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Resumo

Introducgao: Nesta revisao narrativa sobre os organoides de glandulas e tecidos enddcrinos
sao abordados o histéorico desses modelos de cultura celular, assim como as perspectivas
clinicas que os organoides oferecem para as diversas afeccoes endocrinas. Objetivo: Este
trabalho tem como objetivos descrever a evolucao do uso de organoides de tecidos
endocrinos, bem como as perspectivas clinicas que esses modelos oferecem por meio do
acompanhamento fisiopatoldgico e de teste farmacolégicos especificos aplicados sobre o
organoide cultivado a partir das amostras individuais. Metodologia: A pesquisa foi feita por
meio de levantamento bibliografico efetuado nas bases de dados PubMed, SciELO e
Google Académico a partir de palavras-chave registradas no DeCS/MeSH. Resultados e
Conclusao: A compreensao do desenvolvimento de tecidos normais e tumorais pode
favorecer tanto a engenharia de tecidos, como o desenvolvimento de drogas para um
tratamento especifico de uma determinada doenca e a medicina regenerativa. Apesar de
existirem algumas limitacoes e restricdes dos organoides em modelos de animais, nao ha
duvida de que a cultura tridimensional a longo prazo possa fornecer oportunidades para
desenvolver mecanismos de resolucao de diversas patologias endocrinolégicas.
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Abstract

Introduction: In this narrative review on organoids from endocrine glands and tissues, we
discuss the history of these cell culture models and the clinical perspectives that
organoids offer for different endocrine disorders. Objective: This work aims to describe the
evolution of the use of organoids from endocrine tissues, as well as the clinical
perspectives that these models offer through pathophysiological monitoring and specific
pharmacological tests applied to the organoid cultivated from individual samples.
Methodology: The research was done through a bibliographic search in the PubMed,
SciELO and Google Scholar databases from keywords registered in DeCS/MeSH. Results
and Conclusion: Understanding the development of normal and tumor tissues can favor
tissue engineering and the development of drugs for specific treatment of a given disease
and regenerative medicine. Although there are some limitations and restrictions of
organoids in animal models, there is no doubt that long-term three-dimensional culture
can provide opportunities to develop mechanisms of resolution of several
endocrinological pathologies.
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1. Introdugao organoide necessita de ativagdo de vias
de sinalizacdo de componentes celulares
intrinsecos e extrinsecos'. Do mMmesmo
modo, € relevante entender o local onde
o0 organoide ira se desenvolver, local este
conhecido como nicho. Os nichos sdo
microambientes  especializados que
exercem forte influéncia sobre a funcao
da célula-tronco. Contudo, devido a
interacao célula-célula que o
microambiente oferta, esses nichos sao
considerados ambientes criticos na
definicao da funcdo da célula-tronco?

A expressao “organcide” refere-se as
células cultivadas em ambiente
tridimensional (3D) in vitro, o qual permite
a criacao de minigrupos de células. Estas
se organizam a fim de mimetizar um
orgao in vivo — por isso, 0s organoides
também sao conhecidos como
‘miniorgaos”. Esses organoides sao
originados de células-tronco adultas
(ASCs), embrionarias (ESCs) ou
pluripotentes induzidas (iPSCs) através de
uma organogénese que resulta em um

orgdo-especifico. Para que ocorra o Portanto, os organoides provindos de
fendbmeno de auto-organizacdo, © ASCs sao preparados de tecidos adultos
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ou pos-natais sob acdo de diversos fatores
de crescimento com intuito de reproduzir
a homeostase do tecido normal. Por sua
vez, 0s organoides de ESCs e iPSC
possuem protocolos de diferenciacao
utilizando inibidores e fatores de
crescimento que imitam os sinais da
evolucao no processo de organogénese e
gastrulacao, sendo Util para compreensao
do desenvolvimento embrionario,
principalmente na etapa inicial'.
Atualmente, entende-se que os
organoides sao uma cultura 3D que
reproduz o érgao ou tecido in vivo, que
compartilnam caracteristicas fisioldgicas
do qual foram derivados que diferem dos
modelos em cultura celular
bidimensional (2D)** A principio, as
células eram cultivadas apenas em
cultura celular 2D. No entanto, as culturas
2D nao oferecem as exigéncias
necessarias para a organizacao e as
relacdes celulares in vivo, além de
apresentarem alteragcdes nas vias de
sinalizacao’. Alguns autores também
relatam a dificuldade em isolar e cultivar
células-tronco e manter a diversidade
celular com estabilidade genética®®.
Historicamente, acredita-se que o termo
‘modelos de cultura tridimensionais”
surgiu com Barcelos-Hoff et al. (1989) e
Petersen et al. (1922). James Rheinwald e
Howard Green em 1975 foram pioneiros
no estudo dos organoides: esses
pesquisadores demonstraram que a co-
cultura de ceratdcitos humanos primarios
e fibroblasto de camundongo levou a
formacao de epitéelio escamaoso
estratificado, que apresentava divisdao
celular contida na camada basal - sendo a
primeira cultura a longo prazo cultivada a
partir de células humanas’. A Figura 1
abaixo demonstra as diferencas entre os
tipos de cultura, 2D e 3D.

A terminologia ‘organoide” era
considerada uma extensdo de culturas
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3D, antes de 2005. Logo no inicio da
aplicacao da técnica organoide,
empregou-se primariamente orgaos a
partir de estruturas epiteliais, como:
estbmago, intestino delgado, pancreas,
mama e prostata®. Durante um estudo
retirou-se fragmentos de tecido mamario
de roedores e conseguiu-se reproduzir,
em geis de colageno, a ramificacao
semelhante a glandula mamaria?. Outro
estudo, com a mesma técnica do
fragmento mamario, porém usando géis
de laminina, conseguiu reproduzir a
morfogénese do tecido mamario®. No
entanto, nos Ultimos 10 anos, a tecnologia
de organoides passou a envolver uma
variedade de técnicas de cultura de
células?Vale destacar que, os organoides
derivados de células-tronco adultas e de
iPSC tém a capacidade intrinseca de
auto-organizacao e formacao de
estruturas 3D, semelhantes a tecidos in
Vivo, 0 que os torna um sistema modelo
promissor para triagem de drogas e
modelagem de doencas”.

Muito conhecimento foi adquirido nas
Ultimas décadas sobre as células tronco
originadas de blastocisto (célula tronco-
embrionaria) e sua aplicacao em meio de
cultura 3D. Isso possibilitou um avanco
consideravel na medicina regenerativa e
grandes perspectivas com a criacao de
6rgaos sintéticos'©. Assim, esses sistemas
em 3D reproduzem a morfologia
complexa de uma interacao célula- célula
e célula- matriz, além de caracteristicas
fisicas e moleculares dos organoides que
compartilhnam caracteristicas fisiologicas,
diferenciando-os dos modelos
tradicionais em 2D, gue normalmente
nao tem semelhanca fisica, molecular ou
fisioldgica®. Em resumo, os organoides
sao versdes dos 6rgaos em miniaturas 3D,
gue contém a maioria ou se nao todas as
funcdes e interacoes celulares presentes
Nos 6rgaos in vivo'.
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Figura1- Resumo grafico.

Culturas tridimensionais de varios tecidos
e/ou o6rgdos do sistema enddcrino tém

sido igualmente bem  sucedidas.
Organoides da glandula pituitaria
demonstraram robusta  capacidade
expansiva, diversidade celular e

hormonal. Esses organoides, portanto,
replicaram o fendtipo da “glandula
mestra” incluindo seu processo de
senescéncia?”®. Ademais, organoides de
tireoide performam as funcoes
tireoidianas, como sintese de
tireoglobulinas, recaptacao de iodo e
producdo/secrecdo hormonal - o que
permitiu que tais organoides, ao serem
transplantados in vivo, corrigissem um
guadro de hipotireoidismo em modelo
animal™®™ Do mesmo modo, culturas
tridimensionais de glandulas adrenais'®;
testiculos'”® pancreas ©?° e ovarios??,
reproduzem a fisiologia e capacidade de
secrecao hormonal desses 6rgaos?.

Sendo assim, a tecnologia de cultura 3D
aplicada ao sistema enddcrino permite o
estudo do desenvolvimento,
diferenciacao celular e  secrecao
hormonal por esses organoides
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endocrinos, além disso, possibilitam
consideravel avanco da  medicina
personalizada e regenerativa, uma vez
qgue essas culturas podem ser feitas a
partir de ASCs, iPSCs ou amostras
neoplasicas de pacientes®?. Logo, o
acompanhamento  fisiopatoldégico e
testes farmacoldgicos especificos em
quadros de neoplasia e disfuncoes
enddocrinas podem  ser aplicados  a
organoides cultivados a partir dessas
amostras individuais®?°. Em adicdo, os
organoides podem ser futuras fontes para
producao hormonal in vivo ou até mesmo
para transplantes em caso de hipofuncao
glandular20-=3,

2. Objetivos

Este trabalho tem como objetivos:
abordar as aplicacdes e limitacdes dos
organoides 3D, identificando as
perspectivas e a sua significancia clinica e
em pesquisas da area basica, bem como
a evolucao do uso de organoides de
tecidos enddcrinos; abordar o uso dessa
biotecnologia nos testes farmacologicos,
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na medicina regenerativa, na medicina
personalizada e no tratamento de
patologias endocrinas.

3. Metodologia

A revisao foi construida a partir de
levantamento bibliografico efetuado nas
bases de dados PubMed, SciELO e Google
Académico utilizando-se palavras-chave
registradas entre os Descritores em

Ciéncias da Saude  (DeCS/MeSH)
N&o mimetiza Alteragdes
* as estruturas — = morfofuncionais
histolégicas ~_  nasceélulas

naturais

Mudangas na

. Propensédo |\ . I
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D .:‘
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disponiveis no site:
https;//decs.bvsalud.org/.

4. Resultados
Organoides enddcrinos

GCrande parte dos estudos abordaram as
principais caracteristicas dos organoides
e o seu papel na clinica e em pesquisas da
area basica. A seguir a FIGURA 2
representa as particularidades dos
organoides endocrinos.
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Figura 2 - Caracteristicas de dois tipos de culturas celulares. O painel esquerdo demonstra
alguns aspectos da cultura 2D, enquanto a direita estda sendo apresentada as

particularidades da cultura 3D.
Clandula Pituitaria

A formacdo do Sistema Nervoso Central
inicia na terceira semana de vida intra-
uterina (VIU) a partir do ectoderma®*. A
hipofise primitiva se forma a partir de
duas porcdes, sendo: uma evaginagao
ectodérmica do estomodeu (cavidade
oral primitiva) conhecida como bolsa de
Rathke e uma extensao do diencéfalo,
conhecida como infundibulo. Quando o
embrido tem cerca de seis semanas de
VIU, a bolsa de Rathke cresce em sentido
dorsal para o infundibulo e perde sua
conexao com a cavidade oral a partir do
final do segundo més, permanecendo em

Revista Conexdo Ciéncia | Vol.19 | N° 3 | 2024

intimo contato com o infundibulo. Logo,
entre o décimo primeiro e o décimo sexto
dia de VIU, a parede posterior dessa bolsa
de Rathke forma a porcao intermediaria
da hipdfise e a parede anterior forma a
parte anterior da hipdfise (adenoipdfise).
Por sua vez, o infundibulo da origem a
parte nervosa, conhecida como
neuroipdfise  ou lobo posterior da
hipofise®**®,

Existem diversos estudos sobre o
mecanismo molecular de interacao
indutiva durante a formacao da hipdfise.
Sinais como Lhx3+ que sao progenitores
pituitarios, induzem o desenvolvimento
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de varias linhagens especificas de células
secretoras dos varios tipos de hormonios
produzidos pela hipdfise. Desse modo,
uma linhagem que expressa o fator de
transcricao Tbhx19 diferencia-se em células
corticotroficas (ou corticotrofos)
produtoras de hormaonio
adrenocorticotrofico (ACTH). Outra
linhagem precursora que expressa o Pitl+,
originara: células somatotroficas
(somatototrofos) que produzem
hormonio do crescimento (GH), hormaénio
prolactina (PRL) e linhagens das células
produtoras de hormaonio tireoestimulante
(TSH). A terceira linhagem de células
envolvem a guanina-adenina-timina-
adenina 2 (CGATA2), se diferencia em
células produtoras de hormonio
luteinizante (LH) de hormoénio foliculo
estimulante (FSH)®®.

A linhagem do Tbx19 antes da expressao
do ACTH pode sofrer uma sinalizacao de
entalhe que tem como finalidade a
inibicao do Tbx19. De modo contrario, o
efeito de N- [N- (35-difluorofenacetil)-I-
alanil] -S - fenilglicina t -butil éster como
um inibidor de Notch (induzem
neurbnios precursores hipotalamicos),
aumenta a expressao de Tbx19 no
progenitor Lhx3 (+) e consequentemente
aumentou o numero de ACTH®¢. Sabe-se
gue a linhagem NOTCH é ramificada em:
NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3 e NOTCH4,
gue exerce acao sobre o0s receptores
transmembranas. Logo, dependendo do
tipo de receptor acometido o mesmo se
diferenciara em uma variedade de
tecidos. Vale destacar, que o gene
NOTCH, apresenta instrumentos para se
diferenciar em qualgquer tecido do
organismo humano, além de controlar
processos apoptoticos. Logo, a ativacao
da resposta NOTCH é controlada por um
complexo pré-senilina-y-secretase. O N-
[N-  (3,5-difluorofenacetil)-I-alanil] -S -
fenilglicina t -butil éster tem como funcao
bloguear ©o complexo presenilina-y-

Revista Conexdo Ciéncia | Vol.19 | N° 3 | 2024

secretase. Assim, bloqueando a funcao do
NOTCH®"*8. De outro modo, antes da
expressao da linhagem do Pitl, ocorre a
sinalizacao com Wnt (promove a inducao
das placas neurais ventrais) que
conseguentemente promove a expressao
do Pitl. Nesse achado o tratamento com
agonista Wnt (aumenta a expressao do
Pitl), resultando em uma maior
diferenciacao celular de GH, PRL e FSH,
consequentemente mutacdes no Pitl
leva a deficiéncia de GH, PRL e FSH*®.

O hipopituitarismo € uma das disfuncoes
endocrinas mais graves, podendo causar
complicacdes significativas, como por
exemplo, a «crise adrenal devido a
insuficiéncia  de  glicocorticoide. O
hipopituitarismo é dividido em desordens
congénitas e adquiridas. As desordens
adquiridas necessitam de suplementacao
hormonal exdgena que controla a
secrecao de ACTH por feedback negativo.
Assim, a terapia com hormonios
exdégenos é o Unico tratamento eficaz
para o hipopituitarismo. No entanto, o
hormoénio exdégeno (glicocorticoide) nao
pode mimetizar a secrecao de hormonios
endoégenos, pois nao controla a
homeostase, ou seja, nao apresentam
resposta fisioldgicas ao estresse fisico,
emocional ou psicolégico do paciente®.
Hahner et al. (2015) observaram que
mesmo  pacientes bem  orientados
(utilizando glicocorticoide) quanto ao seu
qguadro de insuficiéncia adrenal crénica,
tiveram uma alta incidéncia (6%) de
Obitos associados a crise adrenal,
apresentando uma limitacao
farmacologica (hormbnio exdégeno) da
nao resposta fisioldgica*®. Assim, com os
achados de linhagens celulares sugerem
uma maior capacidade das células
derivadas dos progenitores pituitarios
Lhx3, na bolsa de Rathke, poderem se
desenvolver em mudltiplas linhagens
enddcrinas in vivo ou in vitro.

86



Logo, a recuperacao total da funcao
hipofisaria (incluindo sua capacidade de
secrecao de hormonios enddgenos) € um
fator limitante para aplicacao clinica,
porgue €& improvavel que a glandula
pituitaria se regenere completamente.
Como algumas disfunc¢des hipofisarias,
por exemplo, Insuficiéncia Adrenal
Crbnica e Acromegalia, ndo podem ser
tratadas apenas por medicamentos,
acredita-se que a medicina regenerativa
poOssa ser uma nova forma de intervencao
terapéutica®***. Apesar de a medicina
regenerativa para disturbios
hipotalamicos e hipofisarios ser complexa
e carecer de mais pesquisas, €
imprescindivel conhecer as linhagens
celulares de diferenciacao pituitaria pois,
esse conhecimento e a tecnologia
decorrente dele permitira a geracao de
tecidos hipofisarios in vitro e, portanto,
futuros transplantes de organoides
endocrinos®®.

Contudo, para mimetizar a embriologia
da glandula pituitaria em uma cultura
tridimensional, € necessario desenvolver
um organoide do cérebro com a
formacao de todas as vesiculas
encefalicas, a partir de células iPSC. No
entanto, conseguiu-se gerar organoides
de partes do cérebro, como o0
prosencéfalo, mesencéfalo, cerebelo,
cortex e hipocampo. Assim, pode-se
recapitular e entender a fisiopatologia das
doencas da glandula pituitaria®. Para
induzir a formacao do hipotalamo e
consequentemente da glandula
pituitaria, os organoides hipotalamicos
derivados de iPSC sdo submetidos a partir
de uma linhagem neuroectodérmica em
um sistema de cultura 3D.
Posteriormente, a diferenciacao das
placas neurais € induzida por um
tratamento  adicional, sendo  este
realizado com Wnt3A, SHH (sonic
hedgehog), and purmorphamine. Apos 18
dias, as células apresentaram marcadores
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consistentes e especificos do
desenvolvimento do hipotalamo, como
Nestin, Sox2 (sex-determining region Y-
box 2), FoxA2, Nkx2.1 and Raxl (Rax family
small GTPase 1). Além disso, 40 dias apos
o marcador de neurdbnio hipotalamico
Otp (orthopedia homeobox) foi expresso
por um subconjunto de células. Com essa
metodologia, varios organoides cerebrais
sao desenvolvidos seguindo  uma
organogénese semelhante a do cérebro
humano®.

Entretanto, esses organoides possuem
limitacdes como a falta de um sistema
circulatoério, um microambiente
biclogicamente relevante e um sistema
imunologico. Essas limitacdes restringem
o potencial dos organoides como fontes
de células-tronco para transplantes. Um
estudo realizou a recapitulagcao de um
ambiente semelhante in vivo e geraram
um organoide do cérebro humano
vascularizado in vivo, enxertando o
organoide no cortex cerebral de um
camundongo. O cortex apresentou
diferenciacao e maturacao gradual,
exibindo uma rede vascular?. Outro
estudo realizado em 2019, por sua vez,
desenvolveu organoides corticais
vascularizados a partir de ESCs. Esses
organoides foram projetados para
expressar o fator de transcricao variante 2
(ETV2), formando assim  estruturas
semelhantes a vasos  sanguineos.
Comyparados aos organoides de controle
gue nao expressam ETV2, os organoides
corticais que expressam ETV2 exibiram
redes de vasos mais complexas, de
tamanho maior e menos morte celular.
No geral, este modelo demonstra varias
caracteristicas Unicas de maturacao
neuronal e desenvolvimento cerebral.

Glandula suprarrenal

As glandulas adrenais provém de dois
folhetos embrionarios, o mesoderma que
origina o cortex adrenal, e o ectoderma
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que da origem a medula adrenal. Na
guinta semana de VIU, as células
mesoteliais comecam a se proliferar e
penetram no mesénguima subjacente.
Nesse momento, as células se
diferenciam em grandes células aciddfilas
que formardao o cortex fetal, ou cortex
primitivo, da glandula suprarrenal®*. Esse
cortex a principio produz
desidroepiandrosterona que é
transformado em  estréogeno  pela
placenta e confere um fator protetor para
a placenta e gestacao. Apds o©
nascimento, o cortex definitivo e o de
transicao comecam a se diferenciar em
trés zonas, conhecidas como: zona
glomerulosa (onde sdo produzidos
hormonios mineralocorticoides como a
aldosterona), a zona fasciculada (onde sao
produzidos os hormbnios glicocorticoides
como o cortisol) e a zona reticular
(produtora de hormonios
androgenos)®*4°.

Sinalizadores moleculares descobertos
em um estudo realizado com ratos,
indicaram a presenca de progenitores
como, SF-1 e DAXI] na zona definitiva. O
mecanismo repressivo ocorreu quando as
células expressaram altos niveis de SF-1 e
DAX]I, mantendo um estado
indiferenciado. No entanto, devido a um
equilibrio entre a expressao SF-1 e DAX],
ocorreu uma organizacao estrutural da
glandula suprarrenal definitiva
semelhante a identificada na vida
adulta®e4’.

Com a formacao do cortex da adrenal,
entre 8 e 9 semanas, as células da crista
neural invadem a regido medial da
glandula e se organizam em corddes e
em grupos para originar a medula da
glandula. A migracao dessas células e os
sinais para suas diferenciacdes, provem
da aorta dorsal e de proteinas
recombinantes humanas. Quando ocorre
a diferenciacao, as células no interior da
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glandula mudam para uma coloragcao
amarela-amarronzada conhecidas como
células cromafins pois se coram com sais
de cromo. A expressao dos marcadores
funcionais como CHGA e TH é utilizada
para confirmar a presenca de medula
primitiva originada das células da crista
neural’®.

Poli et al (2019) avaliaram a presenca de 2
marcadores do cortex da adrenal, sendo o
fator de transcricao GATA4 e IGF2. Para
exemplificar melhor as caracteristicas
corticais, esse trabalho identificou
diferentes sinalizadores como, CCN3 e
CYP17A1 em diferentes idades semanais
(9* semanas) de VIU. Assim como,
identificou-se os genes DAX] e NOTCH]
qgue contribuem para os comandos
caracteristicos das células indiferenciadas
encontradas em maior quantidade entre
a 9% e 11, semana de VIU, diminuindo
energicamenteaentreall®el2? semanas
de VIU, facilitando a diferenciacao
celular'.

A partir de 12% semana de VIU, Poli et al
(2019) identificaram uma deficiéncia de
ICAM-1 e VCAM-1, menos evidentemente.
Os organoides adrenais (AOs) formados in
vitro foram analisados em diferentes
idades gestacionais em todos 0s
trimestres, e ndo foi evidenciada
nenhuma alteracao morfoldgica
significativa. Os AOs também foram
positivos para demonstrar marcadores
neuroendocrinos da glandula, assim
como a positividade de CHGCA para
confirmar atividade neuroenddcrina.
Marcadores adrenais como, ICF2, IGFIR e
SF-1 sdo expressos em AOs em menor
guantidade do que no individuo normal.
A expressao DAX-1, CCN3 e NOTCHI
mostra o conjunto indiferenciado de
progenitores corticais. Vale destacar, que
o funcionamento esteroidogénico nos
AQOs, identificado por analise do exame
Western blot, a constatacao de enzimas
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STAR e CYP17Al1. Mais especificamente o
gene chave da sintese de glicocorticoide
é o HSD3B2 presente entre a 9% e a 11°
semana de VIU com um pico na 9°
semana .

Durante a embriogénese, os genes de
NOV/CCN3 nas adrenais ficam restritos a
zona definitiva externa subcapsular (ndo
possui SF1 e apresenta altos niveis de
DAXI1), no qual permanece as células
progenitoras indiferenciadas®. Com o
avancar das semanas de VIU
(aumentando a expressao do gene SFI),
essas células iniciam a proliferacao e se
diferenciam em células da zona definitiva
e zona fetal*®=° Para manter um estado
de indiferenciacao, verifica-se os genes
DAX1 e NOTCH]. Logo, o CCN3 é regulado
negativamente nas glandulas adrenais
com o avancgar das semanas gestacionais.
Vale destacar, que o NOV/CCN3 sao
fatores pré apoptoticos e sua expressao
esta vinculado a um melhor prognostico
para doencas tumorais adrenocorticais®.
Substancialmente, o gene CCN3 é
suprimido pela expressao do SF1 de
acordo com a idade gestacional®. Logo, o
SF1 e o GATA4 incorporado ao IGF2 sdo
regulados e coordenados positivamente
para organizar o processo de crescimento
e diferenciacao de acordo com a idade
gestacional®.

O gene HSD3B2 responsavel pela
producao do glicocorticoide, com o pico
na 9° semana, pode exercer um feedback
negativo sobre a hipofise,
especificamente sob o ACTH, podendo
bloguear o sexo independente da
producao dos androgenos produzidos
para desenvolvimento dos orgaos
genitais externos. Estudos in vitro
evidenciaram um pico na producao de
cortisol na 9% semana, que se mantém até
a 11° semana (, e apresenta um declinio
entre a 11* e 12° semanas de VIU, no qual,
essa hipotese ¢é apoiada com a
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diminuicao da expressao do gene MC2R,
estando em desacordo com o tecido in
Vivo®3,

O cultivo de organoides adrenais permite
avaliar a composicao, distribuicao
espacial e a organizacao adrenal fetal.
Contudo, entender o crescimento adrenal
€ um processo complexo, caracterizado
Nnao apenas por um aumento dramatico
do volume do o6rgao entre 10 e 12
semanas, mas também por um equilibrio
entre  proliferacdao, diferenciacao e
expansao dos compartimentos
progenitores .

Glandula tireoide

A formacao da glandula tireoide, inicia no
assoalho da faringe no ponto indicado
pelo forame cego da lingua.
Posteriormente, a tireoide desce para
frente do intestino faringeo e com essa
migracao a tireoide permanece
conectada pela lingua por um canal
estreito conhecido como ducto
tireoglosso, que com o desenvolvimento
esse ducto desaparece*.

Para constituir um modelo de organoide
humano, primeiro foi estabelecido um
sistema de cultura para os organoides
tireoides de fetos humanos (hFTOs) in
vitro. Para obter um sistema ideal de
cultivo dos organoides de tirecide, Liang
et al (2022) utilizaram meios de cultura
modificados (matrizes) para imitar as
condi¢cdes semelhantes aplicadas em
organoides epiteliais humanos, sao elas:
R-Spondinl, EGF, Noggin, FGfl0 e A83-01.
Em seguida foram retirados cada um dos
elementos do nicho para testar o seu
valor. Assim, percebeu-se que o R-
Spondinl, EGF, FGfl0O e A83-01, sdao
necessarios para o desenvolvimento
primario do organoide de tireoide. Ja em
relacdo ao Noggin, a sua retirada nao
provocou impacto significativo no
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crescimento primario, porém, diminuiu a
vida Util do organoide®.

A estruturacao folicular € tida como
exigéncia para sintese do hormonio
tireoidiano. Pesquisas que utilizaram a
técnica de imunofluorescéncia,
verificaram que o lUmen desenvolvido por
células foliculares em monocamada com
ZO-1 com abundante TG produzido
intracelularmente foi armazenado para
sintese do coloide. Dois fatores chaves de
transcricao da tireoide PAX8 e NKX2-1sao
expostos restritivamente em células
foliculares tireoidianas (TFCs), conforme
demonstrado pela imunofluorescéncia®.
Marcadores moleculares de mRNA de
tiredcitos como TG, TSHR e TPO foram
encontrados em hFTOs. Vale destacar
gue, 0os hFTOs apresentam capacidade de
responder a estimulacao de TSH para
produzir tiroxina (T4). Assim sendo, 0s
hFTOs se assemelham as caracteristicas
de células foliculares. Para identificar o
aparecimento do hormoénio tiroxina,
mediu-se o nivel de T4 no sobrenadante.
Apds tratamento por 4 dias com
Forscolina, um diterpeno do extrato da
raiz de Coleus forskohlii, a secrecao de T4
foi detectada apresentando um aumento
significativo em comparagcao com 0s Nao
tratados. Por outro lado, o agonista de
CAMP forscolina é considerado uma
estimulacao opcional e mais eficiente
para esse processo devido a sua acao
secretora de hormodénios T4, ser
significativamente maior. A sinalizacao
com AMPc é o principal mediador para
multiplicacao e  diferenciacao  dos
tiredcitos estimulados por TSH em
adultos nos organoides. Outros sinais
tambeéem estao envolvidos na maturacao
dos tiredcitos como o Wnt e mTOR. No
entanto, a sinalizacdao de AMPc ainda
precisa ser explorada, para isso,
adicionaram forscolina que € um agonista
da via AMPc para o meio GF de cultura
hFTO*.
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Limitacdes e perspectivas

Algumas limitacdes foram encontradas
com o avan¢o dos organoides. Dentre elas
podemos citar como as principais: a
capacidade de auto-organizacao para
produzir os organoides; reproducao dos
nichos adequados para crescimento e
diferenciacao dos organoides; e a oferta
da nutricao adequada ou estimulo do
crescimento de Novos vasos sanguineos
para o que miniérgao possa ter uma vida
dtil mais longa. Ademais, € necessario
aprofundar o conhecimento sobre a
complexidade morfofisioldgica dos
miniérgaos e superar questdes bioéticas
guanto a seu uso'™* Contudo, novas
drogas podem ser testadas previamente
nesses organoides antes do tratamento
clinico do paciente, identificando a
toxicidade de cada substancia testada®.
Além disso, através dos organoides pode-
se estudar a evolucao dos tumores e
compreender com exatiddo o papel
bioclogico das células-tronco
cancerigenas e O mecanismo de
metastase tumoral®

5. Conclusao

Os organoides sao 6rgaos criados in vitro
derivados do tecido primario ou
diferenciados a partir de células-tronco
pluripotentes de ESCs ou IPSCs que
simulam a organogénese. As matrizes
dos organoides composta por colageno
IV, laminina e outros componentes
especificos, como nas matrizes de hFTOs,
fornecem um ambiente complexo e
adequado para o desenvolvimento e
crescimento celular. Assim, & primordial
entender as propriedades fisicas dos
biomateriais das matrizes para entender
o processo de interacdo célula/célula e
célula/matriz dos biomateriais utilizados
nos organoides. Visto que, uma
compreensao mais profunda do
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desenvolvimento de tecidos normais e
tumorais pode favorecer tanto a
engenharia de tecidos, como o
desenvolvimento de drogas para um
tratamento especifico de uma
determinada doenca e a medicina
regenerativa.

Entretanto, embora a aplicacao de
organoides para disfuncdes enddcrinas
tenham grande potencial terapéutico, &
relevante discutir guestdes de
biosseguranca e bioética antes mesmo
de ampliar os estudos clinicos. Ainda
existem varias restricdes para o uso dessa
tecnologia, além disso, também tem sido
discutido sobre a utilizacao dos embrides
resultantes de fertilizacao in vitro para
obtencao de novas linhagens celulares.
Logo, os organoides derivados de células
tronco adultas sao uma melhor opc¢ao a
fim de se evitar os problemas éticos
relacionados ao uso de células
embrionarias humanas.

Por fim, apesar de algumas limitacdes e
restricbes dos organoides em modelos de
animais, ndo ha duvida de que a cultura
3D a longo prazo possa fornecer
oportunidades para desenvolver
mecanismos de resolucao de diversas

patologias endocrinolégicas. Os
organoides criados, estdo sendo
utilizados para testagem de

medicamentos, avaliando sua toxicidade
em diferentes doencas endocrinologicas
congénitas e ou adquiridas.

6. Declaragao de conflito de interesses

Todos os autores declaram gue nao ha
conflito de interesses.
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