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Técnica experimental
modifica células de defesa
Nno proprio organismo

para combater fibrose
no figado

RICARDO ZORZETTO

m experimentos com camundongos, um
grupo internacional de pesquisadores,
do qual participou o veterindrio brasilei-
ro Bruno Cogliati, mostrou ser possivel
reprogramar células de defesa dos ani-
mais para combater um dos problemas
hepdticos mais comuns em seres huma-
nos: a fibrose decorrente do acimulo de
gordura no figado, para a qual ainda sdo
escassos os tratamentos disponiveis. Comum em
pessoas com excesso de peso, diabetes ou dese-
quilibrio dos niveis de colesterol e outras gorduras
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no sangue, o acumulo de gordura no figado atinge
de 30% a 40% da populagio adulta (os numeros
variam segundo a regido do mundo). Entre essas
pessoas, de 4% a 8% desenvolvem fibrose mais in-
tensa, com a formacéo de cicatrizes no érgéo, que,
a partir de certo estagio, se torna rigido e deixa de
funcionar adequadamente - a forma mais avancada
dessa fibrose, conhecida como cirrose, é uma im-
portante causa de transplante de figado. Uma das
novidades do estudo, publicado no final de janeiro
na revista Science Translational Medicine, é que a
reprogramacio das células de defesa ocorreu no
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Células estreladas
ativadas (em vermelho)
em meio a hepatocitos
(ndcleos azuis
grandes) em figado
com fibrose

proprio organismo dos roedores - in vivo, como
dizem os pesquisadores -, sem a necessidade de
extrai-las e manipuld-las em laboratoério.

“Os resultados sdo animadores”, relata Coglia-
ti, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootec-
nia da Universidade de Sdo Paulo (FMVZ-USP),
que colaborou nos experimentos durante o perio-
do sabdtico que, com apoio da FAPESP, iniciou em
2022 no grupo do hepatologista norte-americano
Scott Friedman, da Escola de Medicina Icahn, no
Hospital Mount Sinai, em Nova York. “Apesar do
sucesso inicial, ainda precisamos de mais expe-
rimentos para conhecer quais seriam a dosagem
adequada e o nimero de aplicagdes necessirio
para tratar diferentes graus de fibrose, antes de
se pensar em testes com seres humanos”, expli-
ca o pesquisador, que permanecerd mais algum
tempo no Mount Sinai.

Especialista em fibrose hepdtica, Cogliati in-
vestiga como o acumulo de gordura altera a co-
municagdo entre os diferentes tipos de células do
figado e leva ao surgimento de cicatrizes no drgéo,
que, com o tempo e o aumento da gravidade, po-
de resultar em faléncia (cirrose) ou originar um
cancer. H4 trés anos, ele foi para o laboratdrio de
Friedman interessado em detalhar o comporta-
mento das células estreladas, que, em situagdes
especificas, desencadeiam a fibrose.

o figado sadio, as células estreladas
desempenham vérias funcdes be-
néficas, como demonstrou Cogliati
em um artigo publicado em 2023 na
revista Nature Reviews Gastroentero-
logy & Pathology. Elas armazenam a
vitamina A, essencial para a visdo,
e colaboram para a renovagdo celu-
lar em diferentes tecidos do corpo.
Também auxiliam na manutenc&o e na prolifera-
¢do dos hepatdcitos, as células mais abundantes
do figado, responsaveis por produzir e armazenar
proteinas, transformar carboidratos em reservas
de energia, sintetizar colesterol e quebrar com-
postos toxicos para o organismo.

Sob condi¢des de dano ou estresse prolongado,
como o causado por certas infec¢des ou quadros
inflamatoérios, porém, as células estreladas so-
frem uma transformagdo radical: saem do estado
de repouso, ou quiescente, no qual realizam as
fungdes metabolicas benéficas aos hepatdcitos, e
se tornam ativadas. Elas perdem seus depdsitos
de vitamina A, deixam de fornecer suporte aos
hepatdcitos, mudam de forma e passam a proli-
ferar e migrar. Também iniciam a produg@o e a
secre¢do de coldgeno e de outras proteinas que
formam uma rede de fibras no espaco entre as
células - o acimulo dessas fibras é chamado de
fibrose ou cicatrizacéo tecidual.

E o que acontece, por exemplo, com quem estd
com peso um tanto acima do ideal. Em excesso
no organismo, a gordura passa a se acumular no
interior dos hepatdcitos e dispara uma inflamagso.
Células de defesa atacam os hepatdcitos repletos
de gordura e os matam, emitindo sinais quimicos
para as células estreladas. Estas, por sua vez, tor-
nam-se ativadas e iniciam a sintese e a liberacéo
das fibras de coldgeno e proteinas, que formam
uma barreira ao redor das células eliminadas.
Quanto maior o acimulo de gordura no figado,
maior a extensdo das cicatrizes, que, a partir do
segundo dos quatro estdgios de evolugdo, co-
megcam a prejudicar o funcionamento do érgéo.

“Apbs certo grau de fibrose, o figado reduz a
produgio de proteinas que levam nutrientes a ou-
tros tecidos, e o sangue passa a enfrentar resis-
téncia para irrigar o 6rgdo. Essa resisténcia, ao se
agravar, leva ao extravasamento de liquidos para
a cavidade abdominal”, explica a hepatologista
Claudia Souza de Oliveira, da Faculdade de Medi-
cina da USP, que orientou Cogliati em um estagio
de pds-doutorado e ndo participou da pesquisa
atual. “Com o aumento da deposicdo de coldgeno
e o avanco da fibrose, os hepatécitos também dei-
xam de produzir e excretar a bilirrubina, que se
acumula nos tecidos e dd o tom amarelado a pele;
de produzir fatores de coagulacgo, favorecendo a
ocorréncia de sangramentos; e de degradar subs-
tancias toxicas como a amonia, cujo aumento atra-
palha o funcionamento cerebral”, conclui Oliveira.

No laboratério de Friedman no Mount Sinai,
os pesquisadores decidiram buscar um modo de
impedir - ou a0 menos de reduzir - a cicatrizagio
eliminando as células estreladas ativadas. Essas
células, o grupo havia constatado, apresentam
uma caracteristica que as distingue das demais.
Uma vez ativadas, passam a exibir em sua superfi-
cie uma quantidade abundante da proteina alfa de
ativagio dos fibroblastos (FAP). Essas proteinas
seriam um alvo interessante para o qual direcio-
nar as defesas do corpo e, assim, atingir apenas as
células estreladas ativadas. O desafio era ensinar
as células de defesa a reconhecer as FAP.

Uma forma de encaminhar os componentes
do sistema imune para atingir um alvo celular
especifico é por meio da modificaco de linfoci-
tos T, uma familia de células especializadas em
identificar e destruir células doentes ou infecta-
das por patogenos. Para isso, os pesquisadores
costumam extrair esses linfécitos do organismo
e, em laboratorio, altera-los geneticamente para
exibir em sua superficie um receptor quiméri-
co de antigeno (CAR), uma espécie de ima com
predilecdo pelo alvo. Essa ¢ a forma mais comum
de produzir os chamados linfécitos ou células
CAR-T. E uma estratégia complexa, trabalhosa
e cara que vem sendo usada, por exemplo, para
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combater algumas formas de cancer (ver Pesquisa
FAPESP 1% 286 ¢ 354).

No trabalho publicado em janeiro na Science
Translational Medicine, Cogliati e colaboradores tes-
taram outra saida. Em vez de extrair os linfécitos
e alterd-los em laboratdrio, optaram por modificé-
-los diretamente no organismo dos roedores. Para
isso, usaram uma estratégia semelhante a adotada
nas vacinas de RNA mensageiro (mRNA) contra
a Covid-19. Inseriram copias de um mRNA que
codifica o receptor quimérico de antigeno (CAR)
especifico para a proteina FAP - o {m& - no interior
de diminutas goticulas de gordura (nanoparticulas
lipidicas) recobertas por anticorpos com atragao
por linfécitos T (ver infogrdfico).

“A estratégia adotada nesse estudo elimina
as etapas complexas de coleta, engenharia e ex-
pansdo celular ex vivo [fora do organismo], geral-
mente empregadas na produgdo de células CAR-
-T”, explica a bidloga Virginia Pican¢o e Castro,
da USP em Ribeirdo Preto, que ndo participou
do trabalho da Science Translational Medicine.
“Isso reduz significativamente a complexidade
do processo e representa uma alternativa po-
tencialmente mais adequada para doengas néo
oncolégicas, nas quais a persisténcia prolonga-
da da CAR-T pode néo ser desejavel”, conta a
pesquisadora, responsavel por desenvolver as
células CAR-T usadas no maior ensaio clinico

Direcionamento ao alvo

nacional para avaliar a seguranca e a eficdcia do
produto contra canceres sanguineos (ver Pesqui-
sa FAPESP n°354).

Injetada em uma veia na cauda dos roedores, as
goticulas de gordura contendo o mRNA alcanca-
ram as células de defesa, que, 18 horas mais tarde,
estavam transformadas em misseis direcionados
para as células estreladas ativadas. Um conjunto
de camundongos com fibrose hepdtica decorren-
te do acimulo de gordura recebeu o tratamento
ativo, enquanto outros dois funcionaram como
grupos de controle - em um foi aplicada uma so-
lucdo inerte (de 4gua e sal) e no outro nanopar-
ticulas direcionadas aos linfécitos apenas com
um marcador colorido. Todos os grupos foram
acompanhados por um més.

Trinta dias apds a aplicagdo, os roedores trata-
dos com as nanoparticulas contendo o mRNA do
receptor da FAP apresentavam uma reducdo de
aproximadamente 30% na extensdo da fibrose, em
comparagdo com os dos grupos de controle, um
efeito significativo do ponto de vista estatistico,
segundo o artigo da Science Translational Medi-
cine. “Diminuir em um ter¢o a fibrose no figado
parece pouco, mas, considerando a dificuldade
em reduzir esse tipo de lesdo, o efeito foi impor-
tante”, afirma Cogliati.

Os hepatdcitos dos animais do primeiro grupo
também passaram a funcionar melhor e aparente-

Estratégia guia linfocitos T para atacar células

produtoras de colageno no figado
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nanoparticulas nanoparticulas liberam FAP buscam e
B contendo sdo injetadas na o mRNA, que é lido pela destroem as células
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[l fibrose no figado
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Fibras de colageno
(em vermelho) no
figado com fibrose
(a esq.) e no 6rgéo
tratado com as
células CAR-T (a dir.)

Célula)

mente a processar de modo mais eficaz a gordu-
ra. “Ao reduzir a atividade da FAP, o tratamento
pode aumentar a forma biologicamente ativa do
hormonio FGF21, que tem efeitos protetores nos
hepatdcitos e pode contribuir para o equilibrio
metabdlico do figado”, conta Picanco e Castro.
O tratamento também diminuiu a exaustdo
dos linfécitos e ajudou a restaurar a camada de
células que recobre internamente os vasos san-
guineos do figado, danificadas na fibrose.

utro achado importante, segundo
os autores do estudo, é que, um meés
apds o tratamento, néo havia mais
linfécitos com receptor para FAP no
organismo dos roedores. Isso signi-
fica que o tratamento tem uma du-
racdo limitada, algo extremamente
importante para reduzir a toxicida-
de no longo prazo. Na forma mais
usual de produzir linfécitos CAR-T, por meio da
alteragdo do DNA, as células podem permanecer
ativas por anos.

“O fato de o efeito ser transiente torna possivel
eliminar as células causadoras da fibrose e, depois,
que as células estreladas sauddveis continuem a
desempenhar a sua fungdo normal”, comenta o
biomédico Martin Bonamino, do Instituto Na-
cional do Cancer (Inca), que desenvolve terapias
antitumorais com células CAR-T e néo participou
do estudo atual. “Em teoria, o tratamento pro-
posto agora poderia ser realizado repetidamente
até zerar a fibrose”, propde Bonamino.

Atualmente, existem duas medicagdes aprova-
das nos Estados Unidos para combater a fibrose
no figado decorrente do acimulo de gordura. Uma
é o resmetirom, vendido com o nome comercial
Rezdiftra, que estimula a acdo de um horménio

que impede o acimulo de gordura no figado. A
outra ¢ a semaglutida, principio ativo do Wegovy,
receitado para combater a obesidade.

“A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria
(Anvisa) jd aprovou o uso da semaglutida no Bra-
sil para tratar gordura no figado com fibrose de
graus 2 e 3”, conta Oliveira, da USP. Ela é coautora
de um estudo publicado em junho passado na re-
vista médica The New England Journal of Medicine
que mostrou que o tratamento prolongado com
semaglutida reduziu, por mecanismos ainda des-
conhecidos, em 1 grau o nivel de fibrose no figado.

“Uma vantagem da produggo de células CAR-T
a partir do mRNA, adotada no estudo, é que, em
tese, ela poderia ser usada para combater fibrose
também em outros 6rgdos e tecidos”, comenta a
pesquisadora. Em um estudo publicado em 2022
na revista Science, pesquisadores da Universidade
da Pensilvania, nos Estados Unidos, colaborado-
res da equipe do Mount Sinai, mostraram que era
possivel usar linfécitos CAR-T produzidos in vivo
para reduzir a fibrose no coracéo de roedores e
melhorar o bombeamento de sangue.

O caminho até que se possa pensar no uso
em seres humanos, no entanto, ainda ¢ longo.
“Antes, é necessdrio avaliar a duragéo do efeito
antifibrético e os possiveis impactos da reducgo
dos fibroblastos ativados na regeneragio e no fun-
cionamento do figado”, conta Picango e Castro,
que atualmente trabalha no aprimoramento de
outras células geneticamente modificadas - os
linfécitos natural killer - para combater o cancer.
“Também ¢ preciso avaliar se o tratamento ¢ efi-
caz em estdgios mais avancados de fibrose”, lem-
bra a pesquisadora da USP em Ribeirdo Preto. ®

O projeto e os artigos cientificos consultados para esta re-
portagem estéo listados na versdo on-line.
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