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RESUMO 

Um dos principais objetivos da neurobiologia é entender o desenvolvimento e a disfunção do cérebro 

humano. Muitas das ferramentas e técnicas que informaram nossa compreensão do desenvolvimento 

do cérebro humano não podem capturar totalmente as características únicas e dinâmicas do 

desenvolvimento do cérebro humano. Avanços recentes nas tecnologias de células-tronco que 

permitem a geração de organoides cerebrais humanos a partir de células-tronco pluripotentes (PSCs) 

prometem mudar profundamente nossa compreensão do desenvolvimento do cérebro humano e 

permitir um estudo detalhado da patogênese de doenças cerebrais hereditárias e adquiridas. Nesta 

revisão, apresentaremos uma visão geral do desenvolvimento da tecnologia de organoides cerebrais, 

seu progresso e aplicações atuais e perspectivas futuras dessa tecnologia. 
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1 INTRODUÇÃO 

Há uma preocupação crescente na medicina moderna em entender melhor como o cérebro se 

forma e funciona, bem como os mecanismos que promovem e sustentam doenças neurológicas, a fim 

de desenvolver e melhorar intervenções e tratamentos para as fragilidades humanas. No entanto, 

estudar o neurodesenvolvimento, os circuitos neurais e os distúrbios neurológicos associados é 

altamente desafiador. O cérebro é um órgão de grande complexidade e, até hoje, permanece de difícil 

acesso para investigações experimentais em humanos. Esse acesso é limitado principalmente a 

amostras de tecido post-mortem ou tecidos removidos cirurgicamente, bem como ao uso de métodos 

não invasivos, como neuroimagem, estimulação magnética transcraniana e monitoramento 

eletrofisiológico (Komssi & Kähkönen, 2006; Stan et al., 2006; Brammer, 2009; Eyal et al., 2016). 

Todos esses métodos têm limitações, necessitando do desenvolvimento de novos procedimentos. 

Outras restrições estão relacionadas à existência de diferenças nos circuitos cerebrais e variações 

anatômicas decorrentes da interação entre a heterogeneidade genética dos indivíduos e a exposição ao 

ambiente, bem como variações nas técnicas de processamento e preservação de tecidos do sistema 

nervoso central humano (SNC) (Adams et al., 2019). 

A análise post-mortem do tecido do SNC tem sido historicamente o meio mais acessível de 

estudar fenótipos em condições neuropatológicas. Embora os fundamentos da neurociência moderna 

dependam de séculos de exames de tecidos post-mortem humanos, permitindo o estudo de 

características específicas do cérebro humano, como a neuroanatomia (Moon et al., 2010), essa 

abordagem é insuficiente para fornecer insights sobre o funcionamento e o desenvolvimento neural 

(Kelava e Lancaster, 2016a; Adams et al., 2019). No entanto, trabalhar com tecidos cerebrais humanos 

in vivo é extremamente desafiador, mas essencial para estudos sobre os princípios biológicos do 

desenvolvimento e patologias do cérebro humano. Consequentemente, a neuroimagem funcional e os 

modelos animais (principalmente roedores e primatas) surgiram como as alternativas mais viáveis hoje 

(Jay et al., 2011; Partridge e Rossmeisl, 2019; Seeman e Madras, 2013). No entanto, existem diferenças 

significativas entre as espécies, agravadas pela heterogeneidade de idade, sexo e patologia dentro das 

espécies sob investigação, apresentando considerações que devem ser ponderadas no desafio de 

interpretar o que é consistente entre as descobertas científicas (Elston et al., 2001; DeFelipe et al., 

2002; Roth e Dicke, 2005; Herculano-Houzel, 2009; Mohan et al., 2015; Muotri, 2016; Kelava e 

Lancaster, 2016b; Adams et al., 2019). 

Consequentemente, os pesquisadores têm se esforçado para desenvolver e otimizar sistemas in 

vitro para cultura de células neurais, auxiliando na compreensão do desenvolvimento, funcionamento 

do SNC e da patogênese subjacente de doenças neurológicas. O avanço das tecnologias relacionadas 

à aquisição, manipulação e cultivo de células-tronco (CTs) tem surgido como uma nova alternativa 

para o estudo do SNC. As células-tronco embrionárias humanas (hESCs) podem ser induzidas em 
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células-tronco neurais e, posteriormente, diferenciadas em células mais especializadas, como 

neurônios e células gliais. No entanto, devido às preocupações éticas em torno de sua aquisição, as 

hESCs foram minimamente adotadas em estudos in vitro. Outra opção envolve considerar o uso de 

células-tronco adultas, comumente conhecidas como células-tronco pluripotentes (PSCs), 

responsáveis pela renovação e reparo do tecido adulto. No entanto, sabe-se que esse tipo de célula é 

menos versátil que as hESCs e incapaz de mimetizar o desenvolvimento do SNC, limitando seu uso 

em tais pesquisas.  A reprogramação celular, no entanto, apresenta uma alternativa viável para esses 

desafios. Esta técnica envolve a reversão de células somáticas específicas do tecido de um doador, 

através da manipulação da expressão gênica usando fatores de transcrição de células-tronco, para um 

estado pluripotente, resultando na formação de células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs). As 

iPSCs carregam o genótipo do doador (ou paciente) e possuem a mesma capacidade de diferenciação 

que as hESCs, sendo induzíveis nos tipos celulares mencionados. Portanto, as iPSCs permitem a 

modulação direta e não invasiva de fenótipos celulares relevantes relacionados aos aspectos clínicos 

das doenças de interesse, representando um sistema de modelagem não invasivo, específico do 

paciente e eticamente aceitável. Além disso, novas técnicas de edição de genoma, como o sistema 

CRISPR/Cas9, que visa alterar especificamente a informação genética de células humanas 

(Hockemeyer e Jaenisch, 2016), provaram ser aliadas significativas nesse sentido. 

Apesar da existência de vários protocolos de diferenciação neuronal in vitro, a maioria é 

baseada em um sistema de cultura bidimensional (também conhecido como cultura 2D ou cultura de 

monocamada). Uma das vantagens é a acessibilidade uniforme das CC aos fatores de crescimento e 

diferenciação, bem como a diferenciação uniforme das CC, auxiliando na homogeneidade dos 

resultados do estudo. No entanto, entre as desvantagens da cultura 2D, especialmente na simulação do 

desenvolvimento do cérebro humano, destaca-se a ausência de interações célula-célula e célula-matriz, 

que regulam etapas importantes do desenvolvimento neurológico (Koo et al., 2019). 

Portanto, tornou-se necessário desenvolver um sistema modelo que fosse mais fiel ao ambiente 

de desenvolvimento do cérebro humano. Esses processos culminaram na geração da 'tecnologia 

organoide'. Organoides são estruturas obtidas por meio de culturas tridimensionais (3D), que passam 

por algum nível de auto-organização e se assemelham, pelo menos em parte, a órgãos in vivo e seus 

tipos celulares específicos. Os organoides cerebrais atualmente em desenvolvimento ainda são bastante 

distintos do cérebro humano (que é muito mais complexo), mas podem mimetizar, até certo ponto, in 

vitro, características presentes no neurodesenvolvimento e neuropatologias in vivo (Lancaster e 

Knoblich, 2014a; Qian et al., 2019). 

Até agora, uma diversidade de protocolos para geração de organoides foi desenvolvida e 

publicada para diferentes propósitos, como modelagem do desenvolvimento cortical (Lancaster et al., 

2013; Birey et al., 2017), bem como modelar o desenvolvimento de outras áreas e regiões específicas 
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do cérebro humano, por exemplo, o hipocampo (Sakaguchi, H. et al., 2015), mesencéfalo (Monzel et 

al., 2017), cerebelo (Muguruma et al., 2015), entre outros. Um dos objetivos dos organoides é 

justamente produzir modelos de doenças neurológicas que afetem regiões cerebrais específicas. Outras 

aplicações para organoides cerebrais são abordadas mais detalhadamente por Adams (Adams et al., 

2019).  

A tecnologia organoide avançou significativamente a pesquisa sobre doenças relacionadas ao 

desenvolvimento neurológico, bem como a investigação de doenças neurodegenerativas. Apesar de 

seu potencial, no entanto, muitos desafios e limitações técnicas permanecem (DiLullo e Kriegstein, 

2017; Pasca, 2018). Essa tecnologia ainda está em seus estágios iniciais. Os protocolos atuais são 

suficientes apenas para gerar organoides que imitam o cérebro fetal humano por volta do segundo 

trimestre de desenvolvimento, em termos de composição celular e molecular (Camp et al., 2015; Pasca 

et al., 2015; Qian et al., 2016). Outros desafios e limitações serão abordados posteriormente, incluindo 

a dificuldade de desenvolver uma rede de vascularização ao lado do organoide. Ainda há necessidade 

de melhorias adicionais para superar as limitações do uso desses organoides, tornando-os mais 

confiáveis.  

Esta revisão fornece uma breve visão histórica do sistema nervoso central por meio de modelos 

organoides cerebrais, bem como uma visão geral de algumas das neuropatologias que têm sido 

estudadas usando esses modelos, destacando suas limitações, bem como hipóteses e estratégias que 

estão sendo desenvolvidas para superar os desafios da modelagem in vitro. 

 

1.1 DESENVOLVIMENTO DA TECNOLOGIA ORGANOIDE:  

As tentativas iniciais de criar modelos in vitro de doenças neurológicas foram baseadas no 

cultivo de células neurais em monocamadas (cultura 2D). As células neurais (neurônios e células gliais) 

foram obtidas por meio da diferenciação de células progenitoras neurais (NPCs), que por sua vez foram 

derivadas da diferenciação de iPSCs ou ESCs (Chambers et al., 2009). Tanto as iPSCs quanto as PSCs 

têm a capacidade de formar grandes agregados multicelulares, conhecidos como corpos embrióides, 

uma habilidade natural das ESCs. Esses corpos embrióides passam por um desenvolvimento 

semelhante ao de um embrião (Pettinato et al., 2015). Em 2001, um estudo usou ESCs para gerar 

corpos embrióides que foram posteriormente direcionados para uma linhagem neural, resultando em 

NPCs (Zhang et al., 2001). Os NPCs têm a capacidade de se auto-organizar em rosetas, um grupo de 

células progenitoras neurais polarizadas que podem formar estruturas semelhantes ao tubo neural 

embrionário (crítico para o desenvolvimento do neocórtex em embriões humanos) (Zhang et al., 2001; 

Shi et al., 2012).  

A auto-organização é caracterizada pela capacidade de formar estruturas celulares específicas 

sem interferência externa, apenas por meio de processos intrínsecos e espontâneos. É um fator crucial 
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na formação de órgãos (Werner et al., 2017). Em 2003, um estudo demonstrou que as ESCs produziam 

precursores neurais mesmo na ausência de sinais indutivos, como fatores de crescimento. 

Posteriormente, foi demonstrado que algumas dessas células adquiriram identidade neural durante a 

diferenciação. É importante notar que apenas uma fração das CTEs foi capaz de adquirir identidade 

neural, necessitando do tratamento do restante com ácido retinóico, que é importante na diferenciação 

neural. O estudo também demonstrou que essa diferenciação restrita de células em NPCs não dependia 

da agregação multicelular (Ying et al., 2003). Assim, foram desenvolvidos protocolos para geração de 

neurônios corticais a partir de culturas 2D (Chambers et al., 2009). No entanto, conforme apresentado 

neste artigo, a cultura 2D de células neurais tem limitações na produção da conectividade observada 

in vivo. Os esforços para superar essas limitações levaram ao desenvolvimento de organoides cerebrais 

3D capazes de representar modelos in vitro mais avançados, recapitulando com mais precisão as 

conectividades do cérebro humano, juntamente com sua alta complexidade. 

Vale a pena notar que os pioneiros na criação do que hoje é conhecido como organoide cerebral 

foram um grupo de pesquisadores de células-tronco do laboratório de Yoshiki Sasai no Centro RIKEN 

de Biologia do Desenvolvimento no Japão. Esses pesquisadores lançaram as bases para a pesquisa que 

vem sendo conduzida desde então (Eiraku et al., 2008; Watanabe et al., 2005). Foi em 2011 que o 

grupo usou ESCs humanas em um sistema de cultura neural 3D para gerar estruturas auto-organizadas 

em forma de xícara que exibiam características semelhantes ao tecido da retina (Eiraku et al., 2011). 

Outros trabalhos pioneiros avançaram no campo dos organoides cerebrais (Lancaster et al., 

2013; Qian et al., 2016; Paşca et al., 2015; Lindborg et al., 2016). O trabalho de Qian e colegas 

demonstrou que estruturas cultivadas tridimensionalmente exibiam regiões corticais que exibiam uma 

organização semelhante à do córtex humano no desenvolvimento inicial, tanto estruturalmente quanto 

em termos de comportamento celular (Qian et al., 2016). Dentre vários estudos, novos protocolos 

foram desenvolvidos, como o cultivo de organoides utilizando corpos embrióides em matriz Matrigel 

cultivada em biorreator rotativo. Essa matriz foi destinada a servir de suporte para auxiliar na formação 

e expansão dos tecidos, enquanto o biorreator foi utilizado para facilitar as trocas de gases e nutrientes 

entre os organoides e o meio, resultando na produção de estruturas maiores e mais viáveis. Estes 

exibiram crescimento por períodos mais longos, mantendo a viabilidade por até 100 dias (Grebenyuk 

e Ranga, 2019; Lancaster et al., 2013; Qian et al., 2016). Vale ressaltar que novos modelos de 

biorreatores foram desenvolvidos com o objetivo de alcançar os subtipos neurais encontrados nas seis 

camadas corticais, adicionando ainda mais complexidade ao modelo (Qian et al., 2016). Tudo isso fez 

das tecnologias organoides um sistema modelo para o estudo do cérebro humano, seu desenvolvimento 

e doenças relacionadas. 

Hoje, a produção de organoides pode ocorrer de duas maneiras: uma é denominada organoides 

cerebrais não padronizados ou inteiros e a outra, organoides cerebrais padronizados ou específicos da 
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região. Organoides não padronizados, normalmente cultivados em uma matriz extracelular, se auto-

organizam em estruturas de diferentes regiões do cérebro por meio da atividade de pistas endógenas 

específicas da própria cultura de células (Lancaster et al., 2013; Renner et al., 2017). Os organoides 

padronizados visam gerar regiões específicas do cérebro adicionando fatores de crescimento externos 

específicos (Paşca et al., 2015; Qian et al., 2016). De fato, nos protocolos atuais, tanto os fatores de 

crescimento quanto os andaimes compostos por moléculas de matriz extracelular são de grande 

importância (Lancaster et al., 2013; Qian et al., 2016; Quadrato et al., 2017). Alguns protocolos são 

capazes de produzir esferoides cerebrais sem a presença de andaimes, apenas por meio de indução 

neural extrínseca. Esses esferoides sofrem neurogênese e astrogliogênese, replicando assim mais 

fielmente a diversidade de células neurais, um aspecto crítico do desenvolvimento cortical (Paşca et 

al., 2015). 

Outro aspecto que deve ser considerado ao estudar o desenvolvimento da tecnologia organoide, 

que é crucial para a auto-organização, é a migração celular guiada. Esse processo é essencial para a 

montagem adequada do circuito neural funcional, impulsionado por fatores neurotróficos e interações 

intercelulares (Valiente e Marín, 2010). Como resultado da migração celular bem-sucedida, 

observamos a geração bem-sucedida de neurônios a partir de NPCs em seus respectivos locais 

originais, bem como seu redirecionamento para os locais esperados. Por exemplo, neurônios 

excitatórios migrando para a placa cortical simultaneamente com neurônios inibitórios, que também 

migram para se conectar com os neurônios excitatórios no córtex cerebral para modular a atividade 

neuronal (Kriegstein e Noctor, 2004). A marcação de fluorescência confirma a modelagem do processo 

de migração in vitro (Bagley et al., 2017). 

Aproximando-se de uma década de história, os organoides cerebrais e a tecnologia associada 

já começaram a impactar fortemente a medicina moderna. Espera-se que este modelo se torne 

inestimável para uma melhor compreensão da biologia fundamental do desenvolvimento, função e 

distúrbios cerebrais. 

 

1.2 LIMITES E ADIANTAMENTOS 

A tecnologia de organoides, representada por sistemas de cultura tridimensionais (3D), é o mais 

recente desenvolvimento tecnológico na modelação do sistema nervoso central (SNC), abordando 

algumas das necessidades anteriormente não satisfeitas pela análise de tecidos in vivo ou pela 

utilização de culturas de células 2D. Desde a criação dessa tecnologia, muitos avanços foram feitos no 

desenvolvimento desses modelos, como a capacidade de recapitular marcos cada vez mais posteriores 

do desenvolvimento do cérebro e estender a capacidade de cultivo e manutenção desses organoides. O 

transplante in vivo é atualmente um assunto de discussão entre muitos pesquisadores. Este tópico ainda 
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está sujeito a considerações éticas e epistemológicas sobre o potencial desenvolvimento da consciência 

em organoides (Lavazza e Massimini, 2018; Pastor, 2018).  

Embora os benefícios do uso de organoides cerebrais representem um sistema de cultura 

vantajoso em muitos aspectos, com uma incrível diversidade de células neurais que nos ajudam a 

modelar as interações intercelulares durante a organogênese o mais próximo possível, é importante 

notar que a tecnologia sofre de certas limitações, que estão constantemente sendo trazidas à atenção, 

servindo como ponto de partida para novas pesquisas voltadas para o aprimoramento (DiLullo e 

Kriegstein,  2017). 

Em relação à reprodutibilidade, os protocolos de desenvolvimento de organoides podem 

resultar em lotes variáveis, apresentando diferenças nas composições de células que representam 

determinadas regiões cerebrais, resultando em variabilidades morfofuncionais (Lancaster e Knoblich, 

2014b). Diferenças foram observadas ao comparar a mesma região entre dois organoides de lotes 

diferentes, e mesmo dentro do mesmo lote, em termos de distribuição, densidade e composição celular 

(Di Lullo e Kriegstein, 2017; Kelava e Lancaster, 2016a). Isso leva a diferentes identidades regionais 

nos organoides, o que, por sua vez, levanta preocupações significativas sobre a reprodutibilidade e 

precisão dos protocolos (Kelava e Lancaster, 2016a). 

De fato, a variabilidade entre os modelos organoides pode ter sérias implicações quando usados 

para modelagem de doenças, testes de drogas ou estudos focados no desenvolvimento neurológico, 

pois a heterogeneidade implica inconsistência nos fenótipos analisados. Esse problema pode ser 

mitigado aumentando as repetições em análises quantitativas, mas isso aumentaria o custo dos 

experimentos. Por outro lado, análises qualitativas, como a morfologia por microscopia, por exemplo, 

ainda estariam comprometidas. Por esse motivo, conforme sugerido por Kelava e Lancaster, ao 

investigar fenótipos relacionados a doenças genéticas usando organoides, os resultados devem ser 

robustos o suficiente para serem considerados (Kelava e Lancaster, 2016b). Vale a pena notar que 

melhorias nos protocolos de geração de organoides estão sendo desenvolvidas para reduzir a 

heterogeneidade e otimizar a reprodutibilidade (Qian et al., 2016; Sloan et al., 2018; Yoon et al., 2019). 

Um fator que limita o desenvolvimento de organoides em relação aos estágios iniciais da 

organogênese é a ausência ou presença mínima de subtipos celulares relevantes (Pasca et al., 2015; 

Qian et al., 2016). Vários tipos de células não neurais compõem o cérebro humano, e essas células não 

são necessariamente células neurais derivadas do neuroectoderma. Células não neurais, como 

microglia, células endoteliais, células hematopoiéticas, bem como meninges, estão amplamente 

ausentes em organoides porque a maioria dos protocolos atuais induz o destino neuroectodérmico no 

corpo embrióide. Consequentemente, as funções ou distúrbios cerebrais que se originam de células 

não neuronais ou de interações entre células não neuronais e células neurais não podem ser 

adequadamente modeladas em organoides cerebrais. Um estudo conduzido por Ormel e colegas, 
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usando uma concentração mais baixa de heparina (um estimulante neuroectoderma), retardando a 

transferência para o matrigel e não aplicando o fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) no 

protocolo de diferenciação de organoides cerebrais, obteve células progenitoras mesodérmicas capazes 

de se diferenciar em micróglia madura. Os autores atribuíram isso ao microambiente do próprio 

organoide, que apresentava condições semelhantes ao SNC que permitiram o desenvolvimento dessas 

microglias. O monitoramento temporal do desenvolvimento organoide levou à observação de que as 

células mesodérmicas presentes no início originaram a microglia em estágios subsequentes. O grupo 

destacou que os fatores conhecidos por impulsionar o desenvolvimento microglial em roedores, como 

CSF1, IL34 e TGFβ1 (normalmente usados para gerar micróglia a partir de iPSCs), são os mesmos 

fatores expressos inerentemente pelos organoides cerebrais. Os resultados mostraram organoides com 

formação de sinapses funcionais e a detecção de ramificações microgliais muito próximas de processos 

neuronais e estruturas sinápticas (Ormel et al., 2018). Outros métodos de co-cultura de microglia 

diferenciada em 2D ou introdução dessas células em organoides cerebrais também podem ser usados 

na modelagem de doenças ou para investigar interações entre microglia e células neurais (Lin et al., 

2018).  

Toda essa preocupação decorre da necessidade crucial de entender se os organoides cerebrais 

recriam os circuitos neurais observados no cérebro humano (ou pelo menos possuem a diversidade 

celular necessária para tal e em proporção próxima ao ideal), permitindo-nos avançar na comparação 

e compreensão dos achados fisiopatológicos em organoides cerebrais humanos. 

Outra questão relacionada à ausência de células mesodérmicas é a resultante falta de 

vascularização, o que representa um obstáculo significativo no desenvolvimento e manutenção dos 

organoides. O cérebro em desenvolvimento em estágio avançado é altamente dependente da 

vascularização para a difusão de nutrientes e oxigenação. Além disso, grupos de células neurais e 

vascularização estão entrelaçados na estrutura cerebral. Dado que os modelos organoides cerebrais não 

possuem um sistema circulatório inerente com vasos sanguíneos, eles dependem da simples difusão 

do meio de cultura para o fornecimento de gases e nutrientes. Quando cultivadas por longos períodos, 

um número significativo de células dentro dos organoides, particularmente em seu interior, sofre 

apoptose devido à deficiência de oxigênio e nutrientes (Lancaster e Knoblich, 2014a). A ausência de 

vascularização também interrompe certas pistas de padronização endógena necessárias para a 

diferenciação de progenitores neurais e o desenvolvimento adequado dos organoides. Essas pistas são 

extremamente importantes para o desenvolvimento em estágio final das estruturas neurais. Além disso, 

vale ressaltar que alguns dos nichos de células progenitoras neurais estão localizados perto de vasos 

sanguíneos. 

Confrontado com essa questão, torna-se imperativo refinar os protocolos existentes, simulando 

o ambiente fisiológico, alterando as condições de cultivo e empregando a bioengenharia para fornecer 
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vascularização, estabelecendo assim um sistema de fluxo de nutrientes, bem como para promover o 

surgimento e preservação de pistas de padronização nos organoides (Kelava e Lancaster, 2016a). 

Técnicas recentes de vascularização têm se mostrado promissoras para enfrentar esses desafios, 

demonstrando a geração de organoides de vasos sanguíneos a partir de CEPs humanas, contendo 

células endoteliais que têm a capacidade de se auto-montar, formando redes capilares. Após o 

transplante desses organoides em camundongos, foi relatada a formação de um sistema vascular bem 

definido (Cakir et al. 2019, Mansour et al. 2018, Pham et al. 2018, Wimmwe et al. 2019). 

Sabe-se que o suprimento sanguíneo adequado é essencial para o funcionamento normal do 

cérebro, e uma falha na rede vascular cerebral pode resultar em danos e perda de função nos tecidos 

cerebrais. A rede vascular cerebral é composta pela barreira hematoencefálica (BHE), que protege o 

tecido de infecções, regula a passagem de nutrientes e remove resíduos metabólicos (Zhao et al., 2015). 

Além da BHE, podemos destacar algumas funções indispensáveis que as células gliais - 

particularmente a microglia e os astrócitos - desempenham no SNC em condições normais. A microglia 

serve como monitor imunológico do cérebro e, quando ativada, libera citocinas inflamatórias e 

desempenha funções fagocíticas (Solito & Sastre, 2012). Os astrócitos, por outro lado, estão 

envolvidos, entre outras coisas, na secreção de fatores de crescimento e na regulação do estresse 

oxidativo, bem como na remodelação sináptica, fornecimento de energia e homeostase (Wyss-Coray 

& Rogers, 2011). Ambos os tipos de células estão envolvidos no reparo, manutenção e permeabilidade 

da barreira hematoencefálica (BBB) (Abbott et al., 2006). Dada a complexidade dos mecanismos 

biológicos relacionados à fisiopatologia dos diversos distúrbios que afetam o SNC (muitos dos quais 

já são reprodutíveis por meio de técnicas de cultura organoide, como será visto a seguir), é importante 

enfatizar que pesquisas futuras com o objetivo de modelar tais distúrbios in vitro não devem se 

concentrar apenas na produção de tipos de células, como neurônios e glia, dentro dos modelos,  mas 

também na contribuição dessas células associadas ao sistema vascular cerebral para entender o 

aparecimento e a progressão das patologias. 

Atualmente, existem vários métodos para gerar vascularização em modelos organoides. Pham 

et al. (2018) geraram vascularização em organoides cerebrais incorporando-os em gotículas de 

Matrigel contendo células endoteliais previamente derivadas de iPSCs. Mansour et al. (2018) também 

alcançaram a vascularização enxertando organoides cerebrais desenvolvidos in vitro em córtices 

murinos in vivo. Este trabalho demonstrou o potencial dos organoides, pois observou a estrutura 

vascular e as conexões sinápticas entre o organoide e o SNC do hospedeiro, além de facilitar o estudo 

dos processos de vascularização e enxertia em geral (Mansour et al., 2018).  

Como mencionado anteriormente, além da formação de vasos sanguíneos, outro componente 

importante que deve ser enfatizado e desenvolvido juntamente com a vascularização é a barreira 

hematoencefálica (BHE). Presente em todos os níveis da árvore vascular e formada por uma 
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monocamada contínua de endotélio circundada por células murais, a BHE restringe o transporte 

endotelial da maioria das moléculas (especialmente macromoléculas) do sangue, bem como a entrada 

de células sanguíneas (como leucócitos) e patógenos microbianos, mantendo assim a integridade do 

tecido cerebral (Zhao et al.,  2015). Alguns grupos não abordaram a ausência ou presença da BHE ao 

gerar organoides vascularizados, enquanto outros já desenvolveram modelos viáveis de BHE, 

incluindo a presença de um a três tipos de células (Cho et al. 2015, Helms et al. 2016, Mansour et al. 

2018, Pham et al. 218, Wang et al. 2016). Semelhante aos modelos organoides, espera-se um 

desempenho aprimorado ao fornecer ao modelo maior complexidade celular. Assim, pode-se 

considerar a importância do desenvolvimento de modelos de BHE in vitro. Esses modelos podem ser 

utilizados para testar novos fármacos e abordagens terapêuticas relacionadas ao tratamento de doenças 

neurológicas, fornecendo dados mais específicos sobre a capacidade das moléculas utilizadas de 

atravessar a BHE e suas ações subsequentes, como citotoxicidade glial e neural. Outro aspecto 

importante é proporcionar uma melhor compreensão das interações entre a BHE e o tecido cerebral 

adjacente (Nzou et al., 2018). Em resumo, esses modelos representam uma promessa para a 

modelagem in vitro de condições e lesões neurodegenerativas, como esclerose lateral amiotrófica, 

doença de Alzheimer e acidente vascular cerebral. 

Portanto, os organoides têm se mostrado promissores para investigar doenças relacionadas ao 

neurodesenvolvimento, também com enorme potencial para testar medicamentos personalizados para 

certos distúrbios cerebrais. Nas seções seguintes, os principais distúrbios relacionados ao 

desenvolvimento neurológico e à neurodegeneração serão brevemente apresentados, discutindo as 

principais abordagens e desafios relacionados ao estudo desses distúrbios. Mais tarde, o foco será o 

transtorno do espectro do autismo (TEA), a doença de Alzheimer, a produção de neuroglia e o 

desenvolvimento da rede vascular cerebral. 

 

1.3 UTILIZAÇÃO DE ORGANOIDES CEREBRAIS NA MODELAGEM DE DISTÚRBIOS 

NEUROLÓGICOS: AVANÇOS E DESAFIOS 

Por vários anos, os organoides cerebrais têm sido amplamente utilizados como meio de 

investigar distúrbios que afetam o cérebro humano. Devido à semelhança entre os estágios de 

desenvolvimento - especialmente na fase inicial - que ambos sofrem, os organoides têm, na maioria 

das vezes, sido considerados os modelos mais adequados para a investigação de distúrbios relacionados 

ao desenvolvimento neurológico. Além disso, na modelagem de distúrbios neurodegenerativos, os 

organoides são excelentes para preencher a lacuna entre pacientes e modelos animais. Outras 

utilidades, como modelar a progressão do câncer cerebral, juntamente com estudos para 

desenvolvimento de medicamentos, edição genômica e remodelação epigenômica, dão aos organoides 
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o status de um modelo experimental promissor para reproduzir e padronizar distúrbios cerebrais 

((Bershteyn et al., 2017; Pacitti et al., 2019; Sachs et al., 2018; Sol & Ding, 2017; Yan et al., 2018). 

De fato, desde a sua criação, os organoides têm sido objeto de um número exponencial de 

publicações. Pacitti e colegas (2019), em sua revisão, relatam a popularidade dos organoides ao longo 

dos anos. Como mencionado anteriormente, embora os modelos animais tenham sido extremamente 

importantes para nossa compreensão atual dos mecanismos patológicos de muitos distúrbios cerebrais, 

como a relação entre genes mutantes e fenótipo, esses modelos têm limitações em relação à tradução 

de suas descobertas para humanos. Uma dessas limitações é a composição celular diferente entre os 

organismos. Há casos em que fenótipos de doenças são encontrados tanto em modelos animais quanto 

em organoides, e tais casos são importantes para validar (ou não) ambos os modelos (Bershteyn et al., 

2017). Além disso, os organoides podem fornecer conhecimento sobre fenótipos humanos específicos, 

bem como subpopulações celulares que não são facilmente observadas em outros mamíferos. Além 

disso, os organoides apresentam outras vantagens significativas, como a possibilidade de utilizá-los 

como modelos de tecidos vivos e estudar a funcionalidade celular ou a dinâmica comportamental de 

forma mais fácil e acessível (em comparação com os tecidos neurais in vivo). Em organoides, sinapses 

funcionais podem ser encontradas após 6 meses de cultura, bem como considerável maturação 

neuronal, com dendritos bem formados e redes neurais ativas após nove meses (Wang, 2018). A 

possibilidade de edição do genoma oferece uma criação mais precisa de mutações ou reparos, 

expandindo ainda mais a modelagem de muitas doenças (Sun & Ding, 2017). Como os organoides são 

uma tecnologia relativamente nova, mas mostrando rápida e significativa expansão como ferramentas 

de modelagem de doenças in vitro, esta seção desta revisão será dedicada aos avanços neste campo. 

O que chamamos de transtornos do neurodesenvolvimento (NDDs) são todas as doenças que 

comprometem algumas funções cerebrais, como aprendizagem, sociabilidade e coordenação motora, 

e que se originam do comprometimento dos processos normais de desenvolvimento causados por 

algum tipo de distúrbio. Em outras palavras, eles são um grupo de distúrbios neurológicos de início 

precoce. As manifestações de doenças resultantes de anormalidades nos processos de desenvolvimento 

incluem distúrbios como epilepsia, microcefalia, deficiência intelectual e distúrbios de linguagem. 

Também estão incluídos transtornos como Transtorno do Espectro do Autismo (TEA), transtorno de 

déficit de atenção/hiperatividade (TDAH), esquizofrenia, transtorno bipolar, síndrome de Tourette, 

síndrome de Rett e transtorno do desenvolvimento da coordenação (Savatt & Myers, 2021). Diz-se que 

os NDDs afetam de 4 a 5% da população mundial (Mitchell, 2011) e podem ser atribuídos a mutações 

em mais de 1000 loci (Tărlungeanu & Novarino, 2018). 

Atualmente, existem limitações quanto à compreensão da etiologia dos NDDs. Essas limitações 

vão desde o difícil delineamento dos componentes envolvidos na hereditariedade até a identificação 

dos mecanismos pelos quais fatores celulares específicos levam ao transtorno, incluindo a definição 
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desses fatores. O diagnóstico clínico desses distúrbios, muitas vezes um processo demorado e caro, 

ainda é limitado pela heterogeneidade na apresentação clínica que os pacientes apresentam (de la Torre-

Ubieta et al., 2016). Portanto, a compreensão das causas dos NDDs, como a identificação de fatores 

de risco genéticos, bem como fatores ambientais, e o estabelecimento de um modelo pré-clínico 

adequado para o desenvolvimento de novos tratamentos, representam um passo importante para o 

desenvolvimento de abordagens terapêuticas personalizadas. 

Modelos de NDDs em animais certamente têm sido essenciais para o entendimento atual dos 

mecanismos relacionados à patologia desses distúrbios. No entanto, existem diferenças entre um 

modelo humano e um modelo animal que limitam o uso deste último, incluindo características 

biológicas relacionadas ao desenvolvimento, composição celular e genética. Muitas doenças 

cognitivas e comportamentais têm origens poligênicas e influências ambientais multifatoriais, 

tornando desafiador o estudo de modelos de espécies evolutivamente diferentes, como roedores, no 

que diz respeito às suas habilidades intelectuais e comportamentais em comparação com a espécie 

humana. Portanto, há uma clara vantagem no uso de modelos in vitro para esses distúrbios (DiLullo e 

Kriegstein, 2017). Como vimos anteriormente, o uso de hESCs e iPSCs na geração de neurônios in 

vitro permitiu aos pesquisadores recapitular e reproduzir em laboratório vários defeitos sinápticos 

neuronais relacionados aos NDDs. Uma vantagem do uso de modelos baseados em células-tronco é a 

fidelidade de modelar doenças diretamente dos indivíduos afetados. Assim, o modelo in vitro, além de 

possuir a mesma informação genética do paciente, pode reproduzir com alto grau de confiabilidade os 

fenótipos celulares e moleculares associados à doença em questão. Outra vantagem é a geração de 

linhagens de células-tronco, o que implica uma fonte ilimitada de células. No entanto, esses métodos 

são limitados principalmente devido à baixa complexidade gerada pelos sistemas 2D, o que resulta em 

falta de conectividade de alta ordem, uma identidade imatura de neurônios diferenciados in vitro e alta 

heterogeneidade entre clones derivados de iPSCs (Sun & Ding, 2017). Essas limitações estão sendo 

superadas à medida que a tecnologia organoide ganha terreno. Mais tarde, veremos exemplos de como 

os organoides estão contribuindo como ferramentas adicionais para estudar os mecanismos subjacentes 

dos NDDs. 

Atualmente, os protocolos utilizados para a produção de organoides relatam a presença de 

neurônios de todas as seis camadas corticais de forma temporalmente estruturada. Em outras palavras, 

a neurogênese cortical no organoide, relativa ao surgimento de subtipos de neurônios, parece respeitar 

o tempo e a sequência do desenvolvimento in vivo (embora não estejam dispostos da mesma forma 

que in vivo). A produção de células gliais radiais e progenitores intermediários também é relatada 

(Lancaster et al., 2013; Qian et al., 2016), bem como a produção de subpopulações de células humanas 

que estão ausentes no desenvolvimento de modelos animais, como ratos (Di Lullo & Kriegstein, 2017). 
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Uma preocupação em relação à validação de modelos organoides é o entendimento da 

reprodutibilidade dos tipos celulares, bem como sua diversidade celular em modelos in vitro. Isso levou 

os cientistas a traçar o perfil de genomas de células únicas durante o neurodesenvolvimento, tanto in 

vivo quanto in vitro. A investigação é realizada observando alterações relacionadas à diversidade 

celular e ao enriquecimento da expressão gênica ao comparar organoides em diferentes estágios de 

desenvolvimento (Quadrato et al., 2017). Outra preocupação é a compreensão da auto-organização, 

um fenômeno ainda não bem compreendido. Buscando destacar essa questão, estudos identificaram 

centros organizadores de diferentes estruturas semelhantes ao cérebro em organoides (Renner et al., 

2017). 

Há outra questão importante, o estabelecimento de circuitos neurais confiáveis, especialmente 

na região cortical. Apesar de poucos, alguns estudos demonstram a presença de junções sinápticas 

funcionais em organoides (Quadrato et al., 2017). Muitas doenças neurológicas manifestam seu 

fenótipo no pós-natal, como problemas na formação e refinamento de circuitos e poda sináptica. 

Considerando que a maturação desses processos pode levar anos para formar as redes neurais 

observadas in vivo, a capacidade dos organoides de retratar fielmente essas características complexas 

relacionadas ao desenvolvimento e maturação do cérebro humano é questionável. 

Como visto anteriormente nesta revisão, a tecnologia organoide como modelo representa 

melhor os estágios iniciais do desenvolvimento neurológico. Assim, seu uso é mais vantajoso para 

modelar doenças neurológicas de início precoce durante os estágios fetais ou embrionários. De fato, a 

modelagem in vitro de distúrbios do neurodesenvolvimento é talvez atualmente a abordagem mais 

impactante no uso de organoides. Essa abordagem permite o estudo do início e progressão da doença 

durante o neurodesenvolvimento, possibilitando uma maior compreensão dos mecanismos patológicos 

subjacentes. Os organoides constituem um modelo versátil, pois seu uso permite a modelagem de 

doenças tanto por meio de fatores genéticos quanto mediados pelo ambiente. Novas técnicas, como o 

desenvolvimento de redes funcionais, prometem ampliar os estudos para entender os mecanismos 

intracelulares e as interações célula-célula com mais detalhes (Trujillo et al., 2018ª). Abaixo estão 

alguns exemplos de distúrbios que são mais passíveis de modelagem in vitro. 

 

1.4 MICROCEFALIA 

A microcefalia é uma condição caracterizada por um tamanho reduzido da cabeça e é 

acompanhada por deficiência intelectual e convulsões. Esta doença foi o primeiro distúrbio do 

neurodesenvolvimento a ser modelado usando organoides cerebrais. Lancaster e colegas (2013) 

geraram organoides microencefálicos derivados de iPSCs de um paciente com uma mutação em um 

gene relacionado à codificação da Proteína 2 Associada à Regulação da Quinase Dependente de Ciclina 

5 (CDK5RAP2), conhecida como fator de risco genético para microcefalia. Foi demonstrada diferença 
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de tamanho entre os organoides microencefálicos e os do grupo controle. Como esperado, os 

organoides menores eram do paciente microencefálico, apresentando diferenciação neural prematura 

e proliferação reduzida em suas células progenitoras neurais (NPCs). Este estudo e seus resultados 

foram de suma importância para os modelos organoides, pois os indicaram como ferramentas úteis 

para modelar distúrbios cerebrais, apresentando-os como um meio de entender os mecanismos 

subjacentes do fenótipo observado nos pacientes (Lancaster et al., 2013). 

 

1.5 INFECÇÃO PELO ZIKA VÍRUS 

Algumas doenças neurológicas, incluindo a microcefalia, podem ser promovidas por fatores 

ambientais que comprometem o desenvolvimento normal do cérebro fetal. Um exemplo altamente 

estudado é a infecção viral durante a gravidez. Em 2016, o vírus Zika foi epidemiologicamente ligado 

à microcefalia congênita em filhos de mães infectadas durante a gravidez (Heymann et al., 2016). 

Devido à falta de evidências experimentais que confirmem a hipótese de causalidade em humanos, 

organoides cerebrais e cultura 2D de células progenitoras neurais foram elementos-chave na 

compreensão dos mecanismos e vias pelas quais o vírus induziu danos ao cérebro fetal. Ao expor 

organoides derivados de iPSC ao vírus Zika, descobriu-se que o vírus tem tropismo por NPCs, e a 

infecção resultou em redução do crescimento de organoides e diminuição do número de NPCs (Cugola 

et al., 2016; Garcez et al., 2016; Qian et al., 2016). As vias de sinalização celular durante a infecção 

também foram descobertas usando organoides por meio da análise do transcriptoma (Cugola et al., 

2016; Watanabe et al., 2017). No entanto, considerando a limitação dos modelos em retratar a 

complexidade de um cérebro humano (composição celular, arquitetura tecidual, etc.), os dados não 

foram suficientes para uma compreensão completa do processo infeccioso. O uso de tecido primário, 

além de apresentar tropismo para NPCs, identificou infecção e vulnerabilidade em astrócitos e 

microglia (Retallack et al., 2016), ao contrário de pesquisas realizadas em organoides, que mostraram 

infecção ocasional nesses tipos celulares (provavelmente devido a uma sub-representação de astrócitos 

e microglia nos organoides). Retallack e colegas também usaram tecidos primários para demonstrar a 

vulnerabilidade dos astrócitos e células gliais radiais à infecção por meio do receptor AXL (um receptor 

de tirosina-proteína quinase abundante nesses tipos de células). 

Esses exemplos, além de destacarem a utilidade dos organoides para a investigação da etiologia 

dos distúrbios do neurodesenvolvimento, também enfatizam a necessidade de aprimoramento 

constante nos protocolos de produção de organoides do cérebro humano para garantir melhor precisão 

nos resultados. Como apresentaremos mais adiante, novos protocolos com o objetivo de criar células 

gliais dentro de organoides podem resolver esse impasse. 
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1.6 MACROCEFALIA 

Assim como a microcefalia, o fenótipo macroencefálico também é o resultado de algumas 

mutações. Nesse caso, o silenciamento do gene PTEN é o principal fator (Butler et al., 2005). O uso 

de hESCs nocaute PTEN para a produção de organoides cerebrais resultou em organoides com maior 

volume e área de superfície acompanhados por aumento de células neuroepiteliais, aumento da 

proliferação celular e diferenciação neuronal retardada (Li et al., 2017). 

 

1.7 LISENCEFALIA CONGÊNITA OU SÍNDROME DE MILLER-DIEKER 

A Síndrome de Miller-Dieker (SMD) é uma forma congênita de lisencefalia, um distúrbio do 

desenvolvimento neurológico caracterizado pela ausência de convoluções cerebrais normais, 

resultando em deficiência intelectual e convulsões (Blazejewski et al., 2018). Estudos conduzidos com 

a ajuda de organoides cerebrais identificaram mecanismos subjacentes ao fenótipo da síndrome. 

Iefremova e colegas (2017) desenvolveram organoides a partir de iPSCs de pacientes com SMD. Os 

organoides apresentaram tamanho reduzido e taxa de expansão mais lenta em comparação com os 

controles, além de outras modificações estruturais. Outro estudo também modelou a síndrome por meio 

de células de pacientes e observou uma desregulação da migração neuronal e do eixo mitótico das 

células gliais e neuroepiteliais (Bershteyn et al., 2017). Esses dados sugerem que os organoides podem 

recapitular importantes mecanismos celulares e moleculares na formação da doença. 

 

1.8 DOENÇA DE SANDHOFF 

A doença de Sandhoff é um distúrbio do neurodesenvolvimento caracterizado pelo acúmulo 

lisossômico de gangliosídeo GM2 e está relacionada a um defeito na enzima hexosaminidase devido a 

uma mutação no gene HEXB (Sandhoff et al., 1971). Além do atraso no desenvolvimento, os pacientes 

com essa doença apresentam macrocefalia e convulsões (Allende et al., 2018). Allende et al. (2018) 

produziram organoides cerebrais a partir de células de um paciente afetado e de iPSCs isogênicas com 

uma mutação HEXB gerada por CRISPR/Cas9. Os organoides derivados das células do paciente 

exibiram um aumento no tamanho do organoide paralelo ao aumento da proliferação celular em 

comparação com o controle. 

 

1.9 SÍNDROME DE RETT 

A Síndrome de Rett, um distúrbio do neurodesenvolvimento, é mais comumente causada por 

mutações que ocorrem no cromossomo X, no gene MECP2 que codifica a proteína 2 de ligação ao 

metil-CpG (uma proteína que se liga especificamente a sequências de DNA metiladas, com sua 

principal função sendo a repressão transcricional). Clinicamente, os sintomas variam de acordo com o 

sexo; as mulheres apresentam deficiências motoras e de linguagem, enquanto os homens sofrem de 
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encefalopatia congênita grave e geralmente têm uma morte prematura (Ip et al., 2018). Organoides 

cerebrais de pacientes com a síndrome foram fundamentais na identificação do papel de microRNAs 

super-regulados (miR-199 e miR-214) em importantes vias de sinalização para neurogênese e 

diferenciação neural. Os organoides de pacientes com síndrome de Rett exibiram uma área ventricular 

aumentada com diminuição da espessura da parede ventricular, bem como um aumento no número de 

progenitores neurais devido à proliferação exacerbada, levando ao aumento da densidade celular 

tipicamente observado em pacientes com a síndrome (Mellios et al., 2018). 

 

1.10 SÍNDROME DE TIMÓTEO 

Outro exemplo diz respeito à síndrome de Timothy (ST). É um distúrbio do 

neurodesenvolvimento caracterizado principalmente pela presença de neurônios inibitórios anormais. 

A síndrome é causada por uma mutação no gene CACNA1C, que codifica proteínas que compõem os 

canais de cálcio, especialmente o tipo L, relacionados à migração de interneurônios, regulando a 

frequência e o término da migração. Birey et al. (2017) foram responsáveis pelo primeiro estudo 

baseado em um sistema organoide fundido para investigar interações entre diferentes regiões do 

cérebro (assunto discutido posteriormente). Nesta síndrome, há um déficit na migração celular inter-

regional GABAérgica do prosencéfalo ventral para o dorsal. Para reproduzir essa migração, organoides 

de diferentes regiões foram gerados a partir de iPSCs de pacientes e posteriormente fundidos. Os testes 

de marcadores fluorescentes revelaram que os neurônios inibitórios prejudicaram a migração 

tangencial. Quando um organoide de prosencéfalo ventral foi fundido com um organoide de 

prosencéfalo dorsal, ambos obtidos de células de pacientes com ST, o número de saltos necessários 

para a migração aumentou, pois a amplitude do salto foi significativamente reduzida em comparação 

com os organoides de controle. 

 

1.11 ESQUIZOFRENIA 

Os modelos 2D têm sido importantes para estudar os mecanismos subjacentes da esquizofrenia 

(Brennand et al., 2011). Essas descobertas estão sendo complementadas com estudos que usaram 

modelos organoides cerebrais. Por exemplo, um estudo observou que em organoides derivados de 

pacientes com uma mutação no gene DSC1, houve um atraso na mitose. O gene em questão está 

associado à esquizofrenia e tem como uma de suas funções regular eventos mitóticos (Ye et al., 2017). 

 

1.12 AUTISMO 

O transtorno do espectro do autismo (TEA) é um distúrbio neurobiológico complexo do 

desenvolvimento comumente observado no início da vida de um indivíduo. É caracterizada 

principalmente por déficits neuropsicológicos e comportamentais, como comprometimento cognitivo 
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relacionado a dificuldades de comunicação social e presença de comportamentos repetitivos ou 

estereotipados. Para uma melhor compreensão das principais características encontradas em um 

paciente autista, consulte Mukherjee (2017). A hipótese mais provavelmente aceita para a causalidade 

do autismo é a interação ou conjunção de múltiplos fatores, como fatores genéticos, epigenéticos e 

ambientais (Fett-Conte et al., 2016). Vale ressaltar que uma das possíveis origens genéticas do TEA 

ocorre por meio de mutações em genes do cromossomo X, como o PTCHD1, responsável por 

aproximadamente 1% dos casos de TEA (Noor et al., 2010). Até certo ponto, esses fatores levam a um 

desequilíbrio de neurotransmissores, bem como a uma anormalidade relacionada à conectividade 

neuronal e à sinaptogênese, que, por sua vez, pode levar à disfunção das vias neuronais. Essas conexões 

anormais de regiões funcionais do cérebro podem refletir anormalidades morfológicas tipicamente 

encontradas em crianças autistas (Misic et al., 2014; Just et al., 2012), resultando em dificuldades de 

comunicação e aprendizagem (Verly et al., 2013) (Schipul et al., 2012). Anormalidades em relação ao 

tamanho do corpo caloso (He et al., 2010) também são descritas, bem como afinamento cortical nos 

lobos frontal, parietal e occipital (Zielinski et al., 2014) e uma redução na conectividade neural entre 

esses lobos (Tyszka et al., 2014). A poda sináptica irregular mediada por microglia em indivíduos 

autistas está relacionada à fraca transmissão sináptica e à diminuição da conectividade funcional do 

cérebro, o que, por sua vez, implica comportamento repetitivo e déficits na interação social (Zhan et 

al., 2014). Além desses fatores, distúrbios no eixo de comunicação intestino-cérebro (promovidos 

principalmente pela microbiota intestinal) (Sharon et al., 2016) podem contribuir para vários aspectos 

do cérebro autista. 

Estudos baseados em sequenciamento de RNA indicam que uma grande parte das células 

encontradas em organoides tem um padrão de expressão gênica correspondente ao de um cérebro fetal 

humano (Ilieva et al., 2017). Isso dá um caráter muito promissor à pesquisa usando tecnologia 

organoide. Um estudo realizado por Mariani et al. (2015) utilizou organoides cerebrais produzidos com 

iPSCs derivadas de pacientes com TEA, que, quando comparados com um grupo controle, 

apresentaram: menor presença de neurites e sinapses; diferenças relacionadas à regulação do 

citoesqueleto; e deficiências na função do canal iônico de potássio. Esses organoides também 

apresentaram um ciclo celular acelerado e aumento da produção de interneurônios GABAérgicos 

inibitórios, características que podem ser encontradas em pacientes autistas. Uma análise do 

transcriptoma mostrou uma superexpressão do gene FOXG1, que foi positivamente correlacionada 

com a formação excessiva de neurônios inibitórios. Esse resultado foi validado por experimentos que 

promoveram o knockdown do gene FOXG1, o que reduziu a produção de GABA ao nível considerado 

normal (Mariani et al., 2015). 

Aberrações no desenvolvimento em áreas que concentram um maior número de células-tronco 

neurais (NSCs) têm maior influência no processo de desenvolvimento geral. É o caso da zona 
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subventricular (ZVS). Os genes que regulam a proliferação, migração e diferenciação celular nesta 

área em questão são desregulados em pacientes autistas jovens. A pesquisa também sugere que 

pacientes autistas têm diferentes perfis de metilação do DNA em genes relacionados a essas 

características. Ilieva et al. (2017) observaram um acúmulo de metilação no cérebro em 

desenvolvimento de pacientes autistas, sugerindo regulação epigenética anormal (Ilieva et al., 2017). 

Estudos desse tipo usando organoides como modelo podem facilmente fornecer respostas sobre a 

regulação epigenética, uma vez que os organoides recapitulam a maioria das características 

epigenômicas do desenvolvimento do cérebro fetal. 

Com o objetivo de investigar a interação entre neurônios e astrócitos e a conectividade neuronal 

em indivíduos com autismo, Russo et al. (2018) empregaram modelos iPSC derivados de pacientes 

com TEA não sindrômicos cultivados junto com astrócitos em um modelo de cultura 2D (população 

neuronal cultivada em cima da população de astrócitos). Os resultados foram intrigantes, pois a cultura 

de células derivadas de TEA exibiu características da doença, como diminuição da liberação de 

neurotransmissores glutamatérgicos, bem como alterações na expressão de genes relacionados à 

formação sináptica. Consequentemente, esses fatores alteraram a taxa de disparo espontâneo. A co-

cultura de neurônios saudáveis com astrócitos derivados de TEA revelou a interferência das células 

gliais no desenvolvimento neuronal (sinaptogênese e morfologia neuronal), resultando em neurônios 

exibindo características celulares relacionadas ao TEA. Por outro lado, quando a co-cultura combinou 

astrócitos saudáveis com neurônios derivados de TEA, os fenótipos "normais" relacionados à 

sinaptogênese e morfologia neuronal foram restaurados. A secreção de IL-6 pelas células gliais foi 

identificada como uma possível causa dos fenótipos, confirmada pelo bloqueio dos níveis de citocina. 

Essa influência já havia sido sugerida anteriormente em outras pesquisas, e este estudo confirma a 

relação (Russo et al., 2018). Este trabalho traz resultados promissores para a pesquisa do autismo 

usando a tecnologia iPSC. Os organoides cerebrais podem ser usados como modelos para expandir 

ainda mais essas descobertas e auxiliar no desenvolvimento de futuras estratégias terapêuticas, pois os 

modelos 3D permitem a recriação de um ambiente celular mais complexo (Dezonne et al., 2017). 

 

2 ORGANOIDES COMO MODELOS DE ALZHEIMER E OUTROS DISTÚRBIOS 

NEURODEGENERATIVOS 

As doenças neurodegenerativas (DEs) são responsáveis pela perda progressiva da função 

cognitiva e/ou motora dos pacientes, sendo esses sintomas frequentemente associados à morte 

progressiva e irreversível dos neurônios, levando à perda das funções cerebrais. Mutações precursoras 

e alelos de risco comuns associados ao risco de desenvolvimento se sobrepõem em diferentes 

distúrbios neurodegenerativos. Além disso, algumas síndromes podem ter manifestações clínicas 

sobrepostas. Por exemplo, déficits cognitivos comuns na doença de Alzheimer (DA) também estão 
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presentes na demência vascular e na demência com corpos de Lewy (LBD). Outro exemplo é o 

comprometimento do sistema motor, comum à doença de Parkinson (DP), esclerose múltipla (EM), 

esclerose lateral amiotrófica (ELA), doença de Huntington (HD) e ataxias espinocerebelares (SCAs). 

Além disso, o envelhecimento é um fator de risco comum para algumas dessas doenças. Portanto, 

existe uma relação direta entre o aumento da expectativa de vida e o aumento da prevalência dessas 

doenças que se desenvolvem mais tarde na vida (Prince et al., 2013). Apesar da variedade de 

manifestações clínicas, as doenças neurodegenerativas compartilham mecanismos semelhantes. Uma 

característica é a agregação regional de proteínas citosólicas ou nucleares, como placas beta-amilóides 

(Aβ) na DA, agregados de proteínas poliglutamina na HD (e outras doenças semelhantes ligadas à 

repetição de nucleotídeos CAG - códon de glutamina) e agregados de alfa-sinucleína em 

sinucleinopatias como a DP (Taylor et al., 2002). 

Conforme discutido anteriormente em relação aos NDDs, relações complexas genótipo-

fenótipo também são encontradas nos NDs. Vários genes dão origem a entidades clínicas semelhantes 

em diferentes doenças. Quando identificados, esses genes ajudaram a elucidar as vias de doenças como 

DA e DP, sugerindo novas abordagens terapêuticas (Hardy & Orr, 2006). Por outro lado, um processo 

neurodegenerativo evocado por uma mutação pode causar um espectro de sinais clínicos (DeJesus-

Hernandez et al., 2012; Renton et al., 2011; Schöls et al., 2015; Zimprich et al., 2004). Além disso, 

distúrbios com patologias sobrepostas tendem a compartilhar loci de risco genético (Zimprich et al., 

2004; Scholz et al., 2009). Um exemplo são os genes compartilhados entre LBD e DA, entre os quais 

está o gene da apolipoproteína E (APOE), considerado o principal gene de risco para DA (Huang & 

Mahley, 2014; Guerreiro et al., 2018). Carregar um alelo polimórfico APOEε4 aumenta o risco do 

paciente (3 a 4 vezes) de desenvolver DA de início tardio; possuir dois alelos aumenta ainda mais esse 

risco (9 a 15 vezes). Além disso, o APOEε4 está associado ao início precoce da DA. Estudos indicam 

que o APOE4 está diretamente relacionado a fatores que prejudicam a função cerebral normal, como 

acúmulo de beta-amilóide e processos neurodegenerativos mediados por tau e alfa-sinucleína. Além 

disso, esse gene está ligado à neuroinflamação (devido ao seu papel significativo na regulação da 

resposta imune inata), degeneração sináptica, disfunção do metabolismo da glicose e disfunção 

cerebrovascular. Para um estudo mais aprofundado das implicações do gene APOE na DA e outras 

doenças neurodegenerativas, consulte (Yamazaki et al., 2019). 

Algumas tauopatias também compartilham risco genético (Höglinger et al., 2011). As 

tauopatias são um grupo de NDs clinicamente heterogêneos cuja principal característica patológica é 

a formação de agregados da proteína tau formando emaranhados neurofibrilares dentro da célula. 

Também conhecida como "proteína tau associada a microtúbulos", essa proteína está relacionada à 

estabilidade dos microtúbulos. Entre as tauopatias mais conhecidas estão a DA, a paralisia 

supranuclear progressiva e a síndrome corticobasal (Orr et al., 2017). Mesmo nos casos em que 
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síndromes clinicamente diferentes são promovidas por variantes do mesmo gene, ainda pode haver 

uma sobreposição de riscos genéticos. Como mencionado anteriormente, muitas doenças neurológicas 

podem compartilhar mecanismos comuns. No entanto, a generalização não é possível porque ainda 

existem aspectos únicos de risco genético que promovem mecanismos diferentes para alguns DEs. 

Apesar da extensa história, ainda não temos esclarecimentos completos sobre a patogênese da 

DA, mas marcadores conhecidos podem auxiliar na compreensão de sua patogênese (Forestier et al., 

2015; Liu et al., 2015). Macroscopicamente, é possível observar atrofia do hipocampo e do córtex 

cerebral, que na DA está relacionada ao aumento da idade (DeTure & Dickson, 2019). 

Microscopicamente, pode-se observar a formação de placas amilóides e emaranhados neurofibrilares. 

Ambos os depósitos levam a extensa perda neuronal, embora sejam marcadores essenciais para a DA 

(Forestier et al., 2015; Liu et al., 2015; Stancu et al., 2014; Perl, 2010; DeTure & Dickson, 2019). 

Especificamente, a DA é caracterizada pela deposição de peptídeos beta-amilóides (Aβ) no 

ambiente extracelular dos neurônios e pela formação de emaranhados neurofibrilares (NFTs) 

resultantes do acúmulo intracelular da proteína tau hiperfosforilada. A hipótese da cascata amiloide, 

formulada em 1992, postula que essas características constituem o principal evento patológico ligado 

ao quadro clínico da doença (Hardy & Higgins, 1992). A clivagem proteolítica da proteína precursora 

beta-amilóide (APP) pela ação de duas enzimas, beta-secretase 1 e gama-secretase, é o evento 

responsável pela produção de Aβ (O'Brien & Wong, 2011). O acúmulo de Aβ no cérebro pode levar, 

entre outras deficiências, à hiperfosforilação da proteína tau associada aos microtúbulos e, 

consequentemente, à formação de emaranhados neurofibrilares (Niedowicz et al., 2011). 

O modelo organoide cerebral também é promissor no campo da modelagem ND, sendo 

considerado por muitos como uma alternativa aos modelos animais. Sabe-se que os modelos de 

roedores não são capazes de reproduzir a totalidade dos processos fisiopatológicos de doenças como 

DP e DA encontrados em humanos. Podemos tomar, por exemplo, alguns pontos citados por Dawson 

et al. (2018), a saber: diferenças inerentes aos métodos de geração de modelos animais como a 

superexpressão artificial de proteínas, que, quando contornadas, geram modelos que demonstram 

fenótipos leves da doença; a redução da "expectativa de vida" dos roedores, o que pode contribuir para 

o desenvolvimento incompleto de fenótipos patológicos de neurodegeneração; diferenças no 

desenvolvimento e função de cérebros de roedores e humanos, levando a erros ao comparar ou 

interpretar resultados de modelos e humanos; as diferenças genéticas entre ambos (Dawson et al., 

2018). No entanto, respeitando as limitações dos organoides (principalmente aquelas relacionadas à 

imaturidade neuronal in vitro), eles têm sido apontados como ferramentas para investigar os estágios 

iniciais das doenças e seus processos mais comuns. Por exemplo, Raja et al. (2016) geraram organoides 

a partir de células de pacientes com DA, e os modelos apresentaram os dois biomarcadores da doença 

(deposição de Aβ e hiperfosforilação da proteína tau). Esses resultados foram encorajadores porque os 
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modelos de cultura 2D não foram capazes de imitar o ambiente extracelular e sua complexidade 

necessária para observar esses biomarcadores (Wang, 2018). Além disso, foi demonstrada uma redução 

significativa desses biomarcadores em organoides após o tratamento com inibidores da β e da γ 

secretase (Raja et al., 2016). 

Outro grupo de pesquisadores conseguiu desenvolver organoides que apresentavam acúmulo 

progressivo de Aβ, formando estruturas semelhantes a placas, precedendo o aparecimento de Tau 

fosforilada e emaranhados neurofibrilares (Gonzalez et al., 2018). Recentemente, com o objetivo de 

confirmar a hipótese de que organoides cerebrais anteriores formados por iPSCs de pacientes com DA 

podem recapitular com precisão o microambiente extracelular presente durante a degeneração neural, 

Yan et al. (2018b) geraram organoides corticais prosencéfalos com iPSCs com mutação no gene 

PSEN1 (responsável pela expressão da presenilina-1, que desempenha um papel importante na geração 

de Aβ). Nos organoides, foram encontrados altos níveis de concentração de Aβ, fenótipos inflamatórios 

relacionados à DA (expressão gênica elevada de IL-6 e TNF-α), aumento da expressão da proteína 

remodeladora da matriz (resultando em disfunção sináptica e perda de neurônios durante a patologia). 

O tratamento e as respostas à DAPT (um inibidor da γ-secretase), heparina e heparinase também foram 

avaliados. Os resultados do tratamento medicamentoso foram encorajadores, pois mostraram que o 

tratamento com DAPT inibiu a agregação endógena de Aβ, levando a uma diminuição da 

citotoxicidade, enquanto a heparina e a heparinase III foram capazes de reduzir as concentrações de 

Aβ, provavelmente dificultando a ligação dos peptídeos Aβ aos neurônios (Yan et al., 2018). 

Exemplos do uso de organoides combinados com edição genômica por CRISPR/Cas9 também 

podem ser mencionados. Organoides com mutações no gene APOE geradas por edição genética 

mostraram um aumento nos biomarcadores para DA. Posteriormente, a patologia foi atenuada por 

edição posterior, convertendo APOE4 em APOE3 (Lin et al., 2018). Como os organoides cerebrais 

podem ser expostos a drogas, há esperança de que esses modelos sejam uma plataforma promissora 

para a descoberta de drogas para o tratamento de doenças neurodegenerativas. 

Apesar do exposto, ainda não está claro o quão eficazes os organoides podem ser para modelar 

doenças neurodegenerativas. Como veremos mais adiante, novas técnicas e melhorias nos modelos 

prometem elevar os organoides cerebrais a um nível de protagonista para modelar até mesmo doenças 

de início tardio, como demências, DP e HD (Wang, 2018). O uso de células derivadas de pacientes 

com DP é promissor, pois estudos utilizando organoides específicos do tipo mesencefálico derivados 

de iPSCs para investigar a fisiopatologia e as bases genéticas da doença (Kim et al., 2019; Smits et al., 

2019). 
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2.1 MODELAGEM DA EXPOSIÇÃO PRÉ-NATAL E PERINATAL A MEDICAMENTOS 

Outra aplicabilidade dos organoides cerebrais que pode ou não estar associada à investigação 

de DEs é a exposição pré-natal a drogas ou substâncias, sejam elas lícitas ou ilícitas, para entender 

como e em que medida essas substâncias podem impactar a neurogênese. Estudos têm exposto 

organoides a diferentes tipos de substâncias (como cocaína, etanol, nicotina, por exemplo) para analisar 

as consequências dessa interação (Lee et al., 2016; Zhu et al., 2017; Wang et al., 2018). Outra 

abordagem para organoides além da exposição a drogas de abuso é a investigação dos efeitos 

neurotóxicos de várias substâncias, como ácido valpróico ou outros produtos químicos ambientais, 

como promotores de efeitos teratogênicos neurais (Schwartz et al., 2015; Belair et al., 2018). Em 

relação à cocaína, Lee et al. (2016) demonstraram a inibição da proliferação de NPCs neocorticais, 

diferenciação neuronal prematura e, consequentemente, interrupção do desenvolvimento do tecido 

neural após a exposição de organoides neocorticais à substância. A sugestão é que esses efeitos sejam 

mediados pela produção de espécies reativas de oxigênio, que podem ser um futuro alvo terapêutico. 

 

2.2 MODELAGEM DO CÂNCER CEREBRAL 

A natureza dos processos carcinogênicos os torna difíceis de curar, e um tratamento eficaz pode 

ser baseado em um sistema modelo que incorpora as características genéticas do paciente e reflete o 

complexo ambiente 3D dos tecidos tumorais. Os organoides cerebrais podem representar esse sistema 

na investigação da natureza progressiva do câncer, bem como de suas resistências, servindo como um 

bom modelo para testes de drogas. Organoides derivados de pacientes podem trazer abordagens mais 

personalizadas. Entre vários exemplos, o glioblastoma (o tipo mais comum e agressivo de tumor 

cerebral maligno que afeta humanos) tem sido o mais estudado. Esse tipo de modelo, denominado 

organoides tumorais cerebrais ou simplesmente organoides tumorais, foi produzido a partir de células 

tumorais de pacientes (obtidas diretamente do tecido neural com esse tipo de tumor) e enxertado em 

organoides cerebrais previamente preparados a partir de células-tronco embrionárias humanas 

(hESCs). O modelo 3D obtido é considerado superior ao ambiente 2D (mais comumente utilizado) por 

mimetizar melhor o microambiente e a progressão do câncer, além de apresentar resistência aos 

tratamentos quimioterápicos semelhantes ao tumor vivo em pacientes (Linkous et al., 2019). Os efeitos 

quimioterápicos são outro foco de estudo, e os efeitos das drogas "anticancerígenas" podem ser 

testados em organoides (Plummer et al., 2019). Outro método de geração de organoides tumorais é 

através do uso de CRISPR/Cas9 (Bian et al., 2018). 
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2.3 FUSÃO DE ORGANOIDES: ABORDAGENS PARA MODELAR CARACTERÍSTICAS 

COMPLEXAS 

Levando em consideração as barreiras a serem superadas pela tecnologia organoide, 

principalmente suas limitações em reproduzir algumas características complexas do cérebro humano, 

como migração neuronal e conectividade sináptica, a técnica de fusão organoide traz novos horizontes 

e abordagens para o modelo. Como vimos, a auto-organização ocorre intrinsecamente em alguns 

protocolos de geração de organoides cerebrais, mas em muitos casos, essa auto-organização não leva 

a uma grande complexidade cerebral, principalmente devido à interrupção da migração neuronal e 

deficiência de conexão inter-regional. Modelos que imitam regiões específicas do cérebro têm maior 

reprodutibilidade (Birey et al., 2017). No entanto, modelos regionais criados separadamente não 

oferecem a oportunidade de recapitular processos como conectividade entre regiões e aqueles 

relacionados à migração celular (Lodato & Arlotta, 2015). Esses déficits levam a uma lacuna no estudo 

dos circuitos corticais. A fusão de organoides de regiões cerebrais pré-especificadas foi apresentada 

como uma solução (Birey et al., 2017). Um estudo, apresentado anteriormente nesta revisão, conduzido 

por Birey e colaboradores (2017) é um bom exemplo de fusão organoide para identificar déficits na 

migração interneuronal (GABAérgico, neste caso) em NDs (síndrome de Timothy, neste caso). A 

técnica utilizada baseia-se na co-cultura que promove a subsequente fusão de organoides de estruturas 

cerebrais distintas, neste caso, entre o cérebro anterior (excitatório) e ventral (inibitório). A fusão 

ocorre de forma simples: quando incorporados ao matrigel, os organoides são colocados o mais 

próximo possível, e o processo de fusão ocorre em aproximadamente uma semana (Bagley et al., 2017). 

Assim, esta técnica representa um método viável para modelar defeitos fenotípicos de distúrbios, como 

rotas migratórias e formações de circuitos corticais. 

 

2.4 MODELOS NEUROVASCULARES 

O processo de vascularização de organoides cerebrais é o próximo passo na pesquisa que visa 

reproduzir (ou parte dele) o cérebro humano in vitro. Como vimos, como os modelos não possuem 

vasos sanguíneos, seu crescimento e longevidade são bastante limitados. Até 2018, não estava claro se 

a co-cultura de organoides com células endoteliais poderia levar à formação de vasos, e mesmo se a 

presença desses vasos teria alguma implicação no desenvolvimento (processo de automontagem) do 

modelo (Pham et al., 2018). Para responder a essa pergunta, foi desenvolvido um protocolo para a 

vascularização de organoides cerebrais derivados de iPSCs com células endoteliais do mesmo 

paciente. A vascularização foi verificada, mostrando-se viável, pois não interferiu no desenvolvimento 

normal do organoide in vitro (automontagem e citoarquitetura). Os autores então transplantaram os 

organoides vascularizados gerados in vitro em roedores, bem como organoides de controle não 

vascularizados. Como resultado, os organoides vascularizados tiveram uma sobrevida maior em 
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comparação com os controles. Nesse sentido, os autores apresentaram a viabilidade da vascularização, 

principalmente temporalmente (Pham et al., 2018). 

Vimos nesta revisão que os modelos in vitro da BHE são ferramentas indispensáveis para o 

estudo do desenvolvimento e transporte de fármacos para o SNC. A produção de organoides BBB 

desenvolvida até o momento, em grande parte por meio de co-cultura em ambientes de baixa adesão 

de organoides e células endoteliais, mostra que pericitos e astrócitos gerados mimetizam as principais 

propriedades da barreira, como a presença de junções apertadas e aderentes, glicoproteína P (P-gp) e 

transporte de moléculas ativas (Bergmann et al., 2018; Oliveira et al., 2019). Bergmann e colegas 

(2018) conseguiram criar organoides BBB como um modelo confiável para triagem de drogas in vitro. 

Nzou et al. (2018) geraram um modelo organoide equipado com uma unidade neurovascular, 

que melhor imita o encontrado em humanos, contendo células neurovasculares, como células 

endoteliais microvasculares do cérebro humano, pericitos humanos e células neurais, como astrócitos 

humanos, microglia humana, oligodendrócitos humanos e neurônios humanos, em uma proporção de 

30%, 15%, 15%, 5%, 15% e 20%,  respectivamente. Nesse modelo, Nzou e colegas produziram pela 

primeira vez um organoide cerebral contendo astrócitos humanos, microglia humana, oligodendrócitos 

humanos e neurônios humanos. Células endoteliais microvasculares do cérebro humano e pericitos 

humanos foram então adicionados para revestir o organoide neuroglial, gerando assim um modelo 

organoide com células endoteliais ao redor das células do parênquima cerebral. Uma vez formado, o 

organoide resultante foi avaliado quanto às propriedades de permeabilidade da BHE, como a expressão 

de proteínas de junção apertada e aderente e proteínas transportadoras. Além disso, foram realizados 

ensaios para investigar a permeabilidade da BHE à IgG em organoides não tratados e em outros pré-

tratados com histamina (um agente conhecido para a abertura transitória da BHE). Como resultado, a 

análise mostrou que os organoides de barreira eram mais seletivos aos anticorpos em comparação com 

os organoides de barreira não barreira, enquanto os organoides de barreira tratados com histamina 

mostraram maior permeabilidade em comparação com organoides de barreira não tratados. Outro 

achado foi relacionado à proteção contra componentes neurotóxicos, como o mercúrio, onde os 

organoides de barreira exibiram menor depleção celular em comparação com os organoides sem 

barreira. 

Cakir e colegas (2019) desenvolveram um modelo organoide cortical totalmente vascularizado 

in vitro, um dos trabalhos mais recentes sobre o assunto. A equipe produziu organoides corticais a 

partir de hESCs induzidas expressando uma variante ectópica do fator de transcrição ETS humano 

(ETV2). A expressão desse fator de transcrição desempenhou um papel importante na reprogramação 

de fibroblastos humanos em células endoteliais. Os autores demonstraram ainda que a superexpressão 

de ETV2 induziu a diferenciação independente de VEGF. Após essa expressão gênica, alguns 

marcadores de vasculogênese foram observados, como genes relacionados à adesão celular. Assim, a 
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vascularização do organoide foi alcançada, e a presença de estruturas vasculares levou a uma melhor 

maturação funcional e sobrevida (reduzindo os níveis de apoptose) das células organoides. O modelo 

também exibiu características semelhantes à BBB, incluindo aumento da expressão de junções 

apertadas, transportadores, como o transportador de glicose, e a presença de pericitos. 

Apesar desses avanços, os modelos organoides vascularizados ainda não possuem uma rede 

vascular totalmente funcional em termos de suprimento de oxigênio e nutrientes (Oliveira et al., 2019). 

Como mencionado anteriormente, o enxerto in vivo de organoides cerebrais humanos em animais, 

especialmente em camundongos, tem sido desenvolvido como uma alternativa para obter organoides 

vascularizados para experimentos in vitro. Essa abordagem (realizada entre 30 e 50 dias após a criação 

do organoide) leva à vascularização progressiva do modelo por meio da invasão da vasculatura do 

hospedeiro, proporcionando fluxo sanguíneo; A viabilidade celular é maior em comparação com os 

organoides in vitro, além de apresentar maior maturação, diferenciação progressiva das células 

neuronais e gliais (incluindo interações microgliais registradas) e crescimento axonal, sugerindo 

integração funcional enxerto-hospedeiro (conforme registrado pela optogenética) (Mansour et al., 

2018). 

 

3 PERSPECTIVAS FUTURAS 

Com base em tudo o que foi discutido acima sobre a evolução da tecnologia organoide, é 

notável a rapidez com que ela evoluiu nos últimos anos, fornecendo-nos uma grande variedade de 

modelos 3D in vitro do cérebro humano para diversas aplicações, mostrando que a tecnologia é uma 

grande aliada na medicina. Ainda há muito a ser feito quando se busca a modelagem do 

neurodesenvolvimento humano in vitro. Os organoides cerebrais ainda carecem de algumas pistas de 

desenvolvimento e padronização que permitiriam uma organização semelhante a in vivo não presente 

in vitro, como a falta de tecido de suporte (Lancaster et al., 2013; Lancaster et al., 2014b; Kelava & 

Lancaster, 2016a). 

Variações dentro de um mesmo lote ("efeito de batelada") são um dos primeiros desafios a 

serem superados para a reprodutibilidade de experimentos com organoides. Uma vez que as células 

tipicamente utilizadas para geração de organoides (iPSCs) possuem um certo grau de variabilidade 

entre si, uma possível solução seria o uso de linhagens selecionadas e métodos padronizados de geração 

de iPSCs em protocolos de geração de organoides, o que beneficiaria toda a comunidade científica em 

pesquisas futuras (Kelava e Lancaster, 2016a). Ainda dentro desse tema, técnicas de bioengenharia, 

como o desenvolvimento de scaffolds e matrizes extracelulares, podem ser úteis no prolongamento da 

viabilidade e desenvolvimento de organoides, fornecendo ferramentas que introduzem complexidade 

aos modelos, influenciam a arquitetura do tecido e mantêm a auto-organização dos organoides (Yin et 

al., 2016). 
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Outro ponto importante é o aprimoramento de protocolos visando ampliar a diversidade celular 

em organoides, crucial para o estudo das complexas interações que ocorrem no cérebro, como as 

interações neurônio-glia. Como visto nesta revisão, a presença de células gliais dentro dos organoides 

é essencial, pois são constituintes do sistema nervoso e desempenham papéis importantes: astrócitos, 

oligodendrócitos e microglia atuam na sinaptogênese, maturação do circuito, mielinização e 

homeostase, além de estarem envolvidos em estágios de doenças neurológicas. Ainda existem 

dificuldades na geração espontânea dessas células gliais, mas a pesquisa realizada por Ormel et al. 

(2018), onde a microglia foi gerada dentro de organoides, simboliza a janela de oportunidade para o 

avanço nessa área. Uma alternativa para modificar protocolos de geração de organoides é a adição de 

células gliais previamente diferenciadas de iPSCs ao modelo (Muffat et al., 2016). 

No entanto, devemos lembrar que existem prós e contras em relação ao grau de complexidade 

estrutural dos organoides cerebrais, pois o alto grau de diversidade celular, que por um lado pode 

reproduzir com alguma fidelidade as complexas redes de comunicação intercelular, também pode 

adicionar dificuldades analíticas quando o objetivo da pesquisa é testar hipóteses relacionadas à 

contribuição de tipos celulares específicos para processos intercelulares específicos. A 

complementação dos resultados observados a partir de um modelo 3D, combinada com os resultados 

obtidos por meio da cultura 2D (que possui estrutura e ambiente mais homogêneos) de células 

específicas relacionadas a processos específicos, facilitará a compreensão inicial dos mecanismos 

associados aos distúrbios neurológicos, permitindo a comparação de dados referentes à interação 

celular e mecanismos moleculares intrínsecos. 

Quando combinadas com outras abordagens em biologia celular e molecular, como a análise 

do genoma completo usando sequenciamento de célula única, as técnicas de geração de organoides 

podem abrir portas para investigarmos a diversidade celular generalizada em vários estágios do 

desenvolvimento do SNC, incluindo seus estágios posteriores ou mesmo durante o envelhecimento, 

bem como para investigar a etiologia de doenças neurológicas a partir de seus mecanismos moleculares 

(Camp et al.,  2015; Quadrato et al., 2017). A genética relacionada à etiologia das doenças neurológicas 

é bastante heterogênea, por esse motivo, técnicas que definam de forma mais eficiente os diferentes 

impactos das variantes genéticas no neurodesenvolvimento são indispensáveis. A tecnologia atual de 

edição genética é uma aliada, pois tem a capacidade de modificar uma variedade de genes com alguma 

segurança, permitindo o silenciamento gênico e a indução de outros, principalmente em iPSCs (Ilieva 

et al., 2017). Novas técnicas de engenharia genética, como o sistema CRISPR/Cas9, nos forneceram 

manipulação do genoma e expandiram horizontes na pesquisa in vitro (Waddington et al., 2016). Essas 

técnicas permitiram que mutações fossem induzidas ou corrigidas em células do tipo selvagem ou 

derivadas de pacientes (Trujillo & Muotri, 2018b; Adams et al., 2019), e os organoides, por sua vez, 

mostraram adaptabilidade a essas técnicas (Yin et al., 2016). O processo de desenvolvimento do 
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cérebro humano também pode ser influenciado por mecanismos epigenéticos: uma perspectiva não 

abordada nesta revisão. Nesse sentido, os organoides podem ser usados como modelo para avaliar a 

remodelação epigenômica que ocorre durante o neurodesenvolvimento in vivo (Luo et al., 2016). 

Como vimos nas seções anteriores, além do fornecimento de oxigênio e outros nutrientes, a 

vascularização está intimamente relacionada à maturação cerebral devido ao seu papel na diferenciação 

celular de NPCs. Modificações nos métodos de produção e cultura de organoides usando abordagens 

de bioengenharia são ferramentas essenciais nesse sentido. Os exemplos mencionados acima 

demonstram que a combinação de células endoteliais na cultura organoide para promover a 

vascularização in vivo tem sido um avanço significativo nos protocolos de geração de organoides 

cerebrais. A pesquisa sobre fenótipos vasculares em distúrbios do neurodesenvolvimento e 

neurodegenerativos também representa uma área indispensável para estudos futuros, pois a vasculatura 

cerebral está envolvida em múltiplos processos patogênicos que comprometem a cognição durante 

essas patologias. Além disso, ao analisar as técnicas de implantação de organoides em tecido animal, 

é possível investigar processos de vascularização para compreensão do reparo tecidual, aprimoramento 

das técnicas de transplante, compreensão dos mecanismos carcinogênicos, entre outros. Pesquisas de 

revisão futuras devem se concentrar nesses tópicos e integrar os dados disponíveis na literatura para 

uma melhor discussão. 

Devido ao fato de que os organoides cerebrais mantêm as principais características de um 

cérebro em desenvolvimento com informações genéticas idênticas às dos pacientes (Sachs et al., 2018; 

Yan et al., 2018), dois outros campos de grande interesse são a medicina personalizada e a 

farmacologia. Esses campos podem se beneficiar da produção de organoides personalizados, ou seja, 

modelos derivados de pacientes, que visam reproduzir fielmente os mecanismos celulares e 

moleculares de um indivíduo associados a processos fisiológicos, patogênese e respostas terapêuticas. 

Essa abordagem é essencial para investigar futuros métodos prognósticos, bem como tratamentos 

personalizados.  

Em geral, futuras abordagens de bioengenharia ainda são necessárias para favorecer métodos 

mais avançados para gerar organoides cerebrais. Devido ao enorme potencial dessa tecnologia, os 

biobancos constituídos por uma coleção de organoides modelo representando diferentes patologias 

relacionadas ao SNC facilitariam muito a pesquisa e, consequentemente, uma melhor compreensão 

dos distúrbios cerebrais, além de servirem de base para abordagens terapêuticas, como mencionado 

anteriormente. Podemos fazer uma comparação com biobancos de tipos de organoides tumorais, que, 

com suas coleções estabelecidas, demonstram os benefícios da implementação de biobancos de 

organoides; Dentre esses benefícios, destaca-se o desenvolvimento de testes terapêuticos para terapias 

de precisão. Se compararmos a dificuldade de obter tecido neural em oposição ao tecido tumoral, os 

biobancos organoides cerebrais provariam ser um recurso valioso (Sachs et al., 2018; Yan et al., 2018). 
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A reconhecida capacidade de auto-organização, diferenciação e geração de regiões e estruturas 

cerebrais com certo grau de complexidade torna os organoides modelos in vitro ideais e, em certa 

medida, necessários para o estudo do desenvolvimento do SNC. Eles se mostraram muito promissores 

para o campo da modelagem de distúrbios do neurodesenvolvimento. Uma vez superados os obstáculos 

técnicos e éticos, os futuros organoides servirão como modelos confiáveis, pois possuem um 

microambiente e diversidade celular mais próximos do que é observado in vivo, impactando 

fortemente a modelagem de doenças e os testes de triagem de medicamentos. Nesta revisão, 

fornecemos uma breve história da tecnologia e por que ela está revolucionando a maneira como 

estudamos o cérebro humano. É importante lembrar que ainda não é um modelo perfeito, pois ainda 

enfrentamos algumas limitações e, sem dúvida, outras surgirão no futuro. 
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