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RESUMO

H& muitos anos a cultura celular bidimensional (2D) é utilizada como modelo de estudo de doencas, possuindo
grande importancia na medicina regenerativa, apesar de ainda conter limitagdes significativas. A fim de contornar
essas limitagles, a cultura celular tridimensional (3D) propde uma organizacdo mais complexa e sustentavel que
pode ser produzida a partir de células-tronco adultas (ASCs), células-tronco embrionarias (ESCs) ou células-tronco
pluripotentes induzidas (iPSCs). A cultura 3D possibilitou o cultivo de células em um ambiente mais proximo do
fisioldgico, levando a formagao de distintos tecidos érgaos-especificos. Em outras palavras, a cultura de células 3D
possibilita a criagdo de estruturas organicas muito semelhantes aos 6rgdos de um ser humano, tanto estruturalmente,
quanto funcionalmente. Desse modo, tem-se o que é chamado de organoides. O uso dos organoides tem crescido
exponencialmente em ambientes in vitro, permitindo a andlise e observacdo dos diversos fenémenos fisioldgicos
existentes. Como exemplo, pode-se citar os organoides cerebrais (“mini-brains”) reproduzidos in vitro buscando
delinear as peculiaridades e complexidades do cérebro humano, com o objetivo de compreender algumas disfungdes
neuroldgicas que acometem esse sistema, como as duas principais doengas neurodegenerativas: Doencas de Alzheimer
e Parkinson. Portanto, os organoides cerebrais podem permitir notavel avanco da medicina regenerativa aplicada
a doencgas neurodegenerativas, ja que esses “mini-brains” podem ser produzidos a partir de células do préprio
paciente. Isso permitird intervengGes personalizadas, como testagens farmacoldgicas, a fim de definir qual seria o
melhor tratamento medicamentoso. Consequentemente, essa tecnologia pode permitir terapias mais eficientes e
individualizadas - o que é fundamental para a Medicina Personalizada.

Palavras-chave: Organoides, Doenga de Alzheimer, Doenga de Parkinson, Medicina regenerativa, Medicina
personalizada.

1. INTRODUCAO

A cultura celular bidimensional (2D) é
utilizada ha anos como modelo de estudo de
doengas, possuindo grande importéncia na
medicina regenerativa. Porém, esse modelo
contém limitagOes significativas. Tais limitagdes
incluem a dificil tarefa de isolar e cultivar células
coletadas dos pacientes de maneira rapida e
eficaz, mantendo a originalidade genética' 2.

Por outro lado, tem-se as células que se
multiplicam in vitro, em ambiente tridimensional
(3D), com o objetivo de formar pequenos grupos
de células que se diferenciam em distintos tipos
celulares a partir de uma organizagao estrutural

e funcional semelhante a de um dérgédo in vivo.
H& uma miriade de possibilidades para o cultivo
de células que se aproximam fisiologicamente
de um o6rgdo, por esse motivo, essas células
recebem o nome de minidrgdos ou organoides.
Esses organoides podem ser construidos a partir
de células-tronco embrionarias (ESCs), células-
tronco pluripotentes induzidas (iPSCs), células-
tronco neonatais ou adultas (ASCs), permitindo o
cultivo de distintos tecidos 6rgados-especificos3-.

Para a construcdo de um organoide, é
necessario depositar as células (sejam ASCs
ou ESCs) em uma matriz com abundante
quantidade de laminina e coladgeno, a fim de
mimetizar a matriz extracelular®. Desse modo,
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as células cultivadas em 3D tornam-se capazes
de se organizar em estruturas mais complexas
semelhantes a um 6rgdo, tanto morfologicamente,
quanto funcionalmente. Tais organoides consistem
em estruturas de células heterogéneas com
estabilidade genética e passiveis de serem cultivadas
em biorreatores, criopreservadas em biobancos
e submetidas a variados testes sem perder sua
viabilidade? & 7.

O uso dos organoides tem crescido
exponencialmente em ambientes in vitro, permitindo
a anadlise e observacdo dos diversos fen6menos
fisiologicos existentes®. O trabalho centrado em
células 3D que possibilitou o cultivo de hepatocitos
pela primeira vez8.

Como outro exemplo, pode-se citar os organoides
cerebrais (“mini-brains”), que sdo reproduzidos in vitro
buscando delinear as peculiaridades e complexidades
do cérebro humano. Por conseguinte, os “*mini-brains”
possibilitam a compreensdo de algumas disfungdes
neuroldgicas, incluindo doencas neurodegenerativas
como a Doenca de Alzheimer (DA) e a Doencga de
Parkinson® °, Em modelos organoides da DA, doenga
neurodegenerativa mais prevalente no mundo, foi
possivel identificar a presencga de placas B-amiloides e
estruturas semelhantes a aglomerados neurofibrilares
de proteina tau - sinais fisiopatoldgicos classicos da
DA 12, 1§ com organoides cerebrais modelando a
DP, foi possivel verificar a degeneragdo de neuronios
dopaminérgicos, disfungdo mitocondrial e depdsitos
de proteina a-sinucleinat3-s,

Portanto, o desenvolvimento de organoides
cerebrais possibilita um notavel avango da medicina
regenerativa para o levantamento de respostas
ainda ndo existentes quanto a algumas doencgas
neurodegenerativas. Além disso, esses organoides
podem ser produzidos a partir de células do préprio
paciente, como as iPSCs'¢-18, permitindo intervencoes
especificas, como testagens farmacoldgicas, terapia
celular regenerativa a partir de fontes de células para
repor os neurdnios degenerados. Isso permitira o
desenvolvimento de melhores tratamentos para tais
doengas?®-23, Assim, esse novo meio de estudo pode
permitir terapias mais eficientes e individualizadas, o
que é chamado de Medicina Personalizada?* 2. Logo,
o objetivo deste trabalho é rastrear informacdes sobre
o modelo de organoides em fontes de publicacao
cientifica, bases de indexacdo de dados, periddicos
cientificos, buscando indicadores significativos para
a elaboracao do trabalho.

2. METODOLOGIA

O presente trabalho foi produzido seguindo o
modelo de revisdao narrativa, e tem como principio
metodoldgico a busca, andlise e interpretacdo de estudos
cientificos originais relacionados aos organoides e suas
perspectivas clinicas para doencas neurodegenerativas.
O periodo das buscas limitou-se a 10 anos: de 2011 a
2021. Como critério de inclusdo, estabeleceu-se que os
estudos deveriam estar nos idiomas portugués e inglés.

Para isso, foram selecionados estudos publicados
e indexados nas bases de dados PubMed, LILACS,
SciELO e Google Académico. Para melhor definigdo
dos termos de busca, foram utilizadas as seguintes
palavras-chave indexadas nas bases de dados:
Organoids; Stem Cells; Neurodegenerative Diseases;
Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease, Regenerative
Medicine, Precision Medicine; Personalized Medicine.
Estudos duplicados, anteriores ao ano de 2011 e que
ndo se relacionam com a tematica foram excluidos da
pesquisa.

3. ORGANOIDES

3.1. Historia

O termo “organoide” ja é utilizado ha mais de um
século. Em 1910, houve o primeiro experimento com
drgaos in vitro a partir da dissociacdo e reagregacao
de células de uma esponja marinha (Porifera). Para
isto, as células da esponja marinha foram separadas
mecanicamente e, posteriormente, as células
dissociadas foram reagregadas através de um processo
quimico. As células que foram capazes de reagregar e
se auto-organizarem, formaram tecidos semelhantes
aos agregados multicelulares das esponjas marinhas.
Portanto, a partir deste experimento, diversos estudos
passaram a ser desenvolvidos e provou-se que a
reagregacao celular poder gerar estruturas organicas
biologicamente semelhantes as originais®.

Em 1946 o termo “organoide” foi utilizado para
definir uma massa isolada proveniente de um tumor
humano e, em seguida, desenvolveram-se estudos
sobre aspectos desse tecido® 3!, A palavra “organoide”
passou a receber ainda mais significado quando
descobriram que as células-tronco embrionarias e
pluripotentes induzidas apresentavam uma ampla
capacidade de autorrenovacao celular e diferenciacao
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em diversos tipos de células. Essa capacidade
alavancou os estudos direcionados aos organoides,
formando estruturas de alta complexidade, com
organizagao celular de érgdos especificos, exibindo
estruturas semelhantes ao tecido original, inclusive
com fungGes fisioldgicas similares. Em consequéncia,
surgiram modelos de patologias que acometiam tais
orgdos, facilitando a compreensao®.

3.2. Génese

Os organoides foram construidos ao longo de
muitas décadas de pesquisas na biomedicina. Tais
tecidos podem ser cultivados a partir de um conjunto
de células-tronco colocadas em recipientes especificos
(placas de Petri) ricos em nutrientes, onde essas
células se multiplicam (devido a sua capacidade
pluripotente) e se transformam nas estruturas
tridimensionais (3D) denominadas organoides. Essas
estruturas sdo capazes de reproduzir as informagoes
organicas do corpo em relagdo a organizagao,
atividade e fungao celular de um determinado 6rgao?®.

Diversos modelos organoides foram desenvolvidos
nos ultimos anos, analogos aos tecidos do intestino, rim,
olho, figado, pulmdo, ouvido interno, cérebro e outros.
Esses organoides (por serem derivados de células-
tronco pluripotentes humanas) podem auxiliar na
modelagem de doengas, estudo de novas intervengdes
farmacoldgicas e testes da aplicacdo dessas drogas,
além de facilitar o emprego de terapias regenerativas®.
Além disso, os organoides possibilitam de maneira
mais eficaz as interagdes célula-célula e célula-matriz.
Consequentemente, essas peculiaridades da cultura
3D, simulam de maneira mais fidedigna as vias de
sinalizacdo e as reais fungdes celulares nos tecidos.
Logo, em muitos aspectos os miniérgaos sdo capazes
de mimetizar doengas melhor do que modelos animais
e/ou de cultura celular tradicional®’.

Como dito anteriormente, as iPSCs possuem
alta capacidade de auto-organizacao e essa habilidade
€ 0 que viabiliza a cultura dos organoides. Quando
as iPSCs sdo dispostas em sistemas de cultivo 3D
(utilizando microcarregadores e hidrogéis que simulam
a matriz fisioldgica extracelular in vitro) associados a
fatores bioquimicos apropriados, as iPSCs podem se
desenvolver e gerar organoides especificos ao tecido
cultivado. Geralmente, o organoide desenvolvido
€ compativel com as células-tronco empregadas
no sistema de cultivo (contendo apenas uma Unica
linhagem). Porém, ha ainda a possibilidade de
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autorrenovacdo das células progenitoras que se
diferenciam em células heterogéneas, dando origem
a diferentes linhagens celulares?’-2°,

Os organoides cerebrais sao tecidos gerados
in vitro, derivados de células-tronco do sistema
nervoso central e simulam o neurodesenvolvimento
fetal humano. Esse tecido tridimensional - rico em
células progenitoras neurais, neurénios e, em menor
quantidade, células da glia (as quais modulam o
microambiente celular) - possibilita a realizagdao
de testes e experimentos sobre o desenvolvimento
cerebral e o estudo de processos fisiopatoldgicos,
como, por exemplo, as doengas neurodegenerativas’.
Apesar de saber que mesmo as culturas tridimensionais
mais aprimoradas ndo permitem o pleno entendimento
das disfungGes que acometem os 6rgaos humanos, os
organoides tém inimeros beneficios em potencial para
a terapia personalizada® 3!.

3.3. Organoides cerebrais

No cérebro existe uma gama de redes neuronais
que faz parte do processamento final da linguagem,
do agir, do pensar, da memoéria, do movimento, dentre
outras iniUmeras fungGes. Portanto, compreender
esse 0rgdo ndo € uma tarefa facil. A maneira mais
utilizada até entdo para compreensdo da funcdo
cerebral esta baseada nos estudos em modelos
animais (camundongos, por exemplo). Porém, essas
informagdes obtidas a partir de modelos animais
possuem valor limitado, considerando que as
doencas que os acometem sao distintas das doencas
que acometem o ser humano. Além dos estudos
em animais, estdo disponiveis também culturas
bidimensionais e os estudos post-mortem. Porém,
sua aplicabilidade é diretamente comprometida por
possiveis alteracGes irreversiveis que o cérebro possa
ter sofrido durante o processo de 6bito. Deste modo,
considerando toda a complexidade desse 6rgdo e
as diferentes morfologias existentes nas distintas
patologias, é necessario um modelo que represente
o cérebro da maneira mais fisioldgica possivel para
enriquecer o conhecimento e compreensdo de
determinadas doencas neurodegenerativas® 2737,

Diversos protocolos foram desenvolvidos para
a geracao de organoides cerebrais a partir de cultivos
tridimensionais. Mas, para reproduzir os aspectos do
cérebro humano, inicialmente utilizava-se modelos
in vitro de cultura bidimensional (2D) de células-
tronco. No entanto, o desenvolvimento neuronal era
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limitado e tornava-se dificil a criacdo de modelos
bioldgicos precisamente semelhantes ao cérebro.
Dentre essas limitacOes existia a falta de interacdo
entre as células e o déficit na capacidade de auto-
organizacao neuronal®.

Surgiu entdo o cultivo tridimensional que trouxe
maior capacidade de interagao celular e alta habilidade
de auto-organizagdo. O resultado foi o desenvolvimento
de cérebros em versdes miniaturas, os chamados
“mini-brains”, produzidos a partir de células-tronco.
Uma proposta para a medicina personalizada é a
producdao de organoides que derivem do paciente
com disfuncdes especificas, por exemplo, daquele
paciente que apresente mutagdes genéticas e cursem
com disfungdes neurodegenerativas. Isso permitiria
uma maior abordagem da doenga neurodegenerativa,
conhecendo melhor sua fisiopatologia, evolugdo e,
consequentemente, possibilitando novas perspectivas
na elaboracdo de terapias, aplicabilidade de drogas
e prognostico® %7,

Para que as células-tronco consigam se
multiplicar e se auto-organizar sao necessarios alguns
procedimentos in vitro que facilitardao essa resposta
sem induzir de maneira artificial esse processo.
O protocolo de cultura 3D de organoides para o
crescimento de tecido neural tem o objetivo de oferecer
um ambiente apropriado para o desenvolvimento dos
fatores intrinsecos celulares. Inicialmente ha a geragao
de neuroectoderma a partir de corpos embrioides — o
neuroectoderma representa a camada de células de
onde deriva o sistema nervoso e os corpos embrioides
seriam resultado do crescimento uniforme das células-
tronco embrionarias - em seguida ha a incorporagdo
de tecidos neuroectodérmicos em cultura 3D imersos
em goticulas de Matrigel?”’. Esse gel que fornecera
0 suporte necessario para a auto-organizagao das
iPSCs e consequente crescimento do tecido nervoso.
Com o objetivo de melhorar e aumentar a troca
de oxigénio e nutrientes entre as células, as gotas
de Matrigel sdo transferidas para dentro de um
biorreator giratério. Dentro de oito a dez dias apds a
transferéncia do Matrigel para o biorreator giratério,
as células ja apresentam conformidade neuronal.
Em aproximadamente vinte a trinta dias, esse tecido
neuronal ja é capaz de formar regibes cerebrais
bem delineadas, como o cértex cerebral, a retina,
meninges, plexo coroide, hipocampo e prosencéfalo
ventral. Essas regides podem alcancar até 4mm de
estrutura e podem permanecer vivas até dez meses
enquanto estdo retidas no biorreator giratorio® 27- 28,

3.4. Doencgas neurodegenerativas

Doengas neuroldgicas como a DP e DA tém
um importante impacto na vida humana e causam
um pesado fardo financeiro em suas familias e na
sociedade. O mecanismo e a patogénese dessas
doencas sdo complexos e os sintomas sao diversos,
o que dificulta o diagnostico precoce e tratamentos
eficazes. A compreensdo atual das doencas neuroldgicas
€ em suma baseada nos modelos animais e no exame
post-mortem. Mas, nem sempre 0os modelos animais
produzirdo esses fatores, ja que a etiologia de algumas
doencas neuroldgicas estd vinculada a mutacbes
multigénicas. Além disso, destaca-se que as doencas
neuroldgicas acometem mais de uma regido cerebral
e estdo mais relacionadas a lesdes de multiplos tipos
celulares. Portanto, é improvavel que a tecnologia
tradicional de cultura de células possa modelar doencas
neuroldgicas® 27- 29,

Uma maneira eficiente para estudar as doencas
neuroldgicas sdo os organoides cerebrais, considerando
seus diversos tipos celulares, multiplas regides cerebrais
e a capacidade de recapitular as distintas caracteristicas
essenciais no desenvolvimento cortical humano?® 2722,

O uso de organoides cerebrais € um avango
para a ciéncia, mas ainda ha um longo caminho a
percorrer para que sejam competentes instrumentos
na modelagem e estudo de doencas neuroldgicas. As
técnicas que permitem edicdo genética em associagao
a tecnologia organoide cerebral 3D sao fundamentais
nos estudos futuros sobre disturbios cerebrais mais
complexos. Destaca-se ainda que os organoides
cerebrais podem ser cultivados a partir das células
somaticas provenientes do paciente, possibilitando
o auxilio na descoberta de novos farmacos e ainda
seu uso na avaliagdo da resposta individualizada do
paciente as diferentes possibilidades de medicamentos
no tratamento de doencas neurodegenerativas® 27 2°,

Para compreender o desenvolvimento das
doencas neurodegenerativas faz-se necessario explanar
as fungdes da micréglia. Microglias sao células do
sistema imunoldgico que atuam ao nivel de sistema
nervoso central cuja fungdo esta relacionada a realizacao
de sinapses, a plasticidade neuronal e a maturagao do
circuito neuronal. Essas células sdo ativadas quando ha
um processo degenerativo ao nivel neuronal e liberam
substancias neurotdxicas para que possam atuar
gerando resposta inflamatéria. Portanto, é possivel
inferir que a micrdglia esta relacionada a génese e
progressao das doencas neurodegenerativas® 2.
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A capacidade de recrutamento de micrdglias
dentro de organoides seria uma possibilidade de
compreender o desenvolvimento e progressao dessas
doengas. Em um estudo baseado no desenvolvimento
simultdneo de micrdglias e neurdnios em cultura 3D,
observou-se que a micréglia que surgiu dentro dos
organoides cerebrais era muito semelhante a micréglia
presente no organismo adulto e que estas eram capazes
de produzir resposta inflamatdria quando estimuladas
por lipopolissacarideos (um pirégeno exdgeno
que atua sobre os macrdéfagos, estimulando-os a
produzirem citocinas pré-inflamatoérias), comprovando
a importancia da micrdglia na modelagem da resposta
inflamatodria. Dessa maneira, surgiram importantes
informacdes quanto as interacdes entre neurdnio e
micrdglia e o desenvolvimento de doencas a nivel
cerebral® 2°,

3.4.1. Doenca de Alzheimer

Uma das principais doencas neurodegenerativas
€ a DA que afeta mais de 46,8 milhdoes de pessoas
mundialmente e representa uma das principais causas
de morte em todo o mundo. Os principais fatores de
risco para o desenvolvimento dessa doenga incluem
idade avancada, exposicdo ao aluminio (que pode
se acumular no tecido cerebral) e traumatismo
craniano. A Doenga de Alzheimer pode se manifestar
em duas formas distintas: a esporadica, forma de
inicio tardio que consiste em um quadro demencial;
e a forma precoce ou familiar, que costuma surgir
antes dos 65 anos e se caracteriza por uma evolucao
rapida do prejuizo cognitivo!®3°, Essa doenca é
caracterizada pela deposicao exacerbada de peptideo
B-amiloide no cérebro, levando ao surgimento de
emaranhados neurofibrilares intracelulares, compostos
principalmente por proteina Tau hiperfosforiladat® 32,
O acimulo de agregados B-amiloide de proteina Tau
hiperfosforilada pode desencadear uma resposta imune
inflamatoria, mediada pela liberagdo de citocinas pro-
inflamatorias (IL-6 e TNF-a) e producdo de espécies
reativas de oxigénio. Além disso, foi detectado o
aumento da atividade de lactato desidrogenase. Todos
esses fatores culminam para um maior processo de
citotoxicidade e perda neuronal, contribuindo para a
progressao da DA. Tal processo patoldgico leva a um
declinio na capacidade cognitiva e comprometimento
grave da memboria. Alguns fatores de risco sdo
atribuidos a esta doenca, como idade avangada,
histérico familiar e fatores ambientais. MutagGes
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genéticas também sdo descritas como fator de risco,
especificamente sobre algumas proteinas precursoras
(B-amiloide, presenilina 1 e presenilina 2)0 32,

Existem inUmeras pesquisas voltadas a
compreensdo do mecanismo patogénico da DA, cujo
objetivo é buscar meios de prevenir ou curar a DA,
porém, ainda ndo foi descoberto nenhum meio capaz de
concretizar este proposito. Em 2014 a DA foi estudada
pela primeira vez em um modelo organoide em 3D,
Ao serem incorporados em matrigel, os organoides
apresentaram marcadores neuro-inflamatérios,
remodelacdo da matriz extracelular, alteragdo no
funcionamento sinaptico, agregacdao aumentada de
peptideo B-amiloide e proteina Tau hiperfosforilada,
além disso, também superexpressaram a proteina
B-amiloide e presenilina 1 com mutagdes semelhantes
as encontradas na DA 32,

A clivagem da proteina precursora amiloide
(APP) através da enzima B-secretase é o que da
origem ao peptideo B-amiloide, portanto, entender
o processamento da APP é importante para levantar
novas terapéuticas que sejam capazes de reduzir
os niveis de B-amiloide. Em condigdes normais, as
enzimas a e y-secretase efetuam a clivagem da APP e
da origem a fragmentos sollveis da APP (sAPPB). Mas,
em pacientes com DA essa clivagem de APP ocorre
via B e y-secretase, resultando nos fragmentos sAPPf
e peptideos B-amiloides, o principal componente das
placas amiloides presentes da DA 32,

Um importante achado durante o estudo
dessas alteragdes foi o resultado eficaz durante o uso
de inibidores das secretases, que foram capazes de
bloguear a acdo das enzimas proteoliticas envolvidas na
formacgdo da B-amiloide, além de reduzir a fosforilagao
da proteina Tau. Acreditava-se que a inibicdo das
enzimas B e y-secretase seria 0 alvo terapéutico para
reduzir a producdo dos peptideos B-amiloides® 1% 32,

Entretanto, apesar de tais estudos terem
demonstrado uma reducdo dos niveis plasmaticos de
B-amiloides no liquido cefalorraquidiano, houve aumento
na incidéncia de cancer de pele e comprometimento
dos escores cognitivos dos pacientes que participaram
dos ensaios clinicos3> 3. A falha desses estudos pode
estar relacionada aos diversos substratos e fungoes
importantes que essas enzimas possuem fora do cérebro,
como, por exemplo, a formagao do fuso muscular. Uma
possivel solucdo para essas falhas poderia ser o uso de
terapias direcionadas a inibicdo das B e y-secretases
especificas do cérebro, reduzindo consequentemente
os efeitos adversos extra cerebrais® 1°.
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Portanto, percebe-se que os modelos organoides
cerebrais sdo excelentes meios para validar essas
tentativas. Apesar de ndo ter sido segura a intervencao
a partir do uso de inibidores das secretases, tal fato
comprovou a hipdtese de que a patologia da DA pode
ser recapitulada a partir de organoides 3D e que
estes conseguem expressar mutagdes (processos
patogénicos) associadas a DA, consequentemente
torna mais facil o levantamento de estudos para a
descobertas e desenvolvimentos de novas intervencdes
para a DA, sejam elas farmacoldgicas ou ndo. Mais
estudos com organoides cerebrais sdo necessarios para
avaliar as fungdes enzimaticas, mudancas neuronais e
atividade sinaptica que ocorrem na DA® 1032,

3.4.2. Doenga de Parkinson

A DP é uma doenga neurodegenerativa de carater
crénico com prevaléncia de 2 a cada 1.000 individuos.
E classicamente considerada um transtorno associado
a idade e caracteriza-se por degeneracdo progressiva
de neurdnios dopaminérgicos na substancia negra do
mesencéfalo e acimulo de a-sinucleina (proteina que
compode os neurdnios) principalmente nos terminais
pré-sinapticos, com inclusdes citoplasmaticas (corpos
de Lewy). O comprometimento da depuracdo autofagica
de a-sinucleina (a-syn) € uma das principais causas do
acumulo de a-syn na DP. A a-syn desempenha fungdo
no processo de formacgdo e fusdo de vesiculas pré-
sinapticas e, consequentemente, regulam a liberacdo
de neurotransmissores. Além disso, tém ainda a
capacidade de alterar a composicdao e a viscosidade
de acidos graxos de membranas lipidicas, contribuindo
para a plasticidade neuronal® 3% 35,

A degeneracdo gradativa dos neurdnios
dopaminérgicos e acumulo de a-sinucleina causa
tremores, hipertonia e oligocinesia caracterizada
pela reducdo da atividade motora esponténea,
instabilidade postural, bradicinesia, rigidez muscular
e tremor em repouso?® 3.

Alguns fatores de risco ja foram descritos
como a exposicdo a pesticidas ou lesdao cerebral
em idades pré/perinatal, condicdes que levariam a
disfuncao do sistema de neurdnios dopaminérgicos
na vida adulta® 3°. H& muitas variantes genéticas
envolvidas na a-sinucleina que contribuem para a
suscetibilidade a DP, dentre elas ha o gene PARK1
(que codifica para a proteina a-sinucleina), PARK2
(codifica para parkina), PARK6 para PINK1 (PTEN-
induzida quinase 1), PARK 7 e PARKS8 (que codifica
para a proteina LRRK2). Dentre esses genes, o fator
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genético mais comum para DP precoce e tardia é a
mutacao do LRRK2 (locus do gene da quinase 2 de
repeticdo rica em leucina). Mas, ainda é um desafio
compreender o papel da LRRK2 na DP e buscou-
se por muito tempo modelos que fossem capazes
de transmitir com precisdo a doenga associada a
mutacgdes na LRRK2. Inicialmente, os modelos mais
utilizados eram baseados em culturas 2D, porém,
estes nao recapitulavam com exatiddo as fungoes e
acOes proteicas e celulares da DP. Mas, a tecnologia
organoide 3D demonstrou maior potencial para
modelar a patogénese da a-sinucleina e maturacao
celular®: 33,

Em 2019, um estudo gerou organoides do
mesencéfalo derivados de células-tronco humanas
pluripotentes induzidas com mutagdes do gene LRRK2.
Apds 60 dias esses organoides do mesencéfalo ja
tinham acimulo de neuromelanina e aglomeragdo de
genes caracteristicamente expressos no mesencéfalo
de um humano mais velho3s. Além disso, esses
organoides mutantes de LRRK2 apresentaram patologia
semelhante a DP, incluindo localizagdo anormal de
a-sinucleina fosforilada, alteracdes observadas em
pacientes com DP associada a mutacdes do gene
LRRK2, corroborando resultados de outros estudos
com organoides cerebrais que, além destes mesmos
achados, encontraram defeitos mitocondriais e estresse
oxidativo em células neuronais dopaminérgicas® > 3,

Um importante avango durante esses estudos
foi a descoberta do tratamento com um inibidor
de quinase especifico para LRRK2, que reduziu
consideravelmente a morte de células neuronais
dos organoides e diminuiu também o acumulo de
a-sinucleina®®, sugerindo que o modelo organoide
3D do mesencéfalo é capaz de recapitular com mais
precisdo a DP, podendo ser (til para triagem de
possiveis drogas a serem utilizadas nesta doenga,
com grande potencial ndo somente na compreensao
dos fatores moleculares da patogénese, mas também
na busca de novas terapias® *>.

3.5. Organoides na Medicina Regenerativa
e Personalizada

Em comparagcdo com os métodos tradicionais
existentes até entdo, é perceptivel que a tecnologia
a partir de organoides cerebrais supere os modelos
baseados em animais ou outras estratégias em
humanos, facilitando a compreensao da lacuna
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existente no entendimento dos processos organicos
e celulares, trazendo grandes vantagens na aplicacao
da pesquisa bioldgica?’.

A aplicagdo dos organoides cerebrais derivados de
iPSCs pode ser eficiente no estudo do desenvolvimento do
cérebro, das possibilidades terapéuticas farmacoldgicas
para a melhora da doenca ou até mesmo para o
transplante no local da lesdo cerebral objetivando o
reparo de tecidos danificados como terapia de medicina
regenerativa?’.

Como ja mencionado, os organoides sdo
derivados de células-tronco ou progenitoras, o que
facilita o desenvolvimento de 6rgdos. Dessa forma,
outro avango que os organoides proporcionam € o
fornecimento de uma fonte de células e tecidos que
podem ser viaveis para transplantes. Apesar de nao
haver relatos sobre organoides cerebrais utilizados para
terapia de reposigdo, sabe-se que estes organoides
possuem células progenitoras neurais e diversos outros
tipos de neurbnios que sdo uma grande esperanga
para as terapias de reposicao celular nas doencas
neurodegenerativas?’.

Os organoides cerebrais normais e organoides
gue mimetizam uma doenca especifica possuem alto
potencial na aplicagdo da medicina personalizada
por meio de testes personalizados de resposta a
medicamentos. A introducdo, por exemplo, de um
biorreator giratério miniaturizado pode contribuir
para a descoberta de terapia farmacoldgica por meio
de triagem de alto rendimento para testar a eficacia
e toxicidade de drogas e compostos?’.

A medicina regenerativa é um importante
campo da medicina moderna e visa a substituigdo
ou regeneracdo de células, tecidos ou 6rgaos, com a
finalidade de restaurar ou estabelecer normalidade
de uma funcdo previamente comprometida. As
células-tronco tém a capacidade de autorrenovacao
e diferenciacdo em diversas linhagens celulares,
e as estratégias baseadas em células-tronco sdo
promissoras na cura de lesdes causadas por doengas
neurodegenerativas?’.

Muitos estudos tém sido realizados na tentativa de
identificar alvos terapéuticos e drogas neuroprotetoras
que sejam capazes de atuar nas doengas que
comprometem a fungdo cerebral e é esse progresso
nos estudos de células-tronco que potencializam o
desenvolvimento da medicina regenerativa?’.

Um grande avancgo foi feito recentemente:
o cultivo de organoides do mesencéfalo contendo
neurdnios dopaminérgicos. Quando comparado com
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um cultivo de células normais, percebeu-se que os
organoides do mesencéfalo foram capazes de gerar
em um periodo mais curto uma quantidade bem
maior de neurdnios dopaminérgicos, além de produzir
células precursoras neuronais com niveis maiores de
sobrevivéncia e maior longevidade no crescimento e
progressao de fibras nervosas. Por isso, os tecidos
provenientes de organoides cerebrais ndo apenas
fornecem uma plataforma para testar novas drogas
e sua toxicidade, mas poderdao também ser parte de
estudos que objetivam o levantamento de estratégias
terapéuticas para a promogdo e a regeneragao tecidual
e neuronal, além de fornecer um meio de estudo para
novas terapias de reposicdo na DP e DA, contribuindo
essencialmente para a medicina regenerativa?’.

3.6. Limitagbes no uso de organoides
cerebrais

Diante de todo aparato tedrico abordado
anteriormente sobre os organoides cerebrais é notdrio
que estes fazem parte de um avango na tecnologia,
com distintas vantagens em relacdo aos métodos
tradicionais. Mas, é importante destacar que apesar de
serem bons instrumentos para a medicina regenerativa,
estes ainda possuem muitas desvantagens. Grande
parte dos organoides tem componentes parciais de
orgdos, o que ndo permite o controle totalmente efetivo
de seu desenvolvimento quanto aos tipos de células e
estruturas em crescimento®. Portanto, os organoides
cerebrais nem sempre serao capazes de simular
situagdes de neurodesenvolvimento, principalmente
quando envolverem condigdes mais complexas, como,
por exemplo, na esquizofrenia?’.

As principais desvantagens dos organoides
cerebrais incluem o alto custo, a falta de envelhecimento,
a heterogeneidade das células, a variabilidade das
regides cerebrais dentro de cada organoide. O que causa
a heterogeneidade celular ¢ a falta de auto-organizacdo
espontanea das células-tronco, o que dificulta a
realizacdo de experimentos controlados com correlacdes
vidveis®. A formacdo de um organoide depende do
processo de auto-organizacdo que é dependente
das células-tronco. Uma estratégia para controlar o
crescimento e a diferenciacdo das células-tronco in
vitro é tratar os organoides com moléculas sinalizadoras
em diferentes estagios de crescimento. Tal estratégia
provavelmente levaria a uma menor heterogeneidade
e semelhanga no tamanho dos organoides?”.
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O protocolo para crescimento de organoides
cerebrais ainda é uma tarefa dificil, j& que existem
regides cerebrais muito especificas que participam das
doencgas neurodegenerativas. Um organoide cerebral
pode chegar até a 4mm de didmetro, podendo ter uma
vida longa, sobrevivendo por muito tempo se mantido
em biorreator giratério. Desse modo, acredita-se
que o uso de biorreatores giratérios melhora a
reprodutibilidade dos organoides além de aumentar
o rendimento, vida atil e maturacdo, melhorando
as condigbes de crescimento dos organoides e,
consequentemente, otimizando os protocolos® 27,

Outra desvantagem dos organoides cerebrais esta
relacionada a vascularizagdo ausente. Por exemplo, as
células que compSem o nucleo dos organoides sofrem
apoptose apds 100 dias da cultura inicial e ndo sdo
capazes de se diferenciar em nenhum outro tipo de
célula. Isso ocorre devido a auséncia de vasos sanguineos
que transportem os nutrientes e realizem as trocas
gasosas necessarias para 0 novo crescimento celular?’.
Como resultado, tem-se um grande comprometimento
no crescimento e maturacao dos organoides. Uma
estratégia para reducdo dessa falha é a integracao de
redes vasculares funcionais e conectaveis, que permitiria
uma morfogénese muito mais eficiente e consideravel
crescimento desses organoides® 3,

Outro fator que afeta o uso de organoides
cerebrais é a falta de estudos completos sobre a
evolugdo quimica e fisica cerebral. Apesar de haver a
representacao de muitas caracteristicas presentes no
cérebro do ser humano, ainda ha estruturas e células
que ndo sdo bem desenvolvidas. Em outras palavras,
pode-se dizer que os organoides cerebrais sao capazes
de representar o desenvolvimento do cérebro de
um feto de até 3 meses, sendo ainda incompleto e
nao contempla todas as estruturas formadas apos o
nascimento® %7,

Quanto as questoes praticas, € preciso salientar
que o uso do cérebro humano é alvo de restricoes
na pesquisa cientifica por questdes éticas e legais.
Portanto, compartilhar e manter um tecido cerebral in
vitro envolve muitas restricdes, estando os processos
sujeitos a diversas diretrizes e regulamentos®.

Atualmente o que mais se utiliza para estudo
do cérebro sdo modelos animais e exames post
mortem, permitindo uma compreensdo proxima do
desenvolvimento cerebral de vertebrados e mamiferos.
Mas, em fungao das diferencas estruturais, nem sempre
os estudos com modelos animais sdo realizados com
sucesso. Um exemplo dessas diferengas estruturais

esta relacionado a camada interna de fibras e a
zona subventricular externa, que possuem papéis
fundamentais no desenvolvimento cerebral humano,
mas que estdo ausentes no cérebro de ratos® 27-3t,

Apesar dos desafios existentes na tecnologia
de organoides 3D, um método Util para identificar os
diferentes tipos de células e trajetérias de linhagem
durante a diferenciagdo celular é o sequenciamento
de RNA de célula Unica. Tal método fornece expressao
génica a nivel de uma Unica célula e dados em relagao
a idade da linhagem celular, o que facilita a expressao
de organoides em todo o genoma. Portanto, seria um
meio Util na identificacdo dos diferentes tipos de células
e as distintas trajetdrias de linhagem que ocorrem
durante a diferenciacao celular?. Outra possibilidade
€ 0 emprego de assembloides cerebrais, 0s quais sao
sistemas celulares tridimensionais auto-organizaveis
formados a partir da combinagdo de neuroesferas e
capazes de recapitular, por exemplo, as interagoes
entre neurdnios GABAérgicos e glutamatérgicos?®.

De qualquer modo, sdo necessarias novas
tecnologias que facilitem a producao automatizada dos
organoides cerebrais. O alto rendimento na producao
e no desenvolvimento de organoides através de
sistemas mais aprimorados é essencial para a geragao
e a aplicagdo rotineira de modelos de organoides para
doencas humanas, abrindo caminho para estudos
em larga escala quanto as possiveis aplicacdes
farmacéuticas e terapias individualizadas3!.

4. CONCLUSAO

Os organoides cerebrais gerados em cultivo in vitro
através do método 3D tém representado o modelo mais
promissor para compreender os complexos processos de
neurodesenvolvimento do cérebro humano, progressdo
de doencas e patogénese, facilitando o levantamento
de estratégias de intervengdes até entdo impossiveis
de serem estudadas em humanos. Os organoides
conseguem desenvolver muitas das caracteristicas
do cérebro humano as quais dificilmente seriam
desenvolvidas através de outros métodos tradicionais
em células ou animais.

Até entdo, o uso dos organoides cerebrais
direcionou-se a estudos do desenvolvimento fisioldgico,
patogénico (doencas neurodegenerativas) e testagem
de farmacos que possam ser utilizados como intervencdo
para doencas especificas. Mas, devido as limitagdes
que os organoides ainda possuem, eles ainda nao
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representam um modelo padrdo para expressar o
desenvolvimento cerebral em sua totalidade, bem
como suas disfuncdes neurodegenerativas. Desse
modo, muitos estudos ainda sdo necessarios para que
haja um avango na reprodutibilidade e maturidade dos
organoides cerebrais.

Mesmo que ainda sejam necessarios progressos

para que os organoides cerebrais alcancem seu
potencial maximo nas aplicabilidades clinicas, eles tém
potencial consideravel para auxiliar no progndstico e
em opgodes terapéuticas mais eficientes para doengas
neurodegenerativas como DA e DP.
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