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RESUMO 

INTRODUÇÃO: O autismo é um transtorno do neurodesenvolvimento caracterizado por déficits 

persistentes na interação e comunicação social, assim como padrões repetitivos e restritivos do 

comportamento. Em termos epidemiológicos, compreende-se que grande partes dos casos de autismo 

são idiopáticos, sendo portanto um transtorno geneticamente heterogêneo, em que fatores de risco 

poligênicos  se associam com fatores de risco ambientais para determinar o risco do indivíduo de 

desenvolver tal transtorno neuropsiquiátrico. O uso de células tronco pluripotentes induzidas e 

organoides cerebrais tornou possível a avaliação de estágios embrionários de desenvolvimento do 

SNC in vitro, período esse diretamente relacionado com a fisiopatologia do transtorno do espectro 

autista (TEA). OBJETIVOS: Reunir publicações expressivas sobre modelagem in vitro do TEA 

idiopático, buscando evidenciar alterações fenotípicas e genotípicas relevantes nesses modelos 

experimentais. METOLOGIA: Trata-se de uma Revisão Sistemática guiada pelo protocolo 

PRISMA em que foi realizada uma busca nas bases de dados do PubMed, Science Direct, ERIC, BVS 

e Scielo. Os artigos foram extraídos e analisados quanto aos critérios de inclusão e exclusão. Foram 

incluídos estudos experimentais nos quais foram realizadas a modelagem in vitro de autismo 

idiopático.  RESULTADOS: Foram identificados 1105 artigos, dos quais após a leitura do título e 

resumo com aplicação dos critérios de elegibilidade e exclusão das duplicatas, 18 foram selecionados 

para leitura integral do texto com nova aplicação dos critérios. Desse total, 10 artigos foram incluídos 

nessa análise. No total foram 96 participantes, dos quais 46 possuíam o diagnóstico de autismo. As 

principais alterações fenotípicas evidenciadas envolviam distúrbios na proliferação, migração, 

diferenciação e eletrofisiologia neuronal. Genotipicamente, foi demonstrado que tais células 

possuíam padrões distintos de expressão gênica através da análise transcriptômica. DISCUSSÃO: 

Frente aos estudos incluídos nesta revisão sistêmica, foi demonstrado que neurônios de pacientes com 

TEA apresentavam distúrbios proliferativos, migratórios, desregulação do sistema 

GABA/glutamatérgico e alterações eletrofisiológicas justificada por disfunções de canais iônicos 

específicos. Além disso, genotipicamente tais células apresentavam uma série de genes 

diferencialmente expressos que diretamente regulam processos associados ao desenvolvimento 

adequado do sistema nervoso central (SNC). CONCLUSÃO: A presente revisão sistemática 

demonstrou alterações fenotípicas e genotípicas significativas entre células neuroprogenitoras, 

neurônios e organoides cerebrais derivados de pacientes com autismo comparativamente aos modelos 

controle. FINANCIAMENTO: Não há fontes de financiamento.  

Palavras-chave: autismo; iPSCs; neurônios; organoides cerebrais; fenótipo; genótipo. 

 

 



 

 

ABSTRACT 

BACKGROUND: Autism is a neurodevelopmental disorder characterized by persistent deficits in 

social interaction and communication, as well as repetitive and restrictive patterns of behavior. In 

epidemiological terms, it is understood that a large proportion of autism cases are idiopathic, thus 

being a genetically heterogeneous disorder, in which polygenic risk factors are associated with 

environmental risk factors to determine an individual's risk of developing this neurodevelopmental 

disorder. The use of induced pluripotent stem cells and brain organoids has made possible the 

evaluation of embryonic stages of CNS development in vitro, a period directly related to the 

pathophysiology of the autistic spectrum disorder (ASD). OBJECTIVES: To gather expressive 

publications on in vitro modeling of idiopathic ASD, seeking to highlight relevant phenotypic and 

genotypic alterations in these experimental models. METHODS: This is a Systematic Review guided 

by the PRISMA protocol in which articles were analyzed and gathered from the PubMed, Science 

Direct, ERIC, BVS and Scielo databases. These surveys were extracted and analyzed for inclusion 

and exclusion criteria. Experimental studies in which in vitro modeling of idiopathic autism was 

performed were included. RESULTS: A total of 1105 articles were identified, of which, after reading 

the title and abstract, applying the eligibility criteria, and excluding duplicates, 18 were selected for 

full-text reading with new application of the criteria. From this total, 10 articles were included in this 

analysis. In total, there were 96 participants, 46 of whom were diagnosed with autism. The main 

phenotypic alterations evidenced involved disturbances in proliferation, migration, differentiation, 

and neuronal electrophysiology. Genotypically, these cells were shown to have distinct patterns of 

gene expression by transcriptomic analysis. DISCUSSION: In view of the studies included in this 

systematic review, it was demonstrated that neurons from patients with ASD presented proliferative 

and migratory disturbances, dysregulation of the GABA/glutamatergic system, and 

electrophysiological alterations justified by dysfunctions of specific ion channels. In addition, 

genotypically these cells presented several differentially expressed genes that directly regulate 

processes associated with proper development of the central nervous system (CNS). 

CONCLUSION: The present systematic review demonstrated significant phenotypic and genotypic 

alterations among neuroprogenitor cells, neurons and brain organoids derived from patients with 

autism compared to control models FUNDING: There are no sources of funding. 

Keywords: autism; iPSCs; neurons; brain organoids; phenotype; genotype. 
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1 INTRODUÇÃO   

 

Autismo é uma síndrome comportamental com etiologias diferentes, na qual o processo 

de neurodesenvolvimento infantil encontra-se profundamente distorcido. Inicialmente, o termo 

autismo foi utilizado por Bleuler, em uma edição de 1912 do American Journal of Insanity, 

para designar a perda do contato com a realidade, que acarretava uma grande dificuldade ou 

impossibilidade de comunicação, ainda sob o ponto de vista da esquizofrenia1. O Autismo foi 

descrito pela primeira vez em 1943 por Leo Kanner após o estudo de um grupo de onze crianças. 

Kanner deu especial relevância à incapacidade destas crianças em se relacionarem com os 

outros e no fato de aparentarem viver no seu próprio mundo. Em 1988, Lorna Wing introduziu 

o termo “Espectro do Autismo”. As Perturbações do Espectro Autista (PEA) se manifestam em 

nível comportamental num tronco comum denominado de Tríade de Lorna Wing caracterizada 

por desvios na comunicação, na interação social e na imaginação2. Um breve histórico do 

autismo, com os principais marcos, pode ser encontrado na figura 1. 

 

Figura 1- Histórico do estudo acerca do autismo, relatando as principais teorias, desfechos e 

pesquisas relacionadas a heterogeneidade do transtorno.  
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Fonte: Lord et al., 20203. Descrições originais acerca do autismo envolviam uma grande variedade de causas, 

inclusive o crescimento com lobos, uma mãe distante (“mãe-geladeira”), incapacidades inatas de desenvolvimento 

do relacionamento afetivo, dentre outras. O conceito do autismo ser uma desordem do neurodesenvolvimento om 

características hereditárias, além de fatores cognitivos subjacentes começou com o reconhecimento de diferenças 

na função cerebral desses indivíduos na década de 1960. A partir de 1970, sociedades com foco no autismo 

passaram a focar em programas de integração e desinstitucionalização, como a National Autistic Society (NAS) e  

National Society for Autistic Children (NSAC). Prioridades mudaram nas décadas de 1980 e 1990, com maiores 

focos na terapia do transtorno, bem como nos mecanismos fisiopatológicos associados ao TEA, visando 

impulsionar a descoberta de novos alvos biológicos para o tratamento. O reconhecimento da heterogeneidade do 

transtorno começou a partir dos anos 70, com a tríade do acometimento da linguagem, brincadeiras e interação 
social afetando em diferentes graus e gravidades as crianças com deficiência intelectual ou com atributos clássicos 

de autismo. Além disso, o primeiro estudo com gêmeos monozigóticos com TEA demonstrou que, apesar dos 

sinais clássicos de autismo presente em ambos, características específicas, grau de afecção e comorbidades eram 

diferentes, incluindo a DI, eram distintas entre os irmãos. ABA: análise comportamental aplicada; TEACCH: 

Tratamento e Educação de Crianças com deficiência de comunicação Autista e afins; DSM: Manual diagnóstico e 

estatístico de transtornos mentais; EEG: eletroencefalograma; ECR: Ensaio Clínico Randomizado; MECP2: Gene 

associado com a síndrome de Rett; SPARK: Simons Foundation Powering Autism Research for Knowledge; 

IDEA: Lei da Educação dos Indivíduos com Deficiência; AGRE: Autism Genetic Resource Exchange; GRASP: 

Parceria global e regional para a Síndrome de Asperger; CDC: Centro de Controle e Prevenção de Doenças; SNAP: 

Projeto Necessidades Especiais e Autismo. 

 

Em termos gerais, podemos compreender o espectro do autismo como um grupo 

geneticamente heterogêneo de desordens que levam a um atraso global do 

neurodesenvolvimento, caracterizado a partir de déficits mais pronunciados na comunicação 

social e na interação social, assim como padrões restritivos e repetitivos do comportamento4–6. 

A genética por trás desse transtorno do neurodesenvolvimento é extremamente complexa e 

variável entre os indivíduos, indo desde causas sindrômicas e monogenéticas do TEA 

(transtorno do espectro autista) até as causas idiopáticas em que múltiplos fatores genéticos e 

ambientais se somam para contribuir para um elevado risco de desenvolver o transtorno. Tais 

fatores dificultam a compreensão dos mecanismos fisiopatológicos que justifiquem as 

alterações perceptíveis em pessoas autistas7. 

Sendo o autismo um transtorno heterogêneo do neurodesenvolvimento e, refletindo essa 

heterogeneidade, as formas de apresentação do quadro são variáveis. Há tanto a presença de 

indivíduos mais gravemente acometidos assim como aqueles que possuem manifestações mais 

leves, com menor comprometimento em suas habilidades sociais e comunicativas, sendo o 

transtorno neuropsiquiátrico classificado dentro dos “transtornos invasivos do 

neurodesenvolvimento”. Desde 1980, tal classificação vem sendo adotada a partir de sua 

inclusão no DSM-III, visando adotar essa ideia de um espectro amplo de déficits na 

comunicação social. Todavia, devido à ausência de um limiar claro que separasse os 

“transtornos invasivos do neurodesenvolvimento”, de forma que fosse possível diferenciá-los 

de forma confiável, os mais recentes sistemas diagnósticos da área (DSM-V e CID-11) 
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passaram a utilizar o termo guarda-chuva TEA, separando os indivíduos dentro do espectro com 

base em especificadores e modificadores clínicos adicionais3. 

Segundo o DSM-V, o diagnóstico atual de TEA é pautado em: (A) déficits persistentes 

na comunicação social e na interação social em múltiplos contextos e (B) padrões restritivos e 

repetitivos de comportamento, interesses ou atividades. Além disso, (C) os sintomas devem 

estar presentes precocemente no período do desenvolvimento (mas podem não se tornar 

plenamente manifestos até que as demandas sociais excedam as capacidades limitadas ou 

podem ser mascarados por estratégias aprendidas tardiamente na vida), (D) os sintomas causam 

prejuízo clinicamente significativo no funcionamento social, profissional ou em outras áreas 

importantes da vida do indivíduo no presente e, por fim, (E) essas perturbações não são mais 

bem explicadas por DI (deficiência intelectual) ou por atraso global do desenvolvimento8. O 

diagnóstico de autismo é normalmente alcançado após a coleta de uma história detalhada do 

neurodesenvolvimento da criança, usualmente após conversas com os pais, assim como a partir 

da observação do indivíduo interagindo com os parentes, amigos e outras pessoas9,10. Para 

melhor acurácia diagnóstica, escalas como o protocolo de observação para o diagnóstico de 

autismo (ADOS) e a entrevista diagnóstica para autismo revisada (ADI-R) devem ser utilizadas. 

O ADI-R corresponde a uma versão modificada da entrevista diagnóstica para autismo (ADI), 

sendo um entrevista padronizada e semiestruturada direcionada para os cuidadores de pacientes 

com provável TEA, fornecendo um algoritmo diagnóstico pautado no CID-10 e no DSM-IV. A 

entrevista visa distribuir as pontuações nas áreas de comunicação, habilidades sociais e 

comportamentos restritivos, repetitivos e estereotipados, bem como acessar a história inicial 

desses sinais e sintomas, permitindo avaliar a gravidade e o impacto em cada uma desses 

domínios, com bons níveis de sensibilidade para o diagnóstico autismo11. O ADOS, por sua 

vez, é um ensaio de observação padronizada, performada por um clínico especializado, 

concebida como um método de avaliação da comunicação, habilidades sociais, além dos 

padrões restritivos e repetitivos do comportamento e dos interesses12. Quatro módulos originais 

são adaptados em função da idade e do nível linguístico do paciente para controle desses efeitos 

no nível de comprometimento do neurodesenvolvimento apresentado pela criança, visando 

melhorar a acurácia do teste. A segunda edição do ADOS (ADOS-2) adiciona um quinto 

módulo (módulo t) para crianças dos 12 aos 30 meses de idade com habilidades linguísticas 

variando da completa ausência de linguagem verbal até palavras únicas e frases simples12. Esses 

instrumentos permitem que o profissional especializado, na presença do cuidador da criança, 

observe e caracterize comportamentos característicos do indivíduo com suspeita de TEA13, 

ampliando a sensibilidade, especificidade e acurácia desse diagnóstico3. 
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As manifestações clássicas do autismo incluem déficits na comunicação e interação 

social, padrões restritivos e repetitivos do comportamento, sendo tais características essenciais 

para o diagnóstico do TEA, como supracitado, além de anomalias sensoriais e graus variáveis 

de deficiência intelectual (DI). Além desses sintomas idiossincráticos, comorbidades 

neuropsiquiátricas são frequentes, das quais destacam-se o transtorno do déficit de atenção e 

hiperatividade (TDAH), ansiedade, depressão e epilepsia3. Apesar desse quadro clínico 

característico, tais sintomas clássicos de TEA não são bem distinguíveis até os 12 a 18 meses 

de idade, quando passam a se tornar mais evidentes e discrepantes em relação ao padrões de 

neurodesenvolvimento esperados para a idade14. Além disso, o TEA pode ser classificado como 

sindrômico em uma série de patologias, incluindo a esclerose tuberosa, síndrome do X frágil, 

síndrome de Timothy, síndrome de Rett e algumas outras síndromes de aberração 

cromossômica: Angelman, Prader-Willi e Phelan-McDermid15. Tais casos sindrômicos de 

autismo são mais facilmente modelados in vitro devido a sua origem fortemente associada a 

genes já descritos e dos quais se conhece as características fenotípicas apresentadas pelos 

organoides, neurônios ou neuroprogenitores, assim como algumas das cascatas intracelulares 

reguladas por esses genes patologicamente relevantes.16. 

É agora bem reconhecido que fatores genéticos desempenham um papel fundamental na 

fisiopatologia do transtorno, que em associação com fatores de risco ambientais já bem 

descritos (figura 2), contribuem para um maior risco da criança de desenvolver TEA. Ainda 

assim, as bases genéticas que contribuem para as manifestações fenotípicas da doença ainda 

não são bem compreendidas, dada sua considerável complexidade e variabilidade. Novas 

evidências apontam que perturbações em períodos críticos do desenvolvimento embrionário 

podem ser uma das chaves para a emergência da patologia, e sua melhor investigação pode nos 

proporcionar novos insights acerca das vias patologicamente alteradas no TEA17.  Por exemplo, 

estudos de pós-mortem de cérebros autistas identificaram um provável comprometimento ou 

desregulação do desenvolvimento embrionário desses indivíduos, fazendo com que as redes de 

conexão neuronal e as sinapses estariam possivelmente deturpadas17. Sendo assim, o 

desenvolvimento embrionário pode ser considerado um período crítico para a manifestação dos 

mecanismos fisiopatológicos celulares associados ao TEA18. Além disso, ensaios de 

neuroimagem e estudos que avaliam a expressão gênica de cérebros autistas pós-mortem 

demonstraram uma desregulação de diversos genes relacionados tanto com o desenvolvimento 

quanto com a proliferação celular19,20. Grandes estudos de associação genômica ampla 

(GWAS), assim como estudos de mutações de novo e variações no número de cópias (CNVs) 
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identificaram uma série de genes significativamente associados com o autismo, sugerindo a 

importância dessas mutações para a graduação do risco genético da pessoa21–23. 

 

Figura 2- Fatores de risco ambientais para o desenvolvimento do autismo com bons níveis de 

evidência associativas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Lord et al., 20203. Dados de estudos que visam identificar os fatores de risco para o autismo podem ser 

divididos em três grupos, incluindo aqueles com bons níveis de evidência associativas. As barras representam 

intervalos de confiança (IC 95%). 

 

Mesmo com uma série de fatores genéticos associados ao autismo, na medida em que 

pesquisas avançam e evidenciam cada vez mais genes diferencialmente expressos (DEGs), a 

maioria dos casos acontece de forma idiopática. As várias etiologias sindrômicas e 

monogenéticas de TEA acima mencionadas não chegam a contar, per si, para mais do que 2% 

dos totais de casos de autismo diagnosticados, sendo que apenas cerca de 10-20% dos 

indivíduos com TEA possuem uma etiologia genética identificável24. 

O uso de células tronco pluripotentes induzidas fez com que fosse possível avaliar 

estados embrionários de maturação e desenvolvimento cerebral, mantendo o “background” 

genético do indivíduo das quais as células foram reprogramadas, partindo do pressuposto de 

que alterações genéticas nos pacientes autistas influenciariam o desenvolvimento e o 

comportamento dessas células in vitro, visto que alterações na transmissão sináptica, no 

crescimento e na diferenciação neuronal constituem eixos centrais nas hipóteses dos distúrbios 

celulares apresentados nesse transtorno25–27. 

Apesar dos avanços, lacunas ainda existem na compreensão dos mecanismos 

moleculares e celulares que circundam o TEA. Busca-se entender de que forma genes mutados 

e diferencialmente expressos afetam ou desregulam vias específicas de sinalização celular em 
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neuroprogenitores, capazes de justificar as alterações fenotípicas evidenciadas in vitro na 

cultura dessas células e, a partir desse ponto, a sintomatologia clássica do transtorno. Resultados 

de pesquisas mais recentes demonstram que genes associados ao autismo estão funcionalmente 

interconectados através de vias que controlam diversos processos durante o desenvolvimento 

embrionário cerebral: regulação da transcrição gênica; diferenciação neural e destino celular; 

formação e transmissão sináptica; adesão e migração celular e o balanço entre atividade 

sináptica excitatório e inibitória25–27. 
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2 OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivo Primário 

 

Investigar a existência de trabalhos que demonstrem como as iPSC, os neurônios e os 

organoides cerebrais permitem estudar transtornos do espectro autista e quais mecanismos 

fisiopatológicos podem ser avaliados nesse modelo experimental. 

 

2.2 Objetivos secundários  

 

I. Reunir publicações relevantes sobre geração de iPSC de pacientes com autismo; 

II. Realizar levantamento das metodologias utilizadas para gerar as iPSC, os 

neurônios e os organoides; 

III. Descrever quais características fisiopatológicas são avaliadas no modelo in vitro 

(neuroprogenitores, neurônios e organoides); 

IV. Descrever quais genes estão diretamente associados com um maior risco 

desenvolvimento do transtorno. 
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3  REVISÃO DE LITERATURA  

 

 Células tronco embrionárias (ESC, do inglês embryonic stem cells), derivadas da massa 

celular interna de blastocistos de mamíferos, possuem a capacidade se multiplicar rapidamente 

e indefinidamente, a partir de diversos processos mitóticos subsequentes, mantendo seu estado 

de pluripotência. Essas células podem então se diferenciar em tipos específicos celulares das 

três camadas germinativas do embrião (ectoderma, mesoderma e endoderma) que, em um 

ambiente normal de fecundação, daria origem a um novo ser vivo28. Em 1981, portanto, como 

demonstrado por Evans e Kaufman, células tronco embrionárias derivadas do blastocisto de 

ratos 129 SvE seriam adequadamente cultivadas em placas de cultura in vitro pela primeira vez, 

a partir da qual elas poderiam se diferenciar in vitro formando múltiplos outros tecidos, ou 

serem inoculadas em ratos onde levariam a tumores in vivo (teratocarcinomas). Tais descobertas 

e propriedades levaram a expectativas de que células tronco embrionárias humanas poderiam 

ser utilizadas como modelos de estudos biológicos e fisiopatológicos; teste da eficácia, 

segurança e tolerabilidade de novas drogas e fármacos, e, com um olhar um pouco mais 

futurístico, tratamento pacientes com condições clínicas e doenças variáveis através da terapia 

celular29. O termo ESC (célula tronco embrionária), por sinal, foi introduzido justamente para 

distinguir essas células tronco pluripotente derivadas de embriões com cariótipo normal das 

células tronco pluripotentes embrionárias derivadas de teratocarcinomas (EC, do inglês 

embryonal carcinoma) 30. 

 Logo na sequência, tendo em vista os avanços científicos nessa área no período, ESCs 

humanas (hESC) foram primeiramente reportadas pelo grupo de Thomson (5) em 1998, 17 anos 

após a geração e cultura in vitro de ESCs de ratos laboratoriais. Esse pequeno atraso entre a 

criação de células tronco embrionárias de humanos com relação a dos ratos, per si, pode ser 

explicado por diferenças morfológicas que influenciam na cultura desses dois diferentes tipos 

de célula. Durante esse intervalo de 17 anos, culturas com ESCs de primatas já haviam sido 

estabelecidas31. Foi proposto então, para classificação adequada de células tronco embrionárias, 

três critérios deveriam ser considerados, incluindo (I) derivação do embrião pré-implantacional 

ou peri-implantacional, (II) proliferação indiferenciada e prolongada, e (III) potencial estável 

de diferenciação para formar todos as três camadas embrionários mesmo após cultura longa in 

vitro2931. Ademais, o experimento da equipe de James A. Thomson demonstrou que as hESC 

possuíam altos níveis de atividade da enzima telomerase, uma ribonucleoproteína que adiciona 

repetições de telômeros (sequências de DNA terminais) na região final do cromossomo e está 

diretamente envolvida na manutenção do comprimento do telômero32. O telômero, por sua vez, 
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constitui esse trecho final do cromossomo e funciona como um relógio mitótico: quando o 

tamanho do telômero atinge um certo limite, um “checkpoint”, as células são incapazes de se 

dividir e, portanto, sofrem o processo de senescência celular (envelhecimento). Isso é 

justamente o que ocorre com nossas células somáticas já diferenciadas, que não expressam tal 

enzima, uma vez que ela é suprimida pelo processo de diferenciação celular33. Destarte, células 

que expressam altos níveis de atividade da enzima telomerase mantém o tamanho do telômero 

e possuem capacidade infinita e indefinida de replicação, o que constitui um marcador de 

imortalidade celular3435. Assim sendo, a telomerase é altamente expressa em linhagens celulares 

germinativas e tecidos embrionários32.  

 Apesar dos grandes avanços obtidos através do estudo de células tronco embrionárias 

humanas (hESCs), há dois grandes problemas ao trabalhar com esse tipo celular: 

Primeiramente, oposições éticas quanto ao uso de embriões humanos para fins de pesquisa e, 

em segundo, presença de imunocompatibilidade após o transplante. Guiados por descobertas 

prévias de que células somáticas poderiam ser reprogramadas a partir da transferência de seus 

núcleos para oócitos 36 ou por fusão com células embrionárias 37, o grupo de Takahashi e 

Yamanaka elaborou a hipótese de que fatores moleculares específicos desses tipos celulares 

supracitados - oócitos e células embrionárias - conferiam seu estado de pluripotência e, 

consequentemente, sua identidade celular. Portanto, deduziu-se que a pluripotência poderia ser 

induzida em células somáticas por moléculas específicas que existem no ambiente de ESCs, 

moléculas essas diretamente associadas com a manutenção desse estado de pluripotência.  

 Foram selecionados inicialmente 24 fatores candidatos à indução de pluripotência em 

células somáticas, baseado na hipótese de que tais genes desempenham um papel fundamental 

na manutenção da identidade celular das células troncos embrionárias. Esses genes foram 

introduzidos nos fibroblastos embrionários de camundongos (MEF Fbx15 bgeo/bgeo) a partir 

da transdução viral. Com essa técnica, a partir da modificação genética do retrovírus com o 

material genético de interesse, seguida sua incorporação no citoplasma da célula (infecção), as 

células-alvos passarão então a expressar ectopicamente os transgenes desejados, a partir dos 

vetores retrovirais. Após análises subsequentes, dos 24 genes iniciais, foram identificados 4 

fatores essenciais – Oct3/4, Sox2, Klf4 e cMyc – capazes de induzir pluripotência em 

fibroblastos embrionários e também em fibroblastos adultos da ponta da cauda desses mesmos 

ratos, apesar de que, com o uso de 10 fatores simultâneos, obteve-se essencialmente o mesmo 

resultado. No caso dos fibroblastos embrionários dos camundongos - MEF Fbx15 bgeo/bgeo – 

a transdução retroviral de tais fatores combinados foram associados a uma maior sobrevida da 

colônia (denominada de IPS-MEF4), maior expressão de genes associados à pluripotência, 
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morfologia celular mais próxima de células embrionárias e, após injeção subcutânea nos 

camundongos, três clones de IPS-MEF4 levaram a formação de tumores. A avaliação 

histológica dos teratocarcinomas revelou que 2 clones da IPS-MEF4 foram capazes de 

diferenciar em células de todas as 3 camadas embrionárias, incluindo o tecido neuronal, 

cartilagem e epitélio colunar. Nesse sentido, a imunohistoquímica detectou células positivas 

para alfa-actina do músculo liso (marcador de mesoderme); alfa feto proteína (marcador de 

endoderme) e beta III tubulina (marcador de ectoderme). Os clones de IPS-MEF4 também 

foram positivos no teste de imunohistoquímica para fosfatase alcalina e SSEA-1, marcadores 

altamente expressos em células tronco indiferenciadas. Por fim, através da técnica biomolecular 

de microarranjo de DNA, foi comparado à expressão-genética global de ESCs, iPSCs derivadas 

dos camundongos e MEF Fbx15 bgeo/bgeo. A análise de correlação de Pearson demonstrou 

que as iPSCs estavam geneticamente mais próximas das ESCs do que dos fibroblastos e seus 

derivados. Já a análise de microarranjo demonstrou ainda a presença de alguns genes 

comumentemente suprarregulados tanto nas células tronco embrionárias quanto nas células 

tronco pluripotentes induzidas, a exemplo de: Myb, Kit, Gdf3 e Zic3 38.  

 Resultados semelhantes aos descritos acima foram observados após a transdução viral 

dos mesmos 4 fatores supracitados - Oct3/4, Sox2, Klf4 e cMyc – em fibroblastos adultos da 

ponta da cauda de um camundongo macho de 7 semanas (TTFs, do inglês tail-tip fibroblasts) 

Fbx15 bgeo/bgeo. O mesmo experimento foi repetido com TTFs de uma fêmea Fbx15 

bgeo/bgeo de 12 semanas. Após esses ensaios de reprogramação celular, foi realizado a 

introdução de 2 desses clones celulares de iPSCs derivadas de fibroblastos de camundongos em 

blastocistos C57/BL6 através da microinjeção, sendo obtido como resultado 18 embriões em 

E13.5, dois dos quais demonstraram a presença de iPSCs positivas para proteína fluorescente 

verde (GFP, do inglês green fluorescente protein), proteína essa que era constitutivamente 

expressa nas células da fêmea após reprogramação genética prévia38, demonstrando que tais 

células poderiam ser reimplantadas em blastocistos para novamente gerar organismos, ou seja, 

basicamente reiniciar o processo de embriogênese. 

 Tais achados corroboraram para a hipótese de que seria possível a criação de células 

pluripotentes diretamente de células somáticas do paciente. Sendo assim, no ano seguinte, 2007, 

o mesmo grupo de Takahashi e Yamanaka publicou um artigo em que demonstraram a geração 

iPSCs a partir de fibroblastos adultos de humanos e outras células somáticas humanas39. 

 Depois da otimização da técnica de transdução viral, os retrovírus foram introduzidos 

em fibroblastos dérmicos adultos de humanos de um caucasiano de 36 anos contendo os 



17 

 

mesmos fatores utilizados na transdução aplicada anteriormente com os fibroblastos de 

camundongos: Sox2, Oct3/4, Klf4 e c-Myc. Após 2 semanas, algumas colônias começaram a 

aparecer nas placas de cultura e as células semelhantes à hESCs foram mecanicamente 

selecionadas. Cada célula exibia morfologia semelhante à das células tronco embrionárias 

humanas, com uma alta razão núcleo/citoplasma. Essas células também apresentaram 

semelhanças as hESCs na “dependência alimentar”, isto é, havia também a necessidade de 

expansão em “SNL feeder cells”, com meio para células tronco embrionárias de primata 

suplementado com o fator de crescimento para fibroblastos (bFGF). Tais fatores eram 

imprescindíveis para a manutenção do estado indiferenciado das novas células, as quais foram 

denominadas de células tronco pluripotente induzidas de humanos (hIPSCs) 39. 

 A partir da análise biomolecular com técnicas semelhantes às aplicadas no caso das 

iPSCs derivadas de fibroblastos de camundongos, notou-se resultados muito similares: As 

células tronco pluripotentes induzidas humanas expressavam muitos marcadores e 

características similares às células pluripotentes embrionárias: padrões de expressão gênica 

semelhantes, com ativação (acetilação e desmetilação) de promotores gênicos associados à 

manutenção do fenótipo de células tronco, incluindo a pluripotência, rápida proliferação e 

indiferenciação; avaliação das histonas por imunoprecipitação de cromatina demonstraram 

padrões de modificações característicos de hESCs; alta atividade da ribonucleoproteína 

telomerase; formação de corpos embrióides com diferenciação espontânea para tecidos das três 

camadas germinativas, demonstrado por imunocitoquímica; utilizando o mesmo protocolo 

previamente aplicado para ESCs 40, foi evidenciado diferenciação direta das hiPSCs para 

células neuronais, incluindo neurônios dopaminérgicos, assim como para cardiomiócitos, 

valendo-se do uso de ativina A e proteína morfogenética óssea para guiar essa diferenciação41; 

após transplante em ratos do clone de hiPSC 201B7 constatou-se formação de teratoma in vivo. 

A avaliação histológica do tumor revelou que ele era composto por diversos tecidos. 

Posteriormente, o mesmo método foi utilizado para a produção de hiPSCs a partir de 

sinoviócitos do tecido sinovial de um adulto caucasiano de 69 anos39. 

 A partir de tais resultados evidenciou-se que células iPSCs poderiam ser geradas a partir 

de fibroblastos adultos dérmicos e outras células somáticas humanas usando os fatores que 

posteriormente seriam denominados como fatores Yamanaka. Oct3/4 e Sox2 são fatores de 

transcrição que sinergicamente suprarregulam genes associados à manutenção do estado de 

pluripotência e indiferenciação celular, ao mesmo tempo em que são capazes de suprimir genes 

vinculados à diferenciação celular em células tronco embrionárias de camundongos e humanos. 

Todavia, essas proteínas não conseguem exercer tais funções em células diferenciadas. Nesses 
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tipos celulares, essas proteínas não são capazes de se ligar aos genes alvos por conta de 

mecanismos epigenéticos como a metilação do DNA e a modificação das histonas, levando a 

um maior enovelamento da cromatina em regiões programadas424344. Tais dispositivos de 

modulação genética impedem com que esses fatores de transcrição exerçam sua função a 

depender da expressão gênica  de cada tipo celular. Foi especulado que c-Myc e Klf4 modificam 

a estrutura de cromatina para que Sox2 e Oct3/4 possam interagir com seus genes alvos39. 

 Após essa revolução no estudo de células tronco, diversos protocolos para a geração de 

iPSCS a partir de células somáticas humanas foram desenvolvidos e aprimorados, assim como 

a sua diferenciação para diversos outros tipos celulares. O uso de iPSCs para a abordagem de 

mecanismos fisiopatológicos in vitro também foi amplamente desenvolvido, sendo objeto alvo 

de diversos estudos com grandes fontes de financiamento, entretanto ainda há vários desafios a 

serem superados para que a medicina regenerativa e a terapia celular se aproximem mais do 

paciente. Yamanaka reportou 3 obstáculos centrais: (I) Tumorigenicidade, pois essas células 

tendem a ocasionar a formação de tumores in vivo (II) Imunogenicidade, mesmo no caso do 

transplante autólogo pode haver rejeição e (III) Heterogeneidade, pois cada clone de iPSC 

possui um perfil genético único e, consequentemente, cada linhagem celular é diferente em 

morfologia, expressão genética, curva de crescimento e propensão para se diferenciar em 

variados tipos celulares45.  

 Apesar da terapia autóloga de células tronco ser uma realidade um tanto longínqua, o 

uso de tais células para estudos de doenças genéticas in vitro se tornou amplamente popular, de 

forma que o TEA passou a ser uma das patologias alvo para pesquisa e estudo, dada a sua 

identidade genética ainda muito obscura e misteriosa. O uso de iPSCs para modelagem de casos 

sindrômicos de autismo já vêm sendo feito há alguns anos, visto que se conhece a entidade 

genética alterada (mutação ou alteração cromossômica estrutural) e, a partir desse ponto, 

estudam-se as implicações de tal variação no desenvolvimento do SNC a partir de organoides 

cerebrais e também de culturas bidimensionais de neurônios, células da glia e células 

neuroprogenitoras. Algumas síndromes já estabelecidas e reconhecidas como parte dos TEAs 

sindrômicos incluem: síndrome de Rett, mutação no gene CDKL5, síndrome de Phelan-

McDermid, síndrome do X frágil, esclerose tuberosa, síndrome de Timothy e síndrome de 

Angelman. Tais patologias foram modeladas in vitro com achados significativos em termos de 

fenótipo e genótipo celular46,47. 

 A síndrome de Rett (RTT) é uma desordem do neurodesenvolvimento com uma 

prevalência consideravelmente maior no sexo feminino, especialmente por causa da maior 
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mortalidade em meninos (não há o outro cromossomo X com o alelo para compensar a 

mutação), sendo a primeira forma de autismo sindrômico com uma causa genética bem 

estabelecida. A maioria dos pacientes com síndrome de Rett possuem uma mutação no gene 

MECP2, localizado no cromossomo X48.Modelagem in vitro da síndrome de Rett utilizando 

células neuroprogenitoras, neurônios e organoides cerebrais evidenciaram: redução da rede 

sináptica e das conexões neuronais entre os neurônios; diminuição da densidade dos espinhos 

dendríticos (pequenas protrusões dos dendritos neuronais que constituem o sítio pós-sináptico 

da maiorias das sinapses excitatórias do cérebro dos mamíferos); redução do tamanho do soma 

(corpo do neurônio); alteração da sinalização do íon Ca++ e distúrbios eletrofisiológicos, tais 

como frequência reduzida de correntes pós-sinápticas espontâneas nos neurônios49; defeitos 

morfológicos em neurônios induzidos por astrócitos mutados derivados pacientes com Rett50; 

susceptibilidade aumentada para retrotransposição L1 e aumento da frequência de de novo L1 

retrotransposons51; Defeitos na migração e maturação neuronal (crescimento reduzido de 

neuritos e atenuação da sinaptogênese) em ensaios de cultura tridimensionais (organoides)52.  

 CDKL5 é uma mutação genética rara que leva a criança a cursar com um atraso global 

do neurodesenvolvimento, justificada por mutações nesse mesmo gene, inicialmente inclusa 

como uma forma atípica da síndrome de Rett. Pacientes com essa mutação apresentam sinais e 

sintomas clínicos semelhantes à RTT, os quais incluem déficit motor, deficiência intelectual, 

distúrbios visuais, epilepsia de início precoce e autismo53,54. Estudos com iPSCs de pacientes 

portadores de tal mutação demonstraram que os neurônios diferenciados a partir dessas células 

tronco apresentavam espinhos dendríticos aberrantes54, além de reduções no número de 

sinapses excitatórias e uma diminuição na densidade dos espinhos dendríticos55. 

 A síndrome de Phelan-McDermid corresponde a um transtorno do 

neurodesenvolvimento associado a uma deleção no locus gênico de SHANK3 (22q.13), sendo 

que cerca de 80% dos indivíduos afetados se enquadram dentro do espectro autista, cursando 

com deficiência intelectual, atraso na comunicação e hipotonia. Correlações genotípicas-

fenotípicas demonstraram que, quanto maior a deleção na região do gene do SHANK3, mais 

aparentes serão as características dismórficas e os sintomas relacionados ao autismo. As 

pesquisas com iPSCs diferenciadas demonstraram: déficits na transmissão sináptica excitatória, 

que envolviam tanto a amplitude como a frequência das correntes excitatórias pós-sinápticas, 

assim como nos potenciais sinápticos evocados (fluxo de corrente iônica) pelos receptores 

AMPA e NMDA56. Ademais, foram identificadas diminuições da densidade e da formação dos 

espinhos dendríticos57. 



20 

 

 No que tange a síndrome do X frágil (FXS), temos que ela está relacionada a uma 

expansão instável da repetição do trinucleotídeo CGG dentro do gene FMR1 (fragile X mental 

retardation), localizado no Xq27.3, levando a metilação, silenciamento da transcrição gênica e 

a ausência ou déficit de transcrição da FMRP (fragile X mental retardation protein 1)58. Cerca 

de um terço dos indivíduos com síndrome do X frágil também se enquadram dentro do espectro 

autista. Em geral, crianças e infanto-juvenis com FXS frequentemente apresentam hipotonia, 

cursando inicialmente com dificuldades na amamentação e regurgitação frequente, evoluindo 

na sequência com atrasos na comunicação social, hiperatividade, ansiedade e hiper-reatividade 

sensorial a partir do segundo ano de vida, sendo isso somado às características dismórficas 

clássicas (face alongada, orelhas grandes ou proeminentes, pés planos, articulações 

hiperextensíveis, macroorquidismo após a puberdade dentre algumas outras)59. Em termos de 

fenótipos celulares identificáveis in vitro, constataram migração neuronal aberrante de células 

neuroprogenitoras diretamente correlacionada com mudanças epigenéticas do gene FMR1 e 

perda da expressão da FMRP60; defeitos na formação e extensão dos neuritos (qualquer 

projeção do corpo celular de um neurônio em cultura de células embrionárias) em neurônios do 

prosencéfalo derivados de iPSCs de pacientes com FXS61, assim como redução da expressão 

da PSD-95 (proteína 95 de densidade pós-sináptica), redução da puncta sináptica no geral, além 

da diminuição dos neuritos. Foram observados, ademais, desregulações na sinalização de Ca++, 

especialmente nas correntes transitórias de tal íon62. 

 Quanto a esclerose tuberosa, considerada uma etiologia rara de desordem do 

neurodesenvolvimento, sabe-se que suas manifestações são decorrentes de mutações nos genes 

TSC1 e TSC2, levando a prejuízos em múltiplos órgãos, incluindo rins, pele, olhos, coração e 

cérebro. Essa quantidade considerável de órgãos afetados pela patologia implicam no 

importante papel dos genes TSC1 e TSC2, que codificam o complexo hamartina-tuberina, na 

regulação da proliferação e migração celular durante a embriogênese63,64. É uma doença 

autossômica dominante, embora dois terços dos pacientes possuam mutações esporádicas, 

sendo que os indivíduos afetados também podem apresentar déficits e distúrbios no 

comportamento, psiquiátricos, psicossociais e deficiência intelectual65. O autismo é um 

transtorno frequentemente associado à esclerose tuberosa, acometendo cerca de 61% dos 

indivíduos, por mais que o mecanismo exato dessa associação ainda permaneça 

desconhecido65,66. Ensaios in vitro a partir da cultura das iPSCs diferenciadas em neurônios 

desses pacientes evidenciaram: aumento da atividade elétrica em rede dos neurônios e expansão 

dos processos dendríticos dessas mesmas células; Em sistemas de co-cultura com 

oligodendrócitos, observou-se crescimento do tamanho do soma e da densidade dos processos 
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axonais, assim como hiperproliferação associada a prejuízos na maturação dessas células da 

glia, que também foram diferenciadas a partir das iPSCs desses pacientes portadores da mutação 

da esclerose tuberosa67; aumento da atividade proliferativa neuronal, hipertrofia do soma, 

desenvolvimento anormal de neuritos e conexões anormais entre as células; Astrócitos 

apresentaram alta atividade proliferativa; Além disso, a atividade da via mTOR foi 

potencializada nessas células68, via essa que regula uma série de outros fatores de transcrição e 

a síntese de proteínas especialmente relacionadas com a proliferação, crescimento e sobrevida 

celular69. Ademais, tais NPCs exibiram atraso na capacidade de se diferenciarem em 

neurônios70. 

 A síndrome de Timothy (TS) é uma rara desordem multissistêmica nos quais indivíduos 

apresentam traços capazes de classificá-los dentro do espectro autista, problemas cardíacos, 

sindactilia, características faciais dismórficas, imunodeficiência e disfunção neurológica71. 

Uma mutação genética de novo no gene Cav1.2 é responsável pelas anormalidades fenotípicas 

da TS em diferentes sistemas e órgãos72. A síndrome de Timothy compartilha algumas das 

características clássicas do autismo, o que o faz ser enquadrado como uma forma sindrômica 

de tal transtorno, sendo essas: déficits em habilidades de comunicação e socialização, assim 

como no desenvolvimento da linguagem e da fala. DI e convulsões, outras comorbidades 

comuns no autismo, também estão presentes na TS. O uso de iPSCs para modelagem dessa 

doença in vitro constatou os seguintes achados: defeitos na sinalização de Ca++, assim como 

anomalias na diferenciação neuronal, com uma redução da expressão de genes normalmente 

presentes em camadas corticais inferiores e também em projeções do corpo caloso73; retração 

dendrítica atividade-dependente, associada a mutação no gene Cav1.2, assim como déficits na 

sinalização de Ca++74, como também migração anormal de interneurônios em modelos de 

organoides75. 

 Por fim, a síndrome de Angelman (AS) é outro transtorno do neurodesenvolvimento 

relacionado ao TEA, cuja mutação com perda de função no gene UBE3A, localizado região 

15q11-q13 do cromossomo maternal, leva a manifestação fenotípica da patologia76. Indivíduos 

com AS costumam apresentar retardo mental profundo, ataxia, explosões contínuas de riso, 

atraso severo na linguagem e na fala, eletroencefalograma (EEG) alterado e convulsões. Além 

desses sintomas clássicos descritos, eles podem também apresentar hiperatividade, 

comportamentos estereotipados e repetitivos, assim como impulsivos76,77. Mutações na mesma 

região cromossômica (15q11-q13), porém no cromossomo paterno homólogo, levam a 

síndrome de Prader-Willi (PWS), um outro transtorno grave do neurodesenvolvimento com 

uma grande variabilidade sintomatológica78. Os estudos com células tronco de pacientes com 
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AS revelaram, especialmente, diminuição da atividade e plasticidade sináptica, com alterações 

do potencial de repouso da membrana e do disparo dos potenciais de ação79. 

 Tais estudos demonstram alterações fenotípicas perceptíveis durante a modelagem in 

vitro, com o uso da tecnologia de organoides cerebrais, de casos sindrômicos de TEA, em que 

há um distúrbio genético de base bem estabelecido. No entanto, é necessário salientar que a 

prevalência do autismo na população mundial envolve, majoritariamente, casos poligênicos e 

idiopáticos, em que a hereditariedade interage com fatores ambientais para estabelecer o risco 

do indivíduo de desenvolver o quadro. Apesar desse fato epidemiológico, o estudo de casos 

idiopáticos de TEA foi por muito negligenciado nessas pesquisas experimentais de modelagem, 

sendo de grande relevância caracterizar as possíveis alterações fenotípicas e genotípicas, bem 

como se de alguma forma há uma via comum entre esses mecanismos moleculares que 

justifiquem as manifestações do TEA à nível celular, mesmo em indivíduos sem uma mutação 

de base comum que justifique o transtorno. 

 Compreende-se, portanto, que o avanço da tecnologia de organoides, nisso incluso os 

organoides cerebrais utilizados nos transtornos neuropsiquiátricos supracitados, permitiu com 

que obstáculos fossem ultrapassadas no estudo de tecidos e do comportamento celular in vitro, 

nisso incluso diversas patologias de interesse científico. O uso dessas culturas 3D aproximam-

se mais da citoarquitetura naturalmente presente nos órgãos de indivíduos in vivo, sendo 

portanto objeto de estudo mais verossímil em termos fisiológicos, o que não acontece com 

culturas de células padrão bidimensionais80. Ademais, tais organoides são muito mais passíveis 

de manipulação genética e das mais variadas vias de sinalização de interesse do que modelos 

animais. Soma-se a isso, claro, o ponto de não haver as limitações clássicas esperadas no caso 

do uso de outras espécies (especialmente camundongos) para modelagem de doenças, isto é, as 

diferenças genéticas e consequentemente estruturais dos tecidos que impedem com que o 

modelo seja fidedigno, dado que estamos tratando de espécies distintas80. Outrossim, a 

reprogramação celular para o estágio de iPSC permitiu com que barreiras fossem ultrapassadas 

quanto ao uso de células tronco embrionárias, principalmente aquelas que dizem respeito à 

bioética81. 

 Na medida em que mais pesquisas passaram a ser realizadas na área, progressos foram 

obtidos não só nos métodos de reprogramação celular, que passaram a ser mais eficientes, como 

também na quantidade de tecidos dos quais organoides derivados de células tronco 

pluripotentes (PSCs) foram caracterizados, modelados e testados, incluindo: organoides 

cerebrais, organoides gastrointestinais e do fígado, bem como organoides cardíacos, 

pulmonares e também renais. Como tais células pluripotentes são capazes de formar tecidos 
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dos três folhetos embrionários, conhecer as vias e as moléculas que regulam a diferenciação de 

cada tecido in vivo faz com que seja possível recriar e simular essas vias in vitro, dessa forma 

sendo possível a criação de organoides de todos esses órgãos citados82. 

 Sendo assim, a partir de células somática do paciente, como por exemplo fibroblastos, 

a reprogramação é executada e técnicas são aplicadas para a formação de aglomerados 

tridimensionais de células (organoides). Desse ponto, as possibilidades são múltiplas: Caso o 

paciente possua uma determinada doença, as células podem ser usadas para modelagem in vitro 

dessa patologia de interesse, já que elas mantém o “background” genético do indivíduo. Desse 

ponto, as células podem ser diferenciadas para o tecido desejado para análise das alterações 

fenotípicas, genotípicas e leitura da atividade do tecido, assim como para o teste de drogas, 

analisando como tais fármacos interagem com o fenótipo celular apresentado81. Nesse sentido, 

iPSCs vêm sendo utilizadas na triagem e validação de possíveis novos fármacos para diversas 

patologias83. O outro ponto chave, porém ainda longínquo, da pesquisa com organoides é 

justamente avançar em direção à medicina regenerativa, isto é, transplante autólogo de células 

tronco. A partir de edição gênica precisa com a tecnologia do CRISPR-Cas9, uma mutação 

causadora de determinada doença no paciente pode ser corrigida, e as células podem ser 

expandidas in vitro em organoides cerebrais. Como o transplante ainda é majoritariamente 

inviável, tais células podem ser utilizadas para confirmar o efeito da mutação nos fenótipos 

celulares observáveis, comparando os modelos portadores da mutação com esse modelo 

isogênico corrigido, assim como podem ser utilizados em modelos quiméricos (transplante 

xenogênico), visando circundar as limitações da tecnologia, ganhando experiência e abrindo 

caminhos para essa medicina personalizável(figura 2)81. 
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Figura 3 - Esquema demonstrando as principais aplicações de iPSCs e dos organoides 

derivados dessas células específicas do paciente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Rowe & Daley., 2019. A partir da descoberta das células tronco pluripotentes, novos passos em direção à 

terapia celular e triagem de fármacos foram intensificados. Melhoras nas técnicas de reprogramação permitiram 

com que iPSCs fossem geradas de forma mais eficiente e com a manutenção do estágio de pluripotência in vitro, 

isto é, evitando diferenciação indesejada. Edição gênica com CRISPR/Cas9 tem sido amplamente utilizada, 
permitindo com que haja a recuperação de um fenótipo associado a uma doença genética, visando no futuro se 

aproximar mais da terapia autóloga de células tronco. Atualmente, essas células geneticamente corrigidas podem 

ser transplantadas para modelos quiméricos (transplante xenogênico) para evidenciar o comportamento dessas 

células em sistemas multicelulares complexos e dinâmicos, considerando a interação com componentes do 

estroma, sistema imune, hormônios e patógenos, visando ultimamente alcançar a terapia autóloga dessas células, 

uma realidade ainda longínqua salve raras exceções. In vitro, as células de um paciente com uma patologia alvo 

podem ser reprogramadas a partir de células somáticas quaisquer (por exemplo fibroblastos) para iPSCs, e depois 

diferenciadas para o tecido alvo para avaliar alterações fenotípicas e genotípicas, alvejando a compreensão de 

mecanismos fisiopatológicos de interesse e a triagem de fármacos. Ultimamente, esses modelos de estudo em 

laboratório permitem com que possíveis novos fármacos sejam descobertos e testados, tanto a partir da 

identificação de mecanismos moleculares chaves da doença, como também a partir da interação da droga com o 
fenótipo celular. Finalmente, tais testes de triagem de diversas moléculas de interesse podem auxiliar na descoberta 

de novos fármacos para uso clínico no futuro, abrindo portas também para a medicina personalizada, especialmente 

através da interação farmacogenética: qual fármaco é mais eficiente para cada tipo de paciente 
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4  MÉTODOS 

 

4.1 Desenho de estudo 

 

 Trata-se de uma Revisão Sistemática integrando literatura científica de x bancos de 

dados, pautada no modelo PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and 

Meta-Analyses). O estudo visa analisar o modelagem do Transtorno do Espectro Autista (TEA) 

in vitro através do uso de IPSC’s para análise fisiopatológica do tecido nervoso (mimetizando 

aspectos do desenvolvimento embrionário do tecido) em células que possuem mutações 

características associadas ao fenótipo do autismo. 

 

4.2 Estratégia de busca 

 

 A estratégia de busca foi realizada conforme o método PICO (Population, Intervention, 

Comparisson/Control and Outcome). Foi realizada uma revisão de literatura através das bases 

de dados do MEDLINE (através do PubMed), da Biblioteca Virtual em Saúde (BVS), Scielo, 

ERIC e Science Direct (Elsevier). 

 Foram utilizadas combinações de descritores retirados do MeSH (Medical Subject 

Heading) e DeCS (Descritores em Ciências da Saúde) para os termos “células-tronco 

pluripotentes induidas” e “autismo”. Para o primeiro, os descritores de saúde utilizados foram, 

primeiramente em inglês: “Induced Pluripotent Stem Cells”; “IPSC”; “IPSC’s”; “IPS cells”; 

“Cell, IPS”; “Human induced pluripotente stem cell”; “Human induced pluripotente stem 

cells”. No que diz respeito ao TEA, os seguintes descritores foram utilizados: “Autism”; 

"Autism Spectrum Disorders"; " Autistic Spectrum Disorder”; “Autistic Spectrum Disorders”; 

“Disorder, Autistic Spectrum”; “Rett Syndrome” e “Infantile Autism”. Os operadores 

booleanos “AND” e “OR” foram aplicados para associar os termos de busca. Os idiomas inglês 

e português foram selecionados para limitar os estudos abarcados pela pesquisa, bem como o 

período, que ficou entre os anos de 2015 até 2021. 

 Para detalhes de estratégias de busca em cada base de dados, consultar Anexo 

A. 

 

4.3 Critérios de Elegibilidade 

  

 Incluídos estudos originais, publicados entre os anos de 2010 até 2021, que tivessem 

seu texto completo em português, inglês ou espanhol, com duração variada de intervenção, 

apresentando as características: P – IPSC’s de indivíduos com autismo;  I –  Modelagem da 
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doença (autismo) in vitro, com diferenciação das IPSC’s para tecido nervoso (células 

progenitoras neurais) ou organoides cerebrais, C –IPSC’s de indivíduos hígidos ou sem 

mutações associadas ao espectro autista e outros transtornos do neurodesenvolvimento;  O – 

Alterações fisiopatológicas observáveis a nível neuronal e fenótipos celulares descritos.  

Excluiu-se estudos que utilizaram iPSCs de indivíduos que não haviam sido 

diagnosticados com TEA, conforme os critérios do DSM-V e/ou os questionários ADOS-2 ou 

ADI-R, bem como os que utilizaram iPSCs editadas geneticamente (via CRISPR/Cas9 ou 

outros métodos) para a indução de mutações em genes que conferem um maior risco para o 

desenvolvimento do TEA, assim como os estudos que utilizaram pacientes com autismo 

associado a comorbidades genéticas características (síndrome do X frágil, síndrome de Down, 

síndrome de Rett, esclerose tuberosa, síndrome de Timothy dentre outras) ; Estudos que não 

descrevem qualitativamente ou quantitativamente os achados perceptíveis a nível celular das 

hiPSC diferenciadas para tecido nervoso; Artigos que não possuíam um grupo controle para 

comparação dos resultados encontrados em nível de fenótipo celular, de forma que fosse 

possível contrastar o desenvolvimento dos neurônios de um indivíduo neurotípico 

comparativamente a de um indivíduo com autismo; os estudos em que as células tronco 

pluripotentes não eram derivadas de humanos e, por fim, foram removidos os artigos que 

avaliavam alterações no genótipo e fenótipo celular a partir de substâncias específicas, para 

análise do potencial terapêutico de tal componente. Artigos de revisão e artigos duplicados entre 

as bases de dados também foram excluídos. 

 

4.4 Identificação e seleção dos estudos 

 

 Na sequência foi realizada a busca e extração de artigos manualmente dos bancos de 

dados de literatura científica, sendo na sequência aplicado os critérios de elegibilidade nos 

artigos filtrados. 

 O processo de seleção individual se deu em três principais etapas: primeiramente, 

descarte dos artigos que não cumpriam os critérios de elegibilidade, com base na leitura do 

título e do resumo; segundamente, exclusão de artigos duplicados entre as bases de dados; e, 

por fim, leitura íntegra do texto e reaplicação dos critérios de elegibilidade para filtrar outros 

artigos diversos que também não cumpriam com os critérios já supracitados. 

 Organização e leitura dos artigos foi realizada com o auxílio da ferramenta Mendeley 

Desktop, versão 1.19.8. 

 

4.5 Extração de dados e análise 
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 Na sequência foi realizada a análise individual de cada artigo selecionado para leitura 

íntegra 

 A extração de dados seguiu com o preenchimento de uma tabela realizada pelo próprio 

autor. Os principais itens extraídos foram: autores, título, ano, desenho de estudo, revista em 

que foi publicado e os resultados obtidos. 

 

4.6 Considerações éticas 

 

Por tratar-se de uma revisão sistemática, não foi necessário submeter o estudo ao Comitê 

de Ética em Pesquisa. 
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5  RESULTADOS 

 

5.1 Seleção dos estudos 

 

 Durante o processo de busca nas bases de dados incluídas nessa revisão, foram 

identificados 1105 artigos, dos quais após a leitura do título e resumo com aplicação dos 

critérios de elegibilidade e exclusão das duplicatas, 18 foram selecionados para leitura integral 

do texto com nova aplicação dos critérios. Desse total, 10 artigos foram incluídos nessa análise 

(Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1- Fluxograma da estratégia de busca de dados 
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5.2 Características clínicas dos estudos incluídos 

  

 Na presente revisão sistemática foram incluídos dez artigos, totalizando 96 

participantes, dos quais 46 possuíam o diagnóstico de autismo, feito por médicos 

especializados, conforme os critérios do DSM-IV ou V (Manual Diagnóstico e Estatístico de 

Transtornos Mentais) e/ou com base nas escalas diagnósticas de ADOS (protocolo de 

observação para o diagnóstico de autismo) e ADI-R (entrevista diagnóstica para autismo 

revisada). Houve grande predomínio do sexo masculino nos pacientes com o diagnóstico de 

TEA incluídos nesse estudo. Por fim, todos os artigos incluídos tinham um desenho 

experimental, com tempo de seguimento variados em função dos tipos de experimentos 

realizados (tabela 1). 

 

Autores Ano 

Nº de 

participantes 

(intervenção) 

Nº de 

participantes 

(controle) 

Diagnóstico de 

TEA 

 

 Gênero 

 

Adhya, et al. 

84 
2021 9 6 

ADOS-2 & ADI-

R 
14H 1M 

Meganathan, 

et al. 85 
2021 1 3 DSM-V 2H 2M 

Liu, et al. 

86 
2017 3 5 

ADOS-G & ADI-

R 
8H 

Lewis, et al. 

87 
2019 2 2 DSM-V & ADOS 

1H 3M 

Derosa, et 

al. 88 
2018 6 5 

DSM-IV & ADI-

R 
11H 

Amatya, et 

al. 89 
2019 8 7 

DSM-IV & 

ADOS 
15H 

Zaslavsky, 

et al. 90 
2019 2 4 

ADOS, ADI-R & 

ADOS 
5H 1M 

Avazzadeh, 

et al. 91 
2019 3 5 ADOS & ADI-R 6H 2M 

Tabela 1 - Características clínicas dos estudos selecionados 
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   Fonte: Dados do próprio autor. Legenda:  M= mulheres; H= homens; ADOS: Protocolo de 

observação para diagnóstico do autismo; ADI-R: entrevista diagnóstica para autismo revisada; 

DSM: Manual diagnóstico e estatístico de transtornos mentais; VBS: Escala de comportamento 

verbal. 

  

 Dos pacientes com diagnóstico de autismo incluídos nessa revisão sistemática, grande 

parte eram caucasianos (63,3%), seguido de branco não hispânico (20%), caucasiano-hispânico 

(10%), asiático-indiano e afro-americano, ambos com (3,33%). Comorbidades, quando 

relatadas, também eram frequentes, com destaque para o transtorno de déficit de atenção com 

hiperatividade (37,5%), seguida de depressão (25%) e ansiedade (12,5%). O transtorno 

obsessivo compulsivo, a deficiência intelectual, problemas de sono e as convulsões foram 

pouco frequentes, com todas representando 6,25% do total de comorbidades. 

 Foram coletadas amostras de urina, amostras de sangue periférico e amostras de cabelo, 

além de biópsias de pele, seguida do processo de isolamento e cultura das células a serem 

reprogramadas para iPSCs. Grande parte dos tipos celulares utilizados para reprogramação 

foram fibroblastos, conforme previamente explicitado por Shinya Yamanaka 39. Células 

epiteliais renais, queratinócitos e células mononucleares de sangue periférico também foram 

reprogramadas a partir de protocolos específicos.  

 As reprogramações foram feitas a partir do vírus Sendai, de lentivírus, retrovírus ou 

método de reprogramação epissomal (mistura de três vetores otimizados de DNA capazes de 

reprogramar as células-alvo para iPSC’s sem ser necessário a integração do material genético 

no genoma). Todos os métodos de reprogramação funcionam a partir da entrega de genes 

específicos para as células alvo, levando a superexpressão ectópica de tais fatores, que por sua 

vez agem como indutores de um estado de pluripotência, fazendo com que a célula retorne de 

sua identidade diferenciada, como um fibroblasto, para uma identidade desdiferenciada. Dessa 

forma, ela é novamente capaz de e se diferenciar em outro tipo celular qualquer das três camadas 

do folheto embrionário: endoderme, mesoderme e ectoderme (tabela 2). 

 

 

Marchetto, 

et al. 92 
2017 8 5 

DSM-IV, ADOS, 

ADIR & VBS 
13H 

Mariani, et 

al. 93 
2015 4 8 ADOS & VBS 9H 3M 
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Tabela 2- Características gerais dos pacientes e dos métodos de reprogramação utilizados. 

Referência Etnia 

Idade 

(grupo 

intervenção) 

Comorbidade Fonte Reprogramação 

Adhya, et al. Caucasianos 
18,22 ± 9,07 

anos 

TDAH (2) 

Depressão (1) 
Queratinócitos Vírus Sendai / Lentivirus 

Meganathan, 

et al. 
NR 12 anos 

TDAH 

Depressão 

Células epiteliais 

renais 
Vírus Sendai 

Liu, et al. 

Caucasianos 

(2) 

Asiático-

indiano (1) 

8 ± 1 anos 
TOC (1) 

TDAH (1) 

Fibroblastos 

dérmicos 
Lentivírus 

Lewis, et al. NR NR 

Depressão (2) 

Ansiedade (2) 

Deficiência 

intelectual (1) 

Células epiteliais 

renais 
Vírus Sendai 

Derosa, et 

al. 

Branco não-

hispânico 

Entre 3 e 21 

anos 

TDAH (2) 

Problemas de 

sono (1) 

Convulsões 

(1) 

Células 

mononucleares 

de sangue 

periférico 

Vírus Sendai 

Amatya, et 

al. 

Caucasiano 

(4) 

Caucasiano-

hispânico (3) 

Afro-

americano 

(1) 

13,3 ± 5,6 

anos 
NR Fibroblastos Retrovírus 

Zaslavsky, 

et al. 
NR NR NR 

Fibroblastos 

dérmicos 
Retrovírus e Vírus Sendai 

Avazzadeh, 

et al. 
NR 

15,33 ± 6,42 

anos 
NR Fibroblastos Reprogramação epissomal 
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Fonte: Dados do próprio autor. Legenda:  NR = não relatado; TDAH = Transtorno de déficit de 

atenção e hiperatividade; TOC = Transtorno obsessivo compulsivo; (n) = Número de indivíduo com 

a comorbidade. 

 

5.3 Características fenotípicas e genotípicas celulares 

 

5.3.1 Características fenotípicas 

  

 Através do uso de iPSCs para análise fenotípica de alterações celulares, algumas 

alterações nas células derivadas de pacientes com TEA tornaram-se evidentes quando 

comparadas com iPSCs de indivíduos controle.   

 O artigo de Adhya e colaboradores (2020) avaliou a formação de estruturas 

denominadas rosetas neurais em três diferentes estágios do neurodesenvolvimento in vitro: dia 

nove (estágio inicial de células percursoras neurais, quando iPSCs formam novas células 

neuroprogenitoras que se auto-organizam em rosetas neurais com um arranjo direcional apico-

basal; dia vinte e um (estágio tardio de células percursoras neurais, marcado pela formação de 

camadas da superfície apical, estando as células neuroprogenitoras prontas para se 

diferenciarem em neurônios a medida em que elas migram para fora e, por fim, dia trinta e cinco 

(neurônios corticais imaturos pós-mitóticos). As rosetas neurais são formadas durante a 

diferenciação de iPSCs para um destino neuronal, de forma que há uma auto-organização 

celular em estruturas “neuroepiteliais”, que por sua vez dispõem de uma polaridade apico-basal 

similar àquelas dos tubos neurais durante a embriogênese. 

 As rosetas neurais formadas a partir de iPSCs diferenciadas em NPCs apresentaram 

anomalias significativas na formação do lúmen e no estabelecimento da polaridade apico-basal 

dessas estruturas. Além disso, constatou-se alterações no diâmetro e na formação das rosetas 

neurais em algumas linhagens de células, bem como um aumento na geração de rosetas neurais 

Marchetto, 

et al. 

Caucasiano 

(4) 

Caucasiano-

hispânico (3) 

Afro-

americano 

(1) 

13,3 ± 5,6 

anos 

 

 

NR 

 

 

Fibroblastos Retrovírus 

Mariani, et 

al. 
NR 

9,22 ± 4,03 

anos 
NR Fibroblastos 

Retrovírus e método de 

reprogramação epissomal 
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por 100 células. Tal formação anômala de rosetas neurais foi recapitulada no dia 30 dos 

organoides cerebrais, com menos dessas estruturas completas nos organoides derivados de 

pacientes com TEA, sendo tal fenótipo evidente independentemente de alterações na 

proliferação celular. 

 Em termos de proliferação celular, dois artigos (Marchetto et al., 2017) (Mariani et al., 

2015) constataram uma tendência de aceleração da proliferação celular em NPCs de pacientes 

com TEA e macrocefalia, sendo observado tanto reduções significativas no tempo de duração 

do ciclo celular em células neuroprogenitoras, com encurtamento das fases G1 e S, sem 

alteração do comprimento, isto é, do tempo da fase G2-M. A proliferação foi medida (2 clones 

por linhagem de célula) calculando o tempo de duplicação da população a partir do 

plaqueamento nas passagens 3 a 7 (P3-7) em cultura contínua, e os tempos de duplicação de 

todas as células derivadas de pacientes com TEA e linhas de controle foram agrupados para 

calcular as médias ou por incorporação do análogo de timidina BrdU, um marcador de mitose 

celular, através da fórmula Tc = Ts/(%BrdU/Ki67), em que Tc representa o tempo total do ciclo 

celular e Ts é o tempo na fase S do ciclo e Ki67 é uma proteína nuclear de 300kDa que está 

presente durante todas as fases ativas do ciclo celular (G1, S, G2 e mitose), mas não é detectável 

nas células em repouso (G0), sendo portanto um excelente marcador de proliferação celular94.  

 Meganathan e colaboradores (2021) também constataram uma tendência de mais rápida 

proliferação celular nas NPCs derivadas de um paciente com TEA portador de uma duplicação 

da região cromossômica 15q13.3, envolvendo o gene CHRNA7, mensurado a partir da 

contagem de células após 4 dias de cultura. Tais NPCs apresentaram porcentagens 

significativamente maiores de células na fase S e M do ciclo celular, em comparação com NPCs 

de controle não relacionados. 

 No que diz respeito a diferenciação neuronal e destino celular, foi constatado por 

Mariani e colaboradores (2015), assim como por Adhya e colaboradores (2020), um desbalanço 

do sistema GABA-glutamatérgico, com uma tendência de aumento da expressão de neurônios 

percursores GABAérgicos, testado especialmente através de marcadores específicos para esses 

tipos de células percursoras de neurônios inibitórios, como DLX-1, DLX-2 (fatores de 

transcrição) e GAD1/GAD67. Além disso, o número de células imunorreativas para 

ASCL1/MASH1 e NKX2.1 (dois fatores de transcrição expressos por células progenitoras 

GABAérgicas) e para o neurotransmissor GABA também estavam aumentados em organoides 

derivados de pacientes com TEA. Foram conduzidas ainda análises de Western blot que 

confirmaram a expressão proteica aumentada de GAD1/2 em organoides TEA, sugerindo uma 

superprodução de progenitores e neurônios da linhagem GABAérgica, bem como um equilíbrio 
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alterado entre o número de neurônios excitatórios e inibitórios. Por fim, foram encontradas 

evidências de aumento da expressão de fenótipos GABAérgicos eletrofisiologicamente, através 

do aumento da expressão da isoformas Nav1.1 dos canais de sódio, isoformas essa mais 

expressa em neurônios GABAérgicos. Outro estudo (Marchetto et al., 2017) revelou uma 

redução da porcentagem de NPCs NGN2+ glutamatérgicas em comparação com controles. 

Enquanto de forma consistente com os demais estudos, marcadores de precursores inibitórios 

GABAérgicos presentes no subpálio (MASH1, DLX2 e NKX2.1) foram regulados 

positivamente no TEA. Curiosamente, esse mesmo estudo constatou uma tendência para os 

receptores do GABA e do neuropeptídeo Y serem regulados negativamente em neurônios 

derivados de TEA. Foi também observado uma regulação negativa do receptor GABA, 

GABRR1, além de outros neurotransmissores relevantes e genes relacionados à sinapse, como 

KCNA1, TH, PHOX2A e DRD3, em neurônios TEA. Em contraste, genes relacionados a 

estágios iniciais de diferenciação neural, como NEUROG3, FOXG1, SOX10 e P2RY2, foram 

significativamente suprarregulados no TEA. Foram ainda evidenciados achados contraditórios 

quanto ao grau de maturação neuronal, visto que estudos revelaram tanto uma imaturidade dos 

neurônios derivados de pacientes com autismo (Meganathan et al., 2021) (Marchetto et al., 

2017), demonstrado através de maior expressão de marcadores de NPCs e de proliferação 

celular, quanto também por uma aquisição prejudicada de características de neurônios 

diferenciados e maduros. Outros estudos (Mariani et al., 2015) (Liu et al., 2017), por sua vez, 

não detectaram alterações significativas no grau de maturação neuronal entre neurônios durante 

o processo de diferenciação in vitro de pacientes com TEA em comparação com controles. Por 

fim, déficits na migração neuronal através de ensaios específicos também foram atestados nos 

neurônios de pacientes com autismo (Meganathan et al., 2021) (DeRosa et al., 2018). 

 As pesquisas também demonstraram alterações da atividade eletrofisiológica dos 

neurônios derivados de pacientes com autismo (Amatya et al., 2019) (Avazzadeh et al., 2019) 

(Marchetto et al., 2017) (Liu et al., 2017) (DeRosa et al., 2018) (Zaslavsky et al., 2019), sendo 

essas: redução da complexidade elétrica dinâmica analisada através de MED (Minimal 

embedding dimension), assim como os disparos e a variação de intervalo entre os picos foram 

significativamente distintas entre neurônios controle e TEA, mais evidentes durante as 

primeiras semanas de diferenciação, com tendência a ajustes a partir de terceira semana. 

Gravações de whole cell voltage e  current clamp identificaram maior número de disparo de 

potenciais de ação, em média, bem como um limiar menor de despolarização para início do 

potencial de ação, demonstrado através de uma reobase (corrente de despolarização mínima 

necessária para atingir o limiar do potencial de ação) substancialmente menor, além de um 
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declínio mais significativo na amplitude média do pico do potencial de ação a cada disparo 

sucessivo. Foi observado também a manutenção de um estágio mais excitável desses neurônios 

em pacientes portadores de uma CNV na região cromossômica 15q13.3, envolvendo o gene 

CHRNA7. Análises a partir de matrizes multieletrodos (MEA) revelaram diminuição da 

atividade de disparos espontâneos em neurônios de pacientes com TEA, que não aumentaram 

de forma proporcional aos neurônios controle na medida em que havia maturação neuronal, 

associado a uma redução dos picos dos potenciais de ação. Notou-se também uma redução no 

número de disparos sincronizados, isto é, picos de potenciais de ação que não eram randômicos 

ou individuais nas culturas de neurônios TEA. Nos casos de pacientes autistas com 

haploinsuficiência no gene SHANK2, notou-se um aumento do número de sinapses, assim 

como do tamanho dos dendritos, resultando em hiperconectividade neuronal. Associado a isso 

notaram aumento da função sináptica excitatória, através de diferenças estatisticamente 

significantes tanto na frequência quanto na amplitude das correntes excitatórias espontâneas 

pós-sinápticas (sEPSC). 

 Por fim, as alterações em canais iônicos constatadas foram: diminuições significativas 

nas correntes de inativação rápida de Na+ e também na de K+ (Kv tipo A) reguladas por canais 

dependentes de voltagem em neurônios de pacientes TEA; aumentos significativos na 

frequência, duração e amplitude das correntes transitórias de Ca++ em neurônios dos pacientes 

autistas que portavam deleções no gene NRXN1α+/−, dessa forma promovendo um distúrbio 

da homeostase desse íon nessas células. 

  

5.3.2 Características genotípicas e análise transcriptômica 

 

 No geral foram identificados uma série de genes diferencialmente expressos (DEGs) ao 

se comparar, por RNA-seq. (sequenciamento de RNA), células neuroprogenitoras ou neurônios 

em diferentes tempos de cultura e estágios de maturação de indivíduos com autismo e controles. 

Agrupamento hierárquico dos padrões de expressão gênica demonstraram que as amostras de 

pacientes com TEA se segregaram em um grupo distinto das amostras controle, evidenciando 

padrões de expressão similares dentro do grupo, porém diferentes comparativamente (Adhya et 

al., 2020). Análises de ontologia gênica (GO) e Ingenuity Pathway Analysis (IPA) foram 

aplicadas para evidenciar o significado biológico desses genes com padrões distintos de 

expressão, demonstrando uma variedade de redes patológicas alteradas  em função desses 

DEGs, sendo em alguns casos concordante com os fenótipos celulares apresentados in vitro. 

Essas técnicas evidenciaram que os DEGs das células de pacientes com TEA estavam 
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majoritariamente associados com: desenvolvimento do SNC; comportamento; distúrbios 

psicológicos; citoesqueleto celular, incluindo a formação e desenvolvimento das sinapses e dos 

dendritos;  diferenciação e proliferação; desenvolvimento e função dos neurônios inibitórios; 

matriz extracelular; função dos neurotransmissores; regulação da transcrição gênica e atividade 

de canais iônicos. Dessa forma, todos esses fatores podem apresentar certo nível de disfunção 

nas NPCs e neurônios dos pacientes com autismo, sendo essa alteração genética substrato para 

os fenótipos celulares apresentados e, a partir de tal ponto, para o fenótipo clínico do paciente, 

isto é, sinais e sintomas manifestados. 
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6  DISCUSSÃO 

  

 O autismo é considerado um espectro justamente por conta da variabilidade de 

apresentações clínicas e os graus diferentes de afecção, com maiores ou menores déficits na 

interação na interação e comunicação social, que por sua vez determinam gravidades diferentes 

de apresentação do quadro, além das prováveis múltiplas etiologias13. Nesse sentido, havia até 

o DSM-IV a classificação da síndrome de Asperger dentro desse espectro, sendo caracterizada 

como um autismo de alto funcionamento, posteriormente erradicada no DSM-V95. A 

heterogeneidade sintomática também reflete na heterogeneidade genética desse transtorno, nos 

quais os casos sindrômicos de TEA (etiologia genética bem definida) representam entre 10-

20% dos totais de casos diagnosticados, sendo portanto a maioria dos casos idiopáticos, em que 

fatores genéticos (mutações de novo, variações no número de cópias) se somam a fatores de 

risco ambientais para determinar um maior risco de determinado indivíduo desenvolver o 

transtorno96.  

 Enquanto a etiologia dos casos idiopáticos de autismo permanece obscura, novas 

abordagens passaram a ser adotadas para investigar mecanismos celulares e moleculares 

associados com esse transtorno. O uso de células tronco pluripotentes induzidas passou a ser 

considerada uma alternativa interessante, na medida em que elas mantém o “background” 

genético do indivíduo doador, podendo posteriormente serem diferenciadas para múltiplos tipos 

celulares e analisadas geneticamente e fenotipicamente in vitro, sendo portanto modelos 

interessantes para a análise de patologias complexas com componente hereditário e 

esporádico97. 

 Na presente revisão sistemática foram incluídos 10 artigos que avaliaram alterações 

fenotípicas e genotípicas, sendo essa feita especialmente através de análise transcriptômica 

seguida da busca pelo significado biológico dos genes com padrões diferentes de expressão 

(IPA, GO ou WGCNA). Tais análises visavam avaliar as diferenças apresentadas entre 

neurônios derivados de iPSCs de pacientes com TEA e que portanto mantinham o genoma 

íntegro de tal paciente em comparação com neurônios derivados de iPSCs de indivíduos 

controle que não apresentavam tal distúrbio. No total foram incluídos 96 participantes, dos 

quais 46 possuíam o diagnóstico de autismo. As principais comorbidades relatadas foram 

TDAH, depressão e ansiedade, sendo que outras que apareceram com menor frequência 

incluíam o transtorno obsessivo compulsivo, a deficiência intelectual, problemas de sono e as 

convulsões, em linha com as principais comorbidades psiquiátricas e médicas e  que costumam 

estar presentes em cerca de 70% dos pacientes com autismo98–102. Quando tais comorbidades 
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aparecem na infância elas tendem a persistir até a adolescência103 e, geralmente, quanto mais 

comorbidades o paciente apresenta, maior será o grau de deficiência e maior será o impacto nas 

atividades diária do indivíduo, o que o fará necessitar de maiores níveis de suporte e apoio100. 

 Em termos de fenótipos evidenciados à nível celular, notou-se especialmente uma 

alteração na formação das rosetas neurais, com anomalias significativas na formação do lúmen 

dessas estruturas, no estabelecimento da polaridade apico-basal, no diâmetro, bem como um 

aumento em sua quantidade nas NPCs em diferenciação derivadas de pacientes com TEA. Além 

disso os estudos evidenciaram distúrbios na diferenciação, maturação e na migração neuronal, 

assim como na sinaptogênese e nas conexões entre os neurônios de pacientes com autismo. De 

forma geral, foi encontrado um desbalanço do sistema GABA/glutamatérgico já que havia uma 

tendência de haver diferenças no destino celular de NPCs TEA em comparação com controles, 

com uma diferenciação mais guiada para o destino neuronal GABAérgico. Tais fatores indicam 

que no autismo provavelmente há uma organização atípica das conexões neurais que se 

manifestam durante a embriogênese do SNC e que persistem durante os estágios iniciais do 

desenvolvimento104,105. Associado a isso foram encontradas disfunções de certos tipos de canais 

iônicos nos neurônios desses pacientes, particularmente nas correntes de inativação rápida de 

Na+ e também na de K+ (Kv tipo A) reguladas por canais dependentes de voltagem. Tais canais 

desempenham papéis importantes na dinâmica elétrica dos neurônios, desde a manutenção do 

potencial de membrana, despolarização e disparo dos potenciais de ação, bem como 

repolarização celular, sendo tais achados corroborativos com uma alteração da excitabilidade 

com substrato biológico pautado na disfunção de canais iônicos específicos dos neurônios de 

pacientes com TEA106.  

 As análises eletrofisiológicas demonstram reduções na complexidade elétrica dinâmica 

e na atividade elétrica global dos neurônios derivados de pacientes com autismo. 

Interessantemente, recordações eletroencefalográficas (EEG) de pacientes com autismo 

também apontaram para uma redução da complexidade desses registros elétricos em 

comparação com os indivíduos controles107. Foram evidenciadas diferenças nos potenciais de 

ação, na despolarização neuronal e das propriedades de disparo espontâneas desses neurônios 

em cultura. Tais resultados estão em linha não somente com os distúrbios de excitabilidade 

demonstrados através da disfunção de canais iônicos específicos, mas também com o 

desbalanço de sinapses excitatórias e inibitórias, isto é, da diferenciação neuronal GABAérgica 

e glutamatérgica já supracitada, levando a um déficit pronunciado da conexão em rede desses 

neurônios, sendo tais fenótipos associados a uma neurogênese anormal (diferenciação 

desregulada), além de alterações na sinaptogênese e nos graus de maturação desses neurônios.  
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 No que diz respeito aos diferentes padrões de expressão gênica, a análise 

transcriptômica demonstrou uma série de genes diferencialmente expressos nas células de 

pacientes com TEA em relação às células controle. Tais padrões de expressão gênica distintas 

permitiam o agrupamento de neurônios TEA de forma separada dos neurônios de indivíduos 

não afetados, demonstrando uma tendência de haver padrões de expressão similares entre tais 

pacientes, porém distintos do grupo controle. Esses padrões distintos de tradução gênica são 

secundárias a mutações ou alterações epigenéticas do DNA (especialmente metilação do ácido 

desoxirribonucleico nas regiões promotoras) em genes que, somados, podem conferir um risco 

poligênico maior do indivíduo de desenvolver TEA. Análises com IPA (Ingenuity Pathway 

Analysis) e GO (Gene Ontology) e WGCNA (Weighted gene correlation network analysis) 

foram utilizadas para atribuir significado biológico a tais DEGs, sendo portanto notado que tais 

genes eram associados a uma série de distúrbios da, maturação, diferenciação e migração 

neuronal, bem como da formação do citoesqueleto, morfogênese, sinaptogênese, orientação 

axônica e também da eletrofisiologia neuronal, incluindo disfunções de canais iônicos. Tais 

achados estiveram em linha com algumas das alterações fenotípicas celulares observadas nessas 

mesmas pesquisas.  

 As análises transcriptômicas também demonstraram que neurônios e NPCs derivados 

de pacientes com autismo apresentavam uma linha de expressão gênica com DEGs já relatados 

como possivelmente associados a um maior risco de desenvolvimento do transtorno a partir da 

comparação com outros estudos de associação transcriptômica ampla e bases de dados que 

mapeiam genes de maior susceptibilidade para o autismo, como a SFARI (https:// 

gene.sfari.org). Alguns desses genes incluem: DPP10, CDH10, GABAR3, SCN2A, NRXN3 e 

SYN3, BCL11B, CACNA1A,  ANXA1, FOXP2, ZEB2, ERF, BCL11A, COL2A1, DSCA M, 

GATA3, TMEM42, KCNS3, MEIS2, PRKAR1B, KIF11, SLC6A1, SPRY2, SATB1 NFIA 

TBR1, TCF4, KCNJ6 e TRPM3. Além desses, outros genes incluem aqueles associados com a 

adesão celular (PCDHGA11, PCDH10, CNTN3 e CNTN4), receptores e canais iônicos 

(CACNA2D3, SCN9A, GRIK3, KCNJ2 e GRIA1) e também com o desenvolvimento do SNC 

e orientação axônica (ERBB4, TSHZ3, ANXA1 e EBF3). Tanto o gene DPP6 como o gene 

DPP10 traduzem proteínas que compõem subunidades do canal de potássio dependente de 

voltagem do tipo A (Kv4), sendo o DPP10 um dos DEGs evidenciados na análise 

transcriptômica. Notório informar que defeitos nesses tipos de canais já foram implicados na 

patologia do TEA108. Outros DEGs associados com canais iônicos dependentes de voltagem 

foram KCNIP2, KCNA6, CACNG5 e KCNC2, o que implica ainda mais na disfunção desses 

https://gene.sfari.org/
https://gene.sfari.org/
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tipos de canais iônicos nos neurônios de pacientes com autismo, possivelmente afetando a 

transmissão sináptica e a conexão de rede entre os neurônios. 

 Outra disfunção importante associada ao autismo é o desbalanço 

GABA/glutamatérgico, isto é, de sinapses excitatórias e inibitórias no SNC109. Congruente com 

tal hipótese, foram  identificados padrões alterados de expressão de vários receptores 

GABAérgicos (GABRB1, GABRA2, GABRQ, GABRG2 e GABRB3). Foi também 

evidenciado que, no caso da formação exagerada de neurônios GABAérgicos, ela pode estar 

relacionada com uma expressão aumentada de FOXG1 durante períodos iniciais da 

embriogênese, levando inclusive a um aumento da proliferação celular associada. Demais genes 

relacionados com estágios iniciais de diferenciação neuronal também foram regulados 

positivamente, como no caso de NEUROG3, SOX10 e P2RY2. Em sinergia com esses achados, 

estudos de pós-mortem de cérebros autistas relataram expressão gênica anormal de neurônios 

corticais inibitórios110, o que pode justificar as mudanças fenotípicas evidenciadas nesses tipos 

celulares. Além disso, reguladores fundamentais dessas vias, como CTNNB1, também 

conhecido como β-catenina, parecem estar implicadas nas alterações fenotípicas observadas nas 

NPCs e neurônios de pacientes com TEA. Essa mesma β-catenina, por sua vez, passou a ser 

considerada uma das mutações de novo de risco para desenvolvimento do autismo111. Outra via 

importante desregulada em neurônios de pacientes com autismo foi a Wnt, sendo fundamental 

na migração neuronal adequada e no controle da proliferação celular. Muitos genes que 

participam da via de sinalização Wnt apresentavam-se regulados para baixo nos neurônios dos 

pacientes com esse distúrbio psiquiátrico, incluindo FZD6, além de mutações sem sentido 

encontradas nos genes DVL2,  FRZB e WNT10B.. Vários DEGs apresentavam-se também 

relacionados com o desenvolvimento cortical fetal, o que está de acordo com a literatura que 

indica que um dos períodos críticos para desenvolvimento do transtorno do espectro autista é 

justamente nessa etapa inicial da embriogênese até estágios mais iniciais de desenvolvimento 

do SNC112,113. 

 Por fim, estes estudos são ainda relevantes na triagem de novos fármacos e terapias para 

o transtorno do espectro autista, na medida em que esse rastreio de novas drogas é uma das 

aplicações clássicas de iPSCs e organoides derivados dessas células, visto que é possível avaliar 

como a substância de interesse interage com a população de célula-alvo, assim como se pode 

mensurar a toxicidade do agente farmacológico80,83. As opções de drogas podem ser tanto 

estipuladas a partir do conhecimento prévio de um alvo importante para a fisiopatologia da 

doença de interesse, como através de um “rastreio fenotípico”, ou seja, partindo do fenótipo 

celular apresentado pelas células aberrantes83,114. Os organoides derivados dos pacientes podem 
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funcionar como ferramentas interessantes para instituição de terapias personalizadas, isto é, 

analisar qual fármaco possui melhor perfil de efeito para aquele paciente especificamente, 

considerando nesse caso uma interação farmacogenética115. A capacidade de serem criados 

tanto um organoide afetado pela doença-alvo como um controle isogênico facilita a triagem de 

drogas que interagem precisamente com o tecido de interesse, ajudando a identificar terapias 

mais eficazes com menos efeitos colaterais para cada caso80. Essas comparações entre vários 

grupos de iPSCs diferenciadas para o tecido de interesse (afetadas, corrigidas geneticamente e 

controles não editados) é importante para validar os resultados da triagem dos possíveis novos 

agentes terapêuticos116.  

 

6.1 Limitações 

  

 Os organoides revolucionaram a forma de abordagem à inúmeras doenças, tornando 

possível o seu estudo em um ambiente controlado no qual múltiplas variáveis podem ser 

manipuladas de acordo com o interesse dos pesquisadores. A reprogramação de células 

somáticas específicas do paciente faz com que elas mantenham o background genético do 

indivíduo, de forma que se ele possui determinada patologia de interesse, as células podem 

então se diferenciadas para o tecido e analisadas quanto ao seu fenótipo e genótipo in vivo, 

testadas para a triagem de diversos fármacos, analisando sua tolerabilidade, assim como podem 

ser transplantadas em modelos de quiméricos através de transplante xenogênicos, na busca de 

trilhar o caminho rumo à medicina regenerativa, visando o transplante autólogo dessas células. 

 Apesar de notáveis perspectivas para o futuro, existem limitações evidentes ao se 

trabalhar com esse tipo de cultura tridimensional. Primeiramente, é necessário mencionar que 

as patologias ocorrem em um contexto amplo e dinâmico in vivo, em que há rica interação com 

fatores hormonais,  imunes, vasculares, matriz extracelular e patógenos variados, isto é, 

ecossistemas multicelulares complexos e fluidos, de difícil recriação em um ambiente de 

laboratório81. Os organoides são cultivados em ambientes com a presença limitada, se não a 

ausência completa, desses componentes do estroma, o que faz com que a modelagem de 

doenças não seja tão verossímil80. Dentro desse contexto de modelagem de doenças in vitro, 

dois outros problemas tornam-se salientes: a manutenção de características embrionárias e 

fetais do tecido alvo, o que limita a transposição do fenótipo observado para doenças de 

acometimento mais tardio, em que células já diferenciadas ou em processo de senescência 

seriam a amostra de estudo mais fidedigna e verossímil81. Além disso, um outro grande 

problema é a heterogeneidade das culturas. Clones diferentes de iPSCs de um mesmo indivíduo 
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não são idênticos. Cada linhagem é diferente em morfologia, curva de crescimento, capacidade 

de se diferenciar em outros tecidos e expressão gênica, possivelmente por conta de mecanismos 

epigenéticos associados ao stress da reprogramação. Tais efeitos podem agir como artefatos na 

modelagem in vitro de patologias, especialmente nos casos em que as iPSCs controles não são 

apropriadas45,81. 

 Os estudos incluídos nessa presente revisão estão sujeitos a tais limitações associadas 

ao uso da tecnologia de iPSCs e também organoides. Como foram incluídos apenas casos de 

autismo idiopático, existe inerentemente uma maior dificuldade de se estabelecer iPSCs 

controles mais adequadas, visto que não há essa possibilidade palpável de se criar um controle 

isogênico a partir da edição gênica – por exemplo com CRISPR Cas9 – como nos casos de 

doenças genéticas ou autismo sindrômico, em que a mutação pode ser corrigida. A criação de 

linhagens controles isogênicas permite um controle um pouco mais meticuloso da 

heterogeneidade intrínseca a esse sistema. Portanto, no caso das doenças esporádicas, como o 

autismo, ainda existe esse desafio de criar iPSCs controles que apenas difiram nas variantes 

genéticas de risco relevante83.  
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7  CONCLUSÃO 

 

 A presente revisão sistemática demonstrou que iPSCs diferenciadas para neurônios, 

neuroprogenitores e organoides cerebrais de pacientes com diagnóstico de autismo possuíam 

distúrbios fenotípicos variados. Foram majoritariamente destacados alterações na proliferação 

celular, diferenciação, migração e na formação de rosetas neurais. Além disso, análises 

eletrofisiológicas demonstraram que tais células possuíam uma dinâmica elétrica deturpada, 

com alterações nos disparos e picos de potenciais de ação, despolarização e repolarização 

celular, justificadas por disfunções de tipos específicos de canais iônicos. Por fim, análises 

transcriptômicas foram performadas e comprovaram que uma série de genes estavam 

diferencialmente expressos nessas células, genes esses que, muitas vezes, regulavam vias 

associadas aos fenótipos supracitados, ou seja, as mudanças fenotípicas possuem como 

substrato biológico a expressão inadequada de diversos genes. Por fim, tais genes também 

estavam associados com o desenvolvimento adequado do sistema nervoso, o que corrobora com 

a hipótese que as alterações do cérebro autista têm início no período embriológico do SNC. 

 Ademais, tais estudos ainda são relevantes na perspectiva de triagem de novas drogas e 

avaliação de sua tolerabilidade ou toxicidade. Fármacos podem ser testados a partir de alvos 

moleculares específicos que foram constatados como desregulados ou alterados na patologia 

em questão, assim como a partir de sua interação com o fenótipo apresentado pelas iPSCs do 

paciente. 

 Por fim, cabe ressaltar que ainda existem diversas limitações para o uso e aplicabilidade 

dessa tecnologia, das quais se destacam: a ausência de estroma (sistema imune, patógenos, 

vascularização, hormônios e matriz extracelular); a heterogeneidade, visto que cada linhagem 

de célula possui um padrão de expressão gênica único, além da manutenção de características 

embrionárias ou fetais. 
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Base de 

dados 
Estratégia de busca Resultado 

Pubmed 

("Induced Pluripotent Stem Cells" OR "IPSC" OR “IPS Cells” OR “IPS cell” OR 

“Cells, IPS” OR “Cell, IPS” OR “Human Induced Pluripotent Stem Cells” OR 

“hiPSC” OR “Human Induced Pluripotent Stem Cell” OR “neural progenitors” 

OR “organoids” OR “embryoid bodies” OR “neurospheres”) AND (“Autism” OR 

"Autism Spectrum Disorders" OR " Autistic Spectrum Disorder” OR “Autistic 

Spectrum Disorders” OR “Disorder, Autistic Spectrum” OR “Rett Syndrome” OR 

“Infantile Autism”) AND (“Disease Modelling” OR “modelling” OR “cellular 

phenotypes” OR  “model”)) // Years (2010-2021) 

209 

Science 

Direct 

Find articles with these terms: ("Induced Pluripotent Stem Cells" OR "IPSC" 

OR “IPS Cells” OR “Human Induced Pluripotent Stem Cells” OR “hiPSC” AND 

(“Autism” OR "Autism Spectrum Disorders" OR " Autistic Spectrum Disorder” 

OR “Autistic Spectrum Disorders”) + Title, abstract or author specified 

keywords  (“Disease Modelling” OR “modelling” OR “cellular phenotypes” OR 

“disease model”) // Years (2010-2021) 

804 

ERIC 

("Induced Pluripotent Stem Cells" OR "IPSC" OR “IPS Cells” OR “IPS cell” OR 

“Cells, IPS” OR “Cell, IPS” OR “Human Induced Pluripotent Stem Cells” OR 

“hiPSC” OR “Human Induced Pluripotent Stem Cell” OR “neural progenitors” 

OR “organoids”) AND (“Autism” OR "Autism Spectrum Disorders" OR " 

Autistic Spectrum Disorder” OR “Autistic Spectrum Disorders” OR “Disorder, 

Autistic Spectrum” OR “Rett Syndrome” OR “Infantile Autism”) AND (“Disease 

Modelling” OR “modelling” OR “cellular phenotypes” OR  “model”)) 

2 

BVS e 

Scielo 

(“Célula IPS” OR “Célula-Tronco pluripotente induzida”) AND (“Autismo” OR 

“Transtorno do Espectro Autista”) 
89 
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