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1
1.1

Introduccién

Neuropatologia de la enfermedad de Alzheimer
La enfermedad de Alzheimer (AD, del inglés Alzheimer disease) se

caracteriza por un deterioro progresivo de las funciones cognitivas y
constituye actualmente la causa mas frecuente de demencia en la poblacion
mundial. Se estima que entre el 60 % y el 80 % de los casos de demencia en
personas mayores de 65 anos estan asociados a esta patologia. Desde el
punto de vista clinico, su evolucion suele dividirse en una fase preclinica,

seguida de un deterioro cognitivo leve y, finalmente, demencia debida a AD."2

Una fraccion menor, menos del 5% de todos los casos de AD, se relaciona
con variantes de inicio precoz de la enfermedad, en las que los signos clinicos
surgen antes de los 65 afios y es conocida como enfermedad de Alzheimer
familiar (FAD, del inglés Familial Alzheimer’s Disease). Parte de estos casos
de inicio temprano presentan un patron hereditario autosémico dominante en
los genes que codifican APP (codificadora de la proteina precursora amiloide
0APP), PSEN1 (presenilinal o PS1) y PSEN2 (presenilina 2 o PS2).2 Muchos
de los casos de inicio temprano, aunque se sospecha puedan tener

componente genético, no son FAD debidos a las mutaciones descritas.?3

En contraste, la mayoria de los casos de AD son de inicio tardio, lo que quiere
decir que aparece a partir de los 65 afnos y de forma esporadica. En estos
casos, no se trata de una enfermedad hereditaria y no muestra una causa
genética unica; aunque la evidencia actual respalda la existencia de factores
de riesgo de caracter genético, siendo el mas significativo la deteccion del

alelo €4 en el gen APOE que codifica la apolipoproteina E (apoE)."2

A nivel neuropatoldgico, la AD se caracteriza por una serie de alteraciones
estructurales que reflejan la progresion del proceso neurodegenerativo. Entre
ellas destacan las denominadas lesiones positivas, asociadas a la
acumulacion andmala de proteinas, que incluyen depdsitos extracelulares
conocidos como placas amiloides y agregados intracelulares denominados
ovillos neurofibrilares. También puede observarse hilos de neuropilo, neuritas

distroficas y otros tipos de depdsitos presentes en el tejido cerebral de



pacientes afectados. Por otro lado, las lesiones negativas (por pérdida),
relacionadas con procesos degenerativos, como la marcada atrofia cerebral
producida por la pérdida neuronal y de las conexiones sinapticas.®#
Asimismo, se ha descrito la participacion de otros mecanismos que
contribuyen al dafio neuronal, entre los que destacan la neuroinflamacion, el

estrés oxidativo y la afectacion de las neuronas colinérgicas.%®

Entre estos cambios, sin duda los mas diferenciales que caracterizan la AD

son:

a) Placas seniles

Las placas seniles hacen referencia a los depodsitos extracelulares del
péptido B-amiloide o AB.”

Este péptido AR se genera por la fragmentaciéon de la proteina
transmembrana denominada proteina precursora amiloide (APP del inglés
amyloid precursor protein), que puede ser procesada por distintas vias.
En condiciones fisiologicas, el procesamiento de la proteina APP ocurre
principalmente a través de la via no amiloidogénica, en la que actuan las
enzimas a-secretasa y y-secretasa, que no generan fragmentos
amiloides. No obstante, también tiene lugar la via amiloidogénica, en la
que la B-secretasa actua en conjunto con la y-secretasa, generando el
referido AB de unos 36-43 aminoacidos, siendo la forma mayoritaria el
AB40 (de 40 aminoacidos). Estos péptidos se producen de forma normal
y son eliminados eficazmente, por lo que no resultan toxicos en
condiciones fisioldgicas.??

El componente catalitico de la y-secretasa es la PS1 (o su homdloga
PS2), cuyas mutaciones se asocian a FAD. Como se ha comentado
anteriormente, las mutaciones en los genes APP, PSEN1 y PSEN2
determinan las formas FAD, al alterar el procesamiento y generacion de
los péptidos A y facilitar la formacién de las isoformas AB42 (42 residuos)
frente a las AB40. Aunque el AB no es toxico per se y tiene actividades
bioldgicas conocidas, la generacion de un exceso de AB, y en particular
de AB42, favorece la formacion de oligdbmeros con alto potencial
amiloidogénico y neurotdxico, que finalmente da lugar a agregados



insolubles que tienden a agruparse formando las placas amiloides (Figura
1).89

De este modo, el péptido AB, mayormente en su forma de oligdmero
soluble con participacion de una alta proporcidon de AB42, es el efector de
la neurotoxicidad, produciendo dafo en dendritas y axones, provocando
la pérdida de sinapsis y finalmente el deterioro cognitivo. Cuando AR se
acumula, especialmente las placas mas densas, en el hipocampo, corteza
del cerebro y amigdala, activa la microglia y astrocitos, contribuyendo

patoldégicamente a la AD.™°

Ovillos neurofibrilares (NFT del inglés neurofibrillary tangles)

Se denomina ovillos neurofibrilares a los filamentos anormales de la
proteina citoesquelética tau hiperfosforilada. La proteina tau se une a los
microtubulos para estabilizarlos y mantener su estructura en las neuronas
y ello lo controla mediante fosforilacion/desfosforilacion. Cuando tau se
vuelve hiperfosforilada de forma anémala, forma los NFT."

Estos NFT se forman a partir de los filamentos helicoidales apareados
(PHF del inglés paired helical filaments) al enroscarse entre si, y se
pueden acumular en el interior de la célula nerviosa, dendritas y axones.
Esto tiene como consecuencia un deterioro de microtubulos
citoesqueléticos y el colapso del citoplasma llevando a la muerte
neuronal.?

En las primeras etapas de la AD, la acumulacion de tau patologica en
neuronas afecta a la funcién sinaptica antes de que ocurra la muerte
celular. Esto se traduce en pérdida de memoria temprana, alteraciéon de la
comunicacion entre neuronas y reducciéon de sinapsis funcionales.
Mecanismos asociados incluyen estrés oxidativo, disfuncion mitocondrial
y fallos en el transporte axonal, procesos que pueden interactuar con la
acumulacién de tau y AB en sitios sinapticos, contribuyendo al deterioro

cognitivo progresivo.'3
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Figura 1. Neuropatologia de la AD. Esta figura ilustra la formacién de placas
seniles y NFT. Se acumulan placas seniles compuestas por péptido AR, producto
de la escision anémala de la APP por la B-secretasa y la y-secretasa; en
condiciones normales, la APP es escendida por la a-secretasa en conjunto con la
y-secretasa, evitando la formacién de fragmentos amiloides. Mutaciones en
genes APP, PSEN1y PSENZ favorecen este procesamiento patoldgico.
Paralelamente, la proteina tau cuando esta hiperfosforilada patolégicamente, se
desprende de los microtibulos para producir los NFT.14

1.2 Modelos preclinicos en la enfermedad de Alzheimer
Los modelos experimentales de la AD son fundamentales para profundizar

en su patogénesis, estudiando los mecanismos implicados, y para evaluar el
potencial de nuevas terapias. La mayor parte de las investigaciones hacen
uso de ratones transgénicos, en particular modelos transgénicos basados en
la sobreexpresion de la proteina APP y PS1 humanas, por lo tanto son
modelos de FAD. Ademas, suelen complementarse con la sobreexpresion de
mutaciones en tau, las cuales no estan presentes en la AD, pero si en otras
tauopatias, ya que, de lo contrario, los roedores no desarrollarian patologia

tau.1®

Mas alla del modelo especifico que se utilice, todos los investigadores
comparten un mismo objetivo: encontrar una terapia capaz de frenar o
eliminar el avance de la enfermedad. Para lograrlo, es fundamental elegir un

modelo experimental que reproduzca de la forma mas fiel posible el dafo



cerebral caracteristico de esta enfermedad, con el propédsito de desarrollar un

tratamiento efectivo y seguro.

a) Modelos animales

Desde hace mucho tiempo, los modelos animales, dada su capacidad de
manipulacion, han sido ampliamente utilizados como sistemas
experimentales para estudiar los mecanismos biologicos y la evolucién de
diversas enfermedades, incluida la AD. El objetivo principal al usar estos
modelos es imitar lo mas fielmente posible una condicién que también se
presenta en humanos. Aunque no siempre es posible, ya que en muchas
ocasiones los animales no presentan la patologia en cuestién, se espera que
los hallazgos obtenidos en estos estudios puedan aplicarse a la compresion

y tratamiento de dichas condiciones en personas.’®

Para realizar los experimentos, se puede trabajar tanto con modelos animales
no transgeénicos, que no han sido modificados genéticamente y pueden
presentar la patologia de forma natural, asi como con modelos transgénicos,
en los que se introduce una modificacion genética especifica para estudiar
mecanismos de la enfermedad o inducir condiciones patologicas

particulares.®

En el caso de los modelos no transgénicos, se utilizan principalmente para
analizar aspectos especificos que no se limitan unicamente al origen de la
enfermedad, como por ejemplo, las interacciones entre distintas proteinas o
las alteraciones en el comportamiento.'® En la mayor parte de los casos, y
refiiéndonos a patologias neuroldgicas, para generar determinados
sintomas, se provocan lesiones especificas en zonas concretas del cerebro.
Ya concretando en la AD, también es posible inducir el déficit en ciertos
neurotransmisores, con el fin de afectar las neuronas colinérgicas de manera
semejante a lo que ocurre en la patologia, o también se puede administrar la
proteina AB directamente en el cerebro para reproducir el dafio caracteristico

amiloide.’” Por otro lado, hay modelos animales que manifiestan sintomas



similares de forma natural, sin requerir manipulaciones humanas. Un ejemplo
de esto se observa en los perros, que al envejecer pueden desarrollar
sintomas similares a la demencia en humanos, acompafiado por la
acumulacion de placas AB, aunque no desarrollan NFT.'8 Por ello, se emplean
perros de edad avanzada para probar tratamientos destinados a disminuir la
acumulacién de AB y, como consecuencia, favorecer la mejora de las
funciones cognitivas.'® Por otro lado, en los primates no humanos como el
mono Rhesus, se refleja tanto la neuropatologia como los deterioros
cognitivos tipicos de la AD. No obstante, mas alla de cuestiones éticas, el uso
de estos modelos resulta muy costoso y exige condiciones de mantenimiento
estrictas para los animales experimentales, ademas de la desventaja de una
vida util bastante prolongada, lo que hace que no siempre sea una alternativa

rentable y viable.?°

Pero dado que ningun animal mas alla del hombre sufre AD, los modelos
animales mas empleados para el estudio de la AD son los modelos
transgénicos. Estos modelos empleados se desarrollan a partir de
informacion obtenida de las variantes hereditarias, FAD, que son
considerablemente menos comunes que las formas esporadicas, pero no
presentan diferencias clinicas ni histopatoldgicas significativas con la AD
esporadica. Por ello, los genes mas empleados en la obtencién de modelos
transgénicos son aquellos que codifican para APP, PSEN1 y, en menor
medida, PSEN2.21

Los modelos transgénicos pueden generarse mediante diferentes
estrategias. Una de ellas consiste en introducir genes humanos mutados en
embriones de otros organismos, habitualmente ratones, empleando
promotores que favorecen una elevada expresion en el sistema nervioso.
Alternativamente, en los modelos knock-in se sustituye el gen original del
animal por su equivalente humano mutado, conservando los mecanismos de
regulacion propios del organismo, lo que permite mantener niveles de
expresion fisiologicos. Por otro lado, los modelos knock-out se basan en la
inactivacion especifica de determinados genes, con el objetivo de estudiar la

pérdida de su funcién.?



La mayor parte de los modelos transgénicos empleados en el estudio de la
AD corresponden a ratones, esto se debe a que su genética esta altamente
estudiada, lo que facilita su manipulacién experimental. Ademas, presentan
ventajas practicas como un ciclo de vida reducido y menores costes de
mantenimiento. Aunque estos animales no desarrollan de forma natural la AD,
resultan una buena alternativa para incorporar mutaciones genéticas y lograr

que se expresen las proteinas implicadas en la patologia, como la AB y tau.?®

Ademas de los ratones, las ratas también se emplean en el estudio de la AD,
debido a la presencia de ciertas caracteristicas fisioldgicas, morfologicas y
genéticas comparables a las humanas. Sin embargo, los ratones siguen
siendo el modelo mas utilizado, principalmente por la amplia disponibilidad
de herramientas de manipulacion genética y la existencia de numerosas

lineas transgénicas bien caracterizadas. %

Ademas de los modelos murinos, también se emplean otros organismos
como Drosophila melanogaster (mosca de la fruta), Caenorhabditis elegans
(gusano redondo) y Danio rerio (pez cebra). Estas especies ofrecen ventajas
experimentales, ya que su menor complejidad genética y su rapido ciclo de
vida facilitan la realizacion de estudios en menos tiempo. Sin embargo,
debido a su menor grado de similitud con la fisiologia humana, su uso suele
ser complementario y mas limitado en comparacidn con modelos de

mamiferos.2526

A pesar de los avances obtenidos gracias al uso de modelos animales en la
AD, una de sus principales limitaciones es su incapacidad para reproducir con
fidelidad la fisiopatologia humana, ya que no constituyen sistemas
biolégicamente equivalentes al sistema nervioso humano. Esta discrepancia
entre especies limita la validez traslacional y la aplicabilidad clinica de los
resultados obtenidos. En este sentido, diversos estudios han sefalado
diferencias anatomicas, genéticas y fisioldgicas relevantes entre los modelos
animales y el cerebro humano. Aunque estos modelos ofrecen ventajas
importantes, como su facilidad de manejo y la posibilidad de manipulacion

experimental, no logran reflejar completamente procesos clave como



determinadas variantes genéticas o la complejidad de las vias de
sefalizacion. Ademas, pocos modelos reproducen adecuadamente el

envejecimiento, un factor fundamental en el desarrollo de la enfermedad. 2’

b) Modelos celulares

El desarrollo de modelos celulares fisiologicamente relevantes representa
una herramienta clave para investigar los mecanismos de las enfermedades
en un contexto que refleje con mayor fidelidad la biologia humana. Disponer
de sistemas que reproduzcan niveles de expresion génica cercanos a los
fisiolégicos y que incluyan los tipos celulares especificamente afectados,
permite profundizar en los mecanismos moleculares implicados en la AD.
Asimismo, estos modelos facilitan la traslacion de los hallazgos a un contexto
humano y contribuyen al desarrollo de estrategias terapéuticas mas

eficaces.?®

En las investigaciones recientes sobre la AD, se recurre con mayor frecuencia
a diversos tipos de células madre, incluyendo las células madre embrionarias
(ESCs del inglés Embryonic Stem Cells), las células madre mesenquimales
(MSCs del inglés Mesenchymal Stem Cells), las células madre neurales
(NSCs del inglés Neural Stem Cells) y las células madre pluripotentes

inducidas (iPSCs del inglés Induced Pluripotent Stem Cells). 2°

De todas ellas, las iPSCs han adquirido un papel especialmente relevante
como modelos celulares en la AD. Por el contrario, los otros tipos de células
madre han sido estudiados principalmente con fines terapéuticos en
enfermedades neuroldgicas, aunque su aplicacion en esta patologia presenta
limitaciones. Estas dificultades se relacionan, entre otros factores, con la
complejidad de trasladar las terapias celulares a la practica clinica y con el
caracter difuso del dano cerebral en la AD, que no se restringe a una unica

region. 2°

En este contexto, las iPSC han supuesto un avance significativo. En 2007,

se publicé la descripcion de la generacion de iPSC a partir de células
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somaticas humanas, como fibroblastos de la piel o células sanguineas,
mediante la introduccién de factores de transcripcion especificos, conocidos
como factores de Yamanaka. Este proceso permite reprogramar células
diferenciadas hacia un estado pluripotente, dotandolas de la capacidad de
diferenciarse posteriormente en diversos tipos celulares.?® La diferenciacion
se logra mediante la aplicacion secuencial de medios de cultivo especificos,
factores de crecimiento y pequefias moléculas moduladoras. Estas
estrategias in vitro pueden organizarse segun la dimensionalidad del cultivo:
los sistemas 2D generan poblaciones celulares relativamente simples vy
faciles de analizar, mientras que los modelos 3D presentan una mayor
complejidad estructural, reproduciendo con mayor fidelidad las interacciones
celulares y la organizacion tisular caracteristica de procesos como el
desarrollo neuronal.?’ Dentro de los modelos 2D, se han diferenciado iPSC
en diversos tipos celulares, incluyendo neuronas,3? astrocitos,33
oligodendrocitos** y microglia.®® Por otro lado, dentro de los modelos 3D,
destacan los organoides cerebrales, los cuales pueden incluir uno o diversos
tipos de células cerebrales derivadas de IPSC. Estos modelos
tridimensionales han permitido reproducir depdsitos de AR y NFT, estructuras

que se observan con baja frecuencia en cultivos celulares 2D.3"

Actualmente en las investigaciones basadas en iPSC para la AD, se generan
lineas de individuos sanos y de pacientes, que posteriormente se diferencian
en los tipos celulares de interés y luego se comparan para identificar fenotipos
asociados al estado patoldgico. Aunque la comparacion entre lineas presenta
desafios técnicos (ver a continuacion comentario sobre lineas isogénicas),
estas aproximaciones permiten estudiar tanto formas FAD como esporadicas
de la enfermedad, utilizando controles de edad y sexo similares. La capacidad
de generar células cerebrales a partir de iPSC de un individuo concreto ofrece
ademas un importante potencial para la medicina personalizada, al permitir
la investigacion de alteraciones especificas de cada paciente que puedan
contribuir a la patologia.3®

Si bien los modelos derivados de iPSC de pacientes capturan la complejidad
genética individual de la AD, la variabilidad genética entre los diferentes

11



donantes puede dificultar la comparacion e interpretacion de los resultados
experimentales. Para eliminar la variabilidad genética interindividual y aislar
el efecto de una mutacion especifica, se emplean lineas isogénicas,
generadas a partir de la misma base genética y que difieren unicamente en
la presencia o ausencia de la mutacion de interés. La comparacion entre la
linea control y la linea mutada isogénicas, permite analizar de manera precisa
los efectos de estas mutaciones especificas. La introduccion de la tecnologia
CRISPR/Cas9 ha sido fundamental para desarrollar estas lineas, ya que
posibilita introducir o corregir mutaciones concretas en genes implicados en
la AD de forma dirigida, sin alterar el resto del genoma. Esta estrategia
permite atribuir con mayor certeza los fenotipos observados a la mutacién
especifica y no a otras variaciones genéticas.3”:383940 En el estudio de la AD
esporadica (no causada por una mutacion genética clara), una estrategia
experimental consiste en exponer las células a AR exdégeno, principalmente

AB42, y comparar las respuestas entre células tratadas y no tratadas.*!

A pesar de que puede resultar dificil que AR u otros tratamientos lleguen a las
células mas profundas de los organoides, estos modelos permiten reproducir
con mayor fidelidad las complejas interacciones celulares y la organizacion
estructural del cerebro, lo que confiere a los organoides un mayor potencial

como modelo traslacional para la investigacion de la AD.#?

Human Induced Pluripotent Stem Cells

W m‘ \-"".

Neurons Astrocytes Microglia Cerebral organoids

Figura 2. Esta figura muestra la diferenciacién de las iPSC en los diferentes modelos 2D
0 3D.3%
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Objetivos
El objetivo general de este trabajo se basa en analizar el uso de organoides

cerebrales derivados de iPSC humanas en la investigacion farmacolégica de
la AD, considerando su potencial para el avance en la comprension de la
patologia, asi como su utilidad para el testaje de nuevas estrategias
terapéuticas.

Los objetivos especificos de este trabajo son los siguientes:

- Exponer brevemente el proceso de obtencion de organoides cerebrales
derivados de iPSC humanas con relevancia para el estudio de la AD.

- Analizar estudios recientes que han empleado organoides cerebrales
derivados de iPSC humanas para reproducir mecanismos patologicos clave
de la AD.

- Examinar investigaciones recientes que han empleado organoides
cerebrales derivados de iPSC humanas como plataforma para la evaluacién
de nuevas vias terapéuticas en la AD.

- Discutir sobre las dificultades actuales y las perspectivas futuras del

desarrollo farmacoldgico basado en estos modelos.

Justificacion

La AD constituye la patologia neurodegenerativa mas prevalente y la
principal causa de demencia. Esta patologia de relevancia clinica afecta no
solo a los pacientes, sino que también tiene un impacto considerable en sus
familias y en la sociedad en su conjunto. Asimismo, el progresivo
envejecimiento de la poblacién mundial contribuye a un aumento sostenido
de la incidencia de la enfermedad, lo que supone un desafio creciente para
los sistemas de salud publica.*34445

A pesar de la implementacién de multiples enfoques y el uso de una amplia
variedad de modelos experimentales, la prevalencia de la AD continta
incrementandose, y aun no existen terapias efectivas disponibles. Aunque
diversas estrategias han mostrado resultados prometedoras en modelos de
AD en roedores, dichos efectos no se han traducido en beneficios clinicos,

13



evidenciando las limitaciones de los modelos preclinicos tradicionales. En
este contexto, las tecnologias basadas en iPSC humanas, en concreto los
organoides cerebrales, han revolucionado la investigacion preclinica,
constituyendo un enfoque clave para avanzar en la comprension y el estudio

de la enfermedad.*647

Material y métodos

Disefo
Para la elaboracién de este Trabajo de Fin de Grado, se llevé a cabo una
revision bibliografica sistematica. Este enfoque metodoldgico consiste en
una evaluacion critica, estructurada y reproducible de la literatura cientifica
existente sobre un tema en concreto, con la finalidad de sintetizar la mejor

evidencia cientifica actual y de responder a los objetivos planteados.

La busqueda de los articulos cientificos se centralizé en la base de datos
Medline, a través de PubMed (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/),
considerada como la principal fuente bibliografica a nivel mundial en el

campo de las ciencias de la salud.

4.2 Estrategia de busqueda

La estrategia de busqueda en Medline se diseié combinando descriptores
de ciencias de la salud (MeSH) con términos de lenguaje libre (keywords) en
los campos de titulo y resumen ([tiab]) para maximizar la sensibilidad de la

recuperacion. La ecuacion de busqueda final empleada fue la siguiente:

(("brain organoid*"[tiab] OR "cerebral organoid*'[tiab] OR "neural
organoid*"[tiab]) AND ("Alzheimer Disease"[Mesh] OR "Alzheimer*"[tiab] OR
"AD"[tiab]) AND ("Induced Pluripotent Stem Cells"[Mesh] OR "induced
pluripotent stem cell*"[tiab] OR "iPSC*"[tiab]))

La estrategia se estructuré en tres bloques tematicos para garantizar la

maxima recuperacion de informacion. En el primer bloque, referido a los
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organoides, se hizo uso de lenguaje libre con la etiqueta [tiab] (titulo y
resumen), ya que actualmente no existe un término MeSH especifico que
englobe todas sus variantes; ademas, se aplico el truncamiento mediante un
asterisco (organoid*) para localizar tanto el singular como el plural del
término. En el segundo bloque, dedicado al Alzheimer, se combiné el
descriptor oficial “Alzheimer Disease”[Mesh] con términos de lenguaje libre
en el titulo y resumen, asegurando asi la obtencién de articulos recientes
que aun no han sido etiquetados bajo el descriptor oficial. Finalmente, el
tercer bloque sobre células madre pluripotentes inducidas, se integro el
término controlado "Induced Pluripotent Stem Cells"[Mesh] junto con
términos de lenguaje libre en el titulo y resumen para recuperar estudios que
hacen uso de la terminologia completa o el acrénimo técnico mas comun
actualmente, evitando la pérdida de evidencia por variaciones de

nomenclatura.

Estos tres bloques se combinaron haciendo uso del operador booleano AND.

Concepto Términos de Busqueda
Concepto 1: Brain "brain organoid*"[tiab] OR "cerebral organoid*"[tiab] OR "neural
Organoids organoid*"[tiab]
Concepto 2: "Alzheimer Disease"[Mesh] OR "Alzheimer*"[tiab] OR "AD"[tiab]
Alzheimer
Concepto 3: iPSC "Induced Pluripotent Stem Cells"[Mesh] OR "induced pluripotent

stem cell*"[tiab] OR "iPSC*"[tiab]

Ecuacioén Final (Concepto 1) AND (Concepto 2) AND (Concepto 3)
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Tras la busqueda de la ecuacion anterior, y para garantizar la pertinencia,
actualidad y calidad de los articulos cientificos analizados en este trabajo, se
aplicaron una serie de filtros. En primer lugar, se hizo uso de los filtros
Abstract y Full Text, lo que permitio realizar una evaluacion preliminar de la
pertinencia de los articulos y posteriormente un analisis critico mas profundo
de los resultados. En cuanto al idioma, la busqueda se limit6 a publicaciones
en inglés y espafol, garantizando el acceso a la produccion cientifica
internacional y regional, sin afectar la exactitud en la interpretacion de

informacion.

Asimismo, se hizo uso del filtro Humans, ya que el enfoque del estudio esta
dirigido al modelado de la enfermedad de Alzheimer mediante iPSC
humanas; esto permitié asegurar que los trabajos seleccionados se basaran
en procesos biolégicos humanos y no en modelos animales. Por ultimo, la
busqueda se restringioé a publicaciones correspondientes a los ultimos cinco
anos (2021-2026), un criterio importante teniendo en cuenta la constante
evolucion de la tecnologia de los organoides cerebrales, garantizando que el

trabajo recoja los avances mas recientes y precisos hasta la fecha actual.

4.3 Seleccioén final de los articulos
Tras la ejecucion de la estrategia de busqueda explicada anteriormente en

la base de datos Medline, se identificaron un total de 67 articulos. El proceso
de seleccion de los articulos se estructurd en dos etapas. En primer lugar, se
filtraron los articulos mediante la lectura del titulo y del resumen (Abstract)
para evaluar su adecuacion tematica. Posteriormente, aquellos articulos que
resultaron de interés fueron seleccionados para una lectura critica del texto
completo, con el fin de extraer informacion pertinente para cumplir los
objetivos propuestos en la investigacion. Finalmente, se analizaron un total

de 51 articulos.
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5
5.1

Resultados
Definiciéon

Los organoides cerebrales son estructuras tridimensionales generadas a
partir de células madre pluripotentes inducidas (iPSC) que, en condiciones
de cultivo adecuadas, se autoorganizan de manera espontanea y
reproducen, a pequefia escala, aspectos clave del desarrollo y la
organizacion del cerebro humano.*®4° Estan formados por distintos tipos
celulares cerebrales que interactuan entre si y siguen programas de
diferenciacion propios del tejido cerebral, lo que les permite adquirir
funciones especializadas similares a las del cerebro real.*® Gracias a su
arquitectura 3D, que favorece interacciones celulares reales, los organoides
cerebrales constituyen una herramienta valiosa para el estudio de la AD.49:50
En particular, cuando se generan a partir de iPSC de pacientes con esta
patologia, pueden reproducir (con induccién en casos de AD esporadico o
directamente para FAD) alteraciones moleculares, celulares y funcionales
caracteristicas, como la acumulacion de AR, la hiperfosforilacion de tau, la
disfuncion sinaptica y la muerte neuronal.4849 Asimismo, la aplicacién de
tecnologias de edicion génica como CRISPR/Cas9 permite introducir o
corregir mutaciones asociadas a la enfermedad, facilitando la obtencién de
modelos isogénicos y el analisis mas preciso de los mecanismos

moleculares implicados en la AD.%°

5.2 Desarrollo

El desarrollo de organoides puede realizarse principalmente mediante dos
estrategias: el método guiado y el método no guiado, que difieren en el grado
de control externo sobre la diferenciacién celular. Independientemente de la
estrategia empleada para la generacion de organoides, el proceso se
fundamenta en una serie de etapas iniciales comunes que incluyen la

obtencion de células somaticas y su reprogramacion a iPSC.5'

Como se menciona anteriormente, el primer paso es la obtencion de células

somaticas. Los fibroblastos de origen cutaneo, los cuales se obtienen a
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través de una biopsia cutanea, representan la fuente principal de iPSC entre
las células somaticas humanas. Tras su obtencion, las células somaticas son
sometidas a un proceso de reprogramacion celular con el fin de que vuelvan
a un estado pluripotente, es decir, con la capacidad de autorrenovarse y de
diferenciarse en distintos tipos celulares derivados de las tres capas
germinales. Esta reprogramacion se logra normalmente, y como se explico
anteriormente, mediante la expresion de los factores de Yamanaka (OCT4,
SOX2, KLF4 y ¢c-MYC) en las células, generalmente a través de vectores
virales que transportan los genes que codifican dichos factores. La expresion
de estos factores permite modificar la expresién génica celular y restablecer

un estado pluripotente.>'-52

Una vez obtenidas y caracterizadas, las iPSC pueden -cultivarse en
condiciones tridimensionales (3D) que favorecen su agregacion y posterior
diferenciacion. A partir de este punto, el destino celular y la organizacion
tisular dependeran de la estrategia de diferenciacién usada, ya sea mediante

un enfoque guiado o no guiado.

El método de diferenciacion no guiado se apoya en la capacidad natural de
las células para organizarse y diferenciarse por si mismas, sin necesidad de
anadir sefales externas especificas. El proceso comienza cultivando las
iPSC en suspension para que formen los cuerpos embrioides (EB), que son
agregados celulares tridimensionales donde las células empiezan a
interactuar y organizarse de manera similar a un embrion temprano. Estos
EB se trasladan a unos pocillos en medio de induccion neural, lo que genera
el tejido neuroectodérmico, es decir, capas de células que recuerdan al tejido
que dara lugar al sistema nervioso en el desarrollo embrionario. A
continuacion, estas estructuras se encapsulan en gotas individuales de
Matrigel que, tras solidificarse, se cultivan en un medio de diferenciacion sin
agitacion. Posteriormente, las gotas se transfieren a un biorreactor rotatorio
que favorece la viabilidad a largo plazo de los organoides, mejorando la
difusién de oxigeno, nutrientes y desechos y promoviendo su desarrollo
continuo. Los organoides cerebrales obtenidos por este método presentan

niveles de organizacién similares a los de regiones cerebrales y gran
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diversidad celular, aunque el control sobre la diferenciacion y su
reproducibilidad es limitado. Un ejemplo clasico de este enfoque es el
protocolo descrito por Lancaster et al. (2013), utilizado ampliamente para

estudiar el desarrollo cerebral temprano.5' 53 54,55

Por otro lado, el método de diferenciacion guiado hace uso de determinados
factores para dirigir a las células hacia regiones cerebrales concretas, como
el prosencéfalo, el mesencéfalo o el cerebelo. En la mayoria de los
protocolos de diferenciacién, la induccién neuronal comienza con la
inhibicion de la via de sefializacion SMAD, una ruta de comunicacion
molecular que utilizan las células para recibir y transmitir sefiales que
influyen en su destino y en los tipos celulares que pueden generar. Al
bloquear esta via, se evita que las células se diferencien hacia tejidos
derivados del mesodermo o del endodermo, favoreciendo en cambio su
desarrollo hacia linajes neuronales. Posteriormente, se afiaden moléculas
sefalizadoras que guian la diferenciacion hacia tipos celulares o regiones
cerebrales especificas. Aunque este método ofrece mayor reproducibilidad y
control, genera organoides mas especificos y menos complejos, por lo que
se emplea principalmente para estudiar funciones o patologias regionales

concretas.>". 53. 56

En conjunto, mientras que el método guiado prioriza la precision y el control,
el método no guiado permite la formacidn espontanea de un organoide
cerebral mas completo y diverso, siendo el mas adecuado para modelar el

desarrollo global del cerebro humano.®’
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Figura 3. Esquema de los métodos de generacion de organoides cerebrales. El
método no guiado permite la formacién de organoides cerebrales completos, mientras
que el método guiado dirige la diferenciacion hacia regiones cerebrales especificas,
como prosencéfalo, mesencéfalo y cerebelo.%®

Los organoides cerebrales que derivan de iPSC de pacientes con la AD se
pueden generar principalmente a partir de casos de FAD, ya que la presencia
de mutaciones bien conocidas en PSEN1, PSEN2 y APP permite estudiar de
forma directa el impacto de estas alteraciones genéticas en el desarrollo y la
progresion de la patologia, favoreciendo ademas la aparicion temprana de
los cambios patoldgicos caracteristicos de la enfermedad en este modelo in

vitro.58:59

Cuando se pretende analizar la funcién de variantes de riesgo como el alelo
APOE4, también se emplean lineas derivadas de AD esporadica.®® Cuando
se realizan cultivos originados de pacientes AD esporadicos (con variantes
de riesgo o0 no), muchas veces se requiere la induccion con tratamiento
exogeno de AB42 recombinante, ya que no siempre desarrollan facilmente la
patologia en cultivo.%85° De cualquier modo, dado que en estos casos la
enfermedad esta influida por multiples factores genéticos y ambientales
adicionales, resulta dificil establecer una relacién causal directa con dicha
variante.%® Por este motivo, es frecuente recurrir a estrategias de edicion

genética mediante CRISPR/Cas9 para introducir esta variante en células de
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individuos sanos, permitiendo estudiar su contribucion en un contexto
genético controlado.%85° Los organoides generados en estos contextos
reproducen rasgos neuropatologicos caracteristicos de la enfermedad, como
un aumento en la produccién de AR, hiperfosforilacion de tau, disfuncion
sinaptica, disminucion de la actividad neuronal y muerte celular, asi como un
aumento de la proporciéon AB42/AB40 en comparaciéon con organoides
derivados de individuos sanos. De manera mas general, los organoides
también pueden obtenerse a partir de células de personas sanas y
modificarse mediante CRISPR/Cas9, tanto para introducir mutaciones
especificas como para corregirlas en lineas procedentes de pacientes, con
el objetivo de reducir la variabilidad interindividual y permitir comparaciones

experimentales mas precisas.%85°

APOE4 carrier Gene editing
Fibroblast Reprogramming

isolation to iPSCs CRISPR/Cas9
— edited APOE3 iPSCs

 —
Patient-derived Induced pluripolem\A

fibroblasts stem cells (iPSCs)

Isogenic lines

Skin biopsy

Unedited
APOE4iPSCs
Self-organization,

differentiation & Neuroectoderm
maturation induction |
-

Figura 4. Edicion de iPSC derivadas de un paciente APOE4 mediante la
tecnologia de edicion CRISPR/Cas9 para convertirlas a APOE3 y generar
pares isogénicos, que posteriormente se diferencian y cultivan como
organoides.%®

5.3 Uso en la investigacion farmacologica de la Enfermedad de
Alzheimer

En el marco de la investigaciéon farmacoldgica de la AD, los organoides
cerebrales se han consolidado como una herramienta experimental clave
para el estudio de los mecanismos patolégicos de la enfermedad, ya que
permiten modelar procesos patolégicos humanos en sistemas

tridimensionales controlados. A partir del analisis de los articulos
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seleccionados, los estudios pueden agruparse en tres enfoques principales:
el modelado de mutaciones genéticas conocidas, la identificacién de posibles
nuevos mecanismos moleculares implicados en la enfermedad y la
incorporacion de microglia para aumentar la complejidad fisiolégica del

modelo y estudiar su papel en la patologia.

Modelado de mutaciones genéticas conocidas

Una parte de los estudios revisados emplea organoides cerebrales derivados
de iPSC humanas portadoras de variantes patogénicas o de riesgo genético
para reproducir su efecto, validando el modelo como plataforma experimental
para el anadlisis de los mecanismos patolégicos y la evaluacion de

intervenciones terapéuticas.50:61.62.63,64,65

En este contexto, se han generado organoides cerebrales a partir de iPSC
de pacientes portadores de mutaciones, sobre todo en PSEN1,
comparandolos con lineas isogénicas sanas. Los organoides mutantes
presentaron acumulaciones compactas de AB, con un aumento de la
proporcion AR42/AB40, defectos en la organizacion tisular y alteraciones en
el desarrollo neuronal. Ademas, la respuesta de estos organoides a
inhibidores de B- y y-secretasa (terapias que se han ensayado para disminuir
la generacion de AB), reduciendo los niveles de péptidos AB, respalda su
utilidad como plataforma preclinica para la evaluacion de compuestos
dirigidos a dianas moleculares bien caracterizadas.®? Asi, los organoides con
mutaciones en PSEN1/2 permiten estudiar tanto las consecuencias celulares
directas de las mutaciones causales de FAD, como la eficacia de potenciales
tratamientos farmacolégicos, reproduciendo con fidelidad los procesos

patolégicos observados in vivo.

Mas alla de las mutaciones causales, algunos estudios han explorado el
impacto de variantes genéticas de riesgo, destacando el papel del alelo
APOEA4, principal factor de riesgo genético en la AD esporadica. Una parte

de los estudios se centra en generar organoides cerebrales derivados de
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iPSC humanas con genotipos APOE3 y APOE4 isogénicos, lo que permite
estudiar el efecto del alelo APOE4. Los resultados muestran que los
organoides APOE4 se asocian con un aumento de la fosforilacion de tau y
de la acumulacién amiloide, asi como con la presencia de marcadores de
estrés celular, incluyendo especies reactivas como el peréxido de hidroégeno,
lo que sugiere un aumento del estrés oxidativo neuronal. En contraste, en
los organoides APOE3 estos marcadores se mantienen bajos o
practicamente indetectables.° De la misma manera, se ha estudiado el
efecto del alelo APOE4 durante las etapas iniciales del desarrollo neuronal,
con el fin de observar como afecta esta variante genética desde etapas
tempranas. Para ello, se evaluo la influencia del alelo APOE4 en |la formacion
de redes neuronales y se evidencié que los organoides APOE4 presentan un
desequilibrio en la proporcién de neuronas excitatorias e inhibitorias y un
aumento de astrocitos, asociado a disfuncién en la actividad de red neuronal.
Esto sugiere que APOE4 no solo actua en fases avanzadas de la AD, sino
que puede afectar al desarrollo cerebral desde etapas tempranas, lo que es
clave para desarrollar estrategias preventivas.®' De forma complementaria,
se ha estudiado el efecto de neuronas y astrocitos APOE4 en organoides
cerebrales con el fin de observar los efectos de cada uno. Las iPSC
empleadas procedian de una linea parental APOES3, a partir de la cual se
generaron células APOE4 mediante edicion CRISPR/Cas9. Con ellas se
obtuvieron cuatro tipos de organoides: neuronas APOE3/astrocitos APOE4,
neuronas APOE4/astrocitos APOE3, ambos APOE4 y ambos APOE3
(control). Para ello, se indujo previamente la diferenciacion hacia astrocitos
y posteriormente se cocultivaron con iPSC de organoides cerebrales
estandar. En estos modelos, las neuronas APOE4 fueron suficientes para
incrementar la produccion de AB, mientras que la presencia simultanea de
astrocitos y neuronas APOE4 fue necesaria para observar un aumento
significativo de tau fosforilada. Ademas, los organoides con astrocitos
APOE4 mostraron una marcada acumulaciéon de lipidos y colesterol. Todo
ello destaca la relevancia de las interacciones entre tipos celulares para

reproducir de forma mas completa los mecanismos de la enfermedad.%*
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Otra parte de los estudios genera organoides cerebrales derivados de iPSC
humanas con inactivacién completa del gen APOE mediante CRISPR/Cas9
con el fin de establecer y validar un modelo experimental que nos permita
estudiar la funcidn basal de la proteina apoE, nos sirva como referencia para
comparar diferentes isoformas y entender qué cambios son patoldgicos y
detectar vias implicadas en la patogénesis de la AD que podrian explorarse
terapéuticamente.®® Los datos obtenidos muestran que la ausencia (KO) de
apoE en organoides cerebrales genera un desequilibrio en la proporcion de
neuronas excitatorias e inhibitorias y un aumento de astrocitos. Ademas, la
falta de apoE muestra una desregulacién del metabolismo de los lipidos con
una mayor sintesis de colesterol en neuronas y una acumulacion excesiva
de lipidos en astrocitos, lo que pone de manifiesto el papel esencial de APOE
en la homeostasis cerebral.® Estos modelos basados en mutaciones del gen
APOE muestran que los organoides cerebrales permiten recrear tanto
disfunciones metabdlicas como alteraciones sinapticas y de comunicacion
célula-célula, contribuyendo al entendimiento de como variantes genéticas
de riesgo predisponen al desarrollo de la AD. En conjunto, la evidencia
disponible indica que los organoides cerebrales constituyen una herramienta
robusta para el modelado funcional de mutaciones asociadas a la AD,
permitiendo no solo reproducir caracteristicas patolégicas humanas, sino

también evaluar la respuesta a intervenciones dirigidas.

Identificacion de nuevos mecanismos moleculares

Ademas del modelado de mutaciones conocidas, los organoides cerebrales
se han consolidado como una herramienta especialmente valiosa para la
exploracion de mecanismos moleculares emergentes implicados en la
fisiopatologia de la AD. Los estudios analizados emplean estos sistemas
tridimensionales para investigar procesos celulares tempranos en un
contexto humano complejo, lo que permite detectar alteraciones que pueden

pasar desapercibidas en modelos bidimensionales 0
anima|es_66,67,68,69,70,71 ,72,73,74,75,76,77,78,79,80,81,82,83

24



Una linea relevante de investigacion ha puesto de manifiesto la implicaciéon
de procesos de estrés celular y muerte neuronal en la progresion patologica
de la AD. En particular, un proceso de muerte celular desencadenado por el
exceso de hierro y el dafio oxidativo en los lipidos conocido como ferroptosis,
ha sido identificado como un mecanismo potencialmente asociado a la
acumulacion patoldgica de AB en el cerebro de pacientes post-mortem. En
este sentido, se generaron organoides cerebrales derivados de iPSC
humanas, incluyendo lineas con la mutacion PSEN1 y controles isogénicos
sanos, con el fin de confirmar y profundizar lo que previamente se habia
estudiado en cerebros post-mortem. Se analizaron las proteinas y genes
relacionados con la ferroptosis, asi como marcadores de estrés oxidativo y
peroxidacién lipidica, como ferritina y ferroportina. Los organoides con la
mutacion mostraron un aumento significativo de estos marcadores,
indicando mayor estrés oxidativo y activacion de la ferroptosis. Ademas, la
inhibicién farmacoldgica de la ferroptosis mediante ferrostatina-1, redujo la
formacion de agregados AB y normalizd los niveles de ferritina, 1o que
respalda la contribucion de este proceso a los cambios patologicos
observados.”® Asimismo, la activacion de factores reguladores de la
respuesta al estrés y la inflamacion se han relacionado con la patologia de
la AD. Algunos estudios han demostrado una asociacion entre la via c-Jun 'y
esta patologia, poniendo de manifiesto que se trata de una ruta molecular
que responde al estrés y a procesos neurodegenerativos, contribuyendo a la
neuropatologia de la enfermedad. Para estudiar esto, se generaron
organoides cerebrales derivados de iPSC de pacientes con FAD (mutacion
PSEN1) y de controles isogénicos. Los organoides cerebrales derivados de
pacientes con AD mostraron una activacion sostenida y elevada de c-Jun en
comparacion con controles sanos. Esta activacion provoco la activacion de
regiones del ADN normalmente silenciadas, generando sefiales
interpretadas por la célula como dafo y desencadenando una respuesta
inmunitaria innata perjudicial para las neuronas. Como consecuencia, se
observé mayor muerte neuronal, menor formacién de nuevas neuronas y

alteraciones en el desarrollo del tejido cerebral. La reduccion experimental
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de la actividad de c-Jun revirti6 la activacion anémala de secuencias de ADN
que normalmente permanecen inactivas, asi como la activacion de la
respuesta inmune innata y de vias de muerte celular. Como consecuencia,
disminuyo la muerte neuronal y se restauraron parcialmente los defectos de
neurogénesis, indicando que c-Jun actua como regulador clave de los
cambios patoldgicos observados.” Todo ello sugiere nuevas posibles dianas

farmacologicas en etapas tempranas de la enfermedad.

Otros trabajos se han centrado en estudiar modificaciones en la actividad
neuronal y en la regulacion génica asociadas a la AD. En este contexto, se
ha estudiado el efecto del gen BIN1, cuyas variantes genéticas se han
asociado con un aumento en la probabilidad de desarrollar AD .Para ello, se
generaron organoides cerebrales los cuales fueron editados mediante la
tecnologia CRISPR/Cas9 para obtener diversas variantes de BIN1, BIN1
funcional, reducido (haploinsuficiencia; una copia funcional y la otra
inactivada) y ausente. Se observd que BINT se expresa principalmente en
neuronas excitatorias y que su disminuciéon o ausencia provoca que los
canales de calcio tipo L (de larga duracion de activacion “long-lasting” y
activacion de alto voltaje) sean mas activos, aumentando la entrada de Ca?*
en las neuronas. Este exceso de sefializacidon de calcio altera la excitabilidad
y la comunicacion neuronal, y se asocia con una reduccion en la formacién
de sinapsis y cambios en la expresion de genes dependientes de la actividad
neuronal, fendmenos similares a los observados en la AD. Ademas, al tratar
los organoides con nifedipina, un bloqueador de los canales de calcio tipo L,
se pudo recuperar parcialmente estas alteraciones y cambios de expresion
geénica. Este resultado apoya la hipétesis de que los efectos detectados en
las neuronas estan mediados, al menos en parte, por la desregulaciéon de la

sefializacién de calcio causada por la reduccion de BIN1.73

De igual modo, los organoides han permitido evaluar intervenciones
experimentales orientadas a mejorar la maduracién neuronal o reducir la
acumulaciéon de productos patologicos, demostrando su utilidad para la

identificacion preliminar de estrategias terapéuticas. En este sentido, se han
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generado organoides cerebrales derivados de iPSC de pacientes con FAD y
lineas control, con el fin de identificar genes que podrian contribuir a la
patologia. Al analizar la expresion génica de los organoides, se observo que
el gen TMSB4X, que codifica la proteina timosina beta 4 (Tp4), estaba
disminuido en los organoides con FAD. Al tratar estos organoides con T34,
se produjo una mejora en la formacion y maduracién de las neuronas,
acompanado de una reduccion de la acumulaciéon de AB. Este enfoque
apunta a que T4 podria desempefiar un papel en la modulacién de defectos

del desarrollo neuronal y de ciertas caracteristicas patoldgicas de la AD. ¢

Ademas, diversos estudios han investigado variantes genéticas vy
modificaciones de proteinas implicadas en la AD para analizar su impacto
funcional en los mecanismos patologicos subyacentes. En una de estas
investigaciones, se estudio si las mutaciones en el extremo N-terminal de
APP pueden contribuir a la patologia de la AD, en particular a la asociada a
tau, dado que la mayoria de las mutaciones conocidas en APP se concentran
en la region central de la proteina, implicada en la generacion AB. Para ello,
se generaron organoides cerebrales derivados de iPSC humanas a partir de
lineas control e isogénicas, a las cuales se les introdujo la mutacién APP
V225A (extremo N-terminal) mediante CRISPR/Cas9. Los resultados
mostraron que los organoides con la mutacion presentan un aumento de la
fosforilacién y agregacion de tau, acompanado de dafo sinaptico. Estos
hallazgos sugieren que mutaciones en el extremo N-terminal de APP pueden
promover neurodegeneracion dependiente de tau a través de mecanismos
que no dependen exclusivamente de la produccién de AB, ampliando el

modelo clasico de la cascada amiloide sin contradecirlo.?®

Asimismo, varios estudios han sugerido que la variante APOE3 Christchurch
(APOECNh) podria ralentizar la progresion de la AD. Para investigar esto, se
generaron inicialmente organoides cerebrales derivados de iPSC de
pacientes con mutacion PSEN1. A partir de esta misma linea celular, una
fraccion fue modificada genéticamente para expresar APOE3Ch, mientras
que ofra permanecié sin editar (APOE3). Ambas poblaciones fueron
posteriormente diferenciadas a microglia y cocultivadas con los organoides,
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con el fin de estudiar el efecto de la variante (recordemos que apoE es
sintetizada en células de origen glial, astrocitos o microglia). Los organoides
con microglia APOE3Ch mostraron una menor acumulacion de tau
fosforilada, asociada a una reduccién en su propagacion y en la formacién
de agregados, en comparacion con aquellos que presentaban microglia
APOE3 convencional.?® Estos resultados sugieren el potencial de la variante
APOE3Ch para proteger a las neuronas y ralentizar la progresion de la AD,

lo que podria guiar futuras estrategias terapéuticas.

Por otra parte, investigaciones centradas en procesos de neurodesarrollo
han identificado déficits en la diferenciacién neuronal y en la regulacion de la
expresion génica asociados a proteinas especificas, lo que sugiere que
determinadas alteraciones patologicas pueden originarse en etapas
tempranas del desarrollo celular. Una de las investigaciones revisadas se
centra en el gen GRIN3A, que codifica la proteina GIuN3A, una subunidad
del receptor NMDA fundamental para la transmision sinaptica. Inicialmente,
mediante el analisis de multiples bases de datos de expresion génica de
cerebros de pacientes con AD, se identificé que el gen GRIN3A presenta
alteraciones asociadas a la presencia de tau patoldgica. Cabe destacar que,
dado que estos cerebros también presentan patologia amiloide, estos
analisis muestran correlacion pero no permiten atribuir la alteracion
exclusivamente a tau. Para profundizar en el efecto especifico de la
tauopatia, se generaron organoides cerebrales derivados de iPSC humanas,
a los que se indujo la tauopatia mediante tratamiento con PHF-tau. Los
resultados mostraron que la exposicién a tau patologica reduce los niveles
de GIuN3A, asociandose con pérdida de funcion sinaptica. Estos hallazgos
destacan la importancia de GRIN3A como posible biomarcador de tauopatia

y como diana terapéutica.”

Del mismo modo, se estudid el efecto del gen NUP153, que codifica la
proteina NUP153, esencial para que las células madre neuronales puedan
diferenciarse en nuevas neuronas. Con el objetivo de examinar su relacion
con la AD, se generaron organoides cerebrales derivados de iPSC de
pacientes con FAD y de controles sanos. Los organoides de personas con
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FAD mostraron una disminucion de NUP153, provocando una menor
neurogénesis. Con el fin de confirmar plenamente esta relacion, se introdujo
el gen NUP153 en los organoides, lo que resultd en una mejora en la
formacion de neuronas. Este estudio sugiere que esta proteina es clave para
la formacion y funcion de nuevas neuronas, destacando su relevancia como
otro posible biomarcador y objetivo terapéutico.”? Estas observaciones
amplian la comprensién de la AD mas alla de los mecanismos clasicos y
refuerzan la utilidad de los organoides como plataforma para el

descubrimiento de nuevas dianas terapéuticas.

En conjunto, los estudios revisados evidencian que el uso de organoides
cerebrales facilita la identificacion de rutas moleculares implicadas en la
enfermedad en un entorno experimental humano tridimensional,
contribuyendo tanto a la generaciéon de hipotesis mecanisticas como al

desarrollo inicial de intervenciones farmacologicas.

Incorporacion de microglia y aumento de la complejidad del modelo

Una limitacion importante de los primeros modelos de organoides cerebrales
fue la ausencia de microglia, componente esencial del sistema inmune del
sistema nervioso central y actor clave en la fisiopatologia de la AD. La
mayoria de las células del sistema nervioso provienen del neuroectodermo,
mientras que la microglia se origina del mesodermo, por lo que los
organoides de iPSC no la contienen de forma natural por las condiciones de
diferenciacion, y la microglia debe diferenciarse separadamente. La
microglia participa en la eliminacion de agregados proteicos, la regulacién
sinaptica y la respuesta inflamatoria, procesos directamente relacionados
con la progresion de la enfermedad. Por ello, varios estudios recientes han
desarrollado estrategias para incorporarla a los organoides, con el objetivo
de mejorar la fidelidad fisiolégica del modelo y ampliar su utilidad en

investigacion farmacoldgica.8+8586.87.88,89

29



Existen diferentes formas de afadir microglia en los organoides cerebrales.
Una opcion es agregar directamente microglia ya madura mediante
cocultivo, es decir, cultivando estas células junto al organoide una vez
formado. Otra alternativa consiste en usar progenitores de microglia, que son
células aun inmaduras derivadas de iPSC con la capacidad de diferenciarse
en microglia funcional. Estas se introducen en el organoide ya formado o en
desarrollo, donde terminan de diferenciarse e integrarse en el tejido.
Finalmente, el enfoque mas fisioldgico consiste en introducir conjuntamente
al cultivo, progenitores de microglia y células neuronales inmaduras, ambas
derivadas de iPSC, permitiendo que se desarrollen de forma simultanea y se
integren desde las primeras etapas, imitando mejor el desarrollo del cerebro
humano.?”88 Aunque algunos trabajos se centran en optimizar estos
procedimientos de integracion celular, su contribucion resulta relevante al
sentar las bases técnicas para modelos experimentales mas representativos

del tejido cerebral humano.

Una vez incorporada, la microglia permite analizar interacciones funcionales
con caracteristicas patologicas de la AD. Se ha observado su participacion
en la fagocitosis de agregados de AB y en la modulacién del dafo neuronal
asociado al comparar organoides cerebrales con microglia y sin ella.®® De
manera similar, al generar organoides cerebrales con microglia mediante
cocultivo y compararlos con organoides sin microglia, se evidencié que la
microglia puede favorecer la formacion de conexiones neuronales y de
protegerlas frente al dafio, asi como de reducir los niveles de tau fosforilada,
lo que indica que la microglia estimula la actividad de las neuronas y reduce
la muerte celular.8® No obstante, es importante sefialar que, aunque la
microglia inicialmente actua para proteger al cerebro, su activacion sostenida
por la presencia constante de AB y NFT provoca una respuesta inmune
prolongada. Esto conduce a inflamacion persistente, favoreciendo la pérdida
de neuronas y acelerando el deterioro cognitivo tipico de la AD. Para estudiar
esto, se generaron organoides cerebrales derivados de iPSC de pacientes
con FAD, que se cocultivaron con microglia durante periodos prolongados

con el fin de observar los efectos cronicos sobre la patologia. Estos
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organoides mostraron una neuropatologia tipica de la AD, que se
acompanaba con una mayor activacion de genes relacionados con la

inflamacion, una menor capacidad fagocitica y una mayor muerte neuronal .84

Desde una perspectiva farmacoldgica, la inclusibn de microglia amplia
considerablemente el potencial de los organoides como plataforma de
ensayo, permitiendo evaluar compuestos dirigidos a procesos inflamatorios
o inmunomoduladores que no podrian estudiarse adecuadamente en

modelos neuronales aislados.

En conjunto, la incorporacion de microglia representa un paso significativo
hacia modelos mas completos y fisioldgicamente relevantes de la AD. No
obstante, persisten retos relacionados con la estandarizacion de los
protocolos de integracion celular, la maduracion funcional de la microglia y
la reproducibilidad experimental, aspectos que deberan abordarse para

consolidar su aplicacion en estudios farmacoldgicos a gran escala.

Discusion y conclusién
El presente trabajo tuvo como objetivo analizar de forma sistematica el uso

de organoides cerebrales en la investigacion farmacoldgica de la AD. A partir
de los estudios seleccionados, los resultados evidencian que estos modelos
tridimensionales se han consolidado como herramientas experimentales
versatiles que permiten abordar multiples dimensiones de la patologia, desde
la validacién de factores genéticos hasta la identificacién de nuevas posibles
rutas moleculares y el estudio de la neuroinflamaciéon. No obstante, su
potencial debe interpretarse considerando las limitaciones metodoldgicas
propias de esta tecnologia emergente.

En primer lugar, la evidencia revisada confirma la utilidad de los organoides
como plataformas de modelado de mutaciones asociadas a la AD. Los
estudios analizados muestran que estos sistemas son capaces de reproducir

fenotipos celulares caracteristicos, incluyendo acumulacion de ApB,

31



alteraciones estructurales y cambios en la diferenciacion neuronal. Este
hallazgo respalda su aplicacion en la validacién funcional de variantes
genéticas y en la evaluacion preliminar de compuestos terapéuticos dirigidos
a dianas moleculares especificas. Desde una perspectiva traslacional, esta
capacidad representa una ventaja relevante frente a modelos animales, que
no reproducen fielmente la genética humana. Sin embargo, la diversidad de
protocolos experimentales observada dificulta la comparacion directa entre
estudios, lo que sugiere la necesidad de avanzar hacia una mayor
estandarizacién metodoldgica para consolidar su utilidad farmacoldgica.

En segundo lugar, los trabajos orientados al descubrimiento de nuevos
mecanismos moleculares ponen de manifiesto la capacidad exploratoria de
los organoides. La identificacion de alteraciones en procesos metabdlicos,
sinapticos, oxidativos o de muerte celular refleja la complejidad multifactorial
de la AD y amplia el marco conceptual mas alla de las hipotesis clasicas
centradas en B-amiloide y tau. Este aspecto resulta especialmente relevante
desde el punto de vista farmacoldgico, ya que el fracaso clinico de multiples
terapias dirigidas a mecanismos tradicionales ha impulsado la busqueda de
nuevas dianas terapéuticas. No obstante, la heterogeneidad de resultados
observada sugiere que estos hallazgos deben interpretarse como
generadores de hipotesis mas que como evidencias concluyentes,
requiriendo validacién adicional mediante modelos complementarios o
estudios clinicos.

Asimismo, la incorporacidén de microglia en organoides representa un avance
significativo hacia modelos mas fisiolégicamente representativos. La
evidencia analizada resalta el papel de la neuroinflamacion en la progresion
de la enfermedad y demuestra que las interacciones entre células
neuronales y del sistema inmunitario pueden modular la acumulacién
proteica y la supervivencia celular. Este enfoque integrador refuerza la idea
de que la AD debe entenderse como una patologia multicelular y no
exclusivamente neuronal. Desde el punto de vista terapéutico, ello abre la
posibilidad a desarrollar estrategias dirigidas a la modulaciéon inmunitaria. Sin

embargo, la relativa novedad de estos modelos implica que aun existe
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escasa estandarizacidn en su generacion y caracterizacion, lo que limita la
comparabilidad de resultados.

Por otra parte, el analisis critico de la literatura evidencia una serie de
limitaciones metodoldgicas relevantes que deben considerarse al interpretar
los resultados obtenidos con organoides cerebrales. En primer lugar, un
problema importante es que los organoides cerebrales no envejecen como
lo hace el cerebro humano adulto. En lugar de eso, conservan caracteristicas
mas parecidas a un cerebro en desarrollo, como formas inmaduras de ciertas
proteinas, y no muestran sefales tipicas de envejecimiento, por ejemplo
acumulaciéon de dafo en el ADN o estrés celular. Esto dificulta estudiar
enfermedades como la AD en toda su complejidad, ya que los organoides
pueden reproducir algunos aspectos de la enfermedad, pero en un contexto
todavia “joven”. Son utiles para investigar mecanismos tempranos y factores
genéticos, pero menos adecuados para analizar su progresion y etapas
tardias, que dependen del envejecimiento. Esto se debe en parte a que, al
reprogramar las células para crearlos, se pierden rasgos asociados a la edad
y el tejido neuronal resultante no alcanza una maduracion completa, lo que
hace mas dificil reproducir procesos neurodegenerativos avanzados y
reflejar fielmente lo que ocurre en el cerebro real.®

Ademas, diversos estudios sefialan limitaciones estructurales relacionadas
con la ausencia de vascularizacion funcional en los organoides. Esta
carencia restringe la difusion de oxigeno y nutrientes hacia las regiones
internas del tejido, generando zonas de hipoxia que pueden alterar la
viabilidad celular. Como consecuencia, pueden aparecer areas de necrosis,
limitarse el crecimiento y la maduracion del organoide, y reducir su
estabilidad en cultivos prolongados. Esto también puede influir en la
interpretacion de los resultados experimentales, ya que algunas alteraciones
observadas podrian deberse a estas condiciones artificiales y no unicamente
al fendmeno bioldgico que se pretende estudiar. Asimismo, la representacion
incompleta de componentes fisiolégicos complejos, como la barrera
hematoencefalica, reduce la capacidad del modelo para reproducir

integramente el microambiente cerebral humano. Esta limitacién dificulta el
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estudio preciso de procesos como el transporte de moléculas, la interaccion
con el sistema inmunitario o la evaluacién de farmacos, ya que estas
funciones dependen de estructuras y dinamicas que no estan plenamente
presentes en los organoides.®"92

Adicionalmente, se han descrito problemas asociados a la variabilidad
experimental y a la reproducibilidad. Los organoides derivados de diferentes
lineas celulares pueden desarrollarse y funcionar de manera distinta debido
a la variacion genética entre individuos, asi como a diferencias en su
capacidad de diferenciacion y organizacion celular. Ademas, factores
técnicos como la variabilidad entre lotes, el uso de reactivos complejos como
Matrigel y la falta de protocolos completamente estandarizados contribuyen
a esta heterogeneidad, incluso dentro de un mismo experimento. Como
resultado, los fendmenos observados, incluyendo rasgos patologicos
relacionados con la AD, pueden variar entre organoides y, en algunos casos,
estas diferencias pueden influir mas en los resultados que las variables
biolégicas que se pretenden estudiar, o que dificulta la comparacion entre
estudios y la obtencién de conclusiones reproducibles. Una forma de reducir
esta variabilidad es usar CRISPR/Cas9 para crear lineas celulares
isogénicas, modificando genes especificos de manera controlada y
permitiendo comparar los efectos de variantes genéticas sin que influyan las
diferencias entre individuos. A ello, también se suma la simplificaciéon
anatdmica inherente a estos sistemas, que no reproducen completamente la
conectividad ni la organizacion regional del cerebro humano.%94.95

En conjunto, estas limitaciones no anulan su utilidad, pero si invitan a
interpretar los resultados con cautela y a situar estos modelos como parte de
un enfoque experimental multimodal. Desde una perspectiva global, los
organoides cerebrales no deben entenderse como sustitutos de otros
sistemas, sino como recursos complementarios que enriquecen la
investigacion.

Su principal contribucion reside en la capacidad de modelar procesos

humanos especificos y generar conocimiento mecanistico, mientras que la
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validacion farmacoldgica completa requiere integracion con modelos
animales y estudios clinicos.

Finalmente, es importante destacar algunas limitaciones de este trabajo. La
diversidad metodologica entre los estudios analizados, asi como la variedad
de objetivos experimentales, dificulta la comparacion directa de resultados y
la obtencion de conclusiones cuantitativas. Ademas, al tratarse de un campo
todavia emergente, las técnicas y los protocolos estan en constante
evolucion, lo que puede influir en la validez de algunas interpretaciones con
el paso del tiempo. No obstante, el analisis cualitativo realizado permite
ofrecer una vision global actualizada del papel de los organoides en la
investigacion farmacoldgica de la AD.

En conclusion, la evidencia analizada indica que los organoides cerebrales
representan una herramienta prometedora para el estudio mecanistico y la
exploracion terapéutica en la AD, especialmente en el ambito del modelado
genético y el descubrimiento de nuevas dianas moleculares. Sin embargo,
su aplicacién en la practica depende de la superacion de limitaciones
técnicas y de su integracion con otras técnicas experimentales. Futuras
investigaciones orientadas a mejorar la maduracion tisular, la vascularizacion
y la estandarizacion metodoldgica seran clave para consolidar su papel en

el desarrollo farmacolégico de esta patologia.
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