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RESUMO

O presente documento, redigido no ambito da Unidade Curricular “Estagio
Curricular” do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas da Faculdade de Farmacia da

Universidade de Coimbra, inclui dois relatérios de estagio e uma monografia.

Os relatérios de estagio, que seguem uma estrutura de andlise SWOT (Strengths,
Weaknesses, Opportunities and Threats), incidem sobre os estagios realizados na Indudstria
Farmacéutica Bluepharma Industria Farmacéutica, S.A e em Farmacia Comunitaria, na Farmacia
Santiago, em Gois.

A monografia, intitulada “Organoides Cerebrais na Modelagaio de Doengas
Degenerativas e Infeciosas”, sintetiza os principais avangos cientificos e diregoes futuras dos
mais recentes modelos de estudo da fisiologia cerebral, os organoides cerebrais, expondo o
conhecimento atual, descoberta, metodologias de obtengao, aplicagao e principais desafios
inerentes a técnica. De modo particular, destaca a modelagao de doengas neurolégicas como
a Doencga de Alzheimer, para exemplo de uma doenca degenerativa, e infegao pelo virus Zika
e pelo virus SARS-CoV2. Os organoides cerebrais sao culturas tridimensionais in vitro que
representam uma ferramenta de ultima geragao para diagnosticos preditivos, compreensao
fisiopatologica e desenvolvimento de terapias individualizadas, principalmente quando

otimizados com o conhecimento de outras areas cientificas.

Este documento conclui o ciclo de estudos com o trabalho realizado durante o ultimo

semestre do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas.

Palavras-chave: Organoides, Cérebro, Modelagao, Doengas, Doenga de Alzheimer, virus

Zika, SARS-CoV-2.



ABSTRAT

This document, written within the "Curricular Internship" of the Integrated Master’s
Degree in Pharmaceutical Science of the Faculty of Pharmacy, University of Coimbra, includes

of two internship reports and a monograph.

The internship reports, which follow a SWOT analysis structure (Strengths,
Weaknesses, Opportunities and Threats), focus on the internships carried out at the
Pharmaceutical Industry Bluepharma Industria Farmacéutica, S.A. and at Community Pharmacy,

at the Farmacia Santiago, in Gois.

The monograph, entitled "Brain Organoids in the Modeling of Degenerative and
Infectious Diseases", summarizes the main scientific advances and future directions of the most
recent models for the study of brain physiology, the brain organoids, exposing current
knowledge, discovery, methodologies for obtaining, application, and main challenges inherent
to the technique. In particular, the monograph highlights the modeling of neurological diseases
such as Alzheimer's Disease, as an example of a degenerative disease, and infection by the Zika
virus and by the SARS-CoV2 virus. Brain organoids are three-dimensional in vitro cultures that
represent a state-of-the-art tool for predictive diagnoses, pathophysiological understanding
and development of individualized therapies, especially when optimized with knowledge from

other scientific areas.

This document summarizes the end of this these studies with the work carried out

during the last semester of the Integrated Master in Pharmaceutical Sciences.

Keywords: Organoids, Brain, Modeling, Disease, Alzheimer's disease, Zika virus, SARS-CoV-
2.
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I. INTRODUCAO

O Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) é um curso muito rico. O
plano curricular, extenso e abrangente, viabiliza a preparagao de especialistas do medicamento
passiveis de exercer a profissaio em diversas areas como farmacia hospitalar, farmacia
comunitaria, analises clinicas, industria farmacéutica, investigacao, assuntos regulamentares do
medicamento e produtos de saude, entre outros (Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

- Faculdade de Farmacia - Cursos - Universidade de Coimbra, [s.d.]).

Deste modo, a Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC) celebra
acordos com diferentes instituicoes, garantindo aos alunos, por um lado, a oportunidade de
experienciar diferentes opgoes de saida profissional, por outro, completar a formagao tedrica

com conhecimentos praticos da profissao farmacéutica.

Perante o interesse despertado pelas Unidades Curriculares de Tecnologia
Farmacéutica e o conhecimento da vertente empreendedora e inovadora do Grupo
Bluepharma, com sede na cidade onde estudo, a escolha da empresa Bluepharma Industria
Farmacéutica, S.A. revelou-se 6bvia no momento de decidir um local de estagio complementar

ao estagio em farmacia comunitaria.

O presente relatorio diz, assim, respeito ao estagio curricular realizado nesta empresa,
com uma duragao de 3 meses, no periodo de || de janeiro de 2021 a 02 de abril de 2021.

Durante o estagio, exerci fungoes no Setor de Estabilidades.

l.1 Bluepharma Induastria Farmacéutica, S.A.

A Bluepharma Industria Farmacéutica, S.A é uma industria farmacéutica, sedeada em
Coimbra. Faz parte do grupo Bluepharma que detém 20 empresas, emprega mais de 700

colaboradores e completou este ano, 2021, 20 anos de atividade (Bluepharma, [s.d.]).

A empresa atua na cadeia do medicamento nas areas de investigagao, desenvolvimento,
fabrico e comercializagao, com a produc¢ao de medicamentos proprios e para terceiros. Tem
como missao o desenvolvimento de medicamentos de elevado valor acrescentado e uma
aposta continua na qualidade e inovagao. A sua estratégia tem como palavras-chave para o

sucesso: Investimento, Inovagao, Internacionalizagao, Parcerias e Qualidade (Bluepharma,

[s.d.]).



1.2 Setor da Estabilidades

O meu estagio foi realizado no Setor de Estabilidades do Departamento de
Desenvolvimento Analitico e Galénico (DAG), mais especificamente na equipa de Revisao da

documentacgao.

O Setor de Estabilidades detém a responsabilidade sobre os testes de estabilidades. De
entre as suas fungoes deve preparar os lotes para colocar nas camaras climaticas, elaborar e
controlar o inventario de amostras, retirar as amostras nos tempos definidos, realizar os
ensaios de estabilidade e elaborar os protocolos e relatérios de acordo com os objetivos de

cada ensaio (Niazi, 2020).

Os estudos de estabilidade sao uma parte indispensavel no desenvolvimento, produgao
e comercializagao de medicamentos. Na fase de desenvolvimento do produto fundamentam a
submissao de novos pedidos de Autorizacao de Introdugao no Mercado (AIM) e em produtos
ja aprovados, monitorizam a qualidade. Estes distinguem-se em dois tipos: Estudos Formais e
Estudos On-going. Os primeiros, dao suporte a fase de desenvolvimento de medicamentos,
permitindo conhecer o comportamento dos mesmos ao longo do tempo sob a influéncia da
luminosidade, temperatura, humidade e definir condi¢des de armazenamento, prazo de
validade e materiais de acondicionamento. Os segundos visam supervisionar a qualidade,
eficacia e seguranca dos medicamentos durante o periodo de validade estabelecido e aferir o
impacto de qualquer alteragao potencialmente significativa do fabrico ou acondicionamento
(Niazi, 2020).

A equipa responsavel pela documentagao tem os revisores dos didrios dos analistas,
para os ensaios ICH (International Conference of Harmonization), tem um colaborador
responsavel pela detegao e investigagao de desvios e outro pelo acompanhamento dos lotes
no mercado, em estudos On-going, com a elaboragao de Anilises de Tendéncias. A minha

funcao foi cooperar com a Dra. Ana Filipa Guerra, a responsavel pela Anilises de tendéncias.

2. ANALISE SWOT

O relatério encontra-se estruturado sob a forma de andlise SWOT (Strengths,
Weaknesses, Opportunities, Threats). Nesta metodologia, as Forgas (Strengths) e as Fraquezas
(Weaknesses) sao referentes a fatores internos, enquanto as Oportunidades (Opportunities) e

as Ameagas (Threats) se relacionam com fatores externos (Pereira e Rito, 2013).



2.1. Pontos Fortes

2.1.1. Acolhimento e acompanhamento na Bluepharma Industria

Farmacéutica, S.A

No primeiro dia de estagio foi realizada uma sessao de acolhimento por parte do
Departamento dos Recursos Humanos. Esta teve como proposito elucidar a estrutura da
equipa dirigente, o funcionamento e a politica da instituicao. Foram esclarecidas as condi¢oes
de estagio e quais os meus direitos e deveres. Nessa mesma sessao, conheci a minha tutora,
responsavel por me mostrar as instalagoes, apresentar os colaboradores do departamento em
que fui inserida, me fornecer o material necessario para trabalhar e indicar quem seria a minha
orientadora de estagio. A tutora Dra. Ana Marisa Simoes, bem como a orientadora Dra. Ana
Filipa Guerra, e a diretora do Setor de Estabilidades Dra. Ana Nunes Ribeiro, foram o elo mais

proximo de ligagao a empresa, e sempre me apoiaram prontamente.

Considero que esta sessao de acolhimento inicial, bem como a atribuigao de um tutor
para cada estagiario, e todo o acompanhamento ao longo do estagio, foram pontos fortes,
pois permitiram-me conhecer a instituigao de uma forma integrada e sentir-me bem recebida

na grande equipa da Bluepharma Inddstria Farmacéutica, S.A.

2.1.2. Oportunidade de Formacao Complementar

A Bluepharma Industria Farmacéutica, S.A propode, para cada novo colaborador ou
estagiario que inicie fungdes, um Plano de Integragao que é adequado as responsabilidades de
cada Departamento e tem a duracdo de 3 meses. O plano de formagao inicial é muito
pertinente para transmitir, aos novos membros da empresa, as ferramentas necessarias para
a seguranga, bom funcionamento e correta execugao das tarefas exigidas. Este inclui a leitura
e compreensao de documentos e procedimentos internos - SOP (Standard Operating
Procedure) e participagao em formagoes, com realizagao de testes para validagao de

conhecimentos.

Realizei formagoes de integracao na organizagao, com temas como: Boas Praticas de
Fabrico, Saude e Seguranca no trabalho, Ambiente e Sistemas informatico e Documental.
Numa segunda fase, as formagoes tinham como objetivo a integragao no setor de trabalho.
Participei em formagoes sobre: Estudos de Estabilidade, Documentagao Analitica, Validagao
de Métodos Analiticos, Ensaios de Dissolugao, HPLC (High Performance Liquid Chromatography)
e Tratamento e Investigacao de resultados fora de especificagao (OoS), fora de tendéncia

(OoT) e fora de expectativa (OoE).



Esta formagao complementar oferecida pela empresa constituiu, assim, outro ponto
forte do estagio. Permitiu-me consolidar os conhecimentos teéricos ja adquiridos, ganhar
novas capacidades técnicas e realizar o trabalho proposto de acordo com as normas e

objetivos da entidade patronal.

2.1.3. Disponibilizacao dos materiais de trabalho

A Bluepharma Industria Farmacéutica, S.A disponibiliza a cada novo colaborador ou
estagiario todo material necessario a execugao das suas fungoes, desde o equipamento de
protegao individual, essencial nos setores de fabrico, embalagem e laboratorios, aos meios
tecnolégicos, para os departamentos de trabalho documental. Para a realizagao do meu
estagio, foi me emprestado um computador da empresa com todos os programas hecessarios
instalados e acesso a assisténcia técnica informatica permanente, para que tivesse todas as

condigoes de trabalho.

2.2. Pontos Fracos
2.2.1. Teletrabalho

A equipa de revisao de documentagao do Setor de Estabilidades encontrava-se em
regime de teletrabalho, motivado pela situagao pandémica provocada pela COVID-19, no
momento do meu estagio. Como parte da equipa, este foi também concretizado remotamente.
Deste modo, perdi a oportunidade, por um lado, de partilhar a sala com a restante equipa e
criar proximidade aos técnicos superiores, por outro, de conhecer e me relacionar
presencialmente com a minha orientadora, dados que permitem uma interagao mais presente,
célere e constante esclarecimento de duvidas e perce¢ao em tempo real do feedback do

trabalho executado.

Nao obstante, esta dificuldade foi atenuada pela disponibilizacio de plataformas de
comunicacao digital e todas as minhas duvidas foram respondidas a distancia de um clique ou
uma chamada. Para além disso, possibilitou-me fortalecer outras capacidades também
importantes a qualquer profissional. Desenvolvi maior autonomia na resolu¢ao de problemas

e gestao do trabalho e tempo, pelo que retiro algo de construtivo desta experiéncia.

2.2.2. Reduzida diversidade de tarefas realizadas

A analise de resultados OoT utiliza, para cada produto comercializado, um lote
representativo anual, por dosagem, zona climatica e material de embalagem (Niazi, 2020;

Quality e Working, 2011). Os dados dos testes laboratoriais para esses lotes seguidos em
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estabilidade sao transcritos para uma folha de calculo que permite estudar a evolugao de
parametros criticos, especificos de cada medicamento, por anilise estatistica e tendo em conta
o historico do produto. A interpretagao dessas folhas, com elaboragao periodica de relatérios,
permite seguir a tendéncia do produto e detetar precocemente e alertar o cliente de eventuais

problemas no produto, por exemplo ao nivel da producao ou qualidade.

No momento do meu estagio, o Setor de Estabilidades encontrava-se num processo
de reformulagao e melhoria do banco de dados de Anilises de Tendéncia, com renovagao das
folhas de calculo de todos os lotes de estabilidade. As novas folhas permitem uma analise mais
robusta e detecao assertiva de resultados OoT e a minha fungao consistiu exatamente na

construcao dessas folhas de calculo.

O meu trabalho possibilitou-me criar agilidade e aprofundar, com a pratica diaria, os
meus poucos conhecimentos em Excel e permitiu-me sentir util e contribuir para a melhoria
deste processo de analise de produtos comercializados. Penso, e tendo em conta a duragao
de frequéncia do estagio, que a multiplicidade e dificuldade das tarefas exigidas podia ainda ter
sido mais ampla e exigente. No entanto, tal facto foi compensado pela dedicagao da
orientadora que me foi e explicando e fornecendo material tedérico, de como se processam
outras tarefas, como a elaboracao de relatérios e contacto com os clientes, mesmo eu nao

chegando a executa-las.

2.3. Oportunidades
2.3.1. Implementacdao da Melhoria Continua/Kaizen

A Bluepharma Industria Farmacéutica, S.A adota uma filosofia de gestio baseada na
Melhoria Continua/ Kaizen. A Bluelean é o grupo de colaboradores responsavel pela
implementacao deste método de trabalho organizacional que visa a diminuicio de
desperdicios, estabelecendo o foco nas equipas e nas suas dificuldades em executar um
trabalho mais eficiente, alinha a visao e objetivos desde a gestiao de topo até aos colaboradores

e centra-se no valor para o cliente.

A empresa tem 48 equipas de reunidoes diarias Kaizen, que permitem pequenas
implementagoes de ajuste, a par de outros projetos e reunioes que envolvem os varios setores
da industria, administragao, colaboradores e consultores externos que atuam desde a defini¢ao
e balango estratégico de iniciativas até a monitorizagao de agoes praticas de melhoria. O Kaizen
diario € um incentivo a participacao e envolvimento dos colaboradores e permite disciplinar

as equipas sobre um método que transforma problemas em oportunidades de melhoria,



através da andlise e estabelecimento de objetivos sobre um ou varios indicadores de

performance.

Este fator foi particularmente impactante na minha experiéncia de estagio na medida
em que fui integrada numa das equipas de Kaizen diario, a equipa de documentagao do Setor
de Estabilidades, com foco na revisdo, dentro de prazos estabelecidos, dos didrios dos
analistas. Isso possibilitou-me ter um contacto assiduo com o grupo de trabalho e observar a
dindmica, os desafios e as tarefas de um profissional neste setor, atenuando o isolamento que

se acentua com o teletrabalho.

2.4. Ameacas
2.4.1. Pandemia COVID-19

A situacao de saude publica vivida a nivel mundial impactou negativamente, de alguma
forma, todos os setores, e a industria farmacéutica nao é excegao. Apesar de nao ter cessado
fungoes, a empresa reduziu o nimero de colaboradores em regime presencial e todos os

departamentos passiveis de teletrabalho, estao em fungdes a partir de casa.

Esse facto marcou negativamente o meu estagio. Para além de se realizar, como
suprarreferido, em teletrabalho, foi uma experiéncia privada de todas as atividades presenciais
de inclusio e lazer, que permitem observar a dindmica interna, a conexio com os
colaboradores e o estabelecimento de relagoes interpessoais e de entreajuda, também

importantes para a eficiéncia e motivagao no trabalho.

Acresce que a empresa recebe sempre varios alunos do MICF. A possibilidade de
comunicagao e interagao entre os varios colegas, em diferentes departamentos, também
contribui para a integragao e engrandecimento do estagio, e este ano, essa foi particularmente

reduzida.

Nao sendo um fator determinante para a execu¢ao das tarefas de estagio, esta
proximidade é uma outra vertente de aprendizagem, a partilha contante de experiéncias, tanto
nos momentos de trabalho como nas pausas e atividades, também contribui para o

crescimento pessoal e profissional.

Sabendo dessa importancia, e tive oportunidade de o experimentar na celebragao de
aniversario, dia | de margo, por exemplo, a empresa adaptou muitos eventos para meios
digitais, numa atitude resiliente face a esta situagao e nao deixou de selar por se manterem os

momentos importantes € as relagées entre toda a empresa.



3. CONCLUSAO

Em suma, e superando os constrangimentos do quadro pandémico atual, o sucesso do
estagio deveu-se a trés fatores distintos, a integracao no grupo de revisao de documentagao,
permitindo-me um contacto continuo com a rotina e desafios diarios da equipa, a formagao

tedrica e pratica ministrada e o acompanhamento orientadora.

O balango geral do meu estagio é muito positivo, foi um desafio enriquecedor que
colocou a prova minha capacidade de trabalho auténomo e adaptagio. Foi o meu primeiro
contacto com a profissao e com o dia-a-dia dentro de uma empresa, e no departamento em
que estagiei desenvolvi novas competéncias e ferramentas de trabalho que levo para o meu
futuro profissional. O estagio permitiu-me também observar as inlmeras oportunidades do

farmacéutico na industria, e sinto-me grata pela oportunidade que tive.
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I. INTRODUCAO

“O exercicio da atividade farmacéutica tem como objetivo essencial a pessoa do
doente”, Artigo 1° do Codigo Deontologico da Ordem dos Farmacéuticos (Ordem dos
Farmacéuticos, 1998). De facto, a profissao farmacéutica tem como uma das suas areas centrais
a farmacia comunitdria, tanto pelo nimero de profissionais que emprega como pela
importancia junto da populagao.A farmacia tem o contacto mais proximo com o utente, é por
isso uma estrutura essencial para a saude publica. O farmacéutico, em coordenagao com a
equipa técnica da farmacia, tem como fungao prestar cuidados de proximidade, através da
dispensa de Medicamentos Sujeitos a Receita Médica (MSRM), aconselhamento de
Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica (MNSRM), acompanhamento

farmacoterapéutico, administragao de vacinas e medicamentos injetaveis, e promogao de

literacia em saude.

Desta forma, o estagio curricular em farmacia comunitaria € importantissimo para
colocar em pratica e completar, com o saber e experiéncia de outros farmacéuticos, os
conhecimentos adquiridos ao longo do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF)
e, em paralelo, preparar os estudantes para a pratica profissional e para os novos desafios que

ela representa.

Este relatério diz, assim, respeito ao estagio curricular realizado na Farmacia Santiago,
em Gois, sob orientaciao da Dra.Ana Campos Coroa, com uma duragao de quatro meses, num

total de 670 horas, de 5 de abril de 2021 a 30 de julho de 2021.

2. ANALISE SWOT

O relatério encontra-se organizado sob a forma de analise SWOT (Strengths,
Weaknesses, Opportunities, Threats), sendo as Forgas (Strengths) e as Fraquezas (Weaknesses)
referentes a fatores internos, e as Oportunidades (Opportunities) e as Ameagas (Threats) a

fatores externos (Pereira e Rito, 201 3).

Integrados na descricao dos pontos, para ilustragao das minhas consideragoes, vou
descrevendo casos praticos concretos, que demonstram como o estdgio potenciou o

conhecimento tedrico do MICF com os desafios reais de trabalho.
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2.1. Pontos Fortes
2.1.1. Equipa técnica

A equipa técnica da Farmacia Santiago € constituida por duas farmacéuticas, Dra. Ana
Campos Coroa, diretora técnica e proprietaria, e Dra. Maria Inés Henriques, farmacéutica
substituta; por uma técnica de farmacia, Ana Rute Paixao;e por uma técnica auxiliar de farmacia,
Patricia Rodrigues. Sinto-me muito grata pela forma como a equipa me acolheu e me ensinou
tantas coisas, me fez crescer profissionalmente a cada dia com a sua experiéncia. Sou grata por
terem partilhado o seu espago e por todo o empenho e paciéncia em responder as minhas
questoes. Toda a equipa, e de forma mais proxima ambas as farmacéuticas, acompanhou o meu

trabalho, sempre disponivel para me auxiliar e partilhar os seus conhecimentos.

Considero muito importante, e uma componente que s6 se aprende completamente
na pratica profissional,a gestao de recursos humanos, otimizando as valéncias de cada membro
de uma equipa e promovendo o bem-estar no trabalho, em prol do crescimento da empresa,

neste caso, da farmacia.

A simpatia e cuidado que desde inicio demonstraram comigo, em paralelo com a
confianga, para que desenvolvesse a capacidade de autonomia foram imprescindiveis para o
meu crescimento enquanto farmacéutica e consolidagio dos conhecimentos tedricos

aprendidos.

2.1.2. Localizacdo da farmacia / Heterogeneidade de utentes

Gois € uma pequena vila com cerca de dois mil habitantes, cuja populagao varia de
forma quase sazonal. Grande parte do ano, Gois tem maioritariamente uma populagao
envelhecida, com muitos doentes croénicos, polimedicados e com reduzida escolaridade.
Acresce que se situa num local de dificil acesso a outros centros, por isso a populagao mais
jovem recorre igualmente a farmacia para compra dos mais diversos produtos. No verao, a vila

recebe muitos turistas, portugueses e estrangeiros, e os familiares dos residentes habituais.

Como o meu estagio decorreu durante a primavera e parte do verao, pude contactar
com os diferentes tipos de utentes e considero que essa heterogeneidade foi um ponto forte
do mesmo.

Para os idosos da vila, o farmacéutico e a farmacia desempenham um papel importante,
pois representam credibilidade e seguranga nao apenas em relagao a sua saide, mas também a
vida pessoal e familiar. Mais do que dispensar os medicamentos da receita ou medir algum

parametro fisiolégico, o farmacéutico tem aqui um papel de ouvinte e muitas vezes é
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exatamente prestando atengao e escutando a pessoa que se detetam dificuldades ou problemas
de saude em que pode atuar com prontidao, fazendo um aconselhamento farmacéutico ou
referenciando ao médico, caso a situagao o exija. Particularmente, esta vertente humana da
profissao foi marcante para mim. O facto de me sentir Util e prestavel na vida de alguém

contribuiu para a motivagao diaria e para a vontade de progredir na formagao continua.

Paralelamente, entre os utentes habituais da farmacia também estd a populagao mais
jovem da vila, maioritariamente para compra de produtos de salde, dermocosmética e
produtos de puericultura. De igual modo, os turistas de passagem pela vila recorrem muitas
vezes a farmdcia para situagoes de aconselhamento de produtos de dermocosmética ou
MNSRM para situagoes agudas. A faixa etdria mais nova, bastante mais informada, talvez pelo
maior acesso a internet e outras fontes de informagao mais ou menos fiaveis, apresenta maior
retracao ao aconselhamento do farmacéutico o que me obrigou a pensar em diversas
estratégias de comunicagao e salientou a importincia do farmacéutico investir num
aconselhamento diferenciador e personalizado, que contribua para a fidelizagao do utente e

valorizacao do setor farmacia.

Os diferentes poderes de compra e a disparidade referentes a literacia em saude
permitiram-me, enquanto profissional de salde, aconselhar diferentes tipos de produtos e

adaptar a linguagem utilizada, tornando cada dia e cada atendimento um desafio.

2.1.3. Frequéncia e plano de estagio

Um dos pontos fortes do meu estagio curricular em farmacia comunitaria foi o plano
de estagio implementado. Segundo as Normas Orientadoras da Faculdade, e de forma sintética,
consistiu no aprovisionamento e armazenamento de existéncias da farmacia, dispensa de
medicamentos e indicagao farmacéutica de medicamentos e produtos de saude, informagao
sobre organizagao e gestao da farmacia e sobre a consulta de documentagao cientifica de

utilizagao em farmacia.

Tendo em conta as caracteristicas da farmacia onde estagiei, foi-me também permitido
completar o plano de estagio com tarefas associadas a medicamentos manipulados, medicao
de parametros bioquimicos, processamento de receitas manuais, conferéncia do receituario e
faturagao de lotes e servicos farmacéuticos, nomeadamente Preparagao Individualizada da
Medicacao.

A duracao de 670 horas de estigio foi um tempo otimo para aprender os
conhecimentos de logistica e gestao farmacéutica, bem como fortalecer os conhecimentos de

Unidades Curriculares tio diversas como, Indicagao Farmacéutica, Farmacologia, Fitoterapia,
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Deontologia e Legislagio Farmacéutica, entre outras, e ganhar confianga na comunicagao

assertiva junto dos utentes.

Para demonstrar o suprarreferido, apresento um exemplo pratico de um
aconselhamento farmacéutico que fiz e me permitiu exercitar tanto a capacidade comunicativa
como aplicar conhecimentos de diversas areas. Uma utente do sexo feminino, com cerca de
60 anos, dirige-se a farmacia e solicita a venda de Fosfomicina, uma vez que pensa que esta a
desenvolver uma infecao urindria. Para compreender a situagao, e numa atitude de escuta ativa,
questiono a utente sobre os sintomas que apresenta. A mesma refere que sente principalmente
muita dor na micgao, acompanhada de vontade de urinar frequente e oligiria. Acrescenta
também que é uma situagao recorrente e que, quando recorre ao médico, € o antibidtico que

lhe é prescrito.

De facto, perante as respostas recebidas, o quadro clinico sugere tratar-se de uma
infecao urinaria. Identificada a situagao, explico a utente que o medicamento por ela pedido é
um MSRM e que, por isso, nao o posso dispensar sem a devida prescrigao. Fosfomicina 3000
mg, comercializado na forma de granulado para solugao oral, € um antibiético bactericida que
atua impedindo a sintese da parede celular bacteriana por inibigao da sintese de peptidoglicano
(Em, 2020). Deve ser o médico a avaliar a situagao clinica da utente e a prescrever a terapéutica

adequada.

No entanto, indico a utente algumas medidas, farmacologicas e nao farmacologicas, que
podem ajudar no tratamento e na prevengao. Primeiramente, destaco a importancia da ingestao
de agua (I a 2 L diarios). De seguida, explico também que existem no mercado suplementos
fitoterapicos com acao diurética e/ou antissética, indicados no alivio dos sintomas
associados as infe¢oes do trato urinario nao complicadas e na prevencao de recidivas. Estes
suplementos incluem ingredientes diuréticos como: talo de Cavalinha (Equisetum arvense),
estiletes de milho (Zea mays L.), e folhas de Camellia sinensis. Com propriedades antisséticas
destacam-se o fruto de Arando vermelho (Vaccinium subg. Oxycoccus) e folha de Uva-ursina
(Arctostaphylos uva-ursi), que atuam por inibicao da aderéncia bacteriana, impedindo a formagao
de biofilme no trato urinario. Para além disso ainda pode ser benéfica a suplementacao para
refor¢co do sistema imunitario, por exemplo, raiz de Echinacea purpurea (Gupta, Grigoryan e
Trautner, 2017; Sihra et al., 2018). A utente, que desconhecia a existéncia destes suplementos,
valorizou a informagiao cedida e demonstrou interesse em ver os suplementos com esta

composigao existentes na farmacia e experimentar.
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2.1.4 Preparacao Individualizada da Medicacao (PIM)

A Farmacia Santiago disponibiliza aos seus utentes diversos servicos. Para além da
habitual medicao da glicémia capilar, pressao arterial, colesterol total, perfil lipidico, e
determinagao de IMC, esta disponivel a Preparagao Individualizada de Medicagao (PIM). De
facto, segundo a Portaria n.° 97/2018 de 9 de abril e perante a evolugao do setor das farmacias
comunitarias enquanto espago de saude reconhecido pelos utentes, as farmacias podem
disponibilizar diversos servi¢os farmacéuticos de promogao de saude e bem-estar, em que se
inclui o servigo PIM (Portaria n.° 97/2018 de 9 de abril - Diario da Republica n.° 69/2018, Série
| de 2018-04-09).

O servigo de PIM prende-se com a preparagao semanal da medicagao de um utente,
nomeadamente as formas farmacéuticas soélidas orais, organizada em caixas dispensadoras por
horas do dia, de acordo com a posologia prescrita. Este reacondicionamento da medicagao
contribui para assegurar a sua correta, segura e efetiva utilizagao, prevenindo situagoes de
esquecimento de tomas e/ou duplicagao de terapéutica. Permite facilitar a rotina de utentes,
diminuindo a nao adesao nao intencional. Indicados para o servigo estao utentes que reportem
dificuldades fisicas ou cognitivas no processo de uso de medicamentos ou com regimes

terapéuticos complexos, principalmente idosos que moram sozinhos.

Este servigco permitiu-me ganhar um contacto mais proximo com os medicamentos e
com as posologias aplicadas aos mesmos, facilitando muito a comunicagao com os utentes;
aplicar os conhecimentos de Farmacologia na observagao de esquemas terapéuticos e
compreender a importancia do farmacéutico no acompanhamento de doentes croénicos e

polimedicados e no auxilio da comunidade.

2.1.5 Preparacao e encomenda de manipulados

Um medicamento manipulado define-se como “qualquer formula magistral ou
preparado oficinal preparado e dispensado sob a responsabilidade de um farmacéutico”, de
acordo com o Decreto-Lei n.° 95/2004, de 22 de abril (Decreto-Lei n.° 95/2004 de 22 de abril
Didrio da Republica - | SERIE-A 2439, 2004). Estes, apesar de cada vez menos frequentes,
permitem colmatar falhas da inddstria em formulagoes adequadas ao perfil fisiopatologico de
um doente em particular e, em farmacia comunitaria, tém como areas de maior solicitagao

Dermatologia e/ ou Pediatria.

Durante os meses do meu estagio surgiram duas situagoes distintas,ambas relacionadas
com a patologia designada Escabiose, associada a infegao pelo acaro Sarcoptes scabiei var. hominis.

A Escabiose é altamente contagiosa, a transmissao ocorre habitualmente por contacto cutaneo
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direto pessoa-a-pessoa, e o principal sintoma é prurido intenso generalizado. Ha algumas
opgoes terapéuticas cuja escolha depende de varios fatores como a idade do doente, gravidade
da doenga, experiéncia local, presenga de eczema/escoriacao, toxicidade do farmaco, e o seu

custo e disponibilidade (Santiago e Januario, 2017).

2

No primeiro caso, a opgao de tratamento escolhida foi Enxofre de aplicagao topica. E
um tratamento antigo muito seguro e eficaz. Em Portugal, nao existe comercializado, estando
apenas disponivel na forma de manipulado: precipitado de 5-10% em vaselina, a aplicar uma vez
ao dia, durante trés dias. Participei nas operagoes de preparagao, acondicionamento e
rotulagem do manipulado no laboratério da farmacia, respeitando as boas praticas de

manipulagao, e na elaboragao da ficha de preparagao do medicamento.

No segundo caso, a prescricao foi de capsulas de Ivermectina 200 pg/kg oral, toma
Unica, repetir em |4 dias. Como a farmacia nio tem o equipamento necessario para a
preparagao desta forma farmacéutica, observei o procedimento de encomenda de manipulados

a outras farmacias.

Em ambos os casos participei também na dispensa, com informagao de como proceder
ao tratamento, inclusivamente, tratamento simultaneo de todos os coabitantes, sintomaticos

ou nao, e lavagem a alta temperatura das roupas pessoais em contacto com a pele e de cama.

Tendo em conta que poder participar na preparagao de manipulados é cada vez mais

raro, considero que foi um ponto positivo do meu estagio.

2.2. Pontos Fracos
2.2.1. Novidade do Sifarma Médulo de Atendimento ©

A Farmécia Santiago utiliza o software Sifarma 2000° da Glintt, que otimiza o
atendimento ao utente e os aspetos burocraticos, técnico-cientificos e de gestao na farmacia.
A Unidade Curricular de Organizagao e Gestao Farmacéutica forneceu o primeiro contacto
tedrico-pratico com este software, porém so6 a utilizagao didria permite consolidar os

conhecimentos e ganhar agilidade.

Em margo de 2021 foi implementado na farmacia o novo médulo do software - Sifarma
Médulo de Atendimento® - com uma distinta configuracio das fungdes relativas ao
atendimento. Este novo modulo apresenta varios beneficios. Para além de visualmente mais
intuitivo, permite recuar no atendimento, mesmo que ja se encontre no ecra de pagamento;
enquadrar diferentes utentes no mesmo atendimento, sendo possivel emitir diferentes faturas;

e garante facil acesso e gestio do cartio SAUDA, entre outras funces. No entanto, este
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modulo esta ainda incompleto, por exemplo, no importe de dados do utente do Sifarma 2000°

ou organizagao de utentes por perfil comercial.

Assim, considero que este ponto foi menos positivo no meu estagio por dois motivos.
Por um lado, a novidade do programa instalado fez com que toda a equipa ainda estivesse em
fase de adaptagao e compreensao do modulo. Por outro, por ser ainda um modulo parcial em
termos de funcionalidades, tive que aprender a usar igualmente ambos os programas em
simultineo na parte do atendimento, isto é, muitas vezes para terminar um atendimento
completo, tinha ambos os programas abertos para completar as necessidades exigidas no
atendimento ao utente. Sendo os dois softwares bastante diferentes exigiu um maior esforgo
da minha parte para aprender a trabalhar com os dois, e tornou os atendimentos, numa fase

inicial, mais morosos.

Nao obstante, este facto nao deixou de ser estimulante e me permitir, a cada novo
atendimento, descobrir icones e funcionalidades novas e, enquanto equipa, houve entreajuda
para que todos pudéssemos tirar partido do novo médulo de atendimento e sinto que pude

contribuir ativamente para isso.

2.2.2. Aconselhamento de Medicamentos de Uso Veterinario (MUYV)

Estando a farmacia localizada numa vila rural rodeada de pequenas aldeias, é bastante
comum a dispensa de Medicamentos de Uso Veterinario (MUV) tanto para animais de
companhia como para pecuaria. Durante o meu estagio tive oportunidade de fazer a dispensa
de desparasitantes externos e internos, contracetivos orais, champos, entre outros produtos,

bem como contactar com varias receitas veterinarias para as mais diversas situagoes.

Senti alguma dificuldade, principalmente numa fase inicial, a prestar aconselhamento
sobre estes produtos, pois desconhecia muitos deles, bem como as suas indicagoes, em parte
pela lacuna de uma abordagem mais pratica na Unidade Curricular de Preparagoes de Uso

Veterinario.

Nao obstante, este facto permitiu aumentar a minha curiosidade sobre estes produtos
e MUV e desenvolver algum trabalho autbnomo, numa atitude resiliente também importante,
para melhorar o meu atendimento, a par de toda a ajuda e formagao pratica que a equipa me

foi dando ao longo do estagio.
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2.3. Oportunidades
2.3.1 Investimento em dermocosmeética

O facto de Gois ser relativamente isolado de grandes centros com maior oferta em
produtos de saude, nomeadamente, hipermercados ou parafarmacias, torna importante algum
investimento em produtos diversificados de dermocosmética. A contribuir para esse
investimento estd o interesse e gosto de ambas as farmacéuticas nesta area e a observagao de

que é um setor do stock que permite diferenciar a farmacia e fidelizar os utentes.

Durante o meu estagio tive oportunidade de contactar com diversos produtos e
formas galénicas, observar os rétulos, associar os compostos ativos a fungao do produto e
partilhar opinides sobre os mesmos com as farmacéuticas. Aprendi muito com o seu
conhecimento, formagao e experiéncia profissional. Tive também, e sou muito grata por isso, a
oportunidade de participar de diversas formagoes e apresentagoes sobre dermocosméticos,
nomeadamente relacionados com o envelhecimento e hiperpigmentacao, e do processo de
encomenda aos fornecedores, tendo em conta a procura pelos utentes. Prestei
aconselhamento sobre produtos de higiene intima, cuidados de rosto antienvelhecimento e

para pele acneica, fotoprotegao e gamas pediatricas.

A titulo de exemplo, descrevo um aconselhamento que prestei sobre fotoprotecao
durante o meu estagio. Uma utente, com certa de 35 anos, entra na farmacia com um carrinho
de bebé pedindo um protetor solar que desse para toda a familia, a mae, o bebé, e o irmao
mais velho e pai que aguardam do lado de fora da farmacia. A primeira pergunta que faco € a
idade das criangas, a qual a utente responde tratar-se de dois meninos de um ano e meio e seis
anos de idade. Observo também que a pele da utente é clara, podendo corresponder a um

fototipo |, Il ou lll.

Perante a situagao, o primeiro aconselhamento que dou a utente é o de levar um
protetor mineral para o seu bebé. Indico que, pela maior sensibilidade e permeabilidade da
pele das criangas, mais suscetivel a alergia de contacto com os filtros organicos, até aos trés
anos estao recomendados os filtros inorganicos, nao absorvidos pela pele. Informo que este
tipo de filtros fisicos sio substincias de origem mineral, 4 base de Didxido titinio e Oxido
Zinco, que atuam por dispersao das radiagoes ultravioleta (UV), recomendados para criangas
e individuos adultos alérgicos. A utente pode optar por levar esta opgao para toda a familia, no
entanto, advirto também para a menor cosmeticidade do produto, que deixa a pele

esbranquicada (Cravo et al., 2008).

A utente revela interesse em levar o produto mais adequado para o bebé, mas

tendo em conta as caracteristicas do produto prefere levar outro mais facil de aplicar para a
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restante familia. Assim, proponho optar por uma formulagao pediatrica de filtros organicos, em
leite ou spray, com Fator de Protegio Solar 50" (FPS 50%). Os filtros orginicos ou quimicos sio
compostos que absorvem a radiagao UV (UVB e/ou UVA) e o FPS 50+ ¢ o fator de protecao
mais elevado, ideal para as criangas e adultos de fototipo de pele clara, para garantir maxima
protecao. Depois da escolha dos produtos, explico a utente que deve fazer a aplicagao do
protetor solar de filtros quimicos meia hora antes da exposi¢ao solar, para que o produto seja
absorvido, e que a protecao solar topica deve ser reaplicada em quantidade suficiente de duas
em duas horas para garantir eficacia. Em simultaneo, relembro as recomendagoes sobre
fotoprotecao, principalmente nas criangas, que se deve evitar a exposi¢ao solar entre as | |h e

| 7h e usar chapéu e vestuario, com fotoprotegao topica apenas nas areas expostas ao sol.

Este investimento em dermocosmética € uma oOtima oportunidade para qualquer
farmacéutico aprofundar os conceitos teéricos aprendidos em Dermofarmacia e Cosmética,
no MICF. Para mim, foi particularmente impactante pois tinha e tenho cada vez mais interesse

pela area.

2.3.2. Dispensa de Medicamentos Hospitalares

A necessidade de alocagao de todos os meios dispensaveis para o combate a pandemia
de COVID-19 a nivel hospitalar conduziu a cedéncia em ambulatério de medicagao de dispensa
exclusiva hospitalar, em farmacia comunitaria, medida aprovada pela Direcao Geral de Saude
(DGS) e pela Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude, |.P. INFARMED, |.P)
na Norma Conjunta DGS/INFARMED n.® 03/2020,a 19 de margo (Direcao-Geral de Saude,
2020).

O procedimento inicia-se com o contacto do utente com o hospital onde é
acompanhado, informando que pretende utilizar este servigo. O hospital contacta a Linha de
Apoio Farmacéutico (LAF) que ira notificar, por e-mail, a farmacia escolhida pelo utente,
disponibilizando as informagoes necessarias para a dispensa do medicamento. Apds a entrega
da medicagao por um distribuidor grossista, esta é verificada, num local reservado, por um
farmacéutico, e o utente é informado de que o seu medicamento se encontra disponivel para
dispensa. Para proteger a confidencialidade do utente, o medicamento é dispensado dentro de
um saco opaco e quaisquer questoes sao esclarecidas pelo telefone. Por ultimo, o farmacéutico
regista a dispensa no Sifarma Clinico ficando a informagao disponivel para os profissionais de
sallde com acesso ao mesmo, utilizando o software da farmacia e confirma, por e-mail, a LAF

que esta foi realizada (Ordem dos Farmacéuticos, 2020).
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Durante o meu estagio, tive a oportunidade de acompanhar a dispensa de alguns
medicamentos hospitalares, tendo participado na verificagao da medicagcao e registo no
software. Durante o meu estagio, tive a oportunidade de acompanhar a dispensa de alguns
medicamentos hospitalares, tendo participado na verificagao da medicagao e registo no
software. Este procedimento, para além de libertar equipas hospitalares para os desafios da
emergéncia de saude publica, valoriza a intervencao e a competéncia do farmacéutico
comunitario na cadeia de medicamento e beneficia o utente. Este evita a deslocagao ao hospital
com unico intuito de dispensa de medicagao, e custos associados, garantindo a continuidade

do tratamento.

2.3.3. Realizacdo de Testes Rapidos de Antigénio (TRAg)

A Circular Normativa Conjunta do DGS/INFARMED/INSA n.° 006/CD/100.20.200 de
16/12/2020 inclui, de forma clara, os farmacéuticos entre os profissionais habilitados para a
prestacao do servigo de realizagao de testes rapidos de antigénio (TRAg) para o SARS-Cov-2.
Para tal, é necessario um farmacéutico com experiéncia ou formagao e competéncia para a
colheita da amostra bioldgica, realizagao do teste e interpretagao dos resultados; € necessario
o cumprimento de requisitos especificos relativamente a instalagoes e biosseguranga e a
comunicagao dos resultados no Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE) e ao

Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (Circular Informativa Conjunta, 2020).

Acresce que, desde o dia | de julho, é possivel realizar TRAg para o SARS-Cov-2 com
um regime excecional e temporario de comparticipacao, sob orientacio e cumprimento dos
requisitos da Portaria n.° 138-B/2021 de 30 de junho (Portaria n.° 138-B/2021 de 30 de junho
- Diario da Republica n.° 125/2021, 2° Suplemento, Série | de 2021-06-30).

Neste contexto, a Farmacia Santiago preparou-se e deu inicio a realizagio dos TRAg
para o SARS-Cov-2 durante o més de julho, contribuindo para reforgar o controlo da pandemia

de COVID-19 pela intensificagao da testagem junto da populagao.

Durante o meu estagio participei da formagao para a colheita da amostra bioldgica -
exsudato nasofaringeo - e da comunicagao de resultados e referenciagao. Este ponto foi uma
oportunidade para mim a nivel técnico e cientifico, mas nao so, permitiu-me dar o meu
pequeno contributo nesta batalha comum e comprovar na pratica o quanto as farmacias estao

sempre prontas a adaptar-se a situagao atual e na linha da frente a colaborar na saude publica.
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2.4. Ameacas
2.4.1. Medicamentos esgotados

A existéncia de medicamentos esgotados € uma ameaga na area da farmacia
comunitaria, principalmente quando ainda nao estao disponiveis outras opgoes terapéuticas.
Por exemplo, durante o meu estigio esteve esgotado, para os doentes da farmacia, o
medicamento Eliquis® 5mg, com o principio ativo apixabano, pertencente ao grupo
farmacoterapéutico dos anticoagulantes e antitrombaticos, inibidores diretos do fator Xa, para
o qual ainda nao estao disponiveis medicamentos genéricos (Zhou et al.,2015). Estas situagoes
deixam o utente preocupado com a possibilidade de nao tomar a medica¢ao necessaria e levam
o utente a procurar a sua medicagao noutras farmacias que ainda o tenham em stock,

prejudicando a fidelizagao dos utentes a uma farmacia.

Nas situagoes que o permitiam, tentei colmatar este problema pela dispensa de
medicamentos do mesmo grupo homogéneo. Quando tal nao era possivel, a propria farmacia
contactava varios colegas a fim de tentar encontrar o medicamento pretendido ou, se de todo
nao se consegue, o utente € aconselhado a contactar o médico para que seja feita a substituigao

da medicacao.

Apesar de ser uma situagao desagradavel, ha varios mecanismos para a tentar minimizar.
Entre eles, destaco as Encomendas Via Verde e a limitacao de duas embalagens do mesmo
medicamento, por receita, por més e por utente, possibilitando uma maior equidade no acesso

aos medicamentos e desencorajando o agambarcamento dos mesmos.

3. CONCLUSAO

Em suma, mesmo escolhendo uma area profissional muito diferente de Farmacia
Comunitaria, qualquer farmacéutico deve conhecer a realidade dos utentes e comunidades,
que sao o fim ultimo e o foco do farmacéutico enquanto profissional de saiude e agente de
salde publica, por definicao. Considero este estagio curricular essencial para o términus do
percurso académico do MICEF para consolidagao do conhecimento adquirido ao longo do plano

curricular e para a aquisicao de ferramentas praticas imprescindiveis ao percurso profissional.

O estagio em farmacia comunitaria superou muito as minhas expectativas, foi uma
experiéncia positivamente marcante, durante a qual me senti a crescer pessoal e
profissionalmente todos os dias. Para além de tudo o que aprendi, guardo a amizade que a
equipa teve comigo e que os proprios utentes foram criando, como um fator essencial para o

sucesso deste estagio.
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1. INTRODUCAO

O cérebro é um o6rgao Unico, estrutural e funcionalmente complexo, inacessivel a
manipulagao experimental. Esta singularidade torna o seu estudo, por um lado, fascinante, por
outro, desafiante. De facto, compreender o seu desenvolvimento e disfungao é um dos

principais objetivos das neurociéncias (Lullo, Di e Kriegstein, 2017).

Por o cérebro humano apresentar caracteristicas tao distintas dos outros mamiferos,
como maior e mais densa encefalizagao, os modelos animais sao redutores na compreensao
dos seus mecanismos de organogénese e patogénese (Kelava e Lancaster, 2016; Koo et al.,
2019). Importantes, mas igualmente limitados, sao os modelos celulares in vitro em

monocamada, derivados de células estaminais pluripotentes humanas (hPSCs).

Com origem na observacao das propriedades de auto-organizagao espacial das culturas
de hPSCs surgiram os organoides. Os organoides sao culturas heterogéneas tridimensionais
que reproduzem o microambiente do 6rgao e caracteristicas do desenvolvimento fetal
humano. Os organoides cerebrais, em particular, sio uma tecnologia inovadora com potencial
para mudar significativamente a compreensao do cérebro humano e das doengas neuroldgicas,

tais como as doengas neurodegenerativas e de neurodesenvolvimento.

As doengas neurodegenerativas, caracterizadas pela morte progressiva de neurénios e
perda da fungao cerebral, incluem a doenga de Alzheimer (DA), com maior prevaléncia, a
doenga de Parkinson, a esclerose lateral amiotrofica, entre outras (Chang et al., 2020). Estas
doengas tém uma relevancia crescente pois afetam preferencialmente a populagao envelhecida,
cujo numero se encontra em crescimento, e sao uma preocupagao de saude publica pelas
consequéncias na qualidade de vida dos doentes e dificuldade de identificacao de terapias

(Logan et al., 2019).

As doencgas infeciosas, como podemos observar pelo estado pandémico atual,
caracterizam-se pela imprevisibilidade, mas podem gerar um grande impacto na saide do
Sistema Nervoso Central (SNC), de forma mais ou menos direta. Efetivamente, o surto de
casos de microcefalia em recém-nascidos resultante de infe¢oes pelo virus Zika (ZIKV)
durante a gestagao, em 2016, foi um dos grandes motores do progresso na investigagao sobre
os organoides cerebrais e da sua aplicabilidade na investigagao do neurodesenvolvimento. De
igual modo, os organoides do cérebro estio a ser usados para compreender os efeitos

neurologicos do coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave 2 (SARS-CoV-2).
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Esta técnica de cultura tridimensional esta ainda em aperfeicoamento, apresenta
algumas limitagdes que estao a ser avaliadas e resolvidas, para que todo o potencial seja

aproveitado num futuro proximo.

Assim, esta revisao bibliografica tem como propésito fornecer uma visao geral sobre
os organoides cerebrais e aplicagao na modelagao de doengas degenerativas e infeciosas. A
area é importante no dominio das ciéncias da vida e da saide e em particular na area
farmacéutica na medida em que se espera que venha a permitir investigar e identificar farmacos

eficazes no tratamento de doencas do cérebro.

2. CEREBRO

A expansao cortical do cérebro humano é um dos processos evolutivos mais notaveis
do desenvolvimento cerebral e relaciona-se com as competéncias humanas mais complexas
como tomada de decisao e interagdes emocionais, cognitivas e sociais (Gabriel et al., 2020). O
cortex cerebral maduro é uma estrutura de seis camadas composta por duas classes principais
aminobutirico (GABA)-érgicos com diferentes subtipos de neurdnios dispostos em diferentes

camadas corticais (Ardhanareeswaran et al., 2017; Gabriel et al., 2020).

E necessario um processo altamente orquestrado de interacio, proliferacio, migracio
de células estaminais neurais para que a expansao cortical ocorra de forma precisa, estrutural
e funcionalmente normal (Gabriel et al., 2020). Esse processo, descrito em pormenor na Figura
A do Anexos |, é a base para o desenvolvimento de organoides cerebrais que pretendem

mimetiza-lo de forma precisa.

3. CELULAS ESTAMINAIS PLURIPOTENTES HUMANAS (HPSCS)

As células estaminais pluripotentes humanas (hPSCs) incluem as células estaminais
embrionarias (ESCs) e as células estaminais pluripotentes induzidas (iPSCs) (Koo et al., 2019).
Definem-se pela capacidade de divisao indefinida (propriedade de autorenovacao ilimitada) e
de diferenciagao em todos os destinos celulares do organismo humano (caracteristica de
pluripoténcia) (Hartley e Brennand, 2017; Bordoni et al., 2018). Estas células, diferenciadas em
cultura, exibem uma capacidade de se auto-organizarem em estruturas que refletem aspetos

cruciais dos tecidos aos quais estao destinadas (Clevers, 2016; Chang et al., 2020).

Note-se que ambas, iPSCs e ESCs, sao consideradas semelhantes relativamente a

morfologia celular, capacidade de proliferagao e diferenciagao, tendo as iPSCs a vantagem de
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nao envolver as mesmas barreiras éticas que as células de tecidos embrionarios (Logan et al.,
2019). As caracteristicas destas células permitem que culturas celulares exibam funcoes
fisiologicamente relevantes, possibilitando uma oportunidade sem precedentes para estudar o
desenvolvimento do cérebro humano e a fisiopatologia de doengas humanas (Koo et al., 2019;

Rigamonti et al., 2016; Chang et al., 2020).

3.1 Células Estaminais Embrionarias (ESCs)

A fertilizagdo é seguida pela formagao do blastocisto, que contém as células
pluripotentes presentes na massa celular interna (ICM). Apos a implantagao, a ICM da origem
ao epiblasto, que mantém a capacidade de pluripoténcia (Benito-Kwiecinski e Lancaster, 2020;
Eiraku e Sasai, 2012). E desta ICM que todo o embriio se forma por diferenciacio e
especializagao progressiva em todos os tipos de células do organismo (Benito-Kwiecinski e

Lancaster, 2020).

As ESCs sao, assim, células pluripotentes derivadas da ICM de um blastocisto. As linhas
de ESCs tornaram-se adequadas para investigacao de processos celulares e moleculares,
depois de muitos estudos mostrarem que a diferenciagao neural espontanea ocorre nestas

culturas na auséncia de inibidores da diferenciagao neural (Eiraku e Sasai, 2012).

Quando cultivadas em suspensao, as ESCs agregam para formar estruturas semelhantes
aos corpos embrioides que simulam os eventos iniciais da embriogénese, nomeadamente a
diferenciagdo nas trés camadas germinativas (Benito-Kwiecinski e Lancaster, 2020).
Seguidamente, a diferenciagao neural ocorre espontaneamente num meio contendo sinais
extrinsecos minimos, como o fator de crescimento basico de fibroblastos (bFGF do inglés

Basic Fibroblast Growth Factor) (Eiraku e Sasai, 2012).

As linhas de ESCs humanas foram isoladas pela primeira vez em 1998 por Thomson et
al. (Costamagna et al., 2019; Kelava e Lancaster, 2016). Além de estudar células especificas
isoladas do tecido em desenvolvimento, in vitro, estas linhas celulares fornecem uma
ferramenta para recapitular as caracteristicas do proprio desenvolvimento embrionario,
diferenciagao e auto-organizagao em diferentes identidades (Benito-Kwiecinski e Lancaster,
2020). Estas linhas celulares foram também projetadas para modelagao de doengas, assim

como desenvolver terapias celulares para essas doengas (Costamagna et al., 2019).

Nao obstante, note-se que estas culturas apresentam limitagoes relevantes, entre elas,
as questOes éticas associadas a utilizagao de células estaminais de tecidos embrionarios

(Ardhanareeswaran et al., 2017).
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3.2 Células Estaminais Pluripotentes Induzidas (iPSC)

O desenvolvimento das células estaminais pluripotentes induzidas (iPSCs) foi uma
tecnologia revolucionaria desenvolvida por Takahashi e Yamanaka, que conduziu a atribuigao
a Yamanaka do Prémio Nobel de Medicina em 2012. Os cientistas demonstraram que as células
somaticas adultas podem ser reconduzidas de volta a um estado pluripotente, num processo
de reprogramagao celular. As iPSCs expressam marcadores exclusivos de células estaminais
embrionarias, reproduzem a sua morfologia e crescimento e podem ser diferenciadas, in vitro,
em qualquer tipo de célula, na presenga de sinais moleculares idénticos aos presentes durante
o desenvolvimento embrionario (Robbins e Price, 2017; Lullo, Di e Kriegstein, 2017; Pasca et

al., 2015).

A introdugao da reprogramagao celular permitiu superar as limitagdes subjacentes as
ESCs e proporcionou um crescimento do desenvolvimento e utilizagao dos modelos celulares
humanos, otimizando o estudo do desenvolvimento de embrides, érgaos humanos e doengas
(Lullo, Di e Kriegstein, 2017; Pasca et al., 2015). Ao contrario das ESCs, as iPSCs dependem
de técnicas minimamente invasivas, como biopsias de pele ou, mais recentemente, colheitas
de sangue ou de urina, pois sao reprogramadas a partir de células somaticas de pacientes,
como fibroblastos, células mononucleares de sangue periférico ou células epiteliais presentes

na urina (Costamagna et al., 2019; Bordoni et al., 2018).

Além disso, as iPSCs podem ser geradas a partir de doentes com fenotipos clinicos
definidos, importante ao nivel da associagao gendétipo-fenétipo de certas doengas em que os
doentes se dividem em varias categorias fenotipicas, por exemplo, doencas
neurodegenerativas, assim como no desenvolvimento de terapias personalizadas e ajustadas
(Ardhanareeswaran et al,, 2017; Qian e Julia, 2021; Bordoni et al., 2018). Recentemente, o
advento das ferramentas de edicao de genoma, como o sistema CRISPR/Cas9 (Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats associated protein 9), permite que os cientistas

modifiquem de forma precisa o genoma das iPSCs (Koo et al,, 2019).

O método de formagao de iPSCs comega com a colheita de uma célula somatica e
diferenciagao reversa ou reprogramacgao de volta ao seu estado embrionario, semelhante a
uma célula estaminal (Ardhanareeswaran et al.,, 2017). Este processo envolve a reativagao de
genes-chave na célula somatica, que sao importantes nas células estaminais embrionarias para
manter a pluripoténcia, pela introdugao de um conjunto de fatores de transcrigao como: SOX2
(SRY (Sex Determining Region Y)-Box 2), OCT4 (Octamer-binding Transcription Factor 4), KLF4
(Kruppel Like Factor 4)) e c-Myc (Ardhanareeswaran et al., 2017; Logan et al., 2019; Agirman,
Broix e Nguyen, 2017).
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O potencial de divisao mitotica in vitro das iPSCs e de diferenciagao em qualquer tipo
de célula, deriva do seu estado epigenético Unico caracterizado principalmente pela estrutura
de cromatina aberta, idéntico ao das células estaminais embrionarias, com acesso mais facil
dos fatores de transcrigao, resultando na transcricio ativa de mdltiplos genes
(Ardhanareeswaran et al., 2017). Estas células pluripotentes, as iPSCs, permitem gerar células
somaticas de interesse para o estudo de patologias e processos bioldgicos humanos, apés um
processo de diferenciacao. Para o estudo de patologias neuroldgicas, aplica-se o processo de
diferenciagao neuronal que consiste na indugao neural inicial de iPSCs pela adicao de
concentragoes e gradientes apropriados de fatores morfogenéticos espontaneamente

expressos no cérebro humano em desenvolvimento (Ardhanareeswaran et al., 2017).

Em sintese, foram desenvolvidos diversos protocolos de diferenciagao em células
estaminais  pluripotentes humanas, protocolos estes em continuo aperfeicoamento
(Ardhanareeswaran et al., 2017). Os principais avangos no estabelecimento destes protocolos
culminaram na geragao de "tecnologias organoides" (Lullo, Di e Kriegstein, 2017). Atualmente
os dois principais modelos de diferenciagao neuronal de hPSCs sao culturas bidimensionais
(2D) e culturas organoides tridimensionais (3D), sendo estas ultimas o ramo em maior

expansao (Ardhanareeswaran et al., 2017).

4. ORGANOIDES

Organoide é o termo aplicado para denominar culturas tridimensionais in vitro, em que
as células se auto organizam em complexos estruturais e replicam nao sé a complexidade dos
tipos de células presentes e os processos de auto-organizagao do tecido, como a arquitetura
do drgao (Ho, Pek e Soh, 2018; Kelava e Lancaster, 2016; Quadrato, Brown e Arlotta, 2016).
Atualmente ja existem organoides de hPSCs estabelecidos para intestino, rim, figado, cérebro

e retina, entre outros (Lancaster e Knoblich, 2014).

Os organoides siao derivados de células estaminais pluripotentes ou progenitores de
orgaos isolados que se diferenciam para formar um tecido heterogéneo semelhante a um
orgao. Para se considerar um organoide a estrutura deve conter mais do que um tipo de célula
do 6rgao que modela, exibir uma fungao especifica e as células devem ser organizadas de forma
similar ao proprio orgao, por meio de segregacgao e agrupamento de células (Cell sorting out) e
compromisso de linhagem espacialmente restrito (Lineage commitment), ilustrados na Figura

|, conforme o processo de morfogénese in vivo (Lancaster e Knoblich, 2014).
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Figura | - llustraciao dois principios da auto-organizacdo celular. (A) Segregacio de
células: Diferentes tipos de células (verdes e roxas) segregam-se e agrupam-se devido as diferentes
propriedades de adesdo conferidas pelas moléculas de adesao celular que expressam, diferencialmente
(barras castanhas e laranja); (B) Compromisso de linhagem espacialmente restrito: Os
progenitores (verdes) dao origem a células-filhas com maior diferenciagao (roxas), que, devido as
restrigoes espaciais do tecido e orientagao dos planos de divisao, sao forgadas a uma posigao especifica.
As divisdes seguintes originam células progressivamente diferenciadas. (Retirado de (Lancaster e
Knoblich, 2014))

4.1 Organoides cerebrais

Os organoides cerebrais, também denominados de organoides neurais ou, em inglés,
Brain-in-a-dish, sao modelos tridimensionais de tecido neural, com assinatura transcricional e
epigenética de um cérebro humano em desenvolvimento (Trujillo e Muotri, 2018). Sao
produzidos a partir de hPSCs que se diferenciam em progenitores neurais e resultam em
estruturas altamente complexas contendo multiplos tipos de neuronios organizados em areas
que apresentam caracteristicas de regioes distintas do SNC, incluindo o cortex cerebral, com

comparavel disposi¢ao espago-temporal (Rigamonti et al., 2016; Lancaster et al., 2013).

Os modelos atuais de organoides cerebrais abriram uma oportunidade sem
precedentes de modelar diferentes aspetos celulares do desenvolvimento e doenga do
cérebro humano, tais como os processos proliferagao, diferenciagao e migragao celular.
Podem recapitular parte da estrutura, desenvolvimento e funcionalidade do cérebro e
recapitular o microambiente celular (Willner et al., 2021; Quadrato e Arlotta, 2017; Quadrato,

Brown e Arlotta, 2016).

Estes organoides constituem tipos de células amplamente diversos, desde glia radial
polarizada, progenitores intermediarios, até neurdnios corticais de camadas especificas.
Avangos mais recentes permitiram gerar organoides cerebrais de regices especificas, como o

mesencéfalo, o hipotidlamo, o cerebelo, ou ainda organoides cerebrais com tipos de células
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sensiveis a luz, vascularizagao para compreender as intera¢oes da Barreira Hematoencefalica

(BHE) e organoides cerebrais com microglia (Ramani, Pranty e Gopalakrishnan, 2021).

Para garantir a relevancia fisiologica e robustez dos resultados é fundamental a sua
analise. E analisada a resposta a farmacos, a atividade eletrofisiolégica e perfis transcriptomicos
e proteomicos. As alteragoes resultantes de mutagoes ou alteragoes especificas podem ser
estudadas comparando os organoides de controlos aqueles que possuem modificagoes

genéticas especificas ou originados de doentes (Willner et al.,, 2021).

5. METODOLOGIAS DE OBTENGCAO

Atualmente ha varios modelos e protocolos para gerar organoides 3D, cada um com
as suas vantagens e desvantagens ou limitagoes especificas (Quadrato, Brown e Arlotta, 2016).
Ao decidir qual o método a utilizar, devem considerar-se varias variaveis, como consideragoes
técnicas, tempo necessario para a sua formagao e qual a questao bioldgica especifica em estudo
(Kelava e Lancaster, 2016). Abaixo sao descritas as multiplas descobertas e protocolos gerados

para a obtengao das técnicas de culturas tridimensionais existentes.

5.1 Segregacao - agregacao

Os métodos de produgao de organoides baseiam-se em estudos iniciais, in vitro, de
dissociagao e reagregacao celular (Lancaster e Knoblich, 2014). Estes apontam para uma
capacidade das células se organizarem entre si para formar estruturas com as mesmas
propriedades histogénicas dos tecidos in vivo. A base para este rearranjo autbnhomo, conhecida
como a hipotese de adesao diferencial de Steinberg, resulta de processos de segregacao de
células com propriedades adesivas semelhantes em dominios com diferentes forgas adesivas,
num padrao termodinamicamente mais estavel, processo designado na literatura anglosaxonica
por cell sorting out, ou segregacao celular, descrito na Figura | (A). A adesao diferencial ¢é
mediada por proteinas de adesao a superficie celular. Por exemplo, a divisao celular da
ectoderme neural e epidérmica dos vertebrados, resulta de uma expressao diferencial de
caderina (Lancaster e Knoblich, 2014; Benito-Kwiecinski e Lancaster, 2020). Essa capacidade
de dissociagao e agregagao foi demonstrada para um grande nimero de tecidos, incluindo rim,
figado, pele e varias regices do SNC (Kelava e Lancaster, 2016).

Um segundo mecanismo, comprometimento de diferenciagaio numa linhagem ou
lineage commitment, (ver Figura | (B)) que influencia a morfogénese tecidular, inclusivamente a
formacao de camadas estratificadas, esta associado as decisoes de destino do progenitor

celular, temporal e espacialmente restritas. Essa estratificagio depende da orientagao
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adequada da divisao das células progenitoras iniciais, da interacao das divisdes simétricas e
assimétricas e da migragao de células-filhas diferenciadas para locais definidos dentro do tecido

(Lancaster e Knoblich, 2014).

Estes estudos sobre a dissociagao-reagregagao demostraram que a formagao de tecido
ocorre independentemente de uma pré-padronizagao. Apesar de inicialmente agrupadas de
forma aleatdria, as células, reagregadas, organizam-se em regides distintas de um tecido

(Benito-Kwiecinski e Lancaster, 2020).

5.2 Rosetas neurais

A partir de células isoladas em estudos de dissociagao-reagregacao, os modelos de
rosetas neurais foram os primeiros modelos do SNC estabelecidos, a partir de ESCs, em 2001.
Provou-se que agregados de diferenciacio espontinea de hPSCs, chamados Corpos
Embrioides (EBs), podiam ser direcionados para uma linhagem neural e cultivados em placas
revestidas para gerar grupos de células neuroepiteliais que se auto-organizavam para formar
rosetas. Os EBs exibem caracteristicas do tubo neural embrionario, incluindo um epitélio
pseudoestratificado com polaridade apical-basal, e recapitulam as propriedades in vivo da glia
radial (GR), geram populagdes intermediarias e detém uma organizacdo grosseiramente
idéntica as zonas progenitoras ventricular (VZ) e subventricular (SVZ) (Kelava e Lancaster,

2016; Logan et al., 2019; Lullo, Di e Kriegstein, 2017; Koo et al,, 2019).

As rosetas neurais sao consideradas modelos bidimensionais de maior complexidade,
modelos 2.5D. Por serem células epiteliais polarizadas, organizam-se para formar um arranjo
radial caracteristico que permite uma melhor recapitulagao, in vitro, do desenvolvimento
cortical, salientando a interdependéncia estrutura-fun¢ao a nivel celular (Kelava e Lancaster,

2016; Lancaster 2016; Chang et al., 2020).

5.3 Cultura de corpos embrioides livre de soro (SFEBq)

Em 2003, foi desenvolvido um protocolo para diferenciar ESCs em precursores neurais
na auséncia completa de soro, fatores de crescimento ou outros sinais indutivos,
demonstrando a notavel capacidade das hPSCs adquirirem espontaneamente identidades
neurais (Qian e Julia, 2021). A combinagao da abordagem das rosetas neurais, derivadas de
EBs, e a diferenciagao na auséncia de soro permitiu o estabelecimento do método denominado
SFEBq: Cultura flutuante livre de soro de corpos embrioides, com reagregacao rapida (Hartley

e Brennand, 2017; Quadrato, Brown e Arlotta, 2016; Quadrato, Brown e Arlotta, 2016).
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Desta técnica resultam estruturas auto-organizadas semelhantes ao cortex cerebral
humano em desenvolvimento relativamente a citoarquitetura geral, transcrigao e expressao
proteica. Essas estruturas possuem complexidade especifica de camada e os dois principais
neurotransmissores do cortex, glutamatérgico e GABAérgico (Hartley e Brennand, 2017). A
abordagem SFEBq tem-se revelado altamente proficiente na geracao de uma variedade de
regioces especificas do cérebro, incluindo adeno-hipdfise, cerebelo, retina, prosencéfalo e

hipocampo (Kelava e Lancaster, 2016).

5.4 Inducdo neural

Apesar do seu sucesso, o processo de diferenciagao neural na auséncia de soro e sinais
indutivos nao se mostrou totalmente eficiente, e nesse sentido foram feitas experiéncias

usando fatores de indugao neural (Kelava e Lancaster, 2016).

Normalmente, a indugao neural em organoides cerebrais inclui a inibigao da sinalizagao
SMAD para inibir a formagao da mesoderme e da endoderme, seguida do fornecimento de
morfogénios especificos e moléculas que induzem especificagao do destino celular (Lullo, Di e
Kriegstein, 2017). A especificagdo da camada germinativa é altamente dependente da
superfamilia TGFb (Fator de Crescimento Transformador Beta), que sinaliza por meio de
fatores designados de SMADs. Entre eles sao inibidas, as Bmps (proteinas morfogenéticas
osseas) e Nodal/activina, que sao promotores nao neurais (Kelava e Lancaster, 2016). Os
organoides do prosencéfalo, por exemplo, podem ser gerados pela dupla inibigao das vias
TGFb / Bmp e GSK-3 (Glicogénio Sintase Quinase 3). A formagao de outras areas cerebrais

in vitro segue protocolos idénticos com diferentes fatores de indugao (Truijillo e Muotri, 2018).

5.5 Matrigel

Podem ser obtidas culturas celulares tridimensionais baseadas numa estrutura / matriz
mediante cultivando as células numa matriz 3D ou suspendendo as células numa matriz liquida
seguidamente polimerizada. Varias matrizes suporte (Scaffolds) foram concebidas, de entre as
quais se destacam o Matrigel, e o acido hialurénico e, baseados em material sintético,
polietilenoglicol (PEG), dlcool polivinilico (PVA) e policaprolactona (PLA) (Qian e Julia, 2021).
O Matrigel, mais comumente utilizado, € uma matriz extracelular rica em lamininas, segregada
pela linha tumoral Engelbreth-Holm-Swarm (Kelava e Lancaster, 2016; Lancaster e Knoblich,

2014).

Esta técnica levou a geragao de organoides neurais Unicos com representagoes de

varias regioes cerebrais diferentes. A abordagem comega com EBs flutuantes, sem fatores de

45



crescimento adicionados para formacao de regioes especificas. Estes agregados sao
incorporados no Matrigel permitindo o crescimento de grandes botoes neuroepiteliais, que
se desenvolvem espontaneamente em varias regidoes como retina, cortex dorsal, prosencéfalo

ventral, plexo coroide e hipocampo (Clevers, 2016).

5.6 Biorreator giratoério

A adigao de agitagao posterior nas culturas flutuantes promoveu a formagao de tecidos
muito maiores do que os descritos anteriormente. Esta nova estratégia evita a reduzida
disponibilidade de oxigénio e nutrientes observada nas construgoes tridimensionais (Hartley
e Brennand, 2017). A combinagao do crescimento de organoides cerebrais em goticulas de
Matrigel com o uso de um biorreator giratorio resultou em organoides com crescimento até
4 mm com lobos cerebrais continuos de mais de | mm de comprimento, contendo cavidades
cheias de liquido que se assemelham a ventriculos, em vez dos pequenos lumens semelhantes

a tubos neurais das rosetas (Kelava e Lancaster, 2016; Hartley e Brennand, 2017).

A escalabilidade da geragao de organoides por meio de biorreatores foi melhorada de
forma dramatica por meio da aplicagao de um biorreator giratorio miniaturizado de varios
pogos, SpinQ, ilustrado na Figura 2, com o auxilio de design de software computadorizado e
tecnologias de impressao 3D. O SpinQ requer apenas um minimo de meio, encaixa-se huma
placa convencional de 12 pogos e pode ser construido em versao empilhavel, permitindo um

projeto em larga escala, num sistema simples e economico com reduzida area ocupada

(Hartley e Brennand, 2017; Qian et al., 2016).

O baixo custo da plataforma permitiu otimizar os protocolos de geragao de organoides
do prosencéfalo com heterogeneidade e variabilidade minimizadas para anadlises quantitativas
mais robustas e melhor recapitulagio do cértex humano em desenvolvimento. Estes
organoides exibem uma regiao semelhante a SVZ com Células Progenitoras Neurais (NPCs)
que partilham caracteristicas moleculares e morfologicas da glia radial, subtipos neuronais
organizados encontrados em todas as seis camadas corticais e subtipos neuronais

GABAérgicos (Qian et al,, 2016).
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Figura 2 - Esquema de um biorreator rotativo Spin(Q e sintese do protocolo de organoide
nele desenvolvido. (A) Desenho ilustrativo da versao de |2 pogos do biorreator SpinQ; (B)
Diagrama esquematico do protocolo de organoide do prosencéfalo com imagens de fase de amostra
em diferentes dias, com barras de escala, 200 mm; (C e D) Imunocoloragio de organoides do
prosencéfalo nos dias 14, 63 e 84, barras de escala, 100 mm. (Retirado de (Qian et al., 2016))

5.7 Modelos organoides existentes atualmente

Em sintese, as culturas celulares 3D podem ser geradas por meio de duas vias: a)
formagao de uma estrutura/andaime com biomateriais ou matriz extracelular; b) esferoides
livres formados associagao espontinea (Qian e Julia, 2021). Estes organoides cerebrais,
derivados de hPSCs, auto-organizam-se para formar EBs, cultivados ou nao sob a presenga de
moléculas de indugao neural e fatores de padronizagao, dao origem a organoides de cérebro,
mais ou menos organizados, ou organoides de regioes cerebrais especificas, como ilustrado

na Figura 3 (Willner et al., 2021).

A maioria dos modelos organoides focam-se na geragao de tecido do cortex cerebral,
porém foram ja desenvolvidos modelos organoides de outras regioes especificas do cérebro
humano importantes para modelar a disfungao presente nas varias areas cerebrais (Quadrato,
Brown e Arlotta, 2016). Estes organoides, de mesencéfalo, hipocampo, hipotilamo e cerebelo,
etc., sao coletivamente classificados como organoides cerebrais de regices especificas (Chen,

Song e Ming, 2019).
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Figura 3 - llustracio comparativa do desenvolvimento cerebral in vivo e in vitro. Na
embriogénese, in vivo, apds a formagao do blastocisto, o embrido passa por gastrulagao e formagao
das trés camadas germinativas: ectoderme, mesoderme e endoderme, derivando o SNC da ectoderme
neural. Esta origina a placa neural, que se dobra e funde para formar o tubo neural, uma lamina fechada
de epitélio com polaridade apical-basal radialmente organizado em torno de um limen cheio de fluido
que posteriormente se desenvolve em ventriculos cerebrais. Sio estabelecidos dois eixos por meio da
acao concertada de gradientes morfogénicos (Shh, Fgf, Wnt/Bmp) que permitem que o tubo
epitelial se subdivida em quatro regides principais: o prosencéfalo, o mesencéfalo, o rombencéfalo e a
medula espinhal. In vitro, agregados de hPSCs (ESC ou iPSC) sao guiados em diregao a um destino
neuroectodérmico e formam botoes semelhantes a tubos neurais apos a adigdo de componentes da
matriz extracelular (ECM). Os organoides cerebrais auto-organizam em varias identidades regionais
do cérebro de uma maneira heterogénea e aleatoria ou, sob direcio de moléculas de sinalizagao,
formando regices cerebrais especificas. (Adaptado de (Benito-Kwiecinski e Lancaster, 2020))

Note-se que organoides padronizados que originam varias regioes cerebrais podem
ser gerados, paralelamente, com diferentes protocolos e, posteriormente, fundidos em
“assembldides” para modelar as interagoes inter-regionais do cérebro. Estes assembldides
formaram-se por meio da fusio de organoides do prosencéfalo dorsal e ventral. Nessas
estruturas, os intraneurdnios originarios da regiao ventral translocam-se para a regiao dorsal,

de forma semelhante a situagao in vivo (Amin e Pasca, 2018; Papaspyropoulos et al., 2020).

Por forma a verificar a robustez e comparabilidade dos organoides formados, pelas
variadas técnicas, foram feitos diversos estudos, entre eles estudos de sequenciagao de RNA
(acido ribonucleico) de uma Udnica célula. Estes permitiram comparar os programas de

expressao génica de células dentro de organoides cerebrais aos do desenvolvimento do
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neocértex humano fetal, mostrando que sao notavelmente semelhantes (Clevers, 2016). A
andlise revelou programas de transcricao de progenitor para neurdénio em organoides
cerebrais, semelhantes aos do cértex em desenvolvimento, e diversos tipos de células de
linhagens neuronais e mesenquimais, o que se traduz na validagao do estudo de aspetos do

desenvolvimento cortical humano em culturas organoides (Hartley e Brennand, 2017).

6. VANTAGENS DOS MODELOS 3D

Os primeiros modelos de estudo do cérebro usados foram os modelos de tecido pos-
mortem e os modelos animais, os primeiros para a observagao de caracteristicas humanas, os
segundos para o estudo do desenvolvimento cerebral e triagem de farmacos, em roedores; da
manifestagao clinica, nomeadamente tragos cognitivos, comportamentais e sociais, em
primatas (Kelava e Lancaster, 2016; Ardhanareeswaran et al.,, 2017; Qian e Julia, 2021). Para
estudos funcionais, foram desenvolvidos sistemas in vitro que recapitulassem as caracteristicas
de desenvolvimento cerebral in vivo. Métodos de cultura de células em monocamada
permitiram a caracterizagao de diversos processos neuronais. Sao modelos simplistas, mas
importantes pela homogeneidade e escalabilidade, para anadlises de morfologia celular,
excitabilidade neural, formagao de sinapses, para além de triagens genéticas e farmacologicas
de alto rendimento (Kelava e Lancaster, 2016); (Ardhanareeswaran et al., 2017; Amin e Pasca,

2018 Koo et al,, 2019); Quadrato, Brown e Arlotta, 2016).

Estes modelos, manifestamente Uteis, apresentam inimeras limitagoes, sintetizadas na
Tabela A do Anexo Il, que impedem o progresso no conhecimento sobre o cérebro humano

e impulsionam o progresso em modelos celulares mais complexos.

Os modelos organoides sao estruturas 3D sofisticadas que representam com precisao
a morfologia dos 6rgaos. Estes modelos trouxeram inUmeras vantagens no que diz respeito a
mimetizacao da arquitetura e funcionalidade dos tecidos, bem como na compreensio de
aspetos celulares do desenvolvimento e doenca do cérebro, tais como proliferacao,
diferenciagao, e migragao celular, assim como o estudo de terapias (Quadrato e Arlotta, 2017;

Ho, Pek e Soh, 2018).

Os organoides 3D sao capazes de se diferenciar para formar uma populagao celular
heterogénea que se auto-organiza numa arquitetura complexa e estabelece um microambiente
fisiologicamente relevante. Por exemplo, astroécitos, microglia e oligodendrocitos, geralmente
ausentes nas culturas neuronais em monocamada, sao importantes no estudo do cérebro
humano pelas fungoes reguladoras que desempenham. Além disso, muitos estagios de

maturagao neuronal ocorrem em escalas de tempo muitas vezes mais longas do que a cultura
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em monocamada tipica pode ser mantida, limitando etapas finais do desenvolvimento como
gliogénese, mielinizagao axonal e propriedades eletrofisiologicas/sinapticas (Amin e Pasca,

2018).

Adicionalmente, estas culturas fornecem uma oportunidade de recapitular o efeito
essencial da matriz extracelular e a organizagao espacial dos recetores de superficie celular

envolvidos nas interagoes entre as células (Quadrato e Arlotta, 2017).

Um outro valor fundamental destes sistemas assenta no facto de que, embora ainda
reducionistas, sao os Unicos sistemas que podem modelar estados genéticos humanos que s6
podem ser estudados no contexto de todo o genoma humano, e que, portanto, por defini¢ao,
nao podem ser modelados em modelos animais. A natureza poligénica de muitas doencgas de
neurodesenvolvimento e neuropsiquiatricas oferece um excelente exemplo. De facto, a
flexibilidade experimental dos organoides é mais uma vantagem, conseguida, por exemplo,
pelas técnicas de edicao do genoma (Quadrato e Arlotta, 2017); (Kelava e Lancaster, 2016);

Chen, Song e Ming, 2019).

7. APLICACOES

Os organoides sao uma area em crescimento e com muito potencial (Lancaster e
Knoblich, 2014). Os organoides derivados de hPSCs que foram estabelecidos apresentam
multiplas aplicagoes, cada uma adaptada ao 6rgao em causa, homeadamente, screening de
farmacos e toxicologia, particularmente em organoides de figado, modelagao de doengas
(incluindo o cancro), terapia génica, identificacao de biomarcadores ou estudo das interagoes
microrganismo-hospedeiro (Hartley e Brennand, 2017; Clevers, 2016).

Os organoides sao passiveis de essencialmente todas as analises biologicas celulares e
moleculares que foram desenvolvidas para as primeiras linhas celulares de monocamada.
Assim, fornecem mais uma etapa, entre as linhas celulares e os estudos in vivo, para estudar as

fungoes genéticas basicas e os processos celulares (Clevers, 2016; Lancaster e Knoblich, 2014).

Relativamente aos organoides cerebrais, as principais aplicagoes centram-se no estudo
aprofundado do neurodesenvolvimento, organogénese e neurogénese; e na modelagao das

multiplas doencas que afetam este 6rgao.

7.1 Modelagcao de doencas do cérebro

O estudo que primeiro descreveu o protocolo para o cultivo de organoides usou-o

para o estudo de uma patologia genética de neurodesenvolvimento - a microcefalia primaria
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(Kelava e Lancaster, 2016; Clevers, 2016). Fibroblastos de um doente com microcefalia grave,
com mutagao no gene que codifica a proteina 2 associada a subunidade reguladora de CDK5
(CDK5RAP2) foram usados para produzir iPSCs e cultivar organoides que apresentaram um

fenotipo caracteristico da doenga (Kelava e Lancaster, 2016; Hartley e Brennand, 2017).

Uma outra area de grande interesse é o estudo de caracteristicas fenotipicas de
etiologia poligénica de doengas cognitivas e comportamentais, como transtornos do espectro
autista ou esquizofrenia (Kelava e Lancaster, 2016). Neste caso, os modelos organoides
fornecem tecido vivo e funcional para analise de caracteristicas eletrofisiolégicas ou

comportamentos celulares dindmicos (Lullo, Di e Kriegstein, 2017).

Atualmente, os organoides cerebrais estao a ganhar um papel de cada vez maior
destaque no estudo de doengas neurodegenerativas, conforme descrito na secgao seguinte

(Bordoni et al., 2018; Lancaster e Knoblich, 2014).

Os modelos organoides 3D demonstraram ser também muito importantes na
observagao da resposta biologica e efeitos resultantes a fatores ambientais, nomeadamente,
infe¢oes virais (Ardhanareeswaran et al., 2017). Por exemplo estudos com estes modelos
detetaram uma relagao entre a infecao pelo virus Zika (ZIKV) e o desenvolvimento de
microcefalia, abrindo a porta para uma variedade de estudos potenciais de outros agentes
infeciosos, como o citomegalovirus, ou muito atual, o SARS-CoV-2 (Kelava e Lancaster, 2016;

Willner et al., 2021; Ardhanareeswaran et al., 2017; Bordoni et al., 2018).

Esta revisao incide particularmente sobre estas duas ultimas areas. Relativamente as
doengas degenerativas foca os modelos para a Doenga de Alzheimer, pela prevaléncia, custo
socioeconomico e desafio que ainda representa em termos de terapéutica; nas doengas
infeciosas, explicita os modelos organoides desenvolvidos para o estudo dos efeitos
neurologicos a nivel fetal da infecao pelo ZIKV e apresenta uma sintese de estudos em curso

com organoides cerebrais sobre efeito do SARS-CoV-2 no cérebro humano.

8. MODELAGAO DE DOENGAS DEGENERATIVAS

8.1 Doenca de Alzeimer

A Doenga de Alzheimer (DA) é a forma mais comum de deméncia e afeta, globalmente,
cerca de 50 milhdes de individuos (Papaspyropoulos et al, 2020; Bordoni et al, 2018).
Caracteriza-se por um declinio progressivo da capacidade cognitiva com grave compromisso
da memoria, podendo surgir adicionalmente sintomas nao cognitivos como alteragoes

neuropsiquidtricas associadas a depressao e apatia (Chang et al.,, 2020; Logan et al., 2019). Essas
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manifestagoes diversas aumentam a complexidade dos mecanismos patogénicos (Qian e Julia,

2021).

A Organizagao Mundial de Saide (OMS) define a Doenga de Alzheimer como uma
patologia neurodegenerativa de etiologia desconhecida com caracteristicas neuroquimicas e
neuropatologicas que incluem lesGes positivas e negativas (World Health Organisation, 1992);
(Serrano-Pozo et al, 2011). As lesdes positivas compreendem a formagao de Trangas
Neurofibrilares (NFTs) constituidas por agregados intracelulares de proteina Tau
hiperfosforilada e a presenca de placas amilodides, isto &, agregados extracelulares de peptideo
Beta-Amildide (AB). Incluem também a neuroinflamagao, desencadeada por uma ativagao
exacerbada da glia, e a disfuncao cerebrovascular. As lesGes negativas encerram a

degenerescéncia e perda neuronal e sinaptica resultantes (Serrano-Pozo et al., 201 |; Chang et

al., 2020).

A maioria dos casos clinicos de DA desenvolve sintomas em individuos com mais de
65 anos de idade e é atribuida a combinagao de fatores genéticos e ambientais. Representa
95% dos casos, coletivamente referidos como DA esporadica (DAE). A forma familiar de DA
(DAF), doenga autossomica dominante, desenvolve sintomas de inicio precoce e esta associada
a mutagoes em diversos genes, incluindo APP (Proteina Precursora Amildide), PSENI

(Presenilina 1) e PSEN2 (Presenilina 2) (Chang et al., 2020; Papaspyropoulos et al., 2020).

Note-se que os mecanismos da patogénese desta doenca degenerativa permanecem
insuficientemente compreendidos, em parte devido a falta de modelos relevantes que
mimetizem de forma abrangente as interagdes intercelulares de varios estagios em cérebros
humanos com DA (Park et al., 2018). Embora ainda nao seja claro quanto conhecimento se
pode obter dos organoides, &€ neste momento considerada a melhor alternativa,
particularmente para estudar os estagios iniciais da progressao da doenga (Koo et al., 2019;

Costamagna et al,, 2019).

8.1.1 Modelos 3D de Doenca de Alzeimer

Protocolos para meios de cultura tridimensionais derivados de células estaminais
neurais podem suportar uma rede celular com representagao realista dos tipos de células
neurais, incluindo neurdnios GABAérgicos, glutamatérgicos e dopaminérgicos, bem como
astrocitos e oligodendrocitos (Robbins e Price, 2017). Estes modelos organoides, para
modelagao da DA foram relatados pela primeira vez em 2014. Incorporados em Matrigel, os
organoides com células progenitoras neuronais humanas geneticamente modificadas para

sobre-expressar a APP e a PSEN, recapitularam com sucesso aspetos desta patologia como
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placas amiloides, emaranhados neurofibrilares e proteina Tau hiperfosforilada (Chang et al,

2020); (Papaspyropoulos et al., 2020).

Paralelamente, organoides derivados de hPSCs com sobrexpressao de variantes do
gene APP ou PSENI de doentes com DAF, ap6s um més em cultura, desenvolveram estruturas
semelhantes a vérias regides do cérebro, exibiram um aumento nos marcadores AP e

deposicao de placa amiloide, bem como tauopatia aumentada por comparagao ao controlo

(Chang et al., 2020; Lullo, Di e Kriegstein, 2017; Costamagna et al., 2019; Amin e Pasca, 2018).

Embora estes modelos 3D tenham recapitulado com sucesso as principais
caracteristicas patoldgicas da DA nao continham um evento patolégico essencial, a
neuroinflamagao, comumente induzida pela ativagao da microglia e astrocitos. A ativagao
sustentada da microglia resulta numa resposta neuroinflamatoéria cronica com aumento da

produgao de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a e IL-1B (Park et al., 2018).

Recentemente, um novo modelo organoide que integra neuronios, astrocitos e
microglia foi desenvolvido para modelar a DA com o uso de uma plataforma microfluidica. O
modelo exibiu caracteristicas criticas da patologia da DA, como agregacao de AB,
hiperfosforilagao de Tau, atividade neuroinflamatoria, com aumento de quimiocinas e citocinas
como CCL2, IL8, TNF-a e IFN-y, recrutamento microglial, clivagem axonal por
neurotoxicidade e libertacio de espécies reativas de oxigénio com efeitos nocivos nos
neurdnios e astrocitos do modelo, remodelagao da matriz extracelular e desregulagao

sinaptica (Papaspyropoulos et al., 2020; Chang et al., 2020; Lullo, Di e Kriegstein, 2017).

Neste modelo sofisticado, neurdnios e astrocitos derivados de NPCs foram co-
cultivados com microglia imortalizada humana, para investigar as interagoes
neuroimunoldgicas relacionadas a patogénese da DA (Amin e Pasca, 2018); (Park et al., 2018).
O dispositivo microfluidico usado contém duas camaras que mimetizam o ambiente da DA in
vivo para observar as interagoes entre os varios tipos de células neuronais. Neste caso, na
camara central foram introduzidos neuronios e astrocitos 3D com uma variante mutante de
APP, enquanto na camara angular foi introduzida microglia. As camaras, central e angular,
foram ligadas por canais de migracao formando gradientes de fatores solliveis. Usando esta
plataforma, observamos a migragao de células da microglia, em tempo real (Park et al., 2018).
Este sistema de tricultura facilita a compreensao das interagoes neural-glial da DA e abre uma
oportunidade para criar uma plataforma fisiologicamente relevante para o desenvolvimento de

novos alvos terapéuticos (Qian e Julia, 2021; Park et al., 2018).

Noutra abordagem, ilustrada na Figura 4, células semelhantes a microglia, geradas a

partir de iPSC com expressao de variantes da proteina APOE com diferentes suscetibilidades
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a DA foram combinadas com organoides do prosencéfalo derivados de DAF para formar
assembldides. O alelo E4 da APOE (APOE4) ¢ o fator de risco genético associado de forma
mais significativa para a DA esporadica, aumentando de forma marcada o risco de DA em
relagao ao alelo APOE3. Organoides cerebrais isogénicos APOE4 gerados por edigao de genes
de iPSCs saudaveis exibiram aumento dos agregados AP, hiperfosforilagao de Tau. Por outro
lado, a alteragao genética da variante do gene APOE4, de alto risco para a variante de baixo
risco (APOE3) usando CRISPR-Cas9 resultou em organoides com acumulagao reduzida de AP

(Koo et al., 2019; Amin e Pasca, 2018).

APP™ B B
e Amyloid B accumulation
— . pec /
APOE3
T e :o + — ,'v_-r\\Short processes
l : 5 CRISPR-Cas9
N B < Long processes

 APOE4 Microglia-
(isogenic) like cells

Figura 4 - Esquema representativo dos estudos da Doenca de Alzheimer em organoides
cerebrais. Para investigar o efeito da microglia na depuragao das placas AB na Doencga de Alzheimer,
células semelhantes a microglia derivadas de iPSCs (Microglia-like cells) foram co-cultivadas com
organoides exibindo sobrexpressao da proteina precursora de amiloide (APP). Organoides de células
semelhantes a micréglia com a variante do gene de baixo risco (APOE3) resultaram em menor
quantidade de agregados AP (representado no numero de circulos cinza) do que com células
semelhantes a microéglia isogénica da variante do gene de alto risco (APOE4) obtida pela técnica de
edicao de genoma, CRISPR-Cas9. (Adaptado de (Amin e Pasca, 2018)).

8.1.2 Agentes terapéuticos em estudo

Atualmente, ja ha estudos de organoides cerebrais com DA para avaliar o efeito de
agentes farmacologicos em varias caracteristicas da doenga, com principal destaque na

eliminagao de placas de AP e proteina Tau (Chang et al., 2020; Venkataraman et al., 2020).

Por exemplo, organoides do plexo coroide poderao contribuir para a descoberta de
farmacos, na medida em que este esta envolvido na produgao de Liquido Céfalo-raquideo
(LCR), que regula o movimento de nutrientes e outras substancias para o cérebro. Podem ser
usados em testes de alto rendimento de medicamentos ja aprovados que, com base na
biodisponibilidade, eficacia, seguranga e eliminagao sejam redirecionados para tratamento da

DA (Venkataraman et al., 2020).

Diversos estudos destacam a potencial aplicagao de inibidores da B e y-secretase, como

inibidores da BACEI. Estes compostos propiciam uma diminuigao na formagao de AP, bem
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como alteragoes positivas na patologia da Tau (Willner et al., 2021). O tratamento com estes
inibidores em organoides com mutagoes DAF, diminuiu os niveis de Tau fosforilada e os niveis
de AB42 toxico, sugerindo que fenotipos dependentes de Tau podem ser impulsionados pela
acumulagao excessiva de placas extracelulares AP (Papaspyropoulos et al., 2020; Chang et al.,
2020). Os autores mostraram também que a inibigao da espécie AP limitou a hiperfosforilagao
da proteina Tau apenas apos a redugao do peptideo AP, sugerindo que os fenotipos
impulsionados pela acumulagato de AP na DA podem surgir antes da tauopatia

(Papaspyropoulos et al., 2020).

Os organoides cerebrais tém também sido usados para explorar modificagoes pos-
tradugao nas moléculas responsaveis pela degradagao da proteina Tau. A desacetilase das
histonas 6 (HDACS), responsavel pela desacetilagao de a-tubulina e Tau, apresenta niveis
elevados na DA e pode estar envolvida na degradagao da Tau com base no seu envolvimento
na via de autofagia e no sistema ubiquitina-proteassoma. De igual modo, em organoides de
DA, niveis diminuidos de a-tubulina acetilada e aumentados de HDAC6 foram observados,

em paralelo com os agregados patoldgicos de tau.

Um inibidor da HDAC6 que penetra a BHE, designado CKD 504, foi testado em
organoides com variantes DAF, tendo os niveis de Tau e pTau diminuido, o que sugere o seu
potencial para resgatar a patologia Tau. Adicionalmente, este inibidor reduziu os niveis de Tau
na presenga de um inibidor lisossomal, mas nao degradou a Tau na presenga de um

proteassomal, permitindo indicar que esta é degradada por uma via proteassomal

(Venkataraman et al., 2020).

Apesar destes avangos, mais estudos em organoides sao necessarios para investigar se
a remocao de espécies toxicas de AP ou proteina Tau, antes do inicio da sua agregacao, fungao
sindptica alterada ou surgimento de défices cognitivos, podem prevenir ou retardar o

desenvolvimento da patologia DA (Venkataraman et al., 2020).

Como nota final, importa referir que outras patologias neurodegenerativas também
foram investigadas com organoides cerebrais. Por exemplo, organoides do mesencéfalo
recapitulam com sucesso a diferenciacao anormal e aumento da morte celular de neuronios

dopaminérgicos que caracterizam a doenca de Parkinson (Willner et al., 2021).

55



9. MODELAGAO DE DOENGAS INFECIOSAS

9.1 Virus Zika (ZIKV)

O ZIKV pertence ao género flavivirus da familia Flaviviridae de virus de RNA de cadeia
positiva, e é transmitido ao Homem por vetores artropodes. (Qian e Julia, 2021). O agente
infecioso teratogénico foi descoberto pela primeira vez no sangue de um macaco rhesus na
floresta Ziika, no Uganda, em 1947, e embora se tenha espalhado até a Asia, causou apenas

pequenos surtos esporadicos, até ao recente surto na América do Sul (Rooks, M.G and

Garrett, W.S, 2017).

A OMS declarou, em 2016, o virus Zika (ZIKV) como Emergéncia de Satde Publica de
Preocupacao Internacional, em parte devido a incerteza em torno do aumento de casos de
microcefalia e outros disturbios neurologicos coincidente com surtos de infecao por ZIKV, na
América do Sul (Qian et al., 2016; Amin e Pasca, 2018; Rooks, M.G and Garrett, W.S, 2017).
A suspeita de ligacao entre a infecao pelo ZIKV e a microcefalia é uma preocupagao global

para a saude (Tang et al., 2017).

Apesar da evidéncia clinica mostrar que o ZIKV existia no feto e no liquido amnidtico
da mae infetada, a compreensao mecanicista de como o ZIKV induzia danos durante o
desenvolvimento cerebral embrionario era insuficiente para estabelecer uma relagao causal

(Koo et al,, 2019); (Costamagna et al., 2019; Lullo, Di e Kriegstein, 2017).

Sabendo que células diferenciadas de iPSCs sao suscetiveis a infegoes com patogénios
humanos e em conjunto com modelos animais, organoides do cérebro humano permitiram
confirmar uma ligagao mecanistica entre o ZIKV e a microcefalia, assim como compreender
os alvos celulares, a patogénese da doenca e ainda testar intervengoes terapéuticas (Trujillo e

Muotri, 2018; Rooks, M.G and Garrett, W.S, 2017; Tang et al., 2017; Costamagna et al., 2019).

9.1.2 Estudos com organoides cerebrais

Os organoides cerebrais ganharam um impulso significativo ao permitirem modelar os
mecanismos da doenga associada ao ZIKV durante a epidemia de 2016 (Ramani, Pranty e
Gopalakrishnan, 2021). De facto, os biorreatores giratorios miniaturizados, SpinQ), referidos
acima, foram usados primeiramente para gerar tecido organoide do prosencéfalo
subsequentemente infetado com ZIKV de estirpe africana (MR766 ou ZIKVM). Esses
organoides exibiram uma regiao semelhante a SVZ, NPCs com caracteristicas moleculares e
morfoldgicas da GR humana e subtipos neuronais organizados nas seis camadas corticais (Qian

et al, 2016; Hartley e Brennand, 2017).
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Estudos iniciais usando culturas 2D de NPCs revelaram que as estirpes de ZIKV sao
neurotropicas e causam apoptose de progenitores neurais (Kelava e Lancaster, 2016; Gabriel
et al, 2020). Os organoides cerebrais de iPSCs, por reproduzirem os eventos de
desenvolvimento cerebral humano, com comparavel organizagao estrutural, propriedades e
assinatura molecular, permitem a investigacao direta dos efeitos da infecao pelo ZIKV na
espessura da camada cortical, para abordar questoes relacionadas ao tropismo celular num
tecido complexo (Rooks, M.G and Garrett, W.S, 2017). O modelo organoide cerebral oferece
a oportunidade de avaliar a infegdo a medida que ela progride ao longo do tempo para

identificar os efeitos especificos de tempo, espaco e tipo de célula (Logan et al., 2019).

A infecao por ZIKV de organoides em estagio inicial, correspondente ao primeiro
trimestre do desenvolvimento fetal humano, levou a uma redugao significativa tanto na VZ
como na espessura da camada neuronal, semelhante ao que ocorre na microcefalia (Qian et
al, 2016). A analise quantitativa detalhada revelou que o ZIKV pode atingir diretamente as
NPCs nas zonas ventriculares e que a infegao por ZIKV pode causar deplegao destas células,
levando a redugao geral do tamanho dos organoides, conforme observado com a microcefalia
primaria hereditaria (Amin e Pasca, 2018; Koo et al,, 2019). A nivel molecular, a infecao pelo
ZIKV leva a desregulagao de diversas vias de sinalizagao, incluindo a regulagao negativa dos
genes do ciclo celular e a regulagao positiva dos genes da apoptose em NPCs

(Ardhanareeswaran et al., 2017; Rooks, M.G and Garrett, W.S, 2017).

Foram estabelecidos diferentes protocolos de organoides cerebrais que geraram
resultados coerentes. Entre eles, destaca-se o tropismo especifico para NPCs no tecido 3D
(Costamagna et al., 2019). Sinteticamente, destacou-se uma diminuigao geral do tamanho dos
organoides, resultante de apoptose significativa, supressao da proliferagao de NPCs e
diferenciagao neural prematura (Qian e Julia, 2021; Lullo, Di e Kriegstein, 2017; Trujillo e
Muotri, 2018). A diferenciagao prematura e proliferagao reduzida afetam particularmente as
células progenitoras apicais da zona ventricular em proliferacao (Logan et al, 2019).
Observou-se também um aumento significativo no tamanho do limen dentro das estruturas
ventriculares, semelhante ao observado em casos clinicos, paralelamente a redugao da camada
proliferativa e camada neuronal (Hartley e Brennand, 2017; Qian et al., 2016). Em relagao a
proliferacao de células infetadas, os estudos inicialmente divergentes confirmam o aumento
significativo de células infetadas, consistente com infegao produtiva por ZIKV

(Ardhanareeswaran et al., 2017; Koo et al,, 2019; Tang et al., 2017).

Foram estudados diferentes mecanismos potencialmente responsaveis pelos resultados

acima observados. Estes incluem a regulagao positiva do receptor 3 toll-like (TLR3), a regulagao

57



positiva de vias pro-apoptoticas, ativagao de p53, desregulagao do ciclo celular, interrupgao
do crescimento e diferenciagio de NPCs que regulam a proteina de ligagao de RNA,
destabilizacao do complexo de jungao aderente e diferenciacao prematura de NPCs (Gabriel

et al.,, 2020).

A'infegao por ZIKV de organoides ativa a expressao do TLR3, associado a diferenciagao
prematura com comprometimento do destino celular, desregulagio da neurogénese e
apoptose. Um aspeto importante é que compostos que inibem competitivamente este recetor
podem melhorar a patologia de ZIKV (Ho, Pek e Soh, 2018; Lullo, Di e Kriegstein, 2017; Qian
e Julia, 2021). Os organoides que foram tratados com inibidor competitivo de TLR3
atenuaram, em parte, a apoptose severa e a redugao do tamanho (Hartley e Brennand, 2017;

Quadrato e Arlotta, 2017; Logan et al., 2019).

O laboratério de Gergely identificou uma sequéncia na regiao nao traduzida de uma
estirpe de ZIKV, que controla a expressao de Musashi-| a nivel pos-transcricional. A Musashi-
| é uma proteina de ligagdo ao RNA neural que regula o crescimento e a diferenciagao das
NPCs e, curiosamente, foram identificadas mutacoes na Musashi-l em doentes com
microcefalia primaria. O ZIKV, ligando-se e impedindo a ligagdo do Musashi-| aos seus alvos
fisiologicos, interfere com o ciclo de vida das NPCs, desencadeando a diferenciagao prematura

dos mesmos (Gabriel et al., 2020).

Foram feitos outros testes para estudar a alteragao da proliferagao de GR na VZ de
organoides cerebrais em desenvolvimento. Estes mostraram um numero significativamente
elevado de GR com planos de divisao vertical. De facto, ha uma troca precoce de planos de
divisao em progenitores em divisao, de horizontal, necessario para a expansao simétrica, para
vertical, consistente com a diferenciagcao prematura, contribuindo para a deplegao do nimero
de progenitores e redugao do manto cortical. Foram adicionalmente identificados defeitos
estruturais nos centriolos da GR infetados, outro mecanismo critico que podera estar
subjacente a diferenciagao prematura (Gabriel et al., 2020; Lancaster et al., 2013; Amin e Pasca,

2018; Logan et al., 2019).

Para investigar, a nivel molecular, o impacto da infecao em NPCs, foram aplicadas
andlises transcriptomicas globais (RNA seq), que detetaram um grande nimero de genes
expressos de forma diferencial apds a infegao viral. Resultado da infegao viral, houve um
enriquecimento particular de genes regulados negativamente em vias relacionadas com o ciclo
celular e, simultaneamente, regulagao positiva de genes associados a transcri¢ao, transporte
de proteinas e processos catabolicos. Por exemplo, consistente com o aumento da ativagao

da caspase-3 observada por imunocitoquimica, a andlise de RNA-seq revelou a regulagao
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positiva de genes envolvidos na regulagao da via apoptética, resultando em morte celular,

mediada por caspase-3 (Tang et al., 2017; Amin e Pasca, 2018).

9.1.3 Agentes terapéuticos em estudo

Entre milhares de compostos selecionados em culturas de monocamada, o Emricasan
foi o supressor mais potente da atividade da caspase em cultura celular. Quando testado em
organoides do prosencéfalo, o Emricasan demonstrou ser anti-apoptético e neuroprotetor,
porém nao foi capaz de suprimir a replicagao do virus no SNC em desenvolvimento (Qian e
Julia, 2021; Amin e Pasca, 2018; Costamagna et al., 2019). Num outro screening de farmacos
em NPCs, diversos compostos inibiram a replicagao do ZIKV sem afetar negativamente a
proliferagao celular. Destes, destacaram-se, pela eficacia, o Bromidrato de Hipeastrina (HH) e
o Dicloridrato de Amodiaquina di-Hidratado. Quando testado em organoides do prosencéfalo
infetados com ZIKV, o HH inibiu a apoptose mediada por ZIKV e suprimiu o ZIKV (Amin e
Pasca, 2018; Ho, Pek e Soh, 2018). Noutra abordagem, farmacos bem-sucedidos noutras dreas,
como a Cloroquina e o Sofosbuvir, também levaram ao tratamento de organoides humanos
infetados com ZIKV, normalizando a espessura da placa cortical e impedindo a morte celular

(Trujillo e Muotri, 2018).

9.2 SARS-CoV-2

O virus da sindrome respiratoria aguda grave coronavirus - 2 (SARS-CoV-2) provocou
a atual pandemia mundial, responsavel por mais de 194 milhoes de infe¢coes entre as quais 4
milhdes de mortes, a nivel mundial, a data de 25 de junho de 2021 (COVID Live Update:
194,425,481 Cases and 4,168,714 Deaths from the Coronavirus - Worldometer, [s.d.]; Qian e Julia,
2021). Assim, a pesquisa sobre o SARS-CoV-2 tornou-se uma necessidade devido a magnitude
da sua disseminagao por todo o mundo (Sanclemente-Alaman et al., 2020). No inicio de 2020
a OMS declarou o surto como uma emergéncia de saldde publica de interesse internacional e
anunciou a doenca causada pelo SARS-CoV-2 como doenga coronavirus 2019 (COVID-19)
(Ge et al,, 2020).

Até ao momento, pensa-se que o SARSCoV-2 medeia sua entrada nas células
hospedeiras através de uma glicoproteina da espicula do virus (S) que compreende 2
subunidades. A subunidade S| facilita a ligagao do virus a Enzima Conversora de Angiotensina
2 (ACE2), recetor de superficie da célula hospedeira, e a subunidade S2 permite a fusao da
membrana do virus com a célula (Qian e Julia, 2021). Note-se que a ACE2 é expressa na

superficie das células epiteliais do trato respiratorio inferior, células endoteliais de artérias e
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veias, células da mucosa intestinal, células renais, células do sistema imunitario, células gliais e

neurdnios (Sanclemente-Alaman et al., 2020).

As principais manifestagoes clinicas de doentes infetados com SARS-CoV-2 incluem
predominantemente febre, tosse, fadiga e dispneia (Ge et al., 2020; Bodnar et al., 2021). Assim,
o foco até o momento tem sido principalmente o sistema respiratorio, porém, um aspeto
importante ainda desconhecido do SARS-CoV-2 é seu potencial impacto, a curto e longo
prazo, no SNC (Sanclemente-Alaman et al., 2020; Venkataraman et al., 2020; Ramani, Pranty e

Gopalakrishnan, 2021).

9.2.1 Manifestacoes neurolégicas

Como acima referido, a ACE2, que atua como recetor de entrada do SARS-CoV-2, é
detetada no cérebro, altamente concentrada em varios locais, incluindo substancia negra, giro
temporal médio e cértex cingulado posterior, sugerindo que o cérebro humano pode ser um
alvo extrapulmonar da infecao por SARS-CoV-2 (Mao e Jin, 2020). Efetivamente, organoides
cerebrais tratados previamente com anticorpos anti-ACE2 reduziram a entrada viral,
mostrando o papel relevante da ACE2 na internalizagao do SARS-CoV-2 nos neuronios
(Ramani, Pranty e Gopalakrishnan, 2021). Para além desta via de entrada, ha mais duas
hipoteses apontadas de momento para a entrada do virus no cérebro que sao os nervos
olfatorios na cavidade nasal e a rutura da BHE, induzida pelas citocinas inflamatoérias (Mao e

Jin, 2020).

Efetivamente, estudos conduzidos em diferentes paises indicam que cerca de 30% a
40% dos pacientes com COVID-19 desenvolverem efeitos nefastos no SNC, principalmente
em casos de infecao grave (Sanclemente-Alaman et al, 2020; Venkataraman et al., 2020;
Ramani, Pranty e Gopalakrishnan, 2021). Estes estudos, entre outros, destacam que, embora
a taxa de sintomas neuroldgicos nao seja alta, ha um potencial invasivo do virus no SNC e

possibilidade de efeitos subsequentes da infecao do sistema nervoso central (Mao e Jin, 2020).

Na verdade, para além das sindromes respiratérias preponderantes, as complicagoes
neurologicas descritas nos casos clinicos incluem convulsoes, psicose, meningite e
encefalopatia necrosante hemorragica aguda (Qian e Julia, 2021). Os sintomas iniciais comegam
com cefaleia, tontura, disturbios de sono e alteragao do paladar e olfato, os ultimos sintomas
mostraram-se muito mais complicados e dependem de varios fatores, como faixa etaria,
condigoes pré-existentes e gravidade da infecao. Incluem deficiéncia visual, encefalite, psicose,
deficiéncia neurocognitiva, deméncia, acidente vascular cerebral isquémico e hemorragia

intracerebral (Ramani, Pranty e Gopalakrishnan, 2021). Evidéncias robustas acumuladas
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indicam que estas observagoes clinicas, também denominadas Neuro - SARS2, podem
desempenhar um papel importante no agravamento e mortalidade da doenga (Bodnar et dl,

2021).

No entanto, é necessario esclarecer diversas questoes, em particular se os distlrbios
neurologicos sao causados por infegao neuronal direta ou consequéncias indiretas, resultado
da infegao por SARS-CoV-2 sistematicamente, isto &, pela resposta inflamatéria sistémica ou
ainda uma combinagao destes dois mecanismos patoldgicos (Qian e Julia, 2021; Ramani, Pranty
e Gopalakrishnan, 2021). Nesse sentido, tém sido feitos variadissimos estudos que vao deste

a observagao clinica a modelos celulares 3D (Qian e Julia, 2021).

9.2.2 Estudos em organoides cerebrais

Estudos experimentais em culturas primarias demonstraram que os coronavirus
humanos podem infetar neurdnios, astrocitos e microglia (Sanclemente-Alaman et al., 2020).
Exames histopatologicos pos-mortem em doentes com SARS2 revelaram evidéncias de danos
hipoxico-isquémicos agudos, e, em autopsias de cérebro, foi detetada a presenga de SARS-

CoV-2 no LCR, por RT - PCR (Bodnar et al., 2021).

Curiosamente, as células infetadas com SARS-CoV-2 podem desencadear também a
morte de células vizinhas nao infetadas. A formacao sincicial robusta de células infetadas
encontrada no pulmao de doentes com SARS-CoV-2 também pode ocorrer em células

neurais, contribuindo para a neuropatogénese no cérebro (Bodnar et al.,, 2021).

Estes dados indiciam a capacidade neuroinvasiva direta do SARS-CoV-2 no cérebro
humano e fundamentam a utilizagao de organoides do cérebro humano para o estudo
aprofundado do neurotropismo do SARS-CoV-2, ainda no decorrer do estado pandémico
(Ramani, Pranty e Gopalakrishnan, 2021; Qian e Julia, 2021). Estudos exploraram os efeitos
neuroldgicos deste virus nos organoides cerebrais, contudo, ha dados inconsistentes e
ambiguos o que releva que sao apenas o ponto de partida para o que pode vir a ser descoberto

com estes modelos celulares 3D (Ramani, Pranty e Gopalakrishnan, 2021; Willner et al., 2021).

Um estudo comparou o grau de infe¢ao em culturas 3D de |5 e 60 dias e observou
que neurodnios relativamente maduros, ao dia 60, exibiram infecio por SARS-CoV-2
substancial em neurdnios corticais, apés 2 dias de exposi¢ao, em comparagao com os do dia
I5, sugerindo maior infegdo em células mais maduras (Venkataraman et al., 2020). Outros
autores também testaram duas faixas etarias de organoides com 40 dias de intervalo e
identificaram que as faixas etdrias posteriores eram muito mais suscetiveis a entrada viral

(Ramani, Pranty e Gopalakrishnan, 2021).
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No primeiro estudo referido, observou-se também idéntica carga viral nos dois e
quatro dias apos a infegao dos organoides, indicando que o virus nao apresenta replicagao
ativa, corroborando a hipotese de que o SNC atua como um reservatoério a longo prazo do
virus (Venkataraman et al., 2020; Sanclemente-Alaman et al., 2020). Nao obstante, estudos
posteriores contrariam estes dados. A infecao por SARS-CoV2 em organoides cerebrais
saudaveis de nove semanas exibiu um aumento significativo nos titulos virais entre as 24 e 96
horas apos a infegao cumulativamente com o aumento da perda neuronal nas regices mais
infetadas. Outro grupo de investigadores observou o incremento de particulas virais em
células neurais de organoides entre as 6 e 72h apos a infegao por SARSCoV-2, comprovando
a replicagao ativa e infecao produtiva do virus em células neurais durante os primeiros dias
(Willner et al., 2021; Ramani, Pranty e Gopalakrishnan, 2021). O conjunto destes estudos
sugere, assim, a propriedade neuroinvasiva do SARS-CoV-2 em organoides cerebrais (Mao e

Jin, 2020; Bodnar et al., 2021).

No que respeita ao tropismo celular do SARS-CoV-2, as experiéncias indicam uma
preferéncia pela infe¢ao de neurdnios maduros (Ramani, Pranty e Gopalakrishnan, 2021);
(Sanclemente-Alaman et al, 2020). Relativamente aos mecanismos de neurotoxicidade ha
varios dados ja descritos que se prendem essencialmente com alteragao da sinaptogénese,

hipoxia celular, neuroinflamagao e taupatia.

Por um lado, a expressao significativamente diminuida de vGLUT |, um marcador pré-
sinaptico excitatério, identificada em organoides cerebrais, sugere alteragoes na sinaptogénese
em células infetadas com SARS-CoV-2, indiciando uma potencial implicagao de longo prazo
com efeitos semelhantes a sinaptopatia (Bodnar et al., 202 |; Ramani, Pranty e Gopalakrishnan,

2021).

Por outo lado, a avaliagio de RNA-Seq de célula tnica (scRNA-Seq) de organoides
infetados indicou que células positivas para SARS-CoV-2 exibem regulagao positiva de genes
relacionados a transcrigao viral e hipoxia, indicando que o SARS-CoV-2 tem a capacidade de
condicionar os processos metabodlicos do hospedeiro, desencadeando caracteristicas de
neurodegenerescéncia (Venkataraman et al., 2020; Willner et al., 2021). O SARS-CoV-2 induziu
um ambiente localmente hipéxico nas regides neuronais, o que contribui para a redugao do
limiar de dano tecidular (Willner et al,, 2021; Bodnar et al.,, 2021). O ambiente hipoxico e
extensa apoptose celular neuronal observados em areas densamente infetadas com SARS-
CoV-2, sugere que a infegdo promove a morte de células proximas (Ramani, Pranty e

Gopalakrishnan, 2021).
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Além disso, as jungoes célula-célula da camada de células epiteliais do plexo coroide,
parte integrante da BHE que impede a entrada de patogénios, células imunes e citocinas no
LCR e no cérebro, quando em contacto com o virus, sao visivelmente danificadas, o que pode
permitir a entrada anormal destas células, resultando em neuroinflamagao (Willner et al.,
2021). A exposicao ao SARS-CoV-2, nos organoides puros de plexo coroide, conduz a infegao,
replicacao produtiva e indugao de resposta inflamatoria, com expressao aumentada de
citocinas inflamatorias, fator de necrose tumoral alfa, interleucinas, e morte celular. Estes
trabalhos corroboram a hipotese de que o epitélio do plexo coroide é suscetivel a infecao e
de que o virus pode entrar no SNC como consequéncia do dano a BHE (Ramani, Pranty e

Gopalakrishnan, 2021).

Curiosamente, identificou-se que neurodnios positivos para o SARS-CoV-2 estavam
especificamente associados a fosforilagao da proteina Tau no aminoacido Thr-231. Organoides
infetados mostraram um aumento do fenétipo semelhante a neurodegenerescéncia precoce,
pois a pTau (T231) foi deslocalizada do axoénio para o soma celular, o que pode desencadear
vias de morte celular programada (Venkataraman et al, 2020; Ramani, Pranty e
Gopalakrishnan, 2021; Bodnar et al.,, 2021). A tauopatia, reminiscéncia da DA e outras doengas
neurodegenerativas, indicia que a COVID-19 possa causar danos crénicos ou de longo prazo

no SNC (Willner et al., 2021; Sanclemente-Alaman et al., 2020).

Nao h3, até ao momento, estratégias profilaticas estabelecidas ou medicamentos
antivirais aprovados para o tratamento com COVID-19, portanto, a utilizagao de farmacos
aprovados para outras indicagoes, € uma abordagem emergente com vista a identificacao de
novos tratamentos da doenga, sendo os organoides, cerebrais e nao so, instrumentos de
investigacao muito promissores (Qian e Julia, 2021). Algumas terapias em estudo para tratar
a doenga e/ou a sua sintomatologia foram ja testadas nestes organoides. O Sofosbuvir, por
exemplo, desenvolvido para tratamento da Hepatite C e com capacidade para atravessar a
BHE e para suprimir familias virais com RNA de cadeia simples de sentido positivo, diminuiu
com sucesso a morte celular neuronal, a acumulagao viral e os danos sinapticos.
Adicionalmente, outros estudos relatam que a infecao por SARS-CoV-2 foi inibida por

anticorpos anti-ACE2 (Willner et al., 2021).

Em sintese, os estudos com organoides cerebrais demonstraram que o virus era capaz
de infetar neurodnios, incluindo NPCs e, especialmente, neuronios corticais maduros, e causar
morte celular acompanhada pelo comprometimento das sinapses excitatorias (Sanclemente-

Alaman et al,, 2020). Os dados reportados sugerem que se trata de modelos com grande
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utilidade para prosseguir os estudos e tentar combater, em todas as frentes, os efeitos da

pandemia, neste caso, no SNC.

9.2.3 Limitacoes/ Investigacoes futuras

Existem varias etapas futuras ainda a ser consideradas na hipotese de infegao cerebral

por este virus (Ramani, Pranty e Gopalakrishnan, 2021; Bodnar et al., 2021).

Primeiro, os efeitos observados envolvendo infegao cerebral induzida por SARS-CoV-
2 sao de curto prazo. No entanto, na pratica clinica, os sintomas neurolégicos sao
frequentemente persistentes em pacientes com COVID-19, portanto, é essencial monitorizar
de perto as consequéncias a longo prazo da infecao por SARS-CoV-2 no SNC (Mao e Jin,

2020; Ramani, Pranty e Gopalakrishnan, 2021).

Em segundo lugar, os modelos que sao utilizados para a avaliagao da infe¢ao do SARS-
CoV-2 no SNC, nao possuem a estrutura cerebral completa, nao incluindo por exemplo, a
integridade da BHE (Mao e Jin, 2020). Uma modelagao da Neuro-COVID-19 mais realista
requer organoides cerebrais que expressem os diversos tipos de células maduras, tais como
neurdnios mielinizados, células epiteliais do plexo cordide, e outros tipos de células neurais,
com particular interesse os astrocitos e microglia, pelo papel que desempenham na
neuroinflamagao como resposta a infegao por SARS-CoV-2 (Ramani, Pranty e Gopalakrishnan,

2021).

Embora um progresso significativo tenha sido feito no estudo do Neuro - SARS2, ainda
ha muito a ser aprendido sobre as rotas virais neuroinvasivas, transneuronal e hematogénica,
e os mecanismos moleculares subjacentes ao desenvolvimento e progressao da doenga
(Bodnar et al., 2021; Willner et al, 2021). Apesar de raras, as complicagdes neurologicas
graves, a escala global da pandemia e a longo prazo podem chegar a um grande numero de
casos, pois os sintomas e efeitos latentes do virus continuam a manifestar-se, potencialmente
deixando os pacientes com doengas neuroldgicas e/ou disturbios neuropsiquiatricos (Bodnar

et al,, 2021).

Dado que a pandemia do SARS-CoV-2 ainda se encontra longe duma resolugao, mais
esforcos na investigagaio dos mecanismos do Neuro-SARS2 permanecem necessarios e
urgentes. A compreensao dos mecanismos celulares abrira o caminho para estratégias

terapéuticas clinicas (Bodnar et al., 2021; Sanclemente-Alaman et al., 2020).
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10. LIMITAGCOES DA TECNICA E PERSPETIVAS FUTURAS

Uma das principais limitagoes destes modelos celulares tridimensionais prende-se com
a falta de reprodutibilidade nos protocolos e insuficiente padronizagao dos organoides entre
si (Quadrato, Brown e Arlotta, 2016; Ho, Pek e Soh, 2018). Nenhum dos métodos atuais gera
tecidos com o padrao perfeitamente comparavel ao do cérebro humano em desenvolvimento,
como observavel na Figura 3, presumivelmente devido a falta de eixos corporais embrionarios
anterior-posterior e dorsal-ventral que permanegam continuos através do organoide e
orientem a direcao do desenvolvimento cerebral (Kelava e Lancaster, 2016). Nos atuais
protocolos in vitro, cada agregado 3D normalmente gera um nimero variavel de estruturas
neuroepiteliais semelhantes a tubos neurais, que contribuem para uma maior variabilidade
espacial e celular de organoide para organoide (Quadrato e Arlotta, 2017; Lullo, Di e
Kriegstein, 2017). A natureza estocastica dos protocolos de diferenciagao nao direcionada é
obviamente evidente com os protocolos de obten¢ao sem fatores de indugao neural, como
SFEBq, tendo a inducao neural aperfeicoado, em parte, esta lacuna da técnica (Lullo, Di e
Kriegstein, 2017; Costamagna et al,, 2019; Amin e Pasca, 2018). Os organoides de proxima
geracao devem aumentar a reprodutibilidade, escalabilidade e previsibilidade espacial interna

dos tipos de células individuais e caracteristicas macroestruturais.

Assim, a definigao exata das condigoes necessarias para a derivagao de regioes
cerebrais especificas, comtemplando parametros como a diversidade e concentragao de
fatores de padronizagao e numero inicial de hPSC, é um componente critico dos futuros
protocolos organoides (Hartley e Brennand, 2017). Esta otimizagao cuidadosa das condigoes
de cultura pode ser conseguida pela aplicagio de modelos matematicos, como Design of
Experiments (DOE), uma estratégia estatistica que permite selecionar a combinagao e
concentragao mais eficiente de fatores de crescimento especificos necessarios para a

manutencgao e proliferagao celular (Trujillo e Muotri, 2018).

Melhorias adicionais poderao ser obtidas pela incorporagao de técnicas como
bioprinting, nanotecnologia, microfluidica e biomateriais (Amin e Pasca, 2018). A falta de tecido
de suporte circundante e pistas axiais dos organoides cerebrais pode ser solucionada com
recursos a bioengenharia e impressao 3D e o controlo espacio-temporal das moléculas de
diferenciacao pode ser conseguido usando nanoparticulas de libertagao controlada,
mimetizando os eventos in vivo (Hartley e Brennand, 2017; Koo et al., 2019). A tecnologia
microfluidica, também chamada organ-on-a-chip, é outra estratégia recente que fornece uma

plataforma controlavel e reprodutivel por meio da montagem de componentes essenciais dos

65



organoides cerebrais num pequeno dispositivo mecanico, como explicitado acima. (Koo et al.,

2019).

Uma segunda grande limitagao prende-se com a nutrigdo e vascularizagao dos
organoides cerebrais, que impede a viabilidade do tecido numa cultura de longo prazo
(Quadrato, Brown e Arlotta, 2016). A auséncia de vasos sanguineos nos organoides restringe
a perfusao, causa necrose comprometendo a autorrenovagio e diferenciagio dos
progenitores, dificulta a formagao da placa cortical e maturagao das estruturas cerebrais e
induz diferenciagao neural prematura na camada mais externa (Qian e Julia, 2021; Ho, Pek e
Soh, 2018). De uma perspetiva terapéutica, um organoide vascularizado é também capaz de
capturar a absorgao, a circulagao e o metabolismo de farmacos e quando se pretenda o seu
transplante, um organoide vascularizado pode ser enxertado e integrado na rede vascular do

cérebro do doente (Ho, Pek e Soh, 2018).

Nao obstante, ha ja avangos recentes nesta area, inclusivamente, modelos 3D
vascularizados de cancro foram produzidos para estudar os processos de tumorigénese e a
angiogénese (Ho, Pek e Soh, 2018). As abordagens de vascularizagao existentes podem ser
classificadas em dois tipos: Rede assistida por biomaterial, isto é, vascularizagao dependente
de andaime, com recurso a impressao 3D, e vascularizagao espontianea. Relativamente a
vascularizagao espontinea, tém sido estudadas duas opgoes, transplante do organoide in vivo

e co-cultura endotelial (Qian e Julia, 2021).

Foram desenvolvidos organoides vascularizados de cérebro humano por transplante
destes no cortex de murganhos. Os organoides nao vascularizados sao cultivados em goticulas
de Matrigel e posteriormente transplantados para as extremidades livres da cavidade de
resseccao de cérebros de murganhos imunodeficientes para integragao vascular local. Estes
organoides apresentam um crescimento interno robusto de capilares positivos para CD3|
humano numa estrutura tubular continua que penetra toda a area sem que nenhum capilar
humano se infiltre na rede capilar local do murganho (Qian e Julia, 2021). A par da distribuicao
estavel de oxigénio e nutrientes, a capacidade de transplantar organoides cerebrais para um
ambiente in vivo abre a possibilidade de estudar um cérebro vivo e suas respostas a estimulos

ambientais complexos e modelar doengas de forma integrada (Chang et al., 2020).

Paralelamente, organoides corticais vascularizados a partir de ESCs foram gerados por
expressao ectopica de ETV2 (ETS Variant Transcription Factor 2), o que permitiu a formagao de
estruturas semelhantes a vasos sanguineos, que imitam as caracteristicas da BHE dado que
apresentam expressao de jungoes oclusivas, astrocitos e marcadores periciticos (Chang et al.,

2020).
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Adicionalmente ha outros parametros a ser otimizados nestes novos modelos
tridimensionais, sistematizados na Tabela |, para que possam ter uma produgao mais rapida e
menos dispendiosa e viavel por longos periodos de tempo. Em sintese, esta técnica é muito
recente e inovadora e ainda estao a ser dados os primeiros passos na descoberta do seu
potencial. As limitagdes acima descritas sao apenas pontos de partida para o seu

aperfeicoamento (Logan et al., 2019).

Tabela | - Limitages e atuais abordagens da técnica de organoides cerebrais (Adaptado de
(MODEL 19))

Limitacao Abordagens

Tecnologias microfluidicas modulando estimulos locais

Falta de reprodutibilidade para o microambiente celular
Organoides padronizados

Custo e Tempo Biorreatores giratorios miniaturizados

Orientacdo espacial aleatéria | Andaimes de bioengenharia

- Transplante in vivo em modelos animais
Maturacao de longo prazo L s
Otimizagao das condi¢des de cultura

L Co-culturas
Falta de vascularizacao o L
Transplante in vivo em modelos animais

11. CONCLUSAO

A presente revisao bibliografica permitiu compilar informagoes cientificas atuais e
relevantes no ambito dos modelos celulares cerebrais tridimensionais. A abordagem
abrangente permitiu estabelecer a contextualizacao, aplicabilidade e relagao vantagens-
limitagoes, por forma a despertar o interesse da comunidade cientifica a aprofundar o tema

e/ou usar a técnica em protocolos laboratoriais da area médica e farmacéutica.

Com uma historia de cerca de uma década, a tecnologia dos organoides cerebrais esta
ainda a dar os primeiros passos. Os protocolos atuais de organoides cerebrais mimetizam o
cérebro fetal humano na composicao celular e molecular. Para uma completa maturagao
celular sao necessarias culturas durante periodos de tempo alargados com sistemas eficientes
de difusao de oxigénio e nutrientes. De igual modo, para simular o funcionamento integrado
do cérebro humano sao necessarias culturas com vasos sanguineos, que mimetizem a Barreira
Hematoencefalica, e com células de diferentes origens embrionarias. Estes sao os principais

desafios atuais da técnica que estao a ser ultrapassadas com varias abordagens inovadoras.

Atualmente, estes modelos sao utilizados em combinacao com modelos animais e

celulares bidimensionais, para a formulagao de conhecimento cientifico e clinico robusto.
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Em suma, a tecnologia de organoides cerebrais representa uma ferramenta de ultima
geragao para diagndsticos preditivos, compreensao fisiopatoldgica e desenvolvimento de
terapias individualizadas, principalmente quando otimizada com o conhecimento de outras
areas como a edicao de genoma. Superando as limitagoes, e num futuro proximo, a técnica
permitira, entre varias aplicagoes clinicas, estudar a etiologia aprofundada de doencgas
neurologicas incompletamente compreendidas e tratadas, como as doengas degenerativas, ou

novas e inesperadas patologias que possam surgir, como a COVID-19.
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ANEXOS

Anexo | - llustragao esquematica com informacdo complementar do processo de
neurogénese e expansao cortical.

4. Intermediate

! progenitor
@ Radial glia
(NSC)
Migrating neuron
CP
Basal ‘ Mat
® radial glia ature neuron
1Z
CP
osvz
1z

ISVZ

\'74

Human

Figura A - Esquema ilustrativo do processo de neurogénese e expansao cortical no
cortex cerebral humano (Human) e do murganho (Mouse). As células estaminais neurais
(NSC), divide-se em células-filhas diferenciadas, tais como neurénios ou populagoes intermediarias -
progenitores intermediarios e glia radial basal - que posteriormente se diferenciam em neuronios. A
glia radial ocupa a zona ventricular (VZ), os progenitores intermediarios e a glia radial basal situam-se
na zona subventricular (SVZ), podendo ambas ser distinguidas com base na orientacao de células e
expressao de alguns marcadores moleculares. Num primeiro momento ha expansao lateral de numero
de progenitores neurais, formando a camada VZ de células neuroepiteliais que seguidamente transitam
para a chamada glia radial, havendo um espessamento progressivo do tecido como resultado da
producao de subtipos celulares diferenciados a partir de divisdes assimétricas auto-renovaveis. O
cortex humano, a direita, tem a SVZ expressivamente mais expandida com separagao em SVZ interna
(ISVZ) e externa (OSVZ). As populagoes intermediarias tém sido implicadas no processo de
expansao do cérebro humano. Os humanos exibem um numero aumentado destes progenitores
dentro da SVZ em comparagao com os outros mamiferos. Os neurénios migram através da zona
intermédia (IZ) para a placa cortical (CP) contando com um longo fasciculo basal da glia radial como
um guia para deslocar radialmente até a sua localizagao final. Nos seres humanos, a CP é muito extensa,
por comparagao com murganhos, e o cortex € altamente dobrado formando sulcos (Gyrus; Sulcus)
(Kelava e Lancaster, 2016; Clevers, 2016; Obernier e Alvarez-Buylla, 2019). (Imagem retirada de
(Kelava e Lancaster, 2016))
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Anexo 2 - Tabela sintese das limitacdes dos primeiros modelos de estudo do
cérebro humano.

Tabela A - Tabela das limitagdes dos primeiros modelos de estudo do cérebro humano:
Modelos pos-mortem, Modelos animais e Modelos Celulares monocamada.

Modelos Limitacao Referéncias
Modelos Pos- . .. (Ardhanareeswaran et al.,
Leitura de ponto Unico 2017)
mortem
Limitados as caracteristicas compartilhadas | (Kelava e Lancaster, 2016)
entre os animais e o Homem
Modelos Expressao genética e metabolismo celular | (Qian e Julia, 2021)
Animais intrinsecamente diferentes
Disponibilidade limitada (Amin e Pasca, 2018)
Consideragoes éticas associadas (Amin e Pagca, 2018)
Artificiais: nao mimetizam o (Ho, Pek e Soh, 2018;
desenvolvimento natural de células Pasca et al,, 2015)
(Quadrato, Brown e
Complexidade celular limitada Arlotta, 2016;
Kelava e Lancaster, 2016)
Modelos Propriedades mecanicas e adesivas nao (Ardhanareeswaran et al.,
Celulares | fisiologicas que podem alterar a morfologia | 20!7)
Monocamada | neyronal e a expressio génica.
Culturas primarias de colheita invasiva (Qian e Julia, 2021)
Nao permitem observar relagoes (Quadrato, Brown e
intercelulares e espago-temporais Arlotta, 2016; Kelava e
pac P Lancaster, 2016)
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