interior del diente), con la ayuda de unas
pinzas y un bisturi. Se extrajo ligamento periodontal de 2 dientes (uno de
un nifio con TEA y otro de un nifio CONTROL) y pulpa dental del los otros 2
dientes de leche (mismo anterior).
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3. Después, se traspaso el ligamento periodontal y la pulpa dental (junto con
el PBS) a un tubo (Falcon) y se centrifugd a 1.000 rpm durante 10 minutos,
tras lo que se descart6 el sobrenadante y se procedio a realizar la
disgregacion enzimatica:

Al precipitado celular se afiadi6 una solucién de proteasas: Colagenasa
tipo I (3mg/ml; Worthington Biochem) y dispasa (4mg/ml; GIBCO)
durante 1 hora a 37°C.

Una vez pasada la hora, las proteasas se inactivaron afiadiendo un
volumen igual o mayor de medio de cultivo celular DMEM muy frio.
Se centrifugé durante 10 minutos a 1000 rpm

Se descarté de nuevo el sobrenadante y se afiadié el Medio de Cultivo
Completo con antibiéticos y antiftingicos,

e Cultivo de células de Ligamento periodontal y pulpa dental.

1. Antes de cultivar las células obtenidas, se hizo un recuento y estimacion de
la viabilidad celular mediante la utilizacion de la cAamara de Neubauer o
hemocitémetro y azul tripan. Este método se basa en el principio que las
células vivas (viables) cuya membrana citoplasmatica esta intacta, no
permite la entrada del colorante (azul tripan), permaneciendo
refringentes. Mientras que las células muertas (no viables), debido a que su
membrana citoplasmatica se encuentra rota, permite el paso de colorante
tinéndolas de azul. Los pasos a seguir eran los siguientes:

— La suspensiodn celular se agit6 y se depositaron 10 ul de la misma en un
tubo (Eppendorf), se afiadi6 10 ul de la solucién de azul tripan a la
muestra anterior, agitandose la mezcla con la misma micropipeta y
procurando no hacer burbujas. Se peg6 el cubrecamara en el
hemocitémetro humedeciendo los bordes del mismo, y se llené con la
mezcla anterior la cAmara de aire que existe entre el cubreobjetos y el
hemocitémetro (0.1mm3), por uno de los lados del mismo. Contamos
en el microscopio de contraste de fase las células tefiidas y no tefiidas
en una de las regiones de la cAmara segun la figura.

Para un recuento mas exacto pueden contarse las cuatro regiones de la
camara y obtener la media aritmética de los recuentos. Se calculé el
numero de células totales y viables de la muestra segun las siguientes
férmulas:
N2 células viables/ml = n? células vivas contadas x 10000 x factor
de dilucién
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N¢ células totales/ml = (n2 células vivas contadas + muertas
contadas) x 10000 x factor de dilucion.
%Viabilidad = n? de células viables x 100

n? de células totales

Se multiplica el nimero de células por 10000, ya que el volumen
correspondiente a la region contada en la cAmara Neubauer es de
0.1Imm3.

— Tras hacer el recuento y la estimacion de la viabilidad, se ajusto la
solucion celular a 1x105 células/ml y se sembré 3ml de la misma por
frasco de cultivo de 25 cm2 (Sarstedt). Las células se cultivaron en una
estufa de cultivos celulares a 37°C, 5% de CO2 y 95% de humedad.

2. Las células aisladas del ligamento periodontal crecen adheridas al plastico

de la placa de cultivo. Para su cultivo, expansion y mantenimiento, se
utilizé un medio de cultivo celular que denominamos “Medio de Cultivo
Completo”, compuesto por DMEM High Glucose (Biowest) y suplementado
con los siguientes componentes:

— Fetal Bovine Serum, 15% (Biowest)

— Penicilina/Streptomicina, 100ug/ml (Lonza)

— L-Glutamine, 200mM (Lonza)

— Fungizona, 2,50ug/ml (Gibco).

. Con el objetivo de conseguir un numero de células suficientes para llevar a
cabo la investigacion, semanalmente, cuando las células estaban cerca de
llegar al estadio de confluencia, ocupando aproximadamente el 85% de la
base del frasco de cultivo, se realizaba un pase a otro frasco de mayor
tamafio o a dos frascos de igual tamafio:

— Seretiraba el medio de cultivo del frasco que contenia las células, y se
hacia un lavado, afiadiendo PBS estéril hasta cubrir la superficie del
frasco donde se encuentran adheridas las células, después se retiraba el
PBS y se afiadia Tripsina 0.25% + EDTA 1mM (disgregacion enzimatica)
en cantidad suficiente para cubrir la superficie y se incubaba en una
estufa para cultivos celulares a 37°C, 5% de CO2 y 95% de humedad
durante 5 minutos.
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— Posteriormente, se procedia a la neutralizacion de la actividad
enzimatica con igual o mayor cantidad de medio de cultivo. La mezcla
era centrifugada durante 5 minutos a 1000 rpm, se desechaba el
sobrenadante y se resuspendian las células en 1 ml de medio de cultivo
completo. Tras estimar la viabilidad, se ajustaba el nimero de células de
la suspension anterior, normalmente a 1x105 células/ml, y eran
sembradas en un frasco de cultivos de mayor superficie que el anterior
o en dos del mismo tamafio y se vuelven a depositar los frascos en las
estufas de cultivos a 37°C, 5% de CO2 y 95% de humedad. El medio de
cultivo celular completo era cambiado con una frecuencia de 3 veces
por semana aproximadamente, atemperando siempre los medios que se
van a afiadir a los frascos a 379C.

4. Por otro lado, para la proliferacion y mantenimiento de células madre
neuronales, se utiliz6 otro medio de cultivo que denominamos “Medio de
Diferenciacion” compuesto por DMEM F12 + Glutamax, 1X (Gibco) al que
afiadimos los siguientes componentes:

— Hepes Buffer, 5mM (Gibco)

— Glucosa, 0,6% (Sigma)

— N2 Suplement, 100X (Gibco)

— Penicilina/Streptomicina, 100ug/ml (Lonza)

— MEM NEAA, 100X (Gibco)

— EGF(Epidermal Growth Factor, Pepro-Tech), 20ug/ml (R&D
Sistems)

— FGF basic (Fibroblast Growth Factor,Pepro-Tech), 20ug/ml (R&D
Sistems)

El medio de diferenciacion era cambiado con una frecuencia de 3 veces por
semana aproximadamente, atemperando siempre los medios que se van a
afadir a los frascos a 379C.

5. Para tener una reserva de células almacenadas que permitiera llevar a cabo
la investigacion, se congelaron células en proliferacion.

— Sellevd a cabo con un medio de congelacion compuesto por un 90% de
suero (Fetal Bovine Serum, Biowest) y un 10% de DMSO (dimetil
sulfoxido, SIGMA), que evita la cristalizacién del agua dentro del
citoplasma. Se afiadi6é 1 ml de suspension celular (aproximadamente
1x106 células/ml) por cada vial. Posteriormente, los viales fueron
almacenados en una camara frigorifica de -80°C durante 2 horas.

43



2.

— Para su descongelacion y siembra de nuevo en cultivo, cada vial con
1x106células se descongel6 sumergiéndolo en un bafio a 37°C.
Posteriormente se afiadia medio de cultivo celular a la suspension y era
centrifugada durante 10 minutos a 1000 rpm.

— El precipitado celular resultante se resuspendia en 1ml de medio de
cultivo completo. Tras estimar la viabilidad, las células eran sembradas
en un frasco de cultivo y se incubaban en una estufa para cultivos
celulares a 37°C, 5% de CO2 y 95% de humedad.

PCR-RNA

Extraccion de RNA.

El RNA de las células en cultivo se extrajo mediante el reactivo TRIzol
(Invitrogen Life Technologies), de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Brevemente, las células se lavaron con PBS 1X, se les afiadio 1 ml
de Trizol y se homogeneizaron mediante pipeteo repetitivo, pasandolas a
continuacion a un tubo de 1.5 ml (en este punto las células pueden congelarse
a -80 2C hasta 3 meses). Para la fase de separacion, los homogeneizados se
incubaron 5 min a temperatura ambiente para permitir la completa
disociacion de los complejos nucleo-proteina. A continuacion, se afiadié 0.2 ml
de cloroformo por cada 1 ml de Trizol, se agité manualmente durante 15
segundos y se incub6 2-3 min a temperatura ambiente. Luego los tubos se
centrifugaron durante 15 min a 12.000 xg y a 4 2C. Para precipitar el RNA, se
transfirio la fase acuosa a un tubo limpio y se afiadi6 0.5 ml de isopropanol por
cada 1 ml de Trizol. Se incub6 10 minutos a temperatura ambiente y se
centrifug6 10 min a 12.000 xg y a 4 2C. El precipitado, que contiene el RNA, se
lav6 con 1 ml de etanol al 75 % por cada 1 ml de Trizol, se le dio un vortex y se
centrifugd 5 min a 7.500 xg y a 4 2C. Finalmente, el RNA precipitado y lavado,
se dejo secar a temperatura ambiente y se disolvié en 35 pl de H20 libre de
RNasas.

RT-PCR.

A continuacién, 1 pg de RNA se retro-transcribié a cDNA mediante una RT-
PCR utilizando el kit comercial iScript cDNA Synthesis Kit (BIO-RAD). Para ello,
se mezclé el volumen de RNA que corresponde a 1 pgy se afladié H20 hasta 15
ul en sus correspondientes tubos de 200 pl. Se hizo una Master Mix que
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contenia 4 pl de 5x iScript Reaction Mix y 1 pl de iScript Reverse Transcriptase
por cada muestra y de ella se reparti6 5 ul a cada tubo que contenia el RNA. Se
colocaron los tubos en un termociclador LifeEco (modelo TC-96/G/H(b)C) y la
RT-PCR se llevo a cabo bajo las siguientes condiciones: 5 min a 252C para la
union de los primers, 20 min a 46 2C para la transcripcién inversa y 1 min a
959C para inactivar la reaccion.

Las concentraciones de cDNAs se midieron en un espectrofotémetro
NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) y se
obtuvo unos ratios de pureza de unos 1.88 para 260/280 y de 2 para 260/230.

RT-PCR especifica de microRNAs

Para el estudio especifico de la expresion de miRNAs, el RNA total se convirtio
a cDNA utilizando el kit TagMan MicroRNA Reverse Trasncription Kit (Applied
Biosystems) y los primers especificos de microRNA-132 y de microRNA-16 de
los kits TagMan MicroRNA Assays (Applied Biosystems). Para ello, se hizo una
dilucién previa de los RNAs a 1:100, de ésta se pasaron 10 ng de RNA a tubos
de PCR y se complet6 hasta 5 pl con H20. Se prepararon RNAs de la misma
muestra tanto para el miRNA-132 como para el miRNA-16.Y para cada una de
ellas, se prepar6 una Master Mix que contenia 0.15 pl de dNTP mix, 1 pl de
Multiscribe RT enzyme (50 U/ul), 1.5 pl de 10x RT Buffer, 0.19 ul de RNase
Inhibitor (20 U/ul) y 4.16 pl de H20. De esta mezcla, se puso 7 pl en cada tubo
de PCR preparado con el RNA y se afiadio 3 pl de 5X RT-primer del miRNA-
132 6 miRNA-16, como correspondiera, y los tubos se pasaron a un
termociclador LifeEco (modelo TC-96/G/H(b)C) con el siguiente programa: 30
min a 162C, 30 min a 42°C y 5 min con 852C.

PCR cuantitativa a tiempo real (qPCR)

La gPCR permite cuantificar de forma relativa los niveles de expresion de un
determinado gen o microRNA entre diferentes muestras y asi poder
compararlas. La deteccién de la amplificacion de los diferentes productos de
PCR, se realiz6é mediante dos métodos quimicos segun los protocolos de los
fabricantes: SYBR Premix Ex Taq (Tli RNaseH Plus) (Takara) para los genesy
TagMan MicroRNA Assays (Applied Biosystems) para analizar el miRNA-132.
Todas las detecciones se realizaron por triplicado en un sistema StepOne Plus
Real-Time PCR (Applied Biosystems) y los andlisis de expresion se realizaron
con el software StepOne usando el método de Delta de Ct. Todos los valores
obtenidos se normalizaron con el control endégeno GAPDH para los genes
codificantes y con miRNA-16 para el miRNA-132.
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— Concretamente, para la cuantificacidn de la expresion génica, se prepar6 una
Master Mix compuesta por 5 pl de 2X SYBR Premix Ex Taq (Tli RNaseH Plus),
0.2 ul de 10 pM Primer Sentido (S), 0.2 ul de 10 uM Primer AntiSentido (AS),
0.2 ul de 50X ROX Reference Dye y 2.4 pl de H20 para cada muestra. De cada

cDNA se puso 100 ng, por triplicado en diferentes pocillos de la misma placa,

se afiadio 8 pl de la Master Mix a cada uno de ellos. A cada placa también se
afiadié un control negativo por triplicado, que consiste en Master Mix sin
cDNA. Y las condiciones de la PCR fueron: 30 seg a 952C para una

y

desnaturalizacion inicial, seguida de 40 ciclos de 5 seg a 952Cy 30 seg a 602C.
La reaccidn se termind con una curva de disociacion de 15 seg a 952C, 1 min a

602C y 15 seg a 952C, que permite visualizar el amplicon obtenido y asi
confirmar que amplificamos so6lo el fragmento deseado y que la reaccién ha
salido correctamente.

— Las secuencias de los primers que se han utilizado para el estudio de la
expresion génica (tabla 3) se han disefiado con Primer3 (v. 0.4.0)
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) o se han escogido del Primerbank
(CASP3, SYNGAP1, CC2D1A, BDNF y GAPDH)
(https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/). Las secuancias de los primers
que se han utilizado para la amplificacion de NR3C1 se han obtenido del
articulo de Vukojenic V. et al, ]. Neurosci 2014.

Producto

Gen Secuencia del primer (5 2>3") | Posicion (pb)

GAD1 S-AGGCAATCCTCCAAGAACCT EX4-Ex5 208
AS- GGTGGAGCGATCAAATGTCT | NM_000817.2

S- GCAGATTAGTAGGCGGCTTG | Ex8-Ex9

SIRT1 AS- TCTGGCATGTCCCACTATCA | NM_012238.4 152
S-
CATGGAAGCGAATCAATGGACT | Ex4-Ex5

CASP3 AS- NM_004346 139

CTGTACCAGACCGAGATGTCA

EN1 S-GTCAAAACTGACTCGCAGCA Ex1-Ex2 182
AS- AACTCCGCCTTGAGTCTCTG | NM_001426.3

RORA S-TGCCACCTACTCCTGTCCTC Ex4-Ex5 187
AS- CTGCATCCGGTGTTTCTGTA | NM_134261.2
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http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/

RHOA S-GCTGGGCAGGAAGATTATGA | Ex3-Ex4 40
AS-ACGTTGGGACAGAAATGCTT | NM_001664.3
S_
TGGAGAAACGTACGGTAAGGA | Ex4-EX5

RACI AS- NM 018890.3 | 0
GGACTCACAAGGGAAAAGCA
S-TAACGGCGGCAGACAAAAAGA |

BDNF AS- 117
TGCACTTGGTCTCGTAGAAGTAT | WM-001143811
S-GCTCCATCATCCGTGACC Ex3-Ex4

MeCp2A AS- CCTCTCCCAGTTACCGTGAA | NM_ 0049831 | -2°
S-CGAGTCCAGTCGCAACAAACT

Ex3-Ex5

SYNGAP1 | AS- N 000772 202
GATGGAGCTTTTTAGCCGTCG -
S-CTTCAGAACAGCAACATT Ex2

NR3C1 AS-GACTCTCATTCGTCTCTT NM 0001762 | 14

DCan S-GCCTATCACTCCAGAGACTGC | Ex5-Ex6 "
AS- GTGCAGGGCATTTGTCATTA | NM_001791.3
S- CAGACTCCATGTGCCTGAGA | 0

MKI67 AS- M Ooaai7a | 206
CCCAGTTCGATTTTTCTGTCA - '
S-CCAAGCTCATACGGCAGCA | o

CC2D1A AS- M 017791 106
TCCTCCGCCAACTTTTCAAAC -
S-CGGTTTCTGGGAGGGAAC Ex12-Ex13

SHANKS AS-GTCGTAGGAGCCCACTGTGT |NM 03351714 | %
S-CTGGTGGGCAATCCATTTAC | Ex8-Ex9

NTRK2 AS- TCACCTGCCACACTACAGGA | NM_ 0061804 | 25
S-TCTTCTTTTGCGTCGCCAG Ex1-EX5

GAPDH AS- AGCCCCAGCCTTCTCCA NM 002046.6 | °°

Tabla 3: Primers utilizados en la qPCR, su posicién en la secuencia del mRNA y tamafio del

producto que amplifican.

— Por otro lado, para la cuantificacion relativa del miRNA-132, se utilizaron los
ensayos TagMan MicroRNA Assay (Applied Biosystems) con ID: 457 para

miRNA-132 e ID: 391 para miRNA-16. Especificamente, se prepar6 una Master

Mix conteniendo 0.5 pl de 20X TagMan Small RNA Assay, 5 pl de 2X TagMan
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Universal Master Mix I1, no UNG (Applied Biosystems), y 3.5 ul de H20 por
muestra. Se distribuyé 1 pl del producto de RT-PCR por triplicado y se le
afiadid 9 pl de la Master Mix. De la misma manera se incluy6 un control
negativo por triplicado. Las condiciones de PCR del StepOne Plus fueron: 10
min a 952C, seguido por 40 ciclos de 15 sega 952C y 1 min a 602C. Los ensayos
TagMan estan optimizados y su eficiencia esta confirmada por el fabricante; su
disefio compuesto por un par de primers y una sonda hacen innecesaria la
curva de disociacion al final de la reaccion.

Extraccion de ADN, modificacion con bisulfito sédico y PCR especifica de
metilacion (MSP).

El ADN de todas las células en cultivo se extrajo mediante el kit Blood & Cell
Culture DNA Kit (Qiagen, cat no. 13323) siguiendo las instrucciones del
fabricante. A continuacion, 500 ng de ADN fueron modificados con bisulfito
sodico utilizando el kit Epitect Bisulfite Kit (Qiagen) tal y como describe el
protocolo del fabricante. Dicha modificacion consiste en la conversion de
todas las citosinas no-metiladas del ADN en uracilos, mientras que las
citosinas metiladas permanecen sin cambios. La metilacion del ADN que se da
en los dinucleétidos CpG agrupados en regiones menores de 500 pb, llamadas
islas CpGs, se situan en regions reguladoras de los genes y pueden influir en su
regulacion transcripcional. Con el tratamiento con bisulfito, obtenemos
diferentes secuencias para DNA metilado y no-metilado. Brevemente, este
protocolo que hemos utilizado implica la conversién de citosinas no-metiladas
mediante el tratamiento con bisulfito sédico, la union de las secuencias de
DNA obtenidas a columnas EpiTect, la desulfonacion del DNA unido a la
membrana mediante centrifugacion y posteriores lavados para eliminar el
agente desulfonante, y finalmente la elucion de la columna del ADN puro
convertido. Este ADN esta listo para poder ser utilizado en una PCR especifica
de metilacion (MSP), que permite identificar si el fragmento del gen de interés
se encuentra metilado o no-metilado, ya que se amplifica con primers
especificos de metilacion (M) y de no-metilacién (U), basados en los cambios
producidos en la secuancia del ADN por el tratamiento con bisulfito sédico. La
MSP se realiz6 con el kit GoTaq G2 Hot Start Polymerase (Promega, M7405). De
esta manera, para cada muestra se preparé una Master Mix por duplicado, con
la diferencia de incluir el par de primers especificos de M o de U, conteniendo
asi: 5 ul de 5X Green GoTagq Flexi Buffer, 2.5 ul de 2 mM dNTPs, 1.5 pl de 25mM
MgCly, 0.5 pl primer sentido (M 6 U), 0.5 ul primer antisentido (M 6 U), 0.125
ul de GoTaq G2 Hot Start polymerase (5 U/ ul), 2 ul del ADN modificado y

48



12.875 pl de H20. Las muestras se pusieron en un termociclador LifeEco
(modelo TC-96/G/H(b)C) con el programa: 2 min a 952C, seguidos por 40
ciclos de 30 seg a 952C, 30 seg a Tm (especifica de cada gen; ver tabla4) y 1
min a 729C, para finalizar con una elongacion de 5 min a 722C. En cada MSP, se
incluyeron controles de DNA metilado y no-metilado, ademas de un control
negativo sin ADN. El ADN amplificado se visualizd en gel de agarosa al 2% en
TAE 1X. Los primers utilizados (Tabla 4) se disefiaron utilizando el software
Methyl Primer Express (Applied Biosystems).

Gen

Secuencia del primer (5 23°)

Producto
(pb)

Tm (2C)

RORA

MS: AGAGGGAGTTTCGGAGTTC

MA: GCTCTTACGAACGAATTCCT
US: GATAGAGGGAGTTTTGGAGTTT
UA: CTCACTCTTACAAACAAATTCCT

170

59

UBEA3

MS: TCGGGGTGATTATAGGAGAC
MA: TAAACGACGAATAACGAACG
US:GGTTTGGGGTGATTATAGGAGAT
UA:ATAAACAACAAATAACAAACACC

130

59

GAD1

MS: TGTTTTTGCGTCGGATTAGTC
MA: TATTAAAATCCGCTCCCGC

US:
GTTTGTTTTTGTGTTGGATTAGTT
UA: TATTAAAATCCACTCCCACATT

122

59

RELN*

MS: CGGGGTTTTGACGTTTTTCG
MA:
CGCCCTCTCGAACTAACTCGACG

US: GTGGGGTTTTGATGTTTTTTG
UA: CACCCTCTCAAACTAACTCAACA

184

60

EN2

MS: GGATTTAAAGGTGGTTTCGC
MA: ACTAATTCTCCGAAAACGCC
US: GTGGATTTAAAGGTGGTTTTGT
UA: ACTAATTCTCCAAAAACACCCT

174

60

CC2D1A

MS: TCGTCGGTGATTGATAGAC
MA: ACTATCGCGAACTACGAAAA
US: AGTTTGTTGGTGATTGATAGAT

143

57
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UA:ACTATCACAAACTACAAAAACAA

Tabla 4: Secuencias de los primers para ADN metilado sentido y antisentido (MS y MA), y para

ADN no-metilado (US y UA). Tamafios del amplicén en pares de bases (bp) y temperatura a la
que hibridan los primers al DNA en la MSP.

* La secuancias de los primers de RELN para la MSP han sido obtenidos del
articulo [1] Abdolmaleky HM et al. Am ] Med Genet B Neuropsychiatr Genet, 2005.

3.

Analisis Estadistico

Para todos los andlisis estadisticos se ha utilizado el software Sigmaplot v12.0.
La significacién estadistica entre los valores de expresiéon génica de las
diversas muestras se ha realizado aplicando el test del Andlisis de la Varianza
con un factor (ANOVA), seguido por el método Holm-Sidak para determinar
las diferencias entre ellas. Los valores se han analizado como la media *
desviacion estandar de la media. Valores p < 0.05 se han considerado
significativamente diferentes.

INMUNOCITOQUIMICA

Se utilizaron placas de cultivo de 4 pocillos a las que afadimos una suspension
para facilitar la adhesion celular. La preparacion del sustrato de adhesion se
realizaba mediante el siguiente protocolo:

1.

Se diluy¢ Poli-L-Lisina (SIGMA) al 0,01% en H20 (SIGMA) y se depositaron
250ul de esta dilucién en cada pocillo, tras lo que se incub6 la placa en una
estufa a 37°C durante tola la noche. Al dia siguiente, se realizaron 3 lavados
con H20 miliQ estéril a cada pocillo y se retir6 el exceso de sustrato para que
quedara bien seco. Posteriormente, se sembraron 300 ul de suspension celular
en cada pocillo con aproximadamente 1x104 células en medio de cultivo
completo y se incubaba en una estufa para cultivos celulares a 37°C y con el
5% de CO2.

Cuando las células alcanzaron la confluencia necesaria, se fijaron con
paraformaldehido (PFA, Merck) al 4% en tampon fosfato 0.1 M a pH 7.4
durante 10 minutos a temperatura ambiente y en agitacion suave. A
continuacion, se realizaron 3 lavados de 10 minutos a temperatura ambiente y
en agitacion suave con PBS 1X (pH 7.4).
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3. Después de la fijacion, las células se bloquearon durante 2 horas con una
solucion de PBS, con 5% de suero de caballo (HS, Horse Serum, Gibco) en
presencia de un detergente no idnico (Tritén X-100, Merck) al 0.25%, para
bloquear la posible unién inespecifica de los anticuerpos.

4. Después del bloqueo, las células se incubaron durante toda la noche con el
primer anticuerpo disuelto en una solucion de PBS con 0.25% de Tritén y
suero de caballo al 1%.

5. Trasla incubacién del primer anticuerpo, se realizaron 3 lavados de 10
minutos a temperatura ambiente y en agitacion suave con la misma solucién
en la que se disolvié el anticuerpo primario.

6. Posteriormente, se llevo a cabo el proceso de revelado, con tincion

inmunofluorescente (La inmunofluorescencia permite realizar multiples
tinciones con varios anticuerpos primarios a la vez, siempre y cuando estén
generados en distintas
especies e incluso, combinar éstas, con un marcaje nuclear de las células con
DAPI (4'6-diamidino-2 fenilindol, 10ug/ml en PBS, Molecular Probes), sondas
que se intercalan en el DNA y que tras su excitacidon nos permite visualizar los
nucleos de todas las células.
Tras los lavados, se incub6 el anticuerpo secundario fluorescente durante 2
horas a temperatura ambiente, en agitacion suave y protegido de la luz. Los
anticuerpos secundarios estan conjugados a distintos fluorocromos, en este
estudio se han utilizado Alexa Fluor® 488 (anti-ratén o anti-conejo, 1:500;
Molecular Probes), Alexa Fluor® 594 (anti-raton o anti-conejo, 1:500;
Molecular Probes). Tras la incubacion, se realizaron 3 lavados con PBS 1X de
10 minutos a temperatura ambiente y en agitacion suave.

7. A continuacidn se afiadié DAPI (1:500), que se incuba durante 5 minutos a
temperatura ambiente y en agitacion suave. y se volvié a lavar con PBS 1X de
10 minutos a temperatura ambiente y en agitacion suave.

Los anticuerpos primarios utilizados en la ICC fueron los siguientes:
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ANTICUERPO | Especie | Mc/Pc | Isotipo | Dilucion | Casa Comercial
CASP3 Conejo Pc IgG Cell Signaling
CD44 Ratén Mc IgG 1:250 BD Pharmingen
CD90 Raton Mc IgG 1:50 BD Pharmingen
ChAT Cabra Pc IgG 1:100 Chemicon
EN1 Conejo Pc IgG 1:1.000 Abcam
EN2 Conejo Pc IgG 1:50 ThermoFisher
FGF-8 Raton Mc IgG 20ug/ml R&D Sistems
GABA Conejo Pc IgG 1:300 Sigma
GAD1 Conejo Pc IgG 1:200 Abcam
GAD65/67 Conejo Pc IgG 1:300 Sigma
MeCP2 Conejo Pc IgG Santa Cruz Tecn.
Nestina Raton Mc IgG 1:200 Chemicon
NG2 Conejo Pc IgG 1:300 Chemicon
NGF p75 Conejo Pc N/A 1:500 Chemicon
04 Raton Mc IgM 1:1.000 Chemicon
PSD95 Cabra Pc IgG lug/ml Abcam
SHANK3 Conejo Pc IgG 2ug/ml Novusbio
Sinapsinal Conejo Pc IgG 1:1.000 Novusbio
Sinaptofisina Conejo Pc IgG lug/ml Abcam
SIRT1 Conejo Mc IgG 1:150 Abcam
SOX10 Conejo Pc IgG 1:1.000 Abcam
Tuj-1 Raton Pc IgG 1:1.000 Biolegend
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Tabla 5: Anticuerpos utilizados en este trabajo en Inmunocitoquimica.

WESTERN BLOT

El western Blot es una técnica analitica utilizada para el estudio de proteinas. Este
método, permite la deteccion de una sola proteina dentro de una muestra
bioldgica. La especificidad del Western Blot se logra mediante la utilizacién de un
anticuerpo que reconoce y se une a un epitopo tnico de la proteina de interés.

Con la técnica de Western Blot se puede estimar el tamafio de una proteina,
confirmar la presencia de modificaciones post-traduccionales como la
fosforilacién, y ser utilizado para comparar cuantitativamente los niveles de
proteinas entre muestras.

1. Preparacion de la muestra: Se realizé una extraccion de proteinas a partir

de pellets celulares depositados previamente a -802C . Para ello,
preparamos RIPA a 1X diluido en PBS estéril y afiadiendo inhibidores de
proteasas. Se resuspendio el pellet celular en PBS estéril y se traspaso6 a un
tubo eppendorf, donde se realizaron 3 lavados de PBS estéril frio y
centrifugando 5 minutos a 2.500g (en una centrifuga previamente
atemperada a 42C). Entonces se afiadio la suspension de RIPA y los
inhibidores de proteasas, se agita suavemente y se deja 15 minutos en
hielo, después volvemos a centrifugar 10 minutos a 20.000g (4°C) y se
trasfirio el sobrenadante a tubos limpios para almacenarlos a -802C.
Para medir la concentracién de proteinas se afiadié en una placa P96 5ul
de las muestras de proteinas extraidas a la que se afiadi6 245ul de
Bradford Reagent (Sigma-aldrich) atemperado previamente a temperatura
ambiente y se llevo a la maquina de medicién , que nos indicé las medidas
en un documento Excel.

2. Una vez con la muestra preparada, se procedio a realizar los geles de
acrilamida, bisacrilamida, dependiendo su concentracién del tamafio de la
proteina a estudiar, en nuestro estudio realizamos geles de entre el 8 y el
10% de acrilamida (que forma moléculas que polimerizan para formar
cadenas), bisacrilamida (que forman uniones con las cadenas de acrilamida
para formar un entramado), ademads se afadi6 agua destilada, tampén Tris
HCI (0,5M pH8,8) que mantiene el pH adecuado, dodecilsulfato de sodio
(SDS al 10%) que mantiene la linearidad y la uniformidad de carga de las
proteinas segun la electroforesis, persulfato de amonio (PSA al 10%) para
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5.

la generacion de radicales libres que catalizan la reaccion de
polimerizacién y TEMED que aunmenta la generacién de radicales libres
por el persulfato de amonio.

Estos reactivos se mezclaron y se virtieron en un molde formado por el
conjunto de dos cristales, con una separacién que marca el grosor del gel,
(gel separador). La acrilamida polimeriza en aproximadamente 30
minutos, después se afiadié otro gel con acrilamida de menos porcentaje
(gel concentrador) y se colocaron los peines que marcan el hueco para
afiadir la muestra.

Con el gel polimerizado se extrajo del molde y se retiraron los peines y se
deposité en un soporte para el tanque de electroforesis, y se cubrié de una
solucion previamente preparada y guardada a 42C de Tris-Glycina 1X con
SDS. Una vez alli se cargaron las muestras (20ug de proteina) combinadas
con un tampon de carga con la ayuda de una pipeta y calentadas a 952C
durante 5 minutos para asegurar la desnaturalizacion, también se afiadio
en el primer hueco de cada gel un marcador de pesos moleculares.
Entonces se sometio a un campo eléctrico generado por una fuente de
alimentacion. Las proteinas cargadas negativamente, cuando se someten a
un campo eléctrico, migran al electrodo positivo. Debido a que el SDS
iguala la carga en todas las proteinas, la tasa de migracion viene
determinada por su peso molecular; las moléculas mas pequefias migran
mas rapidamente que aquellas con pesos moleculares mayores. El progreso
en el gel se monitoriza observando el frente coloreado por el colorante
presente en el tampodn de carga y el marcador de pesos moleculares.

Una vez la electroforesis del gel ha terminado, las proteinas se trasfieren a
una membrana de nitrocelulosa. La membrana es un soporte solido que
une e inmoviliza las proteinas, permitiendo asi que la hibridacién de un
anticuerpo las pueda detectar. Previamente a la transferencia, tanto el gel
como la membrana se equilibran en una solucién previamente enfriada que
contiene Tris-Glycina y metanol. Después se colocé en un molde especifico
de trasferencia en el que estan en contacto gel y membrana y protegidos
por papeles de filtro y almohadillas, se deposito este molde en un tanque
con la misma solucién y se conecto a una fuente de alimentacién donde
permaneci6 durante toda la noche a 4°C.

Al retirar la membrana del molde comprobamos con los colorantes del
tampdn de carga si la trasferencia se ha realizado de forma adecuada,
ademas también utilizamos el colorante rojo Ponceau para teiiir la
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membrana y asegurarnos tanto de la eficacia de la trasferencia como de la
adecuada carga de las muestras.

. Después bloqueamos la membrana incubandola con una solucién con leche
en polvo disefiada para reducir los lugares de unién no especificos al
anticuerpo. La leche en polvo al 5% se diluyé en TBS (Tampon Tris salino)
al que afiadimos también detergente Tween 20. La incubamos durante 2
horas a temperatura ambiente. Después del proceso de bloqueo, la
membrana se incuba con el anticuerpo primario diluido en leche en polvo
al 2% con TBS y Tween 20 durante toda la noche a 42C en agitacion suave.
Después de la incubacion con el anticuerpo primario, se procedié a la
eliminacién del excedente mediante tampones de lavado (leche en polvo al
2% con TBS y Tween 20) dejandolos durante 10 minutos a temperatura
ambiente en agitacion suave. Entonces se procedid a incubar el anticuerpo
secundario HRP durante 2 horas a temperatura ambiente en agitacion
suave y se volvié a lavar con TBS.

. La deteccion de las proteinas en la membrana se llevo a cabo por
colorimetria. Utilizamos Pierce ECL que ha sido conjugado previamente a
un enzima (peroxidasa) que convierte el colorante en un producto
insoluble que es visible en la membrana. La cantidad de colorante
convertido es proporcional al cantidad en la muestra. La intensidad de la
tincion fué medida por espectrofotometria.
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Los anticuerpos primarios utilizados en WB fueron los siguientes:

ANTICUERPO | Especie | Mc/Pc | Isotipo | Dilucion | Casa Comercial
CASP3 Conejo Pc IgG 1:1.000 Cell Signaling
EN1 Conejo Pc IgG 1:1.000 Abcam
EN2 Conejo Pc IgG 1:1.000 ThermoFisher
GAD1 Conejo Pc IgG 1:1.000 Abcam
MeCP2 Conejo Pc IgG 1:500 Santa Cruz Tecn.
PSD95 Cabra Pc IgG 2ug/ml Abcam
SHANK3 Conejo Pc IgG lug/ml Novusbio
Sinapsinal Conejo Pc IgG 1:1.000 Novusbio
SIRT1 Conejo Mc IgG 1:10.000 Abcam
B-Actin Raton Mc IgG 1:7.000 Santa Cruz Tecn.

Tabla 5: Anticuerpos utilizados en este trabajo en Western Blot.
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RESULTADOS

1. Estudio de la morfologia del cultivo

El estudio morfologico del cultivo de células de ligamento periodontal (LP) y
pulpa dental (PD) se realizé en los pases 4 al 6 para todas las muestras. Se
observaron bajo microscopio 6 placas T75 y 10 placas P4 por muestra.

En los cultivos de células en proliferaciéon, cuando la confluencia era de
aproximadamente del 70% de la superficie de la placa, pudimos observar que las
células de LP tenian aspecto fusiforme en cadenas lineales y tamafio homogéneo
(Fig. 6). En las células de PD, observamos también un predominio de células
alargadas, pero con la aparicion frecuente de células con morfologia poligonal
variable. En los cultivos de LP no se observaron células esféricas con aspecto
neuronal; sin embargo, en la pulpa encontramos mayor numero de estas células,
con una distribucion dispersa y en cantidad muy variable en los diferentes
cultivos.

Comparamos los cultivos celulares de control y autismo y no encontramos
diferencias significativas en cuanto a la morfologia celular (Fig. 6). Durante los
sucesivos pases se observo que en el LP se alcanzaba la confluencia celular en el
mismo tiempo en LP control (LPC) y LP de autismo (LPA). Sin embargo, se llegaba
antes (2-3 dias aproximadamente) a confluencia en la muestra PD control (PDC)
que en la muestra PD de autismo (PDA).
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LPC LPA Figura 6: Morfologia fusiforme de
: . N células en cultivo. En proliferacion
las células de LP y PD tanto de
controles como derivadas de
dientes con TEA presentan un
aspecto alargado y fusiforme. En
los cultivos de PD aparecen con
mayor frecuencia células de
aspecto poligonal e irregular.

PROLIF.

2. Caracteristicas mesenquimales de las células derivadas de LPC y LPA

Segun trabajos previos, se habia visto el caracter multipotente de células
estromales de origen mesenquimal (MSCs) de las células de ligamento
periodontal (Bueno et al. 2012) y pulpa dental (Tatullo et al., 2015). Para ello se
utilizé una seleccion de anticuerpos definidos como marcadores de MSCs por la
Sociedad Internacional de Terapia Célular (ISCT; Dominici et al., 2006).

Nuestro trabajo pretende desarrollar un estudio comparativo de las
caracteristicas celulares de MSCs con autismo y controles. Primero, hemos de
determinar si las células con autismo cumplen las caracteristicas de MSCs. Por
razones de tiempo y homogeneidad en los cultivos, asi como similitud en
morfologia entre LP y PD, hemos estudiado los procesos celulares de forma
exhaustiva solo en células derivadas de LP. Para determinar si las células de LPA
cumplen propiedades de MSCs, hemos seleccionado 5 marcadores de MSCs:
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- Nestina: reconoce un filamento intermedio especifico de células
indiferenciadas (Frederiksen y Mckay, 1988; Gritti y col, 1996; Fuchs y
Weber, 1994). Es una proteina que en los humanos estd codificada por
el gen NES. Nestina es una proteina de filamento intermedio de tipo VI. Estas
proteinas de filamentos intermedios se expresan principalmente en células
nerviosas donde estan implicadas en el crecimiento del ax6n (Guérette et al,,
2007; Michalczyk et al, 2005). En la inmunocitoquimica, se ve la nestina
acumulada en el citoplasma, que revela la morfologia celular caracteristica
del cultivo (Fig. 7). Las células son positivas al anticuerpo anti-nestina y no se
han apreciado diferencias entre células control y células con autismo.

PhC Nestina Nestina/DAPI Figura 7: Cultivos celares en
medio de proliferacion antes de
confluencia. Las células de LPC

- aparecen con morfologia
fusiforme y expresando
homogéneamente nestina.
Fotografias por contraste de
fases [izquierda],

inmunocitoquimica [centro] vy
inmuno+DAPI [derecha]). Las
células de LPA muestran una
morfologia y expresion de
nestina similar a las de LPC.
Barra de escala: 100 um.

Nestina Nestina/DAPI

LPA
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CD90: es un marcador de superficie celular asociado a células madre
mesenquimales (Mayani y col., 1994; Isacke y col.,, 2000). CD90 puede usarse
como un marcador para una variedad de células madre y para los procesos
axonales de neuronas maduras (Avril et al., 2017). Las células de nuestro
cultivo presentan expresion de CD90, acumulandose el inmunoprecipitado
principalmente en la membrana celular, como corresponde a la localizacion
de la proteina (Fig. 8). Este marcador se expresa de forma parecida tanto en

ligamento periodontal control como en el autismo.

PhC CD90 CD90/DAPI

<

)

LPC

PhC CD90 CD90/DAPI

LPA

Figura 8: Cultivos celares
en medio de proliferaciéon
antes de confluencia. Las
células de LPC aparecen con
morfologia fusiforme y
expresando de forma
homogénea CD90 en Ila

superficie celular.
Fotografias por contraste de
fases [izquierda],

inmunocitoquimica [centro]
y inmuno+DAPI [derecha]).
Las células de LPA muestran
una morfologia y expresion
de CD90 similar a las de
LPC. Barra de escala: 100
um.

61


https://en.wikipedia.org/wiki/Stem_cell
https://en.wikipedia.org/wiki/Axon
https://en.wikipedia.org/wiki/Axon
https://en.wikipedia.org/wiki/Neuron

LPC

LPA

CD44: es un marcador de superficie de células madre mesenquimales.
También se expresa en la mayoria de los linfocitos, en monocitos,
granulocitos, timocitos y fibroblastos (Isacke y col, 2000). El antigeno
CD44 es una glicoproteina de superficie implicada en las interacciones
célula-célula, la adhesion celular y la migracién. En humanos, el antigeno
CD44 esta codificado por el gen CD44 en el cromosoma 11 (Spring et al,,
1966). Las células de cultivos expresan este marcador de células madre
mesenquimales, y no se aprecian diferencias entre en ligamento

periodontal control y autismo (Fig. 9).

CD44/DAPI

PhC CD44 CD44/DAPI

Figura 9: Cultivos celares en
medio de proliferacion antes de
confluencia. Las células de LPC
aparecen con morfologia
fusiforme y expresando de
forma homogénea CD44 en la
superficie celular. Fotografias
por contraste de  fases
[izquierda], inmunocitoquimica
[centro] y inmuno+DAPI
[derecha]). Las células de LPA
muestran una morfologia y
expresion de CD44 similar a las
de LPC. Barra de escala: 100 pm.
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- TUJ1, reconoce la proteina B-tubulina III, dimero que se asocia a la a-tubulina
para formar los microtubulos, siendo marcador especifico de neuronas desde los
primeros estadios de su diferenciacion, asi como de sus prolongaciones axénicas
(Burgoyne y col,, 1988). -En nuestra experiencia este marcador se expresa de
forma homogénea y constante en nuestras células de LP en proliferacién, no
apreciamos diferencias entre las muestras de LPC y LPA (Fig. 10 A, B; 11)
(Bueno et al., 2013). Las células indiferenciadas de LP mostraban un nucleo
elipsoidal aplanado, a menudo localizado en el centro de la célula y con un
volumen nuclear alrededor de 925'356 + 52'6184 u m3 (Fig. 10 D).

PhC TUJl TUJ1/DAPI
vl Figura 10: Inmunodetecciéon de la

expresion de Tujl en LPC y
determinacién de forma y tamafo
nucleo. A) Las células
indiferenciadas expresan de forma
homogénea Tujl. B-D) Estudio de la
forma y tamafio de los nucleos. Las
células de LPC mostraban un nucleo
aplastado y elipsoidal a menudo
localizado en el centro de la célula.
Barra de escala: 25 pm.

LPC

A

LPA

ubulin/DAPI

[V RN Yiam)\

Figura 11: Cultivos celares en medio de proliferacion antes de confluencia. Las células de LPC
aparecen con morfologia fusiforme y expresando de forma homogénea Tujl. Fotografias por
contraste de fases [izquierda], inmunocitoquimica [centro] y inmuno+DAPI [derecha]). Las
células de LPA muestran una morfologia y expresién de TuJ1 similar a las de LPC. Barra de
escala: 100 um
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- NG2. Esta molécula transmembrana puede estar unida a la membrana del
plasma o secretada y asociada con la matriz extracelular (Nishiyama et al.,
1995). Se cree que desempefia un papel en funciones como la adhesion
celular, la comunicacion célula-célula y célula-matriz extrecelular, migracion
y metastasis, proliferacién y crecimiento axonal, guia y regeneracion. Las
células NG2-positivas incluyen precursores de oligodendrocitos (OPC; Levine
y Nishiyama, 1996) y otras poblaciones de células progenitoras, tales
como condroblastos , mioblastos y pericitos (Ozerdem ey al, 2001). No
encontramos diferencias en la expresion de NG2 entre LPC y LPA (Fig. 12).

NG2/DAPI

LPC

LPA

Figura 12: Cultivos celares en
medio de proliferaciéon antes
de confluencia. Las células de
LPC aparecen con morfologia
fusiforme y expresando NG2.
Fotografias por contraste de
fases [izquierda],
inmunocitoquimica [centro] y
inmuno+DAPI [derecha]). Las
células de LPA muestran una
morfologia y expresion de NG2
similar a las de LPC. Barra de
escala: 100 um.

En resumen, hemos demostrado el caracter de MSCs de nuestras células de LPC
y LPA en cultivo por la presencia de Nestina, como marcador de células

progenitoras indiferenciadas; asi como las proteinas de superficie CD44 y CD90,

como marcadores de células mesenquimales. La expresion de NG2 y Tuj1l como

marcadores de progenitores neurales y de cresta neural (Fig. 13A). Para

completar el estudio con un panel de marcadores mes amplio de células

progenitoras de cresta neural hemos realizado un estudio transcriptémico y

protedmico mas detallado, determinando la expresion de Slug, Twist, Oct3/4,

Sox9 y Sox10, siguiendo nuestros resultados previos en LP (Bueno et al.,, 2012).
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Las células de LPA en fase proliferativa expresan los mismos marcadores que las
células de LPC (Fig. 13 B-E):

- Marcadores de células madre: Oct3/4, Nestina y Sox2.

- Marcadores de células de la cresta neural: Slug, Twist, Sox10 and Sox9, asi como
Fgf8b y sus receptores (p75NTR, FGFR1-4).
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Figura 13: Expresion de marcadores de
MSCs de cresta neural. A) Deteccién por
ICC de la expresion de nestina, CD90 y
CD44, B-lll Tubulina (Tujl), NG2 y
RSG5 en LPA. B) Estudio por PCR de la
trascripcion de marcadores de células
madre (Oct3/4, Nestina, SOX2) y de
células de la cresta neural (SLUG,
TWIST, SOX10 y SOX9) en LPA. C)
Estudio protedmico por WB de la
expresion de marcadores de progenitores
de cresta neural en LPA: B-I1l Tubulina,
SOX10 y NTR p75 en LPA. D)
Deteccién por Western de la expresion
de Fgf8b en LPC. E) Deteccion de
proteinas (Westermblot) de receptores de
Fgf en células de LPC y LPA.
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3. Marcador de linea neurogénica

LPC

LPA

GAD65/67. La descarboxilasa del acido glutamico (GAD) es una enzima que
cataliza la descarboxilacion del glutamato a GABA y CO2. En mamiferos, GAD
existe en dosisoformas con pesos moleculares de 67 y 65 kDa (GAe¢7y
GADes ), que estan codificados por dos genes diferentes: GAD1y GADZ,
respectivamente (Erlander et al., 1992),.

GADG67 y GADG65 se expresan en progenitores neuronales y neuronas donde
el GABA se utiliza como neurotransmisor (interneuronas inhibidoras). Fuera
del sistema nervioso central GAD1 (gen que codifica GAD67) se expresa en
células derivadas de la cresta neural, como el mesenquima del esbozo de los
dientes durante el desarrollo (Tamamaki et al., 2003) y en neuronas de los
ganglios dorsales (Hanack et al,, 2017).

En nuestros cultivos de LP hemos detectado la expresion de GAD65/67,
observando un significativo incremento de la intensidad inmunocitoquimica
en LP con autismo (LPA) (Fig. 14).

GAD65/67 GAD65/67 /DAPI

Figura 14: Cultivos celares en
medio de proliferaciéon antes
de confluencia. Las células de

LPC aparecen con morfologia
fusiforme y expresando
GAD65/67. Fotografias por
contraste de fases [izquierda],
inmunocitoquimica [centro] y
inmuno+DAPI [derecha]). Las

células de LPA muestran una
expresion de mayor intensidad

GAD65/67 GAD65/67 /DAPI que las de LPC.
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La homogeneidad en la expresion de los marcadores analizados sugiere la
presencia de células con caracteristicas similares en el LPC y la PDA. La
metodologia seguida para el cultivo basado en las propiedades de adherencia de
las células mesenquimales ha permitido el aislamiento de una poblacién
homogénea de células que presentan caracteristicas de células madre estromales
de caracter mesenquimal y de origen en la cresta neural.

4. Cambios celulares en el proceso de diferenciacion en cultivo de LPC

Hemos estudiado de forma precisa la secuencia de cambios estructurales que
ocurre durante la diferenciacion neuronal de LP y no de la PD por la mayor
homogeneidad celular observada en los cultivos primarios de LP en fase
proliferativa. Ademas, tenemos una mayor experiencia en esta células por los
trabajos previos de nuestro laboratorio sobre la potencialidad neurogénica de las
células de LPC (Bueno et al, 2012) y en su utilizacion como modelo para el
estudio de Ataxia de Friedreich (Jones et al.,, 2012).

Se han analizado las caracteristicas morfologicas de las LPC en condiciones de
proliferacion y diferenciacion neural, incluyendo la forma celular, la superficie
celular, el citoesqueleto y la morfologia nuclear.

En condiciones de proliferacion, las células de LP muestran una morfologia
similar a fibroblastos con microvellosidades de baja densidad en la superficie
celular (Fig. 15 A), microfilamentos de actina y microtibulos de B-III tubulina,
orientados paralelamente al eje longitudinal de la célula (Fig. 15 B). Las células
de LP mostraron expresion espontanea de marcador neural B-III tubulina, incluso
sin haber sido sometidas a induccion neural (Foudah et al.,, 2014). Esta proteina
citoesquelética es considerada de forma generalizada como neuronal marcador
en la neurobiologia del desarrollo y la investigacion con células madre (Flynn,
2013). El analisis de Western blot ha verificado también la expresion de [B-III
tubulina en LP (Fig. 15 C).
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Figura 15: Cambios morfolégicos en cultivos de LPC en fase proliferativa. (A y B)
A) Las células de LP indiferenciadas presentaron una morfologia similar a fibroblastos que, al
ser observadas con microcopia de barrido (SEM), y presentan microvellosidades de baja
densidad en su superficie. B) Se detectan por inmunocitoquimica microfilamentos de actina y
microtibulos de B-III tubulina orientados paralelamente al eje longitudinal de la célula. C) El
analisis de transferencia de Western blot verificd la expresion de B-III tubulina. Los marcadores
de tamafio de proteina (en kilodaltons) estan indicados en el costado del panel.

Para el estudio de la potencialidad neurogénica de los cultivos de LP y PD se
cambi6 el medio de cultivo por el medio neurogénico (ver material y métodos).
Durante el cultivo en este medio se ha observado la ausencia de actividad
proliferativa y cambios de la morfologia celular a lo largo de los 20 dias de
cultivo. Sin embrago, las células PDC mantuvieron cierta actividad proliferativa
aproximadamente durante 2 dias después de haber retirado el medio de cultivo y
afladido el medio de diferenciacion.

Después de 14 dias de condiciones de diferenciacion neuronal, las células del LPC
mostraban morfologias diferentes: células esferoides con procesos cortos, células
muy irregulares, asi como células fusiformes de aspecto unipolar o bipolar.
Aprecian también células multipolares con pequefios cuerpos celulares, alta
refringencia y multiples procesos ramificados (Fig. 16 A) y tamafios muy
variables (Fig. 16 B). El analisis preciso de estas células revel6 diferentes formas
nucleares, incluyendo nucleos lobulados conectados por un puente internuclear
(Fig. 16 D). Los resultados indican que los cultivos neurogénicos de células de LPC
a las 14 dias en medio de diferenciacién contienen simultdneamente células en
diferentes etapas de diferenciaciéon neuronal.

68



Blll-tubulin

EH
>
Qo
5
2
=0
=1

Figura 16: Estudio estructural de las células de LPC durante el cultivo en medio de
diferenciacion neurogénica. A) Fotografias en microscopia de contrate de fases (LM) y
microscopia electréonica de barrido (SEM) para mostrar la heterogeneidad morfoldgica de las
células tras 14 dias de cultivo. B) Se observan diferentes tamafios celulares. C) Diferentes
tipologias celulares. D) Apariencia heterogénea de los nucleos celulares, revelados por el
marcaje con DAPI. Barra de escala: 25 pum.

5. Neurogénesis in vitro de LPC

Hemos descrito que las células de LPC sometidas al cultivo neurogénico
experimentan un dramatico cambio de forma y tamafio. Adoptan primero formas
muy irregulares y aplanadas, que van contrayéndose gradualmente hacia células
esféricas con pequenos cuerpos celulares de alta refringencia (Fig. 17 A). Se
observa remodelacion del citoesqueleto durante los cambios morfologicos que
ocurren cuando las células adquieren aspecto esférico. Los microfilamentos de
actina se desplazan hacia regiones corticales: A diferencia de la actina, B-III
tubulina parece acumularse alrededor del nucleo (Fig. 17 B). La red de
microfilamentos de actina y B-III tubulina casi se pierde en las células esféricas
(Fig. 17 C). Las micrografias de microscopia electronica de barrido muestran que
las células de LPC también experimentan cambios dramaticos en las
caracteristicas de la superficie celular. En condiciones de proliferacion
permanecen muy planas, presentando microvellosidades de baja densidad en su
superficie, pero a medida que las células se redondean a forma casi esférica hay
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un marcado aumento en el numero de microvellosidades (Fig. 17 D). La superficie
de las celdas esféricas esta casi desprovista de microvellosidades (Fig. 17 E).

A

/DAPI

Bill-tubulin/

O

plll-tubulin

Figura 17: Diferenciacion neural in vitro de células de LPC. A) Después de 3-4 dias en cultivo
neurogénico, las células presentan un cambio de forma y tamafio, primero adoptando formas
irregulares y luego contrayéndose gradualmente hacia células esféricas. B) Se observa
remodelacion del citoesqueleto durante estos cambios morfoldgicos. Los microfilamentos de
actina se acumulan en la region cortical. A diferencia de la actina, tub-III tubulina que se acumula
alrededor del nucleo. C) la red del citoesqueleto casi se pierde en las células esféricas. D) Las
micrografias electronicas de barrido muestran que hay un marcado aumento en la densidad de
microvellosidades a medida que las células se esferifican. E) La superficie de las células esféricas
esta casi desprovisto de microvellosidades. Las barras de escalado son de 25 pm en las imagenes
de microscopio 6ptico y 10 um en el escaneo de micrografias electrdénicas. LM, microscopia de
luz; SEM, microscopia electrénica de barrido.
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6. Polarizacion neuronal de las neuronas derivadas de LP.

El analisis morfolégico revel6 que las neuronas derivadas de LPC muestran una
secuencia de desarrollo morfolégico muy similar a lo descrito en cultivos de
células disociadas preparados a partir de cerebro de roedores (Tahirovic and
Bradke., 2009; Takano et al, 2015; Tahirovic, S., and Bradke, F. (2009). Las
neuronas derivadas de LPC comienzan su desarrollo como esferas redondeadas,
que iniciaron el crecimiento de neuritas en un lugar Unico en la membrana
plasmatica; primero haciéndose unipolar (etapas 1-2; Fig. 18 A). Estas células
unipolares evolucionan a células que muestran varias neuritas cortas alrededor
del cuerpo celular (etapa 3; Fig. 18 B). El estudio de la organizacion del
citoesqueleto durante la fase esférica mostré que la red de microfilamentos de
actina y B-III tubulina se ha re-organizado: la B-III tubulina estaba densamente
acumulada debajo de la membrana celular del soma y de neuritas (Fig. 18 A, B),
mientras que los microfilamentos de actina se encontraron principalmente en las
neuritas celulares (Fig. 18 C). Observamos que las neuronas derivadas LP
producen neuritas que presentan en sus extremos formaciones de cono de
crecimiento (Fig. 18 C, D). El dominio central del cono de crecimiento contiene
microtubulos de B-III tubulina y el dominio periférico esta compuesto de haces
radiales de actina (Fig. 18 D), similar al tipico espacial organizacion descrita en
las neuronas en cultivo (Foster y Smith, 1988; Blanquie y Bradke., 2018). Las
micrografias electronicas de barrido también mostraron que el cono de
crecimiento de las neuronas derivadas de LP contiene filopodios y vesiculas en la
superficie celular (Fig. 18 E), lo que sugiere la adicién y extension de la
membrana en conos de crecimiento es mediada por la exocitosis de los
componentes vesiculares, como ha sugerido Ros y colaboradores (2015).

En etapas posteriores del proceso de diferenciacion, las neuronas derivadas de LP
adoptaron gradualmente una morfologia mas compleja, generando varios
procesos neuriticos (etapa 4; Fig. 18 F) y adquiriendo identidades de tipo
dendritico y axonal, dando lugar a una variedad de morfologias caracteristicas de
neuronas (Fig. 18 G). El siguiente paso, la etapa 5, es la polarizacion funcional del
axon y las dendritas, incluida la formacion de espinas dendriticas y la
ramificacion axonal terminal. Las espinas dendriticas son protrusiones de la
membrana dendritica de tamafio micrométrico (Hering y Sheng., 2001).
Dependiendo de los tamafios relativos de la cabeza y el cuello dendriticos, se
pueden subdividir en diferentes categorias, incluyendo filopodiales, hongos,
espinas delgadas, rechonchas y ramificadas (von Bohlen Und Halbach., 2009). Las
espinas dendriticas son compartimentos ricos en actina que emergen de los ejes
dendriticos ricos en microtibulos de las principales neuronas (Merriam et al.,
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2013). Por otro lado, segun la complejidad morfolégica y la funcién, la
ramificacion del ax6n se agrupa en diferentes categorias: arborizacion,
bifurcacion y la formaciéon de colaterales (Gibson y Ma., 2011). Nuestro analisis
morfoldgico reveld que las neuronas derivadas de LPC se desarrollaron dominios
similares a axones y dendriticos bien diferenciados. Estos tipos de procesos
difieren en el patrén estructural (Fig. 18 H-D). El estudio de la distribucién de f3 -
[II tubulina y F-actina demostr6 que estas neuronas desarrollan multiples
procesos de tipo dendrita ramificada con estructuras dendriticas similares a
espinas (Fig. 18 H).
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Figura 18: Polarizacién neuronal de las neuronas derivadas de hPDLSCs.

A) neuronas derivadas de LP comienzan su diferenciaciéon como esferas redondeadas que inician
el crecimiento de neuritas en un punto de la membrana de plasmatica. B) En un estadio mas
maduro se transforman en células que contienen varias neuritas cortas alrededor del cuerpo
celular. C) la red del citoesqueleto se re-organiza. La B-III tubulina se acumula densamente
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debajo de la membrana celular del cuerpo y de neuritas, mientras que los microfilamentos de
actina se encuentran principalmente en las neuritas. D) El cono de crecimiento se compone de
haces radiales de actina F y un eje central que contiene microtibulos de B-III tubulina. E)
Micrografias que muestran que el cono de crecimiento también contiene filopodios y vesiculas
en la superficie de la célula. F y G) En etapas posteriores del desarrollo, las neuronas adoptan
gradualmente una morfologia compleja (F) dando lugar a una variedad de formas similares a
neuronas (G). H) La proteina citoesquelética B-III tubulina y la tincién con F-actina mostraron
procesos parecidos a axones y dendritas (los nimeros e insertos sefialan las areas que se
muestran en mayor aumento). Las barras de escalado son de 25 pum en las imagenes de
microscopio 6ptico y 10 um en el escaneo de micrografias electrénicas de barrido. SEM,
microscopia electrénica de barrido; LM, microscopia de luz; b, paquetes de actina; v, vesiculas, f,
filopodia.

Las micrografias electronicas de barrido mostraron que las neuronas derivadas
de LP presentan multiples ramificaciones de tipo dendritico con protuberancias
de forma de espinas con formas diversas, muy similares a filopodios y hongos
(Fig. 19 A). Estas neuronas muestran diferentes tipos de estructuras en sus
ramificaciones axonales: en forma de bifurcacion (Fig. 19 B), arborizacion (Fig. 19
C) y formacién de colateral (Fig. 19 D).
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Figura 19: Las neuronas derivadas de LP desarrollan dendritas y axones.

A) Las micrografias electrénicas de barrido muestran que las neuronas derivadas de LP
desarrollan multiples procesos ramificados con protrusiones similares espinas dendriticas de
diferentes tipos: filopodiales, hongos, delgadas, rechonchas y ramificadas. B-D) Las neuronas
también muestran diferentes tipos de ramificaciéon axonal terminal, que incluyen bifurcacion
(B), arborizacién terminal (C) y formacién de colaterales (D) (los recuadros y nimeros localizan
las areas que se muestran en mayor aumento). Las barras de escalado son 25 pm en imagenes
microscopicas y 5 um en las micrografias electrénicas de barrido. SEM, microscopia electrdénica
de barrido; LM, microscopia por contraste de fase; s, protuberancias parecidas a espinas; f,

75



filopodium; m, hongo; t, delgado; achaparrado; b, ramificado. (B) bifurcacién; a, arborizacién; c,
formacion colateral.

El Ultimo paso en la polarizaciéon neuronal de las neuronas de roedores en cultivo
es la formacién de sinapsis. Los tipos mas frecuentes de comunicaciéon sinaptica
incluyen axodendritica, axosomatica, axoaxoénica y sinapsis dendrodendriticas. El
analisis morfolégico revel6 neuronas derivadas de LP presentan
especializaciones sugerentes de que estan conectadas entre si (Figura 20 A) a
través de diferentes tipos de interacciones tipo sinapsis, incluyendo sinapsis
dendrodendriticas, axoax6nicas y axodendriticas (Figura 20 B).
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Figura 20: Las neuronas derivadas de LP estan conectadas por regiones similares a sinapsis.

A, B) Las neuronas derivadas de LP se conectan entre si (A) a través de diferentes tipos de
sinapsis, como
interacciones, que incluyen sinapsis similares a dendrodendriticas, axoaxdnicas y axodendriticas
(B). Barra de escala: 25 pum. SEM, microscopia electrénica de barrido; LM, microscopia por
contraste de fase; DD, sinapsis dendrodendriticas; AA, sinapsis axoaxonicas; AD, sinapsis de tipo
axodendriticas.
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La presencia de estructuras sinapticas se exploré mediante el estudio de
expresion de proteinas asociadas a sinapsis: conexina 43 (Cx43) para localizar
sinapsis eléctricas (uniones tipo gap), mientras que sinaptofisina (SYP) y
sinapsinal(SNP) se utilizaron para localizar el desarrollo de sinapsis quimicas
(Fig. 21). Estas proteinas se localizaron casi exclusivamente en células con
morfologia neuronal de los cultivos estudiados. La expresion de Cx43, mostré un
patrén de expresién que reveld contactos puntiformes entre los extremos de las
dendriticas (Fig. 21 A, 1) y las terminales axénicas (Fig. 21 A, 2) con
prolongaciones y el cuerpo de otras células. Las neuronas presentaban escaso
marcaje de Cx43 en el soma o en el eje de las dendritas y axones donde no se
aprecian contactos con estructuras positivas a BRIl tubulina. Aparece también
marcaje de Cx43 en el cuerpo neuronal, acumulado en el area perinuclear (Fig.
21A).

La deteccion de las proteinas presinapticas mostr6 una distribucién muy
diferente de la sinaptofisina (SYP) y Synapsinal (Fig. 21 B, C). Mientras que la SYP
se detecta por inmunocitoquimica en todo el soma neuronal de forma homogénea
(Fig. 21 B), con un cierto gradiente con incremento de expresion hacia los polos
terminales de las neuritas; la simpainal se detecta solo en zonas de terminales
axonicas sobre el soma y/o dendritas neuronales (Fig. 21 C, 1) o en terminales
axonicos contactando con células indiferenciadas (Fig. 21 C, 2).
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Figura 21: Expresion de proteinas sindpticas por inmunofluorescencia.

A) La expresion de Cx43 reveld contactos puntiformes entre los extremos de las dendriticas (A,
1) y las terminales axénicas (A, 2) con prolongaciones y el soma de otras células. Aparece
también marcaje de Cx43 en el cuerpo neuronal, acumulado en el area perinuclear. B) Expresion
de sinaptofisina en las neuronas derivadas de LPC, mostrando una distribucién por elsoma, con
gradiente en las neuritas que tiende a incrementarse hacia los polos terminales de estas. Hay
una intensa expresién en una region esférica de localizaciéon nuclear. C) Inmunomarcaje de
sinpasina 1 localizado exclusivamente en campos terminales de ax6nes sobre dendritas (1) y
somas celulares. Barra de escala: 25 pm.

El patrén de expresion de SYP en las distintas fases morfologicas de las células en
diferenciacion neuronal nos ha permitido determinar la aparicion y distribucién
de esta proteina en relacién con la maduraciéon neuronal. En las etapas esférica y
con pocas ramificaciones se observa intensa inmunoreactividad en el soma, sin
que aparezca SYP en las neuritas proximales con una distribucion escasa y
dispersa en las ramificaciones terminales de las neuritas (Fig. 22 A); la proteina
va distribuyéndose por las prolongaciones de forma progresiva (Fig. 22 B);
acumulandose de forma selectiva en el arbol terminal de aquella con aspecto
axonico (Fig. 22 C).
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Figura 22: Expresion de SYP en las

fases madurativas de las neuronas
derivadas de LP. A) Célula con
pocas prolongaciones, mostrando
como la SYP en el cuerpo celular
(punta de flecha) y se distribuye
hacia los terminales dendriticos
(flecha). B) la SYP se distribuye por
las prolongaciones dendriticas y se
acumula en su polo terminal del
axon. D) En las neuronas maduras
la SYP se localiza en el soma y se
distribuye por las prolongaciones,
acumulandose en la ramificacion
terminal del ax6n (flecha). Barra de
escala: 25 pm.

7. ICC, WB y Expresion: marcadores de autismo en proliferacion y
diferenciacion neurogénica.

Como se ha descrito en la introduccion el diagnostico de TEA hace referencia a
la expresion fenotipica de unas alteraciones del neurodesarrollo que afectan a
la construccion y maduracion del sustrato neurobioldgico de la conducta: la
maduracion de las neuronas y su patrén de conectividad. Un modelo celular de
una enfermedad debe permitir reproducir lo mas fielmente posible los
procesos y mecanismos que actian de forma primaria a nivel celular y
subcelular en la enfermedad; es decir, aquellos elementos potencialmente
patogénicos observables en células individuales, como son: la supervivencia
celular (que sera relevante para determinar en namero de células neurales), la
maduracion funcional de las neuronas (relevante para el desarrollo
madurativo de la actividad mental) y la sinaptogéneisis (como substrato
elemental de la actividad neuronal). Descartamos la posibilidad de reproducir
en un modelo celular de autismo aquellos aspectos dependientes del patrén
de conectividad, que depende de sefiales entre neuronas heterogéneas con
caracteristicas territoriales complejas, y que no se pueden reproducir con
fidelidad en un modelo in vitro.

Por lo tanto, hemos seleccionado para nuestro estudio comparativo entre
células control y células con autismo una seria de marcadores representativos
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de aspectos celulares y relacionados patogénicamente con autismo. El estudio
comparativo de LPC versus LPA y PDC versus PDA contempla: (1) la deteccién
inmunocitoquimica y analisis cuantitativo de las células en cultivo
proliferativo y neurogénico; (2) la presencia de proteina por Western blot
(WB) en ambas condiciones de cultivo, con un analisis semicuantitaivo basado
en la luminosidad de las bandas; y (3) comparando también en ambas
condiciones, la expresion de cada gen mediante la cuantificacion relativa de su
ARNm, utilizando la técnica de PCR cuantitativa.

Aceptando que el resultado del cultivo es la obtencién de una poblacién
celular inmadura, con caracteristicas embrionarias, de esbozo dental (cultivo
proliferativo) y de diferenciacién neural (cultivo neurogénico), hemos
explorado también la expresion de estos marcadores, en embriones de raton,
en células del esbozo dental y/o neuronas derivadas de la cresta neural. Para
ello hemos consultado las bases de datos de expresion por hibridacion in situ:
Eurexpress a dia embrionario de 14.5 (http://www.eurexpress.org) y Allen
Brain Atlas a dia embrionario de E15.5 (http://developingmouse. brain-
map.org).
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Expresion de marcadores

- CASP3 es una proteina que se reconoce como marcador de la apoptosis, ya
que es parcial o totalmente responsable de la segmentacion proteolitica de
muchas proteinas clave para la funcién celular. Las modificaciones en los
patrones de muerte neuronal durante el desarrollo producen variaciones en
el tamafio del cerebro y de la densidad celular de la corteza cerebral.
Alteraciones enn el tamafo cerebral y cambios en la densidad celular se han
relacionado con el TEA (Casanova 2012; Dong et al., 2018).

PROLIF.

LPA

LPC

DIFEREN.

LPA

Figura 23: Microfotografias que
muestran la inmunodeteccion de CASP3
en cultivos de células en proliferacion y
en diferenciaciéon de ligamento y pulpa
dental. (primera fila 200X y segunda fila
400X). En cultivos neurogénicos hemos
observado que CASP3 no se expresa en
las dos muestras celulares de control
(LPC y PDC), mientras que las células
con autismo expresan CASP3.
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Figura 24: Histograma que
ilustra el numero de células
positivas para CASP3 en relacion
con el ndmero total de células en
el cultivo. Los cultivos en
proliferacion (4 primeras
columnas) y los cultivos en
diferenciacion (4 ultimas
columnas). La proporcion de
células positivas para CASP3 es
similar en cultivo proliferativo
tanto en control como en autismo
para las poblaciones celulares de

LPy PD.

Figura 25: Imagenes de Western
realizado en los cultivos celulares.
Linea superior: Western con
bandas inmunopositivas para
CASP3, mostrando la mayor
presencia de proteina en LPA que
en LPC en cultivos en proliferacion;

asi como la no deteccién de CASP3 en PDC en diferenciacién. Los ndmeros representan los datos
semi-cuantitativos de luminosidad media relativa de la superficie de la banda realizad por el
programa Photoshop (insert inferior izq. muestra los valores del patrdon de grises).
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Figura 26: Histograma que representa los resultados obtenidos tras la cuantificacién de la
expresion (mRNA) de CASP3 en las células en cultivo. Los cultivos en proliferaciéon (4 primeras
columnas) y los cultivos en diferenciacion (4 dltimas columnas). Se han detectado diferencias
significativas, con mayor expresion en autismo, en la deteccion de CASP3-mRNA entre LPC y LPA
(p<0,002), PDC y PDA (p<0,001) en proliferacién. En diferenciacién se encontraron diferencias
significativas (p<0,001) entre control y autismo tanto para LP como PD, con una mayor
expresion en las muestras con autismo. Imagen histoldgica de la expresion de CASP3 en el
esbozo dental, de forma selectiva en las células de la PD y el LP, y en las neuronas de los ganglios
de las raices dorales (derivados de la cresta neural), en embriones de ratén de E15,5 (Imagen del
Allen Brain Atlas).

En las muestras de Ligamento Periodontal Control y Autismo en proliferaciéon
detectamos 78,8+-5,1% de células positivas para LPC y un 84,5+-7,5% de células
positivas en LPA, por lo que no existian diferencias significativas en
inmunocitoquimica (Fig. 23, 24). En WB detectamos doble cantidad de proteina
en LPA que en LPC (Fig. 25) y en trascripcién (a través de qPCR) volvimos a ver
mayor cantidad en la expresion de LPA que en LPC (p<0,002) (Fig. 26). Por otro
lado, en las muestras de PDC y Autismo en proliferacion existia un 82,4+-6,3%
células positivas en PDC y un 76,5+-5,6% para PDA, de modo que no encontramos
diferencias significativas entre las muestras (Fig. 25). Si se encontré una
diferencia significativa en expresion del gen entre PDA y PDC (p<0,001) siendo
mayor la cantidad encontrada en PDA (Fig. 26).

Se repitieron los experimentos en las muestras con las células en diferenciacién.
No se detecto la proteina CASP3 en LPC en la inmunocitoquimica, mientras que en
LPA habia 77,0+-1,08% células positivas (Fig. 24). En el WB sorprendi6 la
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presencia de proteina CASP3 en los cultivos neurogénicos de LPC, hasta casi el
doble que en LPA de LPC (Fig. 25). En la expresion del gen volvimos a ver mayor
cantidad en LPA que en LPC (P<0,001) (Fig. 26). Por ultimo, en las muestras de
PDC y PDA en diferenciaciéon encontramos que, de nuevo, no pudimos detectar la
proteina en la muestra de PDC (confirmado con poca expresion en WB; Fig. 24 y
25), pero si en células PDA (68,8+-15,0%), en WB detectamos casi el doble de
proteina en PDA que en PDC (Fig. 25) y en expresion existe mayor cantidad en
PDA que en PDC (P=0,001)(Fig. 26).

Como analisis global de la deteccién de CASP3 podemos decir que se observa una
expresion importante de esta proteina en las células de LP y PD. Hemos
observado mayor expresion del gen y la proteina en las células con autismo que
en los controles, sobretodo en células en diferenciacion neural. La diferenciacion
reprime la presencia basal de células CASP3+ en los cultivos de células con
autismo (tomada como la detectada en proliferacion). Sin embargo la
diferenciacion aumenta muy significativamente la presencia de la proteina en las
células del cultivo.
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MeCP2 interviene en la regulacion de la expresion genética como regulador

transcripcional.

Mutaciones en MeCP2 se han relacionado con sindromes

asociados a la interaccion social como el Sindrome de Rett y el TEA (Horvath
y Monteggia, 2018; Lyst and Bird, 2015).

PROLIF.

DIFEREN.

PDC

LPA

PDA

PDC

Figura 27:
Microfotografias que
muestran la

inmunodetecciéon de MeCP2
en cultivos de células en
proliferacion (primera fila a
200X y segunda fila a 400X)
y en diferenciacion de
ligamento y pulpa dental.
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Figura 29: Histograma que representa los resultados obtenidos tras la cuantificacién de la
expresion (mRNA) de CASP3 en las células en cultivo. Los cultivos en proliferaciéon (4 primeras
columnas) y los cultivos en diferenciacion (4 dltimas columnas).. Los cultivos en proliferacion (4
primeras columnas) y los cultivos en diferenciaciéon (4 ultimas columnas). encontramos mayor
cantidad en LPA que en LPC (p<0,001) y mayor también en PDA que en PDC (p=0,001), en las
muestras en proliferacién. Por otro lado, en las muestras en diferenciaciéon encontramos una
diferencia significativa (p=0,020) con mayor expresion en LPA, se observo de nuevo mayor
expresion en PDA que en PDC (p<0,001). Imagen histolégica de la expresion de MeCP2 en el
esbozo dental, de forma selectiva en las células de la PD y el LP, y en las neuronas de los ganglios
de las raices dorales (derivados de la cresta neural), en embriones de raton de E14,5 (Imagen de
Eurexpress).
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En las muestras de LPC y LPA en proliferaciéon detectamos 35,6+-9,5% de células
positivas para LPC y un 84,82,2+-3,9% de células positivas en LPA, lo que nos indicada
una diferencia significativa con mayor presencia de células MeCP2 en cultivos de LPA
que en controles (P<0,001) (Fig. 27 y 28). Nos conseguimos obtener datos fiables de los
experimentos que se realizaron por WB. En trascripcion volvimos a ver mayor cantidad
en la expresion de MeCP2 en cultivos de LPA que en LPC (P<0,001) (Fig. 29). Por otro
lado, en las muestras de PDC y PDA en proliferacion existia un 13,3+-8,0% de células
positivas en PDC y un 45,9+-15,6 para PDA, por lo que existia una diferencia significativa
entre las muestras. También volvimos a ver una mayor trascripcién de MeCP2 en PDA
que en PDC (P=0,001)(Fig. 29).

En las muestras con las células en diferenciacién encontramos un 98,5+-1,8% de células
positivas para LPC y 99,6+-0,8% para LPA, sin diferencia significativa entre los cultivos
(Fig. 27 y 28); pero en trascripcion si encontramos una diferencia significativa (P<0,020)
con mayor expresion en LPA (Fig. 29). Para las muestras de PDC con 97,2+-4,6 células
positivas y PDA con 100+-0% células positivas no encontramos diferencias significativas
(Fig. 27 y 28), y en trascripcion, se observo mayor expresion en PDA que en PDC
(<0,001)(Fig. 29).

Como analisis global tenemos que sefialar que las células con autismo presentan mayor
expresion de MeCP2, tanto en niveles de proteina como en expresion del gen. LA
diferenciacién neural supone un significativo incremento de la expresién de MeCP2.
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EN1. Codifica proteinas (factores de transcripcién) que se han implicado en el
control de la formacion de patrones estructurales y de mapas sinapticos durante el
desarrollo del sistema nervioso central (Benayed et al., 2005, 2009).

PROLIF. PDC

LPA

DIFEREN.

Figura 30: Microfotografias que
muestran la inmunodeteccién de
EN1 en cultivos de células en
proliferacién y en diferenciacién
de ligamento y pulpa dental
(primera fila a 200X y segunda fila
a 400X).
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PROLIFERACION DIFERENCIACION Figura 32: Iméagenes de Western
realizado en los cultivos celulares.
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de LP y PD controles y con autismo.
E Los nimeros representan los datos
semi-cuantitativos de luminosidad
media relativa de la superficie de la banda realizad por el programa Photoshop (insert inferior
izq. muestra los valores del patrén de grises).
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Figura 33: Histograma que representa los resultados obtenidos tras la cuantificacion de la
expresiéon (mRNA) de EN1 en las células en cultivo de LP. Los cultivos en proliferacion (4
primeras columnas) y los cultivos en diferenciacion (4 dltimas columnas). Encontramos mayor
cantidad en LPA que en LPC (p<0,001). Por otro lado, en las muestras en diferenciacion
encontramos una diferencia significativa (p<0,020) con mayor expresion en LPC que en LPA.
Imagen histoldgica de la expresion de EN1 en el esbozo dental, de forma selectiva en las células
de la PD y el LP, y en las neuronas de los ganglios de las raices dorales (derivados de la cresta
neural), en embriones de ratéon de E15,5 (Imagen del Allen Brain Atlas).

En las muestras en proliferacion, en LPC existia un 47,4+-19,0% de células
positivas para EN1 y en LPA un 77,9+-18,3%, con una diferencia significativa
(P<0,006) (Fig. 30 y 31), en Western blot no encontramos diferencias (Fig.
32), pero en trascripcidn se observé una diferencia significativa (P=0,001) con
mayor expresion en LPA (Fig. 33). En Pulpa observamos un 55,0+-8,4% de
células positivas en LPC y un 96,9+-6,3% de células positivas en LPA, con una
diferencia significativa (P<0,001), en western blot no encontramos diferencias
significativas (Fig. 32).

Con las células en diferenciacion observamos un 96,5+-1,2% de células
positivas en LPC y un 94,8+-4,2% de células positivas en LPA, sin diferencias
significativas (Fig. 30 y 31). En western blot tampoco encontramos diferencias
significativas y en trascripcion si que encontramos una diferencia significativa
(p<0,001) con mayor expresion en LPA. En las muestras de pulpa, observamos
un 94,6+-4,1% de células positivas en PDC y un 100+-0% de células positivas
en PDA, sin diferencias significativas, en western tampoco encontramos
diferencias significativas (Fig. 30-32). El estudio transcriptémico de EN1 en
PD no produjo resultados valorables.
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En resumen, EN1se expresa de forma aumentada en células indiferenciadas de
LP y PD con autismo. Una vez diferenciadas, ambos tipos celulares
incrementan la expresion de la pretina EN1, con la represion de la expresion
del gen en el LP.

- EN2. Codifica proteinas (factores de transcripcion) que se han implicado en
el control de la formacién de patrones y mapas sinapticos durante el
desarrollo del sistema nervioso central. Comparte patrén espaciotemporal
de expresion con EN1y ha sido relacionado con predisposiciéon a padecer
TEA (Benayed et al., 2005, 2009).

LPC

Figura 34: Microfotografias
que muestran la
inmunodeteccion de EN2 en
cultivos de células en
proliferacién y en
diferenciacion de ligamento y
pulpa dental (primera fila a
200X y segunda fila a 400X).
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LPC LPA

DIFEREN. PDC
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Figura 36: Imagenes de Western
LPA PDA LPC PDC LPA PDA LPC PDC realizado en los cultivos celulares.
e et Yo 15‘2f. 55 | 1 i
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representan  los  datos  semi-
cuantitativos de luminosidad media relativa de la superficie de la banda realizad por el
programa Photoshop (insert inferior izq. muestra los valores del patrdon de grises).

En las muestras de Ligamento Periodontal Control y Autismo en proliferacion
detectamos 22,7+-1,8% de células positivas para LPC y un 27,2+-15,9% de
células positivas en LPA, sin diferencias significativas (Fig. 34 y 35). En
western, observamos escasa diferencia en la expresion de EN2 (Fig. 36). En las
muestras de PDC y PDA en proliferacion existia un 17,3+-8,0% de células
positivas en PDC y un 23,3+-9,7% para PDA, de nuevo sin diferencia
significativa (Fig. 35) y en western vimos mayor cantidad de proteina en PDA
que en PDC (Fig. 36).

93



En las muestras con las células en diferenciacion encontramos un 3,0+-2,5%
de células positivas para LPCy 36,1+-14,8% para LPA, lo que nos indicada una
diferencia significativa (P<0,001) (Fig. 34 y 35), en WB encontramos claras
diferencias con mayor expresion en LPA que en LPC (Fig. 36). Para las
muestras de PDC con 41,9+-5,9% células positivas y PDA con 82,8+-8,5%
células positivas encontramos una diferencia significativa (P<0,001) (Fig. 35),
por ultimo, en WB no se encontraron diferencias significativas para estas
muestras (Fig. 36).

No hemos encontrado expresion de significativa de EN2 en los derivados de la
cresta neural (esbozo dental y ganglios de la raiz dorsal) en los estudios de
hibridacién in situ de los datos publicados en el Allen Brain Atlas ni en
Eurexpress. Tampoco hemos detectado expresion de EN2 en los cultivos
celulares con los primers disefiados. La presencia de la proteina tanto en
inmunocitoquimica como WB sugiere que el disefio de estos primers no ha
sido adecuado.

La proteina EN2 esta mas expresada en las células con autismo que en las
células control, aunque no hemos podido demostrar diferencias con
significacion estadistica. Ahora bien, en células diferenciadas la proteina
aumenta de forma muy importante, sobretodo en células con autismo, donde
las diferencias encontradas si son significativas.
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- SHANK3. Son proteinas de la sinapsis que conectan receptores de
idbnicos y otras proteinas de membrana
postsindptica con el citoesqueleto de actina y las vias de sefalizacion
acopladas a proteina G. Las proteinas Shank también juegan un papel en la
formacion de sinapsis y en la maduracion de las espinas dendriticas (Sheng y
Kim, 2000(. (The Shank family of scaffold proteins. Sheng M!, Kim E] Cell
Sci. 2000 Jun;113 (Pt 11):1851-6.).

neurotransmisores,

LPC

PROLIF.

LPA

DIFEREN. PDC

PDA

Figura 37: Microfotografias que
muestran la inmunodetecciéon de
SHANK3 en cultivos de células en
proliferacién y en diferenciaciéon de
ligamento y pulpa dental (primera fila
a 200X y segunda fila a 400X).
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— superior: Western con bandas
inmunopositivas para SHANK3, mostrando la presencia de la proteina en los cultivos celulares
de LP y PD controles y con autismo. Los nimeros representan los datos semi-cuantitativos de
luminosidad media relativa de la superficie de la banda realizad por el programa Photoshop
(insert inferior izq. muestra los valores del patrén de grises).
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Figura 40: Histograma que representa los resultados obtenidos tras la cuantificacién de la
expresion (mRNA) de SHNAK3 en las células en cultivo. Los cultivos en proliferacién (4 primeras
columnas) y los cultivos en diferenciacién (4 dltimas columnas). Encontramos mayor cantidad
en LPA que en LPC (P<0,001) y mayor también en PDA que en PDC (p<0,001) en las muestras en
proliferacion. Por otro lado, en las muestras en diferenciaciéon encontramos una diferencia
significativa (p<0,001) con mayor expresion en LPA que en LPC, se observo de nuevo mayor
expresion en PDA que en PDC (p<0,001). Imagen histolégica de la expresion de SHANK3 en el
esbozo dental, de forma selectiva en las células mesenquimales de la PD y muy poco en el LP, y
en las neuronas de los ganglios de las raices dorales (derivados de la cresta neural), en
embriones de ratén de E15,5 (Imagen del Allen Brain Atlas).

En las muestras en proliferacion obtuvimos los siguientes resultados: LPC con
52,7+-24,2% de células positivas para SHANK3 y LPA con 41,7+-6,5% de
células positivas, sin diferencias significativas (Fig. 37 y 38). En WB tampoco
se encontraron diferencias significativas (Fig. 39) y en transcripcion
observamos mayor expresion en LPA que en LPC (P<0,001) (Fig. 40); en las
muestras de pulpa dental detectamos 65,44+-18,5% células positivas en PDC
y 67,3+-14% de células positivas en PDA, sin diferencias significativas (Fig. 37
y 38), tampoco observamos diferencias significativas ni en WB ni en
trascripcion (Fig. 39 y 40, respectivamente).

En las muestras en diferenciaciéon encontramos 57,1+-6,3% de células
positivas en LPC y 15,5+-8,1% células positivas en LPA, con una diferencia
significativa (p=0,015) (Fig. 37 y 38), en WB no se detectaron diferencias (Fig.
39), pero en trascripcion se observo una diferencia significativa en
trascripcion (p<0,001) con mayor expresion del gen en LPA (Fig. 40). Por
ultimo, en las muestras de pulpa dental en diferenciacion se observo un
50,3+-8,0% de células positivas en PDC y un 58,8+-20,6% de células positivas
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en PDA, sin diferencias significativas ni en inmunocitoquimica (Fig. 38) ni en
WB (Fig. 39), en trascripcion si observamos una diferencia significativa
(P<0,001) con mayor expresion en PDA (Fig. 40).

En relaciéon con MeCP2 se observa que hay diferencias entre células control y
con autismo, sobretodo en cultivos diferenciados. Mientras que el LPC
expresa mas proteina que el control, tanto el LP como la PD autistas
transcriben mas el gen MeCP2 que las neuronas control.

- SIRT1. La sirtuina 1 regula mediante un mecanismo epigenético la actividad
de MeCP2, acetilando su promotor y modificando, por lo tanto, la expresién de
BDNF. Es fundamental para el mantenimiento de la plasticidad sindptica

(Zocchi 'y  Sassone-Corsi,

2012).

Figura 41: Microfotografias que
muestran la inmunodeteccién de

PROLIF. PDC PDA SIRT1 en cultivos de células en

proliferacion y en diferenciacion de
ligamento y pulpa dental (primera
fila a 200X y segunda fila a 400X).

DIFEREN.
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Figura 42: Histograma que

ilustra el namero de células
positivas para SIRT1 (con nucleo
positivo)
nimero total de células en el

en relacion con el
cultivos

(4 primeras
los en
(4

cultivo. Los
proliferaciéon

columnas) vy

en

cultivos
diferenciacién altimas

columnas.

43: de
realizado en los cultivos celulares. Linea
superior: Western con bandas
inmunopositivas para SIRT1, mostrando la
presencia de la proteina en los cultivos

Figura Imagenes Western

celulares de LP y PD controles y con

autismo. La proteina SIRT1 es mas del doble de abundante en PDA que en PDC en proliferacidn;
y 1,4 veces mas abundante en PDA que PDC en diferenciaciéon. En LP, aunque las diferencias no
son tan aparentes, se expresa mas en células autistas que en controles. Los nimeros representan
los datos semi-cuantitativos de luminosidad media relativa de la superficie de la banda realizad
por el programa Photoshop (insert inferior izq. muestra los valores del patrén de grises).
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Figura 44: Histograma que representa

los resultados obtenidos tras Ia
cuantificacion de la expresion (mRNA)
de SIRT1 en las células en cultivo. Los
cultivos en proliferaciéon (4 primeras
columnas) y los cultivos en
diferenciacion (4 ultimas columnas).
Encontramos mayor cantidad en LPA
que en LPC (p<0,001) y mayor también
en PDA que en PDC (p<0,001), en las

muestras en proliferacion. Por otro

lado, en las muestras en diferenciaciéon encontramos una diferencia significativa (p<0,001) con
mayor expresion en LPA que en LPC, se observo de nuevo mayor expresion en PDA que en PDC
(p<0,001). La expresion de Sirtl no ha sido estudiada en el Allen Brain Atlas y en Euroexpress
no se detecta expresion a E14.5.
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En las muestras de Ligamento Periodontal Control y Autismo en proliferaciéon
detectamos 90,5+-8,9% de células positivas para LPC y un 98,5+-2% de
células positivas en LPA, por lo que no existian diferencias significativas en
inmunocitoquimica (Fig. 41 y 42), en WB no detectamos diferencias y en
trascripcion tampoco (Fig. 43 y 44, respectivamente). Por otro lado, en las
muestras de PDC y PDA en proliferacion existia un 74,4+-10,7% células
positivas en PDC y un 93,6+-7,5% para PDA, con una diferencia significativa
(P=0,048) (Fig. 41 y 42), en WB se encontr¢ diferencia (Fig. 43), ya que en
PDC no se detecté banda de proteina y en PDA si, en trascripciéon no se
encontraron diferencias significativas (Fig. 44).

En los experimentos de las muestras con las células en diferenciacion
encontramos un 97,1+-2,4% en LPC y un 94,3+-3,8% en LPA, sin diferencias
significativas (Fig. 41 y 42), en WB tampoco se encontraron diferencias (Fig.
43) y en trascripcion si se observo una diferencia (p<0,001) con mayor
expresion del gen en LPA (Fig. 44). En las muestras de pulpa dental en
diferenciacion encontramos que, de nuevo, no hay diferencias significativas
entre PDC con 84,8+-12,1% células positivas y 89,0+-8,3% en PDA (Fig. 41y
42), en WB no detectamos banda en PDC, pero si en PDA (Fig. 43) y en
transcripcion vimos una diferencia significativa (P<0,001) con mayor
expresion en LPA (Fig. 44).

SIRT 1 estad presente en los cultivos celulares de LP y PD. El gen SIRT1 esta
sobre expresado en células diferenciadas de LPA y PDA en relacién a sus
controles. Esto indica una posible alteracion combinada en la regulaciéon
epigenética de la expresion de BDNF en células con TEA, tanto por
alteraciones en MeCP2 como de SIRT1.
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- GAD1. El gen GAD1 codifica en el cerebro maduro la proteina GAD67, enzima
implicado en la sintesis del neurotrasmisor GABA. Se expresa en diversos
tipos celulares derivados de la cresta neural, y entre ellos progenitores del
esbozo de los dientes (Chang et al., 2011)..

PROLIF.

DIFEREN.

LPC LPA
PDC PDA

LPC LPA
PDC PDA

Figura 45:
Microfotografias que
muestran la

inmunodeteccion de
GAD1 en cultivos de

células en
proliferacién y en
diferenciacién de

ligamento y pulpa
dental (primera fila a
200X y segunda fila a
400X).
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PROLIFERACION DIFERENCIACION

PDC PDA LPC LPA LPA PDA LPC PDC Figura 46: Imagenes de Western

o 0 T3 10 M || - ol realizado en los cultivos celulares. Linea
o ~ 172 si¢2)  75(422) 173 .

i - -y superior: Western con bandas

— inmunopositivas para GAD1, mostrando

welll la presencia de la proteina en los cultivos

celulares de LP y PD controles y con

T autismo. La proteina GAD1 es mas
abundante en PDA que en PDC en proliferacién; y 2 veces mas abundante en PDA que PDC en
diferenciacion. En LP, las diferencias son muy claras en células en diferenciacién, donde se
expresa mas del doble en células control que en autistas. Los nimeros representan los datos
semi-cuantitativos de luminosidad media relativa de la superficie de la banda realizad por el
programa Photoshop (insert inferior izq. muestra los valores del patrdn de grises).
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Figura 47: Histograma que representa los resultados obtenidos tras la cuantificacién de la
expresion (mRNA) de GAD1 en las células en cultivo mediante gqPCR. Los cultivos en
proliferacion (4 primeras columnas) y los cultivos en diferenciacion (4 udltimas columnas).
Imagen histolégica de la expresion de GAD1 en el esbozo dental, de forma selectiva en las células
de la PD. No se detecta expresion en las neuronas de los ganglios de las raices dorales, en
embriones de ratén de E14,5 (Imagen de Eurexpress).

Los experimentos de inmunocitoquimica no dieron resultados valorables,
aunque se realizaron varios intentos con el anticuerpo utilizandolo a
diferentes concentraciones (Fig. 45), pero el Ab si que nos permitié obtener
datos claros en WB (Fig. 46). Con las muestras en proliferacion, obtuvimos una
mayor cantidad de proteina en LPC que LPA y en trascripciéon encontramos
una mayor cantidad de expresion del gen en LPC que en LPA (p<0,001) (Fig.
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47). En PDC en proliferacion detectamos menor tamafio de banda que en PDA
(Fig. 46), y en trascripcion también se observo mayor expresion en PDA que
en PDC (p<0,001) (Fig. 47).

Los experimentos con las muestras en diferenciacién nos mostraron un
tamafio de banda en LPC que en LPA, con una diferencia de mas del doble en
su luminosidad (Fig. 46), pero sin diferencias significativas en trascripcion
(p<0,001) (Fig. 47). En las muestras de pulpa dental en diferenciacion si
encontramos una diferencia entre PDC y PDA, con un mayor tamafio de banda
en PDA (mas del doble en disminuciéon de luminosidad), al igual que en
trascripcion, que también observamos mayor expresion en PDA que en PDC
(p<0,001) (Fig. 46 y 47, respectivamente).

Por lo tanto, GAD1 esta incrementado en las células con TEA en cultivos de
diferenciacion, tanto a nivel proteinico como transcripcional.

8. Estudio transcriptomico de genes relacionados con desarrollo de la
cresta neural y con posible implicacién en la neurobiologia del TEA.

En este apartado hemos estudiado comparativamente la trascripciéon en LP y PD
control y con TEA de genes que hemos usado como marcadores celulares
previamente (Nestina y BIII-Tubulina), para completar su estudio de expresion;
asi como otros genes identificados con posible implicaciéon directa en la
neurobiologia del TEA (NR3C1, CDC42, SHANKZ, SYNGAP1, MIKI67, RELN,
MIRNA132, CC2D1A, MBD3, NTRK2, RORA, BDNF y RAO1). Junto al analisis de
expresion mediante PCR cuantitativa en los cultivos celulares, hemos explotado
su patron de expresion por hibridacion in situ en las células del esbozo dental y
ganglios de las raices dorsales de embriones de raton durante el desarrollo
(E14.5 en Eurexpress o E15.5 en Allen Brain Atlas).
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- Nestina. Gen NES que codifica una proteina de filamento intermedio
especifico de células neuroepiteliales indiferenciadas. Ya lo hemos visto
expresado en células mesenquimales del diente, como marcador necesario
para su caracterizacion.
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Figura 48: Histograma que representa los resultados obtenidos tras la cuantificacién de la
expresion (mRNA) de Nestina en las células en cultivo. Los cultivos en proliferacion (4 primeras
columnas) y los cultivos en diferenciacién (4 ultimas columnas). La significacion estadistica de
las diferencias de expresion se sefiala con *: (*) valor de p <0,05 y >0,001; (**) p<0,001. Imagen
histologica de la expresién de Nestina en el esbozo dental, de forma selectiva en las células de la
PD y el LP, y en las neuronas de los ganglios de las raices dorales (derivados de la cresta neural),
en embriones de ratén de E15,5 (Imagen del Allen Brain Atlas).

En las muestras en proliferacion, en LPC habia mas expresion de NES que en
LPA, con una diferencia significativa de p<0,037 (Fig. 48). Entre PDC y PDA no
existen diferencias estadisticamente significativas. Con las células en
diferenciacion observamos mayor expresion en LPC que en LPA (<0,001) y
también mayor expresion en PDC que en PDA (<0,001) (Fig. 48).
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- B-IIl Tubulina (TUJ1). La es Blll-tubulina una proteina de los microtibulos
del citoesqueleto de las neuronas, considerado un marcador especifico para
las células neuronales.
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Figura 49: Histograma que representa los resultados obtenidos tras la cuantificaciéon de la
expresion (mRNA) de BIII-Tubulina en las células en cultivo. Los cultivos en proliferacion (4
primeras columnas) y los cultivos en diferenciacién (4 dltimas columnas). Imagen histologica de
la expresion de @III-Tubulina en el esbozo dental, de forma selectiva en las células de la PD, y en
las neuronas de los ganglios de las raices dorales (derivados de la cresta neural), en embriones
de ratén de E15,5 (Imagen del Allen Brain Atlas).

No hemos detectado ninguna diferencia significativa entre las muestras
controles y con TEA, aunque las células de LP expresan el gen de la BIII-
tubulina de forma muy abundante en relacién con los otros tipos de cultivos
realizados (Fig. 49). Durante el desarrollo del ratén se expresa fuertemente en
las neuronas jovenes del sistema nervioso periférico (derivadas de la cresta
neural).
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- NR3C1. Este gen codifica el receptor de glucocorticoides, que puede funcionar
como un factor de transcripcion sobre los genes de respuesta de
glucocorticoides para activar su transcripcién. Esta involucrado en respuestas
inflamatorias, proliferacion celular y diferenciaciéon en tejidos diana (Lu y
Cidlowski, 2005).
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Figura 50: Histograma que representa los resultados obtenidos tras la cuantificacién de la
expresion (mRNA) de NR3Clen las células en cultivo. Los cultivos en proliferacion (4 primeras
columnas) y los cultivos en diferenciacién (4 ultimas columnas). La significacion estadistica de
las diferencias de expresion se sefiala con *: (*) valor de p <0,05 y >0,001; (**) p<0,001. Imagen
histoldgica de la expresion de Nr3cl en el esbozo dental, de forma selectiva en las células de la
PD. No se ha detectado expresion por hibridacion in situ en las neuronas de los ganglios de las
raices dorales (derivados de la cresta neural), en embriones de ratén de E14.5 o E15,5
(Eurexpress y Imagen del Allen Brain Atlas, respectivamente).

En concordancia con las alteraciones descritas anteriormente en la expresion de
los factores epigenéticos MeCP2 (Fig. 29) y SIRT1 (Fig.44), en incremento de
expresion de NR3C1 en células con TEA (Fig. 50) en relaciéon con las células
control, nos revela una alteracion de los mecanismos epigenéticos.
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- CDC42. El gen que codifica una proteina con actividad GTPasa, conocida
como Cdc42, implicada en los mecanismos de organizacion del
citoesqueleto (como e establecimiento de la polaridad celular) y en la
regulacion del ciclo celular (Farhan et al., 2016).
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Figura 51: Histograma que representa los resultados obtenidos tras la cuantificacién de la
expresion (mRNA) de CDC42 en las células en cultivo. Los cultivos en proliferacién (4 primeras
columnas) y los cultivos en diferenciacion (4 dltimas columnas). La significacién estadistica de
las diferencias de expresidn se sefiala con *: (*) valor de p <0,05 y >0,001; (**) p<0,001. Imagen
histologica de la expresion de Cdc42 en el esbozo dental, de forma selectiva en las células de la
PD y el LP, y en las neuronas de los ganglios de las raices dorales (derivados de la cresta neural),
en embriones de ratén de E15,5 (Imagen del Allen Brain Atlas).

Hemos encontrado (Fig. 51), en las muestras en proliferacion, una diferencia
significativa, con mayor expresion en LPA (p=0,033) que en LPC, en cambio
también hemos visto una diferencia significativa con mayor expresion en PDC
(p<0,001). En las muestras en diferenciaciéon encontramos mayor expresiéon en
LPA (0,002) y en PDA (p<0,001).
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- SHANK?2. Este gen codifica una proteina que es un miembro de la familia
Shank de proteinas sinapticas, que funcionan como andamios moleculares en
la densidad postsinaptica (Lim et al,, 1999).
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Figura 52: Histograma que representa los resultados obtenidos tras la cuantificaciéon de la
expresion (mRNA) de SHANK2 en las células en cultivo. Los cultivos en proliferacion (4 primeras
columnas) y los cultivos en diferenciacion (4 dltimas columnas). La significacién estadistica de
las diferencias de expresidon se sefiala con *: (*) valor de p <0,05 y >0,001; (**) p<0,001. Imagen
histologica de la expresion de ShankZ2 en el esbozo dental en las células de la PD y el LP, y en las
neuronas de los ganglios de las raices dorales (derivados de la cresta neural), en embriones de
ratén de E14,5 (Eurexpress).

En las muestras en proliferaciéon (Fig. 52), en LPA habia mas expresion que en
LPC, con una diferencia significativa de p<0,001. En PDC hay mas expresiéon que
en PDA (p<0,001). Con las células en diferenciacion (Fig. 52) observamos mayor
expresion en LPA que en LPC (<0,001) y también mayor expresién en PDA que en
PDC (<0,001).

Vemos como las moléculas presentes en la densidad postsinaptica SHANK2 (Fig.
52) y SHANK3 (Fig. 40) presentan un patréon de expresion similar: mayor
expresion en células diferenciadas (medio neurogénco) y en células con TEA que
controles.
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- SYNGAP1. Gen que codifica una proteina de la densidad postsinaptica
activadora de Ras-GTPasa, que es critica para el desarrollo de la funcién
sinaptica (Kim et al., 1998)
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Figura 53: Histograma que representa los resultados obtenidos tras la cuantificacién de la
expresiéon (mRNA) de SYNGAP1 en las células en cultivo. Los cultivos en proliferacién (4
primeras columnas) y los cultivos en diferenciacién (4 ultimas columnas). La significacién
estadistica de las diferencias de expresién se sefiala con *: (*) valor de p <0,05 y >0,001; (**)
p<0,001. Imagen histoldgica de la expresion de Syngap1 en las neuronas de los ganglios de las
raices dorales (derivados de la cresta neural), en embriones de ratén de E14,5 (Eurexpress). No
se ha detectado expresion en el esbozo dental.

Hemos podido observar, en las muestras en proliferacion, una diferencia
significativa, con mayor expresion en LPA (p<0,001), también hemos visto una
diferencia significativa con mayor expresion en PDA (p=0,002). En las muestras
en diferenciaciéon encontramos mayor expresion en LPA (p=0,002) y en PDA
(p<0,001).

La expresion de SYNGAPI1 se expresa mas en células diferenciadas que en no
diferenciadas, y mas en células con TEA que células control. De la misma manera
que lo hacen otras proteinas de la densidad postsinaptica: SHANK2 (Fig. 52) y
SHANK3 (Fig. 40).
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- MKI67. Este gen codifica una proteina nuclear necesaria para la proliferaciéon
celular (Cuylen et al., 2016)

9 - * 3k
o MKI67
* %
© 7 -
2 T
® 6 - A e
[ -
05 - - S
c
‘9 27 * % 3 \
o a4 : ganglios
S & _de las
&2 —EE &5 : raices
Rk -dorsales
3l mEENR i ol
< * < > & & & & 5 Z' .
Q Q ) ) [ > > > ; ;
v N Q ] (9 > (@) -
& & & v

Figura 54: Histograma que representa los resultados obtenidos tras la cuantificacién de la
expresion (mRNA) de MKI67en las células en cultivo. Los cultivos en proliferacion (4 primeras
columnas) y los cultivos en diferenciacién (4 ultimas columnas). La significacion estadistica de
las diferencias de expresion se sefiala con *: (*) valor de p <0,05 y >0,001; (**) p<0,001. Imagen
histologica de la expresion de Ki67en el esbozo dental en las células de la PD y el LP, y en las
neuronas de los ganglios de las raices dorales (derivados de la cresta neural), en embriones de
ratén de E14,5 (Eurexpress).

LA relacién de la expresion de MKI67 con la division celular que muy patente en
la expresion aumentada en los cultivos en proliferacion de LPC y PDC sobre los
cultivos en diferenciacion (p<0,001) (fig. 54). Por otro lado, el déficit en su
expresion en células con TEA en relacion con las células control (p<0,001) (fig.
54), puede indicar una alteracion en la proliferacién celular.
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- RELN. Gen que codifica una proteina crucial para la regulacién de los procesos
de migracion, posicionamiento y polaridad neuronal en el desarrollo del
cerebro. Ademas de este importante papel en el desarrollo temprano, la
reelina continta funcionando en el cerebro adulto modulando la plasticidad
sinaptica (Kon et al., 2017).
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Figura 55: Histograma que representa los resultados obtenidos tras la cuantificacién de la
expresion (mRNA) de RELN en las células en cultivo. Solo pudimos determibar la expresion en
cultivos en proliferacion de PDC y PDA; asi como los de FDC en diferenciacién. La significacion
estadistica de las diferencias de expresién se sefiala con *: (*) valor de p <0,05 y >0,001; (**)
p<0,001. Imagen histoldgica de la expresion de Reln en el esbozo dental, de forma selectiva en
las células del LP, y escasa en las neuronas de los ganglios de las raices dorales (derivados de la
cresta neural), en embriones de ratén de E15,5 (Imagen del Allen Brain Atlas).

En este caso, solo pudimos detectar una diferencia significativa en la expresion de
RELN entre PDC y PDA en proliferacion, con mayor expresion en PDC (<0,001).
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- MiRNA-132. Funcionan para regular los niveles de expresiéon de otros genes
por varios mecanismos, generalmente reduciendo los niveles de proteina a
través de la escision de mRNA o la represion de su traduccion. Se han descrito
varios objetivos para miR-132, incluidos los mediadores del desarrollo
neuroldgico, la transmision sinaptica, la inflamacién y la angiogénesis (Vo et
al,, 2005).
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Figura 56: Histograma que representa los resultados obtenidos tras la cuantificacién
de la expresion (mRNA) de miRNA-132 en las células en cultivo. Los cultivos en
proliferacién (4 primeras columnas) y los cultivos en diferenciaciéon (4 udltimas
columnas). La significacion estadistica de las diferencias de expresion se sefiala con
*: (*) valor de p <0,05 y >0,001; (**) p<0,001. La expresion de este miRNA no se ha
explorado en ninguno de los registros de expresion consultados (Eurexpress y Allen
Brain Atlas).

Observamos, en las células en proliferacién, mayor expresion en LPC que en LPA
(p<0,001), entre las muestras PDC y PDA no existen diferencias significativas (Fig.
56). En las muestras en diferenciacion, habia una diferencia significativa de
p<0,001 con mayor expresion tanto en LPA como en PDA (Fig. 56).
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CC2D1A. Codifica una proteina que regula multiples vias de sefializacion
intracelulares. Mutaciones autosémicas recesivas en el gen CC2D1A causan
fenotipos cognitivos que incluyen discapacidad intelectual, TEA, asi como
convulsiones (Mazzini et al., 2014).
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Figura 57: Histograma que representa los resultados obtenidos tras la cuantificacion de la
expresion (mRNA) de CC2D1A en las células en cultivo. Los cultivos en proliferaciéon (4
primeras columnas) y los cultivos en diferenciacion (4 ultimas columnas). La significacion
estadistica de las diferencias de expresion se sefiala con *: (*) valor de p <0,05y >0,001; (**)
p<0,001. La expresién de CC2D1A no se ha explorado en ninguno de los registros de
expresion consultados (Eurexpress y Allen Brain Atlas).

En las células en proliferacién, detectamos mayor expresién en LPA que en
LPC (p<0,001), entre las muestras PDC y PDA no existen diferencias
significativas (Fig. 57). En las muestras en diferenciacion, habia una diferencia
significativa de p<0,001 con mayor expresion tanto en LPA como en PDA (Fig.
57).
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MBD3. Gen que codifica una proteina con actividad sobre la remodelacién del
nucelosoma, que mantiene la pluripotencia de las células madre embrionarias
reprimiendo la expresion de un subconjunto de genes relacionados con el
desarrollo y la organogénesis (Hirasaki et al., 2018)
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Figura 58: Histograma que representa los resultados obtenidos tras la cuantificacién de la
expresion (mRNA) de MBD3 en las células en cultivo. Los cultivos en proliferacion (4
primeras columnas) y los cultivos en diferenciacion (4 ultimas columnas). La significacion
estadistica de las diferencias de expresion se sefiala con *: (*) valor de p <0,05 y >0,001; (**)
p<0,001. Imagen histolégica de la expresion de Mbd3 en el esbozo dental, de forma selectiva
en las células del LP, y escasa en las neuronas de los ganglios de las raices dorales
(derivados de la cresta neural), en embriones de raton de E14,5 (Eurexpress).

Hemos encontrado (Fig. 58), en las muestras en proliferacién, que entre LPCy
LPA existen diferencias significativas, en PDA si existe mayor expresion que en
PDC (p=0,027). En las muestras en diferenciacién encontramos mayor
expresion en LPA (<0,001) y en PDA (<0,001).
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- NTRK2. Gen que codifica el receptor quinasa B de la tropomiosina ( TrkB ),
receptor de los factores de crecimiento BDNF/ NT-3 (Malenka et al., 2009).
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Figura 59: Histograma que representa los resultados obtenidos tras la cuantificacién de la
expresion (mRNA) de NTRKZ en las células en cultivo. Los cultivos en proliferacién (4 primeras
columnas) y los cultivos en diferenciacién (4 ultimas columnas). La significacion estadistica de
las diferencias de expresion se sefiala con *: (*) valor de p <0,05 y >0,001; (**) p<0,001. Imagen
histolégica de la expresion de Ntrk2 en el esbozo dental, de forma selectiva en las células del LP,
y intensa en neuronas de los ganglios de las raices dorales (derivados de la cresta neural), en
embriones de ratéon de E15,5 (Allen Brain Atlas).

En las muestras en proliferacion hemos detectado que entre LPC y LPA no
existen diferencias significativas, en PD si existe mayor expresion que en PDA que
en PDC (p<0,001) (Fig. 59). En las muestras en diferenciacion encontramos
mayor expresion en LPA (p<0,001) y en PDA (p<0,001) (Fig. 59).
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RORA. Gen que codifica una proteina que es esencial para el desarrollo de
cerebelo a través de la regulacidon directa de los genes expresados en las
células de Purkinje (Sidman et al., 1962).
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Figura 60: Histograma que representa los resultados obtenidos tras la cuantificacion de la
expresion (mRNA) de RORA en las células en cultivo. Los cultivos en proliferacién (4
primeras columnas) y los cultivos en diferenciacion (4 ultimas columnas). La significacion
estadistica de las diferencias de expresion se sefiala con *: (*) valor de p <0,05 y >0,001; (**)
p<0,001. Imagen histoldgica de la expresion de Rora en el esbozo dental, de forma selectiva
en las células del LP, y muy débil en neuronas de los ganglios de las raices dorales
(derivados de la cresta neural), en embriones de raton de E15,5 (Allen Brain Atlas).

Observamos, en las células en proliferacion, mayor expresion en LPA que en
LPC (p<0,001), entre las muestras PDC y PDA no existen diferencias
significativas (Fig. 60). En las muestras en diferenciacion, habia una
diferencia significativa de p<0,001 con mayor expresiéon tanto en LPA como
en PDA (Fig. 60).
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— RHOA. Codifica una proteina asocia con la regulacién del citoesqueleto,
principalmente la formacion de fibras de estrés de actina y la contractilidad de
la actomiosina, también se considera como un factor regulador de la
transcripcion, la progresion del ciclo celular y la transformacién celular (Kiss
etal, 1997).
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Figura 61: Histograma que representa los resultados obtenidos tras la cuantificacion de la

RHOA

Expresion Relativa
w

*
F— — 7l
SO & 8 &
N S & § §
< o ¥ Y X

N N < <

expresion (mRNA) de RHOA en las células en cultivo. Los cultivos en proliferacién (4
primeras columnas) y los cultivos en diferenciacion (4 dltimas columnas). La significacion
estadistica de las diferencias de expresidn se sefiala con *: (*) valor de p <0,05y >0,001; (**)
p<0,001. La expresién de Rhoa no se ha explorado en ninguno de los registros de expresién
consultados (Eurexpress y Allen Brain Atlas).

Hemos encontrado, en las muestras en proliferacién, que existe mayor
expresion en LPA que en LPC (p=0,012) (Fig. 61), pero entre PDC y PDA no
existen diferencias significativas. En las muestras en diferenciacion
encontramos mayor expresion en LPA (p_0,048) y entre PDC y PDA no existen
diferencias significativas (Fig. 61).
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— BDNF. Gen que codifica el factor neurotréfico derivado de cerebro. Actda
sobre ciertas neuronas del sistema nervioso, ayuda a mantener la
supervivencia de las neuronas existentes y fomenta el crecimiento y
la diferenciacion de nuevas neuronas y sinapsis (Acheson et al., 1995).
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Figura 62: Histograma que representa los resultados obtenidos tras la cuantificacion de la
expresion (mRNA) de BDNF en las células en cultivo. Los cultivos en proliferaciéon (4
primeras columnas) y los cultivos en diferenciacién (4 ultimas columnas). La significacion
estadistica de las diferencias de expresion se sefiala con *: (*) valor de p <0,05 y >0,001; (**)
p<0,001. Imagen histol6gica de la escasa expresion de Bdnfen el esbozo dental, pero intensa
en neuronas de los ganglios de las raices dorales (derivados de la cresta neural), en
embriones de raton de E15,5 (Allen Brain Atlas).

Observamos, en las células en proliferacion, mayor expresiéon en LPC que en
LPA (p<0,001), entre las muestras PDC y PDA, existe mayor expresion en PDA
que en PDC (p<0,001) (Fig. 62). En las muestras en diferenciacion, no existen
diferencias significativas entre LPC y LPA, pero si habia una diferencia
significativa de p<0,017 con mayor expresion tanto en PDA que en PDC (Fig.
62).
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— RAC1. Codifica la proteina Racl, que es una proteina G de sefializacion de la
familia familia Rho GTPasa. Los miembros de esta superfamilia parecen
regular una gran variedad de eventos celulares, incluido el control de
la translocacion de GLUT4a la  captacion de  glucosa, crecimiento
celular, reorganizacion del citoesqueleto 'y la activacion de las
proteinas quinasas (Ueda et al.,, 2010)
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Figura 63: Histograma que representa los resultados obtenidos tras la cuantificacién de la
expresion (mRNA) de RAC1 en las células en cultivo. Los cultivos en proliferacion (4 primeras
columnas) y los cultivos en diferenciacién (4 ultimas columnas). La significacion estadistica de
las diferencias de expresion se sefiala con *: (*) valor de p <0,05 y >0,001; (**) p<0,001. Imagen
histoldgica de la intensa expresion de Racl en el esbozo dental, de forma selectiva en las células
del PD y del LP; asi como la expresion en neuronas de los ganglios de las raices dorales
(derivados de la cresta neural), en embriones de raton de E15,5 (Allen Brain Atlas).

Hemos podido detectar (Fig. 63), en las muestras en proliferacion, que entre LPC
y LPA no existen diferencias significativas, en PDA si existe mayor expresion que
en PDC (p<0,001). En las muestras en diferenciaciéon no encontramos diferencias
entre LPC y LPA, y existe mayor expresion en PDA que en PDC (p<0,001).
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9. Estudio de expresion de proteinas sinapticas en neuronas en cultivo
derivadas de LPCy LPA.

Hemos detectado la expresion de moléculas relacionadas con la sinapsis en
células neurales derivadas de LP (Fig. 21). Ademas las expresion de la proteina
sinaptica SYP durante la maduracién neuronal de las células de LP en cultivo ha
mostrado un patrdén de distribucion caracteristico en relacion por los estadios
madurativos (Fig. 22), lo que sugiere la apariciéon en el cultivo de contactos
sindpticos molecularmente maduros. Por lo tanto, el estudio comparativo del
patron de proteinas sinapticas en neuronas derivadas de LPC y LPA puede
identificar fenotipos de TEA relacionados con la generaciéon y distribucién
sindptica en nuestro modelo celular.

— Expresion de SYP (Fig. 64): En las neuronas derivadas de LPC la proteina SYP
se detecta distribuida por el cuerpo celular y las prolongaciones, con un
patron puntiforme (Fig. 64A-D). Se aprecia un acumulo perinuclear con
intensa inmunoreactividad de aspecto esférico (Fig. 64B, C; flecha), con patron
de distribucion de predominio periférico e incremento progresivo de
inmunofluorescencia hacia los extremos de las neuritas. En el caso de
neuronas derivadas de LPA (Fig...E-H)), se aprecia un patron
homogeneamente difuso, con mayor intensidad en el soma, donde se sigue
observando el acumulo perinuclear esférico de expresion (Fig. 64 E, F; flecha).
En las neuritas hay una distribucién irregular y sin incremento hacia los
extremos.
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Figura 64: Expresion de SYP en neuronas derivadas de LPC y LPA. A-D) En neuronas de LPC la
expresion de SYP se localiza en el cuerpo celular y las neuritas. Aparece un acumulo
inmunopositivo, perinuclear y esférico (flecha en B,C). La expresion predomina en la region
submembranaria de la células y las neuritas, con una acumulacién progresiva hacia el extremo
de estas (C,D). E-H) En LPA el patrén de expresion es homogéneo y difuso en el cuerpo celular,
con la presencia del acimulo perinuclear (flecha en F,G). En las neuritas hay una distribuciénn
irregular y sin acumulo distal claro (G.H). Barra de escala: 25 pum.

Durante la diferenciacion de las células de LP hemos podido observar el patrén de
distribucion de la SYP (Fig. 22). Hemos estudiado el patréon de maduracién de la
expresion de SYP en neuronas con TEA (Fig. 65): observamos que la proteina se
acumula en el soma de forma intensa desde las fases de células esférica y esfera
con pocas prolongaciones, sin distribuirse por las neuritas (Fig. 64 A, B). En
estadios madurativos posteriores la distribucién de SYP hacia las neuritas se hace
de forma irregular (Fig. 64 C, D).
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Figura 65: Desarrollo de la expresion de SYP en las neuronas derivadas de LPA. A, B) En las
fases de células esféricas y con pocas prolongaciones se observa como la proteina se acumula de
forma intensa en el cuerpo celular, sin parecer expresion en las neuritas. C, D) Con el desarrollo
madurativo de las neuronas, la proteina de cominza a detectar en las neuritas de forma dispersa.
Barra de escala: 25 pm.

— Expresiéon de SYN (Fig. 66): Como hemos descrito antes, en las neuronas
derivadas de LPC la proteina SYP se detecta localizada en forma de acimulos
granulares en relacion con las ramificaciones terminales (flecha) y sobre el
cuerpo (punta de flecha) (Fig. 66 A-C). En el caso de neuronas derivadas de
LPA (Fig. 66 D-F), se aprecia un patron mas difuso de aspecto granular

disperso en las terminales neurticas (flecha), sin que aparezca expresion en el
cuerpo neuronal.
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Figura 66: Expresion de SYN en neuronas derivadas de LPC y LPA. A-C) En neuronas de LPC la
expresiéon de SYN se localiza en acimulos granulares en relaciéon con las ramificaciones
terminales (flecha) y sobre el cuerpo (punta de flecha). D-F) En neuronas derivadas de LPA la
SYN muestra un patréon mas difuso de aspecto granular disperso en las terminales neuriticas
(flecha). Barra de escala: 25 pum.

— Expresion de Cx43 (Fig. 67): En las neuronas derivadas de LPC la proteina

Cx43 se detecta localizada en forma de pequefios acimulos distribuidos de
forma precisa en los contactos entre neuritas celulares (flechas en Fig. 67 B-E),
sin observarse inmunoreactividad en la superficie del cuerpo neuronal o sobre
las superficies libres de las prolongaciones (Fig. 67 A-E). Se observa un
pequefio acumulo denso dentro del ntcleo celular. En el caso de neuronas
derivadas de LPA (Fig. 67 F-I), se aprecia un patrén mas difuso de los puntos
inmunoreactivos, sobre el soma y neuritas, sin tener relaciéon con contactos
celulares (flechas en Fig. 67 I). Se observa también el pequefio acumulo denso
dentro del nucleo celular. Por lo tanto, ademas de una mayor ramificacién
neuritica, las neuronas derivadas de LPA presentan un patroén alterado de la
localizacion de Cx43, y posiblemente de la formacion de sinapsis eléctricas
mediadas por uniones tipo gap, con un incremento de la expresién y una
distribucion difusa.
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Figura 67: Expresion de Cx43 en neuronas derivadas de LPC y LPA. A-E) En neuronas de
LPC la expresion de Vx43 se localiza en acimulos granulares discreto en relacion con el
contacto entre las ramificaciones terminales (flechas en B-E), sin observarse expresion
en el resto de las superficies celulares. Se observa también un pequeiio acumulo denso
dentro del nucleo celular. F-I) En neuronas derivadas de LPA la expresion de Cx43
muestra un patrén mas disperso en las terminales neuriticas y cuerpo neuronal, sin
relacion con contactos celulares (flecha en I). Barra de escala: 25 um en A,B,C,F,G,Hy 10
pm en D,E,L
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DISCUSION
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DISCUSION

1. Importancia de desarrollar un modelo celular de TEA

El avance en el conocimiento en biomedicina se ha fundamentado en una
aproximacion reduccionista al estudio cientifico de las enfermedades y sus
causas. Este reduccionismo se basa en descomponer los procesos complejos
de la biologia en elementos simples que pueden ser un objeto experimental y
que permiten ser abordados con pretension de entenderlos mecanicistamente.
Esta aproximacidon reduccionista sigue siendo parcialmente valida para
abordar el estudio de los mecanismos primarios que subyacen al desarrollo de
enfermedades complejas en humanos. Por lo tanto, parece necesario disponer
de modelos experimentales (celulares y animales) en los que se reproduzcan
de una manera adecuada procesos patogénicos relevantes de la enfermedad
que queremos estudiar. Cuando las causas de una enfermedad son bien
conocidas, los modelos de la enfermedad son factibles y caracterizados por
reproducir el patron patogénico, aunque a veces las manifestaciones clinicas
esperables no aparecen o lo hacen parcialmente. Un ejemplo paradigmatico
con las enfermedades por mutacion de un gen, donde modelos animales o
celulares pueden obtenerse en mutantes naturales o experimentales de este
gen. El creciente descubrimiento de genes relacionados con TEA deberia
suponer un poderoso instrumento para descubrir la convergencia entre las
rutas moleculares y los procesos celulares en el TEA, asi como para identificar
dianas terapéuticas relevantes.
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Como hemos visto el TEA es un proceso con un importante componente
genético (que se ha llegado a establecer entre un 50% y un 90% (Chahrour et
al., 2917, Chaste et al., 2017; Huguet y Bourgeron, 2016). La abundancia y la
pleiotropia funcional de los genes que hasta ahora se han relacionado con el
TEA (Foxe et al, 2918; Weiner et al, 2017), junto con la presencia de
manifestaciones clinicas exclusivamente humanas, como las alteraciones en el
desarrollo del lenguaje y de capacidades socio-cognitivas (Mundy et al., 2018),
hacen que el estudio del TEA en modelos animales, haya sido poco exitoso a la
hora de trasladar los resultados obtenidos en avances clinicos significativos.
Sin embrago, estos estudios en modelos animales han proporcionado
importantes datos sobre la implicacion de procesos celulares, y rutas
moleculares que los regulan (Chahrour et al, 2017). Por otro parte, la
identificacion de genes relacionados con el TEA no sindréomico proviene de
dos fuentes: estudios genéticos en pacientes y aparicion de sintomas de TEA
en mutaciones en animales de experimentacion. En ambos casos los modelos
animales relacionados con ellas reproducen de forma muy parcial algunos
sintomas de TEA, lo que hace muy dificil disefiar experimentos demostrativos
de la relacion directa de la alteracion genética con los sintomas de TEA. La
revision realizada por Ricceri et al.,, (2017) describe como la mayoria de
mecanismos que hay hoy en dia se relacionan con el desarrollo de TEA tienen
un modelo de ratén representativo; aunque solo en casos de TEA asociado a
procesos congénitos del neurodesarrollo, como Sindrome de X fragil y la
esclerosis tuberosa, han podido reproducir modelos molecularmente
apropiados por conocer los genes cuyas mutaciones las producen (genes
FMR1y TSC1 y 2, respectivamente).

Parece evidente que han de buscarse modelos mas apropiados para abordar
de una forma mas eficiente para su translacion clinica el estudio de los
procesos biolégicos que subyacen a este proceso. Un procedimiento que esta
recibiendo cada vez mas atencion es el derivar células neuronales a partir de
tejidos de los enfermos con TEA. Este modelo asegura que los patrones
genéticos que subyacen al trastorno conductual estan presentes en el modelo.
Nos parece una aproximaciéon adecuada en tanto que es un modelo humano,
en el pueden ser estudiados procesos autéonomos celulares (dependientes
exclusivamente de la funcién celular). Es estos procesos podrian incluir el
desarrollo de estructuras de interaccién intercelulares, como son los contactos
celulares y sinapsis. Es evidente que este modelo podra abordar de una forma
muy parcial el desarrollo y funcién circuitos definidos anatémicamente y de
los fenotipos que implican poblaciones neuronas en regiones especificas del
cerebro, como es el caso de la actividad en las columnas de la corteza cerebral
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y las conexiones cortico-corticales (Casanova et al., 2013; Geschwind and
Levit, 200/, Golden et al., 2018; Hustler y Casanova, 2016; Palmen et al., 2004;
Saillour y Chelly, 2017; Zeng et al,, 2017). Una clara ventaja del modelo celular
humano es que puede ser de gran utilidad para evidenciar los cambios
celulares y moleculares originados por los factores ambientales actuando
sobre las neuronas con TEA. La importancia de esta capacidad de testar el
efecto de factores ambientales adquiere mayor relevancia cundo recordamos
el importante papel de estos factores en el desarrollo de TEA no sindrémico
(Chahrour et al., 2917, Chaste et al., 2017; Huguet y Bourgeron, 2016); entre
ellos, y de gran interés actual podemos nombrar la importancia de
desequilibrios en el estado inmunitario e inflamatorio (Malkova y Hsiao, 2017;
Ohja et al, 2018).

El modelo celular que mas se ha prodigado recientemente, y del que mas
informacion se esta obteniendo acerca de la biologia celular del TEA es la
obtencion de neuronas a partir de células pluripotentes inducidas (iPCs). Estas
células se originan de fibroblastos de una persona que tiene diagnostico de
TEA a las que se les induce "in vitro" las sobre expresion de genes del
desarrollo, revirtiendo su fenotipo diferenciado hacia un fenotipo embrionario
con potencialidad de originas la mayoria de células del organismo, entre ellas,
neuronas (Takahashi y Yamanaka, 2006; Yu et al.,, 2007). Multiples trabajos
han demostrado que las neuronas inducidas de las iPCs derivadas de pacientes
con TEA, y otras enfermedades (Johnstone et al., 2018), reproducen "in vitro"
fenotipos celulares identificados en muestras tisulares y celulares de modelos
animales y pacientes (Deshapande et al., 2017; Kathuria et al., 2018; Kelleher
and Bear, 2008; Muotri, 2017).

Si bien, como hemos visto, las neuronas derivadas de iPSc muestran fenotipos
celulares caracteristicos del TEA, entre ellos los relativos a las alteraciones
sinapticas, existen datos que demuestran caracteristicas diferenciales con
neuronas derivadas de progenitores neurales (Kathuria et al, 2018). Esto
muestra que los procesos sufridos por las células inducidas in vitro a
convertirse en progenitores pluripotentes, o que incluso la diferenciacion in
vitro a neuronas, puede determinar la aparicién de caracteristicas peculiares
en estas neuronas en relaciéon con las neuronas derivadas de células madre
neurales. Incluso, se han observado diferencias muy significativas en la
caracterizacion molecular de neuronas procedentes de iPCs obtenidas de
fibroblastos o de células de pulpa dental (Chen et al., 2013). Ante estos datos
hemos optado por el desarrollo y la caracterizacién experimental de neuronas
derivadas de cultivo primario de ligamento periodontal y de pulpa dental, por
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ser células derivadas de la cresta neural, y por lo tanto con potencial natural a
general neuronas y, ademas, de facil obtencidn a partir de dientes de leche y
extracciones dentales.

Los estudios sobre la neurobiologia del TEA estan coincidiendo en sefialar que
el fenotipo conductual caracteristico del TEA se puede explicar por
alteraciones en las conexiones neurales. Horwitz et al., (1988) ya propuso que
el autismo era consecuencia de un estado de desconexion entre regiones de la
corteza cerebral y entre la corteza y regiones subcorticales, en concordancia
con la idea de que las alteraciones del comportamiento eran derivadas de un
estado de desconexidn entre circuitos cerebrales (Geschwind, 1965). Por lo
tanto, cada vez esta mas aceptado que el TEA es un trastorno que
fundamentalmente es causado por alteraciones en las sinapsis, calcificAndose
como una sinaptopatia (Baig et al., 2017; Goeliner y Aberle, 2011; Ismail et al,,
2016; Verpelli et al., 2013; Toro et al,, 2010).

Si bien hay datos sobre modificaciones complejas en los patrones de
distribucion de circuitos y conexiones entre regiones cerebrales, como
exponentes de un sindrome de desconexion (Coleman, 2005; Geschwind,
1965), son alteraciones de la arquitectura y la funcion sinaptica, las que se han
descrito con mayor frecuencia y detalle en la fisiopatologia del TEA.

2. Caracter mesenquimal y progenitor de cresta neural de las células de
ligamento periodontal y de la pulpa dental

En estudios previos de nuestro laboratorio hemos demostrado que las células
obtenidas con el protocolo de seleccion de células mesénquimas "in vitro" a
partir de ligamento periodontal (LP), muestran los marcadores caracteristicos
de células progenitores de cresta neural (Bueno et al, 2013). Ademas de
determinar su capacidad de producir células con fenotipo morfolédgico
neuronal "in viyro", hemos explorado su diferenciacion dentro del tejido
cerebral en experimental de xenotrasplantes en ratones inmunodeficientes.

Las células mesénquimales derivadas de la pulpa dental (PD) han sido
también caracterizadas molecularmente como células progenitoras de la
cresta neural (Thesleff, 2003; Janebodin et al, 2011).
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En nuestro presente trabajo hemos reproducido parcialmente la
caracterizacion de las células derivadas de LP y de PD, para demostrar que
nuestras condiciones de trabajo son adecuadas para reproducir trabajos
previos y afrontar con seguridad los estudios comparativos y los protocolos de
diferenciacion neural de células derivadas de LP y PD.

Nuestro trabajo pretende en su primer objetivo desarrollar un estudio
comparativo de las caracteristicas de células madre mesenquimales (MSCs)
derivadas de LP y PD, obtenidas de dientes procedentes de personas
diagnosticadas de TEA y controles. Pero al observar la homogeneidad en el
fenotipo morfologico en cultivos en proliferacion de LP y PD, y por razones de
economia de tiempo, hemos estudiado los procesos celulares de forma
exhaustiva solo en células derivadas de LP.

Como resultado del primer objetivo de nuestro trabajo, hemos demostrado el
caracter de células madre mesenquimales de las células de LP, derivadas de
dientes de personas con diagnostico de TEA como de dientes control. Hemos
evidenciado la presencia de Nestina, como marcador de células progenitoras
indiferenciadas; asi como las proteinas de superficie CD44 y CD90, como
marcadores de células mesenquimales. La expresion de NG2 y Tujl se ha
determinado como marcadores de progenitores neurales y de cresta neural. El
estudio se ha completado, siguiendo la propuesta de Bueno et al. (2012) con el
andlisis transcriptémico y proteémico mas detallado, determinando la
expresion de Slug, Twist, Oct3/4, Sox9 y Sox10. Por lo tanto, el resultado
original obtenido en el presente trabajo demuestra que las células de LP
derivado de dientes con TEA, expresan en fase proliferativa: 1) marcadores de
células madre: Oct3 /4, Nestina y Sox2; y 2) marcadores de células de la cresta
neural: Slug, Twist, Sox10 and Sox9, asi como Fgf8b y sus receptores (p75NTR,
FGFR1-4). Por lo tanto, validan la propuesta de usar células derivadas de LP
como modelo de células progenitoras de cresta neural, facil de obtener de
forma no invasiva, para estudiar el TEA.

En cuanto a las diferencias encontradas en la expresion de los genes
estudiados y sus proteinas. Venos que en general no hay muchas diferencias
entre LP y PD con TEA y controles, si bien predomina de forma generalizada
una mayor presencia en células con TEA de estos genes, excepto la NESTIBA y
MIKIA67, que como marcador de células progenitoras indiferenciadas y
actividad proliferativa esta mas expresado donde hay mayor grado de
inmadurez celular. Por lo tanto las células mesenquimales de LP y PD control
en cultivo conservan mayor grado de inmadurez molecular que las células con
TEA.
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Como conclusion del primer y segundo objetivos hemos demostrado que las
alteraciones genéticas y ambientales que subyacen al TEA, no afectan el
desarrollo de las caracteristicas moleculares y celulares de los progenitores de
la cresta neural que van a generar el esbozo de los dientes (tanto sus
derivados del ligamento como de la pulpa).

3. Diferenciacion neural de las células de LP y PD

En un medio neurogénico las células de LP y PD desarrollan caracteristicas
morfolégicas y moleculares de neuronas, con un patréon temporal
heterogéneo. La potencialidad de generar neuronas esta dentro de los
destinos de diferenciacion normales de estas células, como células
progenitoras de cresta neural. ( Janebodin et al, 2011; Mitsiadis et al., 2017;
Santagati y Rijli, 2003; Sperber 1989; Thesleff, 2003). Las neuronas que
origina la creta neural son las neuronas del sistema nervioso periférico, que
morfologicamente se caracterizan como: neuronas paseudo-monopolares de
los ganglios sensoriales y neuronas de morfologia poligonal de los plexos
mientéricos. Para conocer como se produce el cambio morfoldgico desde
célula progenitora a neurona, hemos partido de cultivos indiferenciados de
células de LP por presentar de forma reproducible un patréon células
homogéneo, y por nuestra experiencia en la diferenciacion neural del LP
control (Bueno et al.,, 2013; Jones et al., 2012). Hemos descrito por primera
vez el cambio de morfologia de las células durante el proceso de conversion en
neuronas.

Las células reorganizan su citoesqueleto, yendo desde una morfologia
aplanada a la formacion de una esfera, que ha de definir una polaridad y
formar arboles de neuritas, las que después van a especializarse en dendritas
y axon. Las diferentes fases de este proceso son similares a las descritas en la
maduracion de cultivos de progenitores neurales de ratén ( Tahirovic and
Bradke., 2009; Takano et al., 2015). Por lo tanto, vemos como las células
progenitoras neurales del sistema nervioso periférico humanas siguen los
mismos estadios morfolégicos que las células progenitoras del sistema
nervioso central de mamiferos. Esto sugiere que los procesos de
reorganizacién del citoesqueleto encaminados a la polarizacién de las
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neuronas esta conservado en todo el sistema nervioso (central y periférico) y
en los mamiferos (al menos en ratones y humanos).

Las células de la PD han mostrado una mayor tendencia para generar
neuronas que las derivadas de LP. Hemos visto que algunas células con
morfologia neuronal ya aparecian con cierta frecuencia en cultivos en
proliferacion, lo cual nos hace pensar que la metodologia de purificacion de las
células mesenquiales en la PD selecciona una poblaciéon heterogénea de
células con distintas propiedades de diferenciaciéon en medios basales. Phan y
colaboradores (Phan et al, 2018) han publicado un estudio en el que
muestran la capacidad de diferenciacion de la células de PD en neuronas tras
cultivo en medios neurogénicos, y describen de un proceso de cambios
mofolégicos que distribuyen en cuatro estadios, que aprecen similares a los
que hemos descrito en las células de LP. Esta nos indica que las poblacién de
células mesenquimales derivadas de la cresta neural es heterogénea
inicialmente, con capacidad de responder a la induccién neural. Ademas de
células mesenquimales perivasculares, pueden existir células progenitoras
gliales para el revestimiento mielinico de las terminaciones nerviosas de la
pulpa dental (Pashley et al., 2014).

Como conclusion del tercer objetivo hemos visto que las células de LP y PD
con TEA y controles, muestran caracteristicas parecidas en cultivos
proliferativos. Demostrando ambas la capacidad de diferenciarse en neuronas
cuando se cultivan en un medio neurogénico, consistente en la incorporacion
de factores tréficos (EGF y FGF) a un medio de cultivo idéneo para células
neurales. Hemos definido los estadios del proceso de diferenciacion neuronal
de las células de LP, y observado que aunque la neuronas derivadas son de
sistema nervioso periférico, siguen el mismo patron que el descrito en
neuronas de cultivos primarios de progenitores neurales del cerebro.

4. Neuronas con TEA

Una vez que hemos sentado las bases experimentales que validan el modelo
célular propuesto, vamos a desarrollar de forma precisa la significacién de los
resultados que indican la sensibilidad del modelo para detectar fenotipos
relevantes en los mecanismos patogénicos del TEA. El estudio de las
diferencias entre el fenotipo “in vitro” de células mesenquimales derivadas
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del LP y la PD en personas

DATOS LIGAMENTO
Weesoec [ ecsien| PR ws Icc L/p con TEA con respecto a
Prol. personas sin diagnostico de
MeCP2 — .
TEA ni otra enfermedad
mental, puede
EN2 .
desarrollarse a dos niveles
ENL de complejidad: por una
lado observar los fenotipos
SHANK3 que los cultivos presentan
en cuanto a poblacién
SIRT1 celular; por otra parte, los
fenotipos observables en
CAsP3 las células
individualmente.
GAD1
En el plano de poblacidn

Tabla 6: Datos de los cultivos de LP. gPCR: transcripcion del ]

gen. WB: Western blot. ICC: inmunocitoguimica. L/P: LP/ celular, son los cultivos en
PD.ND: no diferencias. ¥ Diferencias entre LP y PD . .y

diferenciacion son los que

han generado mayor nuimero de diferencias celulares y moleculares entre

células control y células con TEA (Tablas 6, 7 y 8).

DATOS PULPA

.LPA>LPC . LPC>LPA

MeCP2

EN2

EN1

SHANK3

SIRT1

CASP3

GAD1

Tabla 7: Datos de los cultivos de PD. gPCR: transcripcion del gen.
WB: Western blot. ICC: inmunocitoguimica. L/P: LP/PD.ND: no
diferencias. [ Diferencias entre LP y PD
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Ya hemos visto que en cultivos basales (proliferacion), la PD muestra mayor
heterogeneidad celular, pero sin embargo presenta menores diferencias en la
expresion de genes que el LP (solo 6 /22 genes sin diferencias en PD y 4/22
genes sin diferencias en LP). Por lo tanto, los fenotipos en cultivos basales son
mas sensibles en LP que en PD. Las células de LPA y PDA en condiciones
basales expresan mas proteina MeCP2, EN2, EN1, CASP3, GAD1 and SIRT1, y
también presentan una mayor expresion de los genes SHANKZ y 3, NR3(],
CDC42, SYNGAP1, CCDD1, RORA and ROHA. De forma particular las células de
LPC en cultivo basal presentan mayor cantidad de expresion de BDNF que las
de LPA. Este resultado es inesperado, puesto que hemos visto como hay mas
expresion de MeCP2 en LPA que en el LPC, y sabemos que MeCP2 es una
proteina multifuncional que regula diversos procesos relacionados con la
morfogénesis celular y desarrollo sinaptico (durante el desarrollo y
plasticidad neuronal), mediante un mecanismo epigenético de activacion de
expresion de multiples genes, entre ellos BDNF (Fig. 68) (Lamonica y Zhou,
2016; Katz, 2014). Por lo tanto en las células con TEA puede estar alterado el
mecanismo de activacion transcripciones de MeCP2 en relacién con BDNF. Sin
embrago en cultivos de diferenciacion los resultados son acordes con la
relacion positiva de MeCP2 y BDNF, asi como con el posible papel patogénico
de sobreexpresiéon de BDNF en TEA (Li et al., 2017; Maussion et al., 2018; Wen
etal, 2017).

- En cultivos de diferenciacion se
A JT N " expresan de forma mas abundante

——f i _

\ //T/ moléculas caracteristicas de neuronas,
; “\77: 1A por lo que consideramos que estamos
\\ \ \L\m / CREB1

TOUAT. en condiciones mas adecuadas para

95— establecer correlaciones relevantes para
explicar las alteraciones celulares del

Figura 68: mapa de integracién funcional entre proteinas. Se muestra

e it e et -1 e et TEA. En el cultivo de diferenciacion las

diferencias en expresiéon de moléculas
entre células normales y con TEA son homogeneamente mayor que en cultivos
en proliferacién ( solo 3/22 moléculas sin diferencias en células de LP y 2/22
en células de PD). Este dato nos indica que las células mesenquimales
derivadas de LP y PD en cultivo de diferenciacién a neuronas se homogeneizan
en cuanto a fenotipo molecular. Esta homogeinizaciéon se ha visto también
reflejada en el mantenimiento de los procesos estructurales que caracterizan
los estadios de desarrollo descritos en el proceso de polarizacién celular en las
células del LP (nuestro trabajo) y en la PD (menos detallado, pero ilustrado en

Phan et al. (2018). Los mas remarcable como poblacién celular es el
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incremento de casi generalizado de proteina neurales, sobretodo las
relacionadas con la estructura sinaptica, y la disminucién de marcadores de
células indiferenciadas (NESTINA) y de proliferacion (MIKIA67).

En el plano de poblacién celular, hemos de tener en cuenta que hoy en dia
prevalece la hipotesis de que son alteraciones estructurales de las sinapsis la

base de la fisiopatologia del TEA,

gPCR-Gen LPC/LPA PDC/PDA

Prol.

B-111-Tub ND

SHANK2

SYNGAP1

MIKI&T

RELN

miANA 132

CCoD1A

MBD3 ND

NTRKZ ND

RORA

ROHA

BONF

RAC1 &D

Dif. Prol. Dif.

ND

ND ND ND

ND

ND

HD

ND ND

ND

ND

Tabla 8: Datos de los cultivos de LP y PD. gPCR: transcripcién
del gen. ND: no diferencias. ™

Control>Autismo [l A>C.

aceptandose que el trastorno es
mayoritariamente una
sinaptopatia (Bayés and Grant,
2016; Betancur et al.,, 2009; Toro
et al, 2010). Por lo tanto, nos
vamos a centrar en discutir los
hallazgos observados en genes
que codifican proteinas que
intervienen en el desarrollo de la
estructura sinaptica. Si bien el
resto de genes, como hemos
visto, pueden estar implicados
en mecanismos del metabolismo
celular y/o respuesta a agentes
exogenos que de forma
secundaria  modifiquen las

funcionalidad sinaptica.

La union sinaptica es una estructura compleja, estimandose que cerca de 2000
proteinas forman parte de ella (O’Rourke et al., 2012). La distribucion de las
proteinas sinapticas: sinptofisina (SYP) y sinapsina (SYN), como proteinas
localizadas en la terminal presinaptica; Conexina 43 (Cx43) como proteina
relacionada con el desarrollo de sinapsis eléctricas (uniones tipo gap), asi
como CDC42, RHOA y SHANK?2,3 como proteinas relacionadas con la densidad
postsinaptica.

Nuestros datos son confirmatorios en relacion con las alteraciones en la
expresion de proteinas SHANK en la densidad postsinaptica, demostrada tanto
en mutaciones de personas con TEA como en modelos animales (Betancur et
al., 2009; Penzes et al., 2011; Schmeisser y Verpelli, 2016). SHANK 2 y 3, que
son moléculas muy importantes en el andamiaje de la densidad postsinaptica
y la remodelacion funcional de las espinas sinapticas (Hayashi et al., 2009).
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Mutaciones en los genes SHANK en humanos producen el sindrome de Phelan-
McDermid (sindrome de deleccion del cromosoma 22: del22q13.3), que esta
asociado también a comportamiento similar al TEA.

Las proteinas CDC42 y RHOA presentan menor grado de diferencias aunque
importantes para la estabilidad y funcionalidad de citoesqueleto
postsinaptico, se les ha relacionado mas con esquizofrenia y discapacidad
intelectual que con TEA (Baetal., 2013; Penzes etal., 2011).

Nuestros estudios morfolégicos e inmunocitoquimicos sobre la diferenciacion
neuronal han producido los resultados mas originales, evidenciando una
sobreproduccion de neuritas en las células con TEA, lo que esta con
concordancia con los datos observados a partir de modelos celulares de TEA a
partir de IPs (Vaccarino et al,, 2011; Deshpande et al,, 2017).

El estudio preciso de la estructura y morfologia celular en los cultivos de
diferenciacion de LPC han sido importante para describir los cambios en la
forma celular y la distribucion de las proteinas del citoesqueleto (filamentos
de actina y microtubulos). Hemos descrito una intensa reorganizacion del
citoesqueleto en el proceso de diferenciacion neuronal a partir de
progenitores de cresta neural. El estudio de los cambios de la morfologia
nuclear durante este proceso ha originado una interesante linea de trabajo en
relacion con la neurogésis no asociada a divisidon celular (Bueno et la., en
revision). La produccion y distribucion de proteinas presinapticas analizadas
mediante estudios inmunohistoquimicos ha generado datos muy interesantes
que revelan la existencia de importantes alteraciones en la expresion y
distribucion de SYP, SIN y Cx43 en neuronas con TEA.

La SYP se sintetiza en el citoplasma y se ensambla a la membrana de las
vesiculas sinapticas en el aparato de Golgi, lo que nos explica el acumulo de
proteina observado al lado del nucleo en células control y con TEA. Existen
claras diferencias en el inicio de la expresion de SYP en células control
(homogénea y con una clara tendencia a cumularse en las terminales) y las
células con TEA (con una distribucion irregular y sin apreciarse acumulada en
terminales). Por lo tanto, ademas de las alteraciones descritas en las proteinas
postsinapticas, en las células con TEA hay una alteracion en la distribucion de
proteinas marcadores de vesiculas presindpticas y su maquinaria de
secrecion. Alteraciones en la expresiéon de SYP no han sido detectadas en
estudios con modelos celulares derivados de células embrionarias (Yazdani
et al.,, 2012). La falta de datos sobre la expresién de proteinas en este trabajo
no permite avanzar en el estudio comparativo de los resultados. Si bien, el
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fenotipo encontrado hace referencia sobretodo a la distribucion de la pretina y
no a la expresién del gene o su sintesis.

Del mismo modo que hemos detectado una alteracién en la distribucion de
SYP, se ha detectado alteraciones en la distribucion de la expresion de SYN.
Aunque el fenotipo de las células con TEA es menos aparente que el observado
con la expresion de SYP, la SIN presenta una distribucion mas dispersa y
menos abundante en las células con TEA que en las control. Existe en la
literatura datos que relacionan directamente mutaciones en SYN y aparicion
de caracteristicas fenotipicas de TEA en modelos animales (Chen et al., 2014;
Giovedi et al,, 2014; Michetti, et al., 2017).

Finalmente la distribucion de Cx43 en las neuronas control se localiza de una
manera precisa y puntual en las regiones de contacto entre las neuritas. En las
neuronas con TEA, al existir un mayor entramado neuritico se producen mas
contactos, y por lo tanto la expresion aumentada de Cx43 en ellos. Pero
ademas hemos observado expresion de Cx43 en regiones neuriticas donde no
se aprecian contactos celulares. Esto nos indica un aumento muy significativo
de uniones tipo Gap entre neuritas, asi como una alteracién en la distribucion
de la conexina en la membrana celular. La expresién de Cx43 no se ha visto
relacionada con autismo de forma directa, aunque el aumento de uniones tipo
gap entre las neuronas de los circuitos entre células piramidales dentro de las
columnas corticales, junto con un déficit terminales GABAérgicas
(desequilibrio excitador inhibidor)(Toro et al, 2010) podria explicar la
hipotesis de desconexion en el TEA (incremento de actividad intracolumnar y
déficit de conexion intercolumnar) (Casanova et al.,, 2013; Geschwind y Levitt,
2007; Golden et al., 2018; Hustler and Casanova, 2016; Zen et al., 2017).

Como conclusion de objetivo 4, podemos decir que la neuronas derivadas de
células mesenquimales con TEA presentan “in vitro” una alteracién en la
expresion de los genes y proteinas sinapticas. Estas alteraciones ponen de
relieve un distribuciéon anémala de marcadores presinapticos, junto con una
alteracién en la expresion de proteinas de la densidad postsinaptica.
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CONCLUSIONES

Como conclusion del primer objetivo especifico hemos podido aislar y
amplificar células madre mesenquimales de LP y PD a partir de muestras
con TEA y controles.

Hemos definido las caracteristicas celulares (microscopia de fluorescencia
[ICC] y electrénica de barrido) y moleculares (transcriptémica [qPCR] y
proteémica [WB]).

Como conclusion del tercer objetivo hemos visto que las células de LP y PD
con TEA y controles, tienen la capacidad de diferenciarse en neuronas y
hemos definido los estadios del proceso de diferenciacidn.

Podemos decir que la neuronas derivadas de células mesenquimales con
TEA presentan “in vitro” una alteracién en la expresion de los genes y
proteinas sindapticas. Estas alteraciones ponen de relieve una distribucion
andémala de marcadores presinapticos, junto con una alteraciéon en la
expresion de proteinas de la densidad postsinaptica.
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