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RESUMO

SPECK-HERNANDEZ, Cesar. (2021). Importancia da proteina quinase ativada por
AMP (AMPK) na regulacao da sinalizacdo do TGF-B e diferenciagao das células
T reguladoras. Teses de Doutorado, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto.

As células T reguladoras (Tregs) sdo componentes cruciais da manutencdo da
imunotolerancia periférica e modulacdo da resposta inflamatoria crénica. O fator de
transformacao do crescimento beta (TGF-B) € uma das citocinas responsaveis pela
diferenciacéo das Tregs induzindo a expresséao do fator de transcricdo FOXP3, o qual
€ considerado o principal regulador dos genes associados a diferenciacao e funcéo
destas células. A proteina quinase ativada por AMP (AMPK) é um sensor do estado
metabdlico celular que é ativada quando ocorre um aumento da razdo de AMP/ATP
intracelular. Através da fosforilacao de proteinas alvo, a AMPK promove a inibicdo de
vias anabdlicas, como sinteses de proteinas, e estimulacao de vias catabdlicas, como
a glicolise, restaurando o equilibrio metabdlico. Interessantemente, a AMPK também
regula vias de sinalizacdo que néo estéo diretamente associadas com o metabolismo
energético. Neste contexto, foi demonstrado em fibroblastos que a AMPK inibe a via
de sinalizacdo do TGF-B por fosforilar proteinas do complexo de Smads blogqueando
a sua translocacgdo para o nucleo. Por esse motivo, nds investigamos qual é o papel
de AMPKa na diferenciacdo de células Tregs. ApGs o tratamento com o TGF-f a
atividade de AMPKa é reduzida significativamente, promovendo assim uma maior
expressdo de Foxp3 e posterior diferenciacdo de Tregs. A delecdo especifica de
AMPKa nas células T poténcia a via de sinalizacdo do TGF-f aumentando a
fosforilacdo dos Smad2/3 e, portanto, a expressdo de Foxp3. As células Tregs
deficientes para AMPKa ndo somente diferenciam mais, sendo a sua vez produzem
mais moléculas de supressdo. Essas células estdo acompanhadas de alteracbes
metabdlicas caracterizadas pela diminuicdo do metabolismo glicolitico, aumento da
respiracdo e atividade mitocondrial, aumento da glicosilacdo de proteinas, e uma
menor proliferacdo. As células Tregs deficientes para AMPKa sdo estaveis e
funcionais, e num modelo de desenvolvimento tumoral demostraram gerar um
ambiente de imunossupressao que favorece o crescimento tumoral. Esses resultados
em conjunto mostram que a diferenciac@o das células Tregs depende de um balancgo
energético que vai controlar as necessidades das células a partir dos sinais moléculas
gue as ativam.

Palavras-Chave: Células T reguladoras (Tregs), Foxp3, Ampka 4, Fosforilacao,
Glicosilgao, Crescimento Tumoral



ABSTRACT

SPECK-HERNANDEZ, Cesar. (2021). Importance of AMP-activated protein kinase
(AMPK) in the regulation of TGF-B pathway and T regulatory cells differentiation.
Teses de Doutorado, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Séao
Paulo, Ribeirdo Preto.

Regulatory T cells (Tregs) are crucial components in maintaining peripheral
immunotolerance and modulating the chronic inflammatory response. The
transforming growth factor beta (TGF-B) is one of the cytokines responsible for the
differentiation of Tregs, inducing the expression of the transcription factor FOXP3,
which is considered the main regulator of genes associated with the differentiation and
function of these cells. The AMP-activated protein kinase (AMPK) is a sensor of the
cellular metabolic state that is activated when there is an increase in the intracellular
AMP/ATP ratio. Through phosphorylation of target proteins, AMPK promotes the
inhibition of anabolic pathways, such as protein synthesis, and stimulation of catabolic
pathways, such as glycolysis, restoring metabolic balance. Interestingly, AMPK also
regulates signaling pathways that are not directly associated with energy metabolism.
In this context, it was demonstrated in fibroblasts that AMPK inhibits the TGF-
signaling pathway by phosphorylating Smads complex proteins, blocking their
translocation to the nucleus. For this reason, we investigated the role of AMPKa in
Treg cell differentiation. After treatment with TGF-B, AMPKa activity was reduced,
promoting Foxp3 expression and subsequent Treg differentiation. The specific deletion
of AMPKa in T cells potentiates the TGF-f signaling pathway by increasing Smad2/3
phosphorylation and further increasing Foxp3 expression. AMPKa-deficient Treg cells
not only differentiate more, but in turn produce more suppressor molecules. These
cells are accompanied by metabolic changes that are characterized by decreased
glycolytic metabolism, increased respiration and mitochondrial activity, increased
protein glycosylation, and less proliferation. AMPKa-deficient Treg cells are stable and
functional, and in a tumor development model, they have been shown to generate an
immunosuppressive environment that favors tumor growth. These results together
show that the differentiation of Treg cells depends on an energy balance that will
control the needs of the cells based on the molecule signals that activate them.

Keywords: T regulatory cells (Tregs), Foxp3, AMPKa, Phosphorylation,
Glycosylation, Tumor Growth
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1.1. AS CELULAS T REGULADORAS (Tregs)

O sistema imune tem evoluido com o objetivo de se defender de modo mais eficaz
contra as diferentes ameacas externas como virus, bactérias ou parasitas. AO mesmo
tempo que o sistema imune precisa gerar uma resposta efetiva e especifica contra
essas ameacas, ele precisa evitar que ocorra uma exacerbacdo das respostas
inflamatorias que possam ser muito prejudiciais para o hospedeiro (Schwartz, 2012).
Nesse contexto, 0 sistema imune conta com sistemas de regulacéo adicionais que
mantém a homeostase e evitam que a inflamacgdo possa sair de controle e leve a
efeitos adversos onde o préprio sistema imune ataque suas préprias células, como

acontece nas doencas autoimunes (Rosenblum et al., 2015).

Entre os principais mecanismos de regulagdo, encontra-se a agao de um subtipo
especial de células T CD4 conhecidas como células T regulatérias (Tregs). As Tregs
sdo as principais células encarregadas da manutencdo da tolerancia periférica,
controlando as respostas inflamatorias e prevenindo o desenvolvimento de doencas
autoimunes como Artrite Reumatoide ou Lupus Eritematoso Sistémico (Vignali et al.,
2008). As Treg se diferenciam das células T naive a partir da expressao do fator de

transcricdo Foxp3, o qual é necessario para seu adequado desenvolvimento,

manutencdo e funcéo (M. O. Li & Rudensky, 2016).

O descobrimento da importancia das células Tregs comecou quando se identificou
que mutacdes no gene de Foxp3 em humanos trazem como consequéncia o
desenvolvimento de uma doenca autoimune poliglandular conhecida como APECED
(Laakso et al., 2010). Do mesmo modo que tem sido observado que em modelos
animais a deficiéncia na producdo de Foxp3 ou qualquer dos fatores de transcricdo
que participam na sua expressdo transcricional desencadeiam uma sindrome

imunoproliferativo letal, conhecida como fendétipo scurfy (Ramsdell & Ziegler, 2014).

Portanto, a diferenciacdo e funcéo das células Tregs é dependente da expresséo
do gene Foxp3, o qual é derivado da ativacédo de varios sinais celulares que envolvem
coordenadas cascatas de fosforilacdo e inducdo de varias proteinas e fatores de
transcricdo (Colamatteo et al., 2020; Cortez et al., 2020).
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1.1.1. Diferentes subclasses de células T reguladoras

Dependendo do local, tecido ou citocina presente no meio, as células Tregs podem
se diferenciar em subclasses que apresentam caracteristicas fenotipicas particulares

que afetam sua fungao.
1.1.1.2. Células Treg naturais timicas (tTreg)

Um dos principais 6rgdos imunes primarios € o Timo. E nele onde acontece um
dos processos mais importantes da imunidade adaptativa, a selecao tanto positiva
como negativa das células T (Zdrojewicz et al., 2016). A células T Duplo Positivas
(CD4+CD8+) geradas na medula 6ssea migram até o timo onde passam por dois tipos
de selecédo a partir da afinidade que seu TCR especifico tenha com o0 antigeno. Em
primeiro lugar, acontece a selec@o positiva de células T. Esta se encontra sob o
comando das células timicas corticais ou cTECs, as quais expressam tanto MHC de
classe | como Il e apresentam antigenos para as células T duplo positivas. Desse
modo, se uma célula apresenta maior afinidade por MHC de classe I, vai se diferenciar
numa célula T CD8 ou citotdxica, ou se sua afinidade € pelo MHC I, a mesma vai se
diferenciar numa célula T CD4 ou helper (Klein et al., 2014).

Em segundo lugar, acontece a selecdo negativa das células T, que € responsavel da
tolerancia central. As células medulares timicas ou mTEC s&o as protagonistas dessa
etapa e sua funcdo € expressar uma diversa quantidade de antigenos proprios e
apresentar para as células T CD4. Se uma célula T interage com muita afinidade com
esses antigenos proprios, ela é catalogada como auto reativa e € eliminada por
apoptoses (Laan & Peterson, 2013; L. Sun et al., 2013). As células que ndo reagem
contra antigenos proprios podem migrar para periferia para exercer suas funcdes
efetoras, enquanto que aquelas células que reagem com uma afinidade intermediaria
sao consideradas como as precursoras das células Treg timicas ou tTreg (Y. Shi &
Zhu, 2013).

As células Tregs no timo sdo diferenciadas a partir de células progenitoras
(CD25+Foxp3lo) que respondem a 3 sinais especificos (Figura 1): 1) Ativagcéo via TCR
entre a célula e o MHC da célula mTEC; 2) Um sinal de ativacdo via CD28 mediada
pelo CD80 ou CD86; 3) Suprarregulacao de CD25 via ativagéo por IL-2 (Owen et al.,
2019; Savage et al., 2020).
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Andlises de transcriptoma de células Treg progenitoras e células Treg diferenciadas
demostram que apods a ativacao pela IL-2 se inicia um complexo sistema transcricional
que inclui a ativagéo de varios fatores de transcri¢ao, tais como Eos, IRF4, Satb1, Lefl
and GATA-1, os quais atuam em conjunto para a inducdo da expressdo de Foxp3
(Cortez et al., 2020; W. Fu et al., 2012; Schumann et al., 2020). O timo produz a
maioria de células Treg presentes na periferia e essas células apresentam como
caracteristica principal a expressdo de varios marcadores de superficie tais como
CD25, CD62L, CD103 e CTLA4 (Maggi et al., 2005).
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Figura 1. Fatores necessarios para a diferenciacao de células tTreg. (Fonte: Savage et
al., 2020).

1.1.1.3. Células Tregs Periféricas (pTreg)

As células tTregs que migram do timo sdo importantes no controle das respostas
inflamatorias contra antigenos préprios, porém na periferia 0 organismo se encontra
altamente exposto também a outros tipos de antigenos ndo patogénicos como, por
exemplo, aqueles derivados da comida que ingerimos, das baterias comensais que
habitam nosso intestino, ou ampla variedade de antigenos que inalamos da natureza,
muitos dos quais podem causar as alergias. Além disso, o0 sistema imune tambéem
conta com uma populacao de células Tregs que podem ser induzidos na periferia e
gue, de igual maneira, sdo capazes de controlar respostas exacerbadas contra esses
antigenos (H.-M. Lee et al., 2011). Existem diversos fatores que podem levar a

inducdo de Tregs na periferia, mas o principal responsavel dessa inducédo e
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estabilidade de Foxp3 é o Fator de Crescimento Transformante ou TGF-B (Kanamori
et al., 2016).

A importancia do TGF-B para a diferenciacdo das células Tregs na periferia foi
demostrado no momento em que células T naive tratadas com essa citocina comegam
expressar Foxp3 e diferenciam para um perfil regulador (W. Chen et al., 2003). Essas
células Tregs geradas a partir do estimulo com o TGF-B possuem semelhanca
fenotipica e funcional as células tTregs (S. Fu et al., 2004). E importante ressaltar que
camundongos que séo deficientes para o receptor do TGF-BRIlI apresentam uma
reducao significativa das células Treg periféricas, mas ndo das timicas (Marie et al.,
2005). Esses resultados em conjunto demostram a importancia que tem o TGF- na

geracao de células Tregs na periferia.

A sinalizacao da via do TGF-B1 (principal isoforma presente no sistema imune) inicia
com a ligacdo da citocina a seu receptor especifico TGF-BRII (Figura 2A), o qual
subsequentemente fosforila e ativa um segundo receptor TGF-BRI (Tran, 2012). A
ativacao do complexo leva a fosforilacao das proteinas Smad2 e Smad3, as quais sao
parte central e indispensavel da sinalizacdo (Tomohito Takimoto et al., 2010).
Posteriormente, as proteinas Smad2 e Smad3 formam um complexo heterodimérico
com Smad4, que migra para o nucleo e regula a transcricdo de diversos alvos (Lu et
al., 2009).

Adicionalmente, a ativagéo de Foxp3 via TGF-3 precisa da agao conjunta de outras
proteinas como c-Rel, p65, NFAT e CREB que, junto aos Smad, vao formar um
complexo chamado “enhaceosoma” (Figura 2B), que migram para o nucleo, ligam-se
a CNS-1 do gene de Foxp3 e induzem sua expressao (Ruan et al., 2009). Apesar da
importancia do TGF-$ na indugéo de Foxp3, ele ndo é responsavel pela transcri¢cao

total dos genes associados as respostas das células Tregs (Hill et al., 2007).
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Figura 2. Mecanismos moleculares que iniciam atranscricdo do gene Foxp3. A. Cascata
de sinalizag&o iniciada pelo TGF-B. B. Fatores de transcricdo que sao necessarios para
transcricdo do Foxp3. (Fonte: Lee & Lee, 2018)

1.1.1.4. Células Tregs Induzidas (iTregs)

O fato de que as células T naive tratadas com TGF-B expressarem tanto Foxp3
como outros marcadores fenotipicos das células Tregs permitiu o estudo das células
Tregs in vitro (S. Fu et al., 2004). Essas células geradas in vitro recebem o nome de
células Treg induzidas ou iTregs e seu estudo permitiu avancar no conhecimento dos
mecanismos regulatérios que comandam as fungfes das células Tregs (Shevach &
Thornton, 2014). Para a inducéo de Foxp3 em células T naive, € necessério a ativagao
via TCR por parte do CD3, um sinal de co-estimulacao via CD28, e a presenca da
citocina IL-2 (Davidson et al., 2007). Essas células tem mostrado a capacidade de
suprimir a proliferacdo de células T efetoras tanto in vivo, como in vitro (Huter et al.,
2008).

Atualmente, existem alguns marcadores que permitem diferenciar as células tTreg
geradas no timo daquelas geradas na periferia ou induzidas in vitro (Schmitt &
Williams, 2013). Por um lado, esta o fator de transcricdo Helios, que tem sido mostrado
como fator importante para estabilidade e funcdo das células Tregs e que € expresso
preferencialmente em células Tregs timicas (Chougnet & Hildeman, 2016; Thornton et
al., 2019). Por outro lado, o marcador de superficie Neuropilin 1 estd altamente

expresso nas células timicas em comparacdo com as induzidas (M. Yadav et al.,
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2012). Em conjunto, esses dois marcadores tém sido avaliados como 0s principais
marcadores que diferenciam as células timicas das periféricas ou induzidas (Singh et
al., 2015).

1.1.1.5. Células Tregs Teciduais

A maior parte das células Tregs se encontra em circulacdo através dos principais
orgaos linfoides, porém existem células Tregs especializadas que podem residir em
tecidos especificos como o adiposo, musculo, pele ou intestino, e essas células
apresentam caracteristicas fenotipicas particulares (Lui et al.,, 2020). Entre os
principais tipos de células Tregs teciduais, encontram-se as Tregs residentes do tecido
adiposo visceral, conhecidas com VAT, as quais representa aproximadamente 40 %
do total de células CD4 presentes nesse tecido. Essas células apresentam um perfil
transcricional diferente das células nTreg presentes na periferia, com um significativo
aumento de genes associados ao metabolismo lipidico entre eles o fator de transcricéo
PPARYy (Cipolletta et al., 2015). Essas células parecem ter um papel de relevancia na
regulacdo da homeostases do tecido adiposo, controle do metabolismo celular e

supresséao de respostas inflamatorias (C. Li et al., 2020).

Existe outro tipo de Tregs teciduais que se localizam no tecido musculoesquelético.
Esse subtipo especial de Treg se acumula rapidamente em tecido musculoesquelético
gue apresenta algum dano ou lesdo cronica e estimula a conversdo de macrofagos
pré-inflamatérios para um perfil anti-inflamatorio, estimulando o reparo tecidual
através da producédo de anfiregulina (Burzyn et al., 2013). Essas células apresentam
um perfil transcricional e repertorio de TCR diferentes de suas outras contrapartes, e
isso correlaciona também com uma maior producéo de IL-33 e de seu receptor ST2
(Kuswanto et al., 2016).

A pele como o maior 6rgao do corpo também apresenta um enriqguecimento de um
tipo especial de Treg residente, a qual representa aproximadamente 90 % das células
T CD4 presentes na pele, e sua fungéo € vital para promover a tolerancia contra ampla
diversidade de antigenos proprios (Dudda et al., 2008) e microbiota (Scharschmidt et
al., 2015) presentes nesse tecido. De maneira similar as outras subclasses de Tregs,
essas células apresentam um perfil transcricional Unico, com uma maior expressao de

receptores de quimiocinas especifica da pele, assim como a expressao de anfiregulina
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e IL-10, o que esta relacionado a suas ac¢des no reparo tecidual da pele lesionada
(Boothby et al., 2020).

Por dltimo € importante mencionar as células Tregs residentes no intestino. Elas
representam de 15 a 40 % do total de células T CD4 no intestino e suas proporc¢des
estdo diretamente relacionados a sua constante exposicdo contra microbiota ou
antigenos derivados da dieta (Geuking et al., 2011). As Tregs presentes no intestino,
lamina propria ou colon podem derivar das nTregs timicas e expressar
preferencialmente o fator de transcricdo GATA-3 e Helios ou se diferenciar
diretamente na periferia, deixando de expressar Helios e comecando a expressar
RORyt (Hegazy & Powrie, 2015). As tregs que residem no intestino séo as principais
responsaveis pela tolerancia oral, pela tolerancia a microbia mutualista e por controlar

as respostas inflamatdrias contra patégenos entéricos (Panduro et al., 2016).

Cada tipo de célula Treg apresenta caracteristicas transcricionais, fenotipicas e
funcionais diferentes e ainda sdo necessarios mais estudos para entender quais sédo
0S mecanismos que controlam que uma célula Treg tenha preferéncia maior por um

tecido particular que pelo outro (Panduro et al., 2016).
1.1.2. Mecanismos de supressao das células T reguladoras

As células Tregs podem suprimir uma variedade de células imunes como as células
B, as células NK, células NKT, células dendriticas e mieloides, assim como células T
CD4 e CD8 (Schmidt et al., 2012). Existem varios mecanismos pelos quais as células
Tregs podem suprimir as funcdes efetores das células imunes (Figura 4). A maioria
deles precisa do contato celular direto entre a célula Treg e a célula efetora (Thornton
& Shevach, 1998).

As células Treg podem suprimir as respostas imunes mediadas pelas células T
através da secrecao de citocinas imunossupressoras, tais como o TGF-, IL-10 ou IL-
35, as quais podem transformar as células T efetoras em células Treg, como acontece
no caso da citocina TGF-3. De igual maneira, podem secretar algumas proteinas como

a Galectina-1, a qual pode induzir apoptoses das células efetoras.

Outro mecanismo que as células Treg usam para suprimir a proliferacdo de células

efetoras é a traves da super-expressao do receptor para IL-2 ou CD25, o qual compete
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e sequestra a maior parte de IL-2 disponivel e necessaria para que as células T

efetoras proliferem (Chinen et al., 2016; Thornton et al., 2004).

Adicionalmente, as Tregs expressam altos niveis das ectoenzimas de superficie
CD39 e CD73. O CD39 medeia a degradacédo de ATP extracelular em AMP, enquanto
o CD73 utiliza esse AMP para gerar adenosina. A degradacao de ATP em AMP inibe
a maturacdo de células dendriticas, enquanto que a adenosina enlaca ao receptor

A2A das células efetoras inibindo sua proliferacao (Antonioli et al., 2013).

Similar as células NK e células CD8, as Tregs podem secretar granzimas, as quais
induzem apoptose de células T efetoras (Loebbermann et al., 2012). Finalmente, as
células Tregs expressam varias moléculas de superficie que tem capacidade de inibir
a maturacao, ativacdo ou funcdo de células especificas (Tabela 2). Entre as moléculas
de supressao mais caracteristicas, encontra-se, por exemplo, o CTLA4, o qual se liga
diretamente ao receptor CD80 nas células DCs (Vandenborre et al., 1999). Outro
exemplo é a molécula de superficie Lag3, que pode se ligar diretamente ao MHC de

classe Il, dessa forma evitando a ativagdo dessas células (Graydon et al., 2021).
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Figura 3. Mecanismos de supressdo usados pelas células Tregs. (Fonte: Vignali et al.,
2008)
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Molécula de Superficie

Funcéao

Referéncia

CD25

Receptor para IL-2. Sequestra o IL-2
necessario para as células efetoras
proliferarem. A alta expresséo de CD25
correlaciona com uma maior atividade

supressora.

(Chinen et al., 2016;
Thornton et al., 2004)

CTLA-4

Se liga diretamente ao receptor CD80

nas células DCs inibindo sua ativagéo.

(Vandenborre et al., 1999)

TIGIT

Inibe as respostas das células T por se
ligar ao ligando CD155 e, portanto,
suprime a producao de IL-12 engquanto

estimula a produgao de IL-10

(Yu et al., 2009)

PD1

Os sinais inibitérios de PD-1 limitam a
ativacdo das células Treg e sua a

capacidade supressora.

(Tan et al., 2021)

PDL1

A ligacé@o de PD-L1 induz a expressédo

de IL-10 e promove a apoptose celular

(Diskin et al., 2020)

LAP

Tregs LAP + suprimem a proliferagédo

de outras células T in vitro, mecanismo

parcialmente mediado por TGF-§ e IL-
10

(Gandhi et al., 2010)

GITR

Aumenta a proliferacéo de células T
reguladoras CD4 + CD25 + Foxp3 +

funcionalmente competentes

(Liao et al., 2010)

GARP

GARP ¢é altamente expresso em Tregs
ativadas e contribui para sua atividade
supressora. GARP também promoveu

a ativacao e secrecdo do TGF-3

(Tran et al., 2009; Wang et
al., 2008)

ICOS

A maioria das Tregs de camundongos
expressa ICOS. Tregs ICOS+
possuem atividade supressiva superior
do as negativas. Essas células tém
forte capacidade supressora

(Burmeister et al., 2008)

Tabela 1. Principais moléculas de superficie com funcdo supressora das células Treg.
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A funcéo e estabilidade das células Tregs sdo dependentes do microambiente no
qual elas crescem, dado que elas sdo altamente susceptiveis a mudancas de
estimulos, que podem afetar suas funcdes. Dessa forma, o metabolismo celular das
células Treg sofre reprogramacfes metabodlicas especificas beneficiam sua

diferenciacéo, proliferacéo e acfes supressoras.
1.2.  IMPORTANCIA DO METABOLISMO NA FUNCAO DAS TREGs

O Imunometabolismo tem como objetivo descrever quais sé&o alteracbes nas
diferentes vias metabdlicas intracelulares que acontecem na célula ap6s sua ativacao
(O’Neill et al., 2016). As células T passam por diferentes estados de ativacdo que
requerem uma reprogramacao metabolica que se ajuste a suas demandas funcionais
(Shyer et al., 2020). Antes de se encontrar com algum antigeno, as células se mantem
em estado quiescente e sem nenhuma fungéo efetora ativa (Windt & Pearce, 2012).
Nesse estado, as células captam pouca glicose e aminoacidos, ao mesmo tempo que
dependem de um minimo niveis de fosforilacdo oxidativa para manter os niveis de
ATP estaveis (Salmond, 2018).

As células Treg, diferentemente das células T efetoras, precisam de uma
reprogramacao metabdlica diferente. Enquanto que células T do tipo Thl, Th2 e Th17
sdo altamente glicoliticas, as células Tregs usam preferencialmente o metabolismo
lipidico e a fosforilacdo oxidativa para suprir suas necessidades energéticas (Michalek
et al., 2011). Novos achados tém demostrado que as diferentes vias metabdlicas
podem ser importantes para a estabilidade e funcao das células Tregs.

1.2.1. A Proteina quinase ativada por AMP (AMPK)

As células imunes respondem rapidamente a estimulos, passando de um estado
quiescente a um estado ativo. Este processo envolve modificacbes em seu estado
metabdlico, de anabdlico para um mais catabdlico, com um maior consumo de
nutrientes para produzir mais ATP e macromoléculas (Pearce & Pearce, 2013). Desse
modo, todas as células precisam manter uma alta relacdo entre ATP e ADP para
sobreviver (Santomauro Jun et al., 2008). Um regulador central desse balanco
energético nas células é a proteina serina/treonina quinase ativada por AMP ou AMPK
(Ma et al., 2017).
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A AMPK é formada por um complexo heterodimérico que consiste de uma unidade
catalitica alpha (a) e duas subunidades regulatérias beta e sigma (B e y) (Hardie et al.,
2012). A ativacdo de AMPK se da pela fosforilacdo do residuo de treonina (Thr172)
na subunidade catalitica a por parte de varias quinases a montante como LKB1 (liver
kinase B1) ou CaMKKp (Stein et al., 2000; Willows et al., 2017). Essas quinases
fosforilam AMPK como resposta a qualquer aumento intracelular de AMP, ADP ou
Ca2+, ou quando existe producao de espécies reativas de oxigénio ou dano celular

pela acao de agentes xenobidticos (Hardie et al., 2012).
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Figura 4. Caracteristicas estruturais do trimero AMPK com seus respectivos ativadores.
(Fonte: Herzig & Shaw, 2018)

A importancia de AMPK na regulacdo da homeostasia metabdlica fez dessa
enzima um alvo interessante no tratamento de doencas como diabetes ou cancer (J.
Kim et al., 2016). Algumas drogas que induzem a ativacdo de AMPK ja tem sido usada
para o tratamento desses tipos de doencas. Por exemplo, a droga Metformina é umas
das drogas antidiabéticas mais prescritas no mundo (Santomauro Juan et al., 2008).
Metformina é um ativador classico de AMPK, uma vez que bloqueia o complexo | da
cadeia respiratoria, levando a um aumento indireto da propor¢do AMP/ATP dentro da
célula (Zhou et al., 2001). Por outro lado, AICAR (5-aminoimidazole-4-carboxamide

riboside) ja foi descrita como um ativador direto de AMPK e tem sido usada como uma
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importante droga anti-inflamatéria (Bai et al., 2010). AICAR € basicamente um analogo
da adenosina, de tal modo que, quando ingressa na célula, leva a um incremento nos

niveis de AMP intracelular (Sullivan et al., 1994).
1.2.2. AMPK e metabolismo celular

AMPK é considerado um guardido da homeostase metabdlica. Ele regula uma
variedade de processos metabdlicos (Figura 8). Por um lado, ele inibe vias anabdlicas
para minimizar o consumo de energia em forma de ATP, enquanto que ele estimula
processos catabdlicos para estimular a producédo de energia (Herzig & Shaw, 2018).
Por exemplo, ele inibe a sinteses de lipidios através da fosforilacdo das acetil-
carboxilases ACC1 e ACC2 (Munday et al., 1988). Por outro lado, também inibe a
sinteses de glicogénio através da inibicdo das enzimas GYS1 e GYS2 (Bultot et al.,
2012). Um importante alvo de fosforilacdo por parte de AMPK é a proteina SREPB-1
um regulador transcricional indispensavel do metabolismo lipidico e glicolitico (Y. Li et
al., 2011). Um dos mecanismos que AMPK preferencialmente usa para o controle do
consumo excessivo de ATP é através da inibicdo do mTORC1 uma das subunidades
do complexo mTOR (Gwinn et al., 2008). Sob condicdes ricas em nutrientes, AMPK &
inativado, enquanto mTOR esta ativo. J& em condi¢cdes onde existe deficiente de
energia, a atividade de AMPK leva a uma diminuicdo da atividade de mTOR (J. Kim
et al., 2011).

AMPK promove o catabolismo de macromoléculas para produzir energia. Por um
lado, ele estimula a utilizacédo de glicose através da fosforilagcdo de moléculas chaves
na captacao e transporte de glicose. Por exemplo, AMPK fosforila as proteinas como
TXNIP como a PLD1 o leva a aumento na membrana dos transportadores de glicose
GLUT1 e GLUT4 e, portanto, a uma maior captacéo de glicose (J. H. Kim et al., 2010;
N. Wu et al., 2013). Adicionalmente, AMPK fosforila a enzima PFKFB3, a qual estimula
significativamente a glicélise (Doménech et al., 2015). Por outro lado, AMPK também
estimula o transporte e a beta-oxidagdo de lipideos na mitocéndria através da
fosforilacdo das enzimas ATGL e CPT1 (Ahmadian et al., 2011; John P Konhilas,
2015). Outros importantes alvos de fosforilacéo por parte de AMPK séo as proteinas
ACC1 e ACC2, cuja inibicdo reduz a sinteses lipidica e aumenta a importacdo de

lipideos do citoplasma para mitocéndria (Fullerton et al., 2013)
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AMPK também €& importante para o metabolismo, estabilidade e funcdo da
mitocondria. A biogéneses mitocondrial acontece em resposta ao aumento do gasto
energético e tem como objetivo aumentar a producdo de ATP. O processo se
caracteriza pelo crescimento e divisdo da mitocondria (Jornayvaz & Shulman, 2010).
A ativacdo de AMPK tem sido correlacionada com um aumento da biogénese

mitocondrial (Bergeron et al., 2001; Zong et al., 2002). O mecanismo pelo qual AMPK

regula essa biogénese é a traves da fosforilagdo da proteina PGC1-a, a principal
responsavel pela biogéneses mitocondrial (Jager et al

., 2007; J. Lin et al., 2002). Em
outro contexto, AMPK também pode promover a fissdo ou fragmentacdo da

mitocondria sob estresse energético através da fosforilacdo das proteinas MFF
(Toyama et al., 2016).
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1.2.3. AMPK ecélulas T

As células imunes precisam mudar rapidamente seu metabolismo quando s&o
ativadas. Por esse motivo, a disponibilidade de energia é um fator indispensavel para
a proliferacdo e para as funcdes efetoras das células T. Nesse sentido, AMPK ¢é a
enzima que controla o balanco energético das células T, se ativando rapidamente
frente qualquer excesso ou falta de um intermediario metabdlico (Blagih et al., 2015).
Alguns trabalhos tém mostrado o papel dessa enzima nas funcdes efetoras das
células T. Em primeiro lugar, foi demostrado que a auséncia de AMPK em células T
CD8+ afeta suas capacidades antitumorais (Rao et al., 2015). Porém, em relacéo as
células T reguladoras, os resultados sdo um pouco mais controversos. Por exemplo,
foi visto que o uso de AICAR promove maior diferenciacdo de células T reguladoras,
enquanto que bloqueia a diferenciacdo de células Th17 (Gualdoni et al., 2016). No
entanto, recentemente foi observado que varios desses efeitos descritos até o
momento com ativadores de AMPK, como AICAR ou outros agentes inibidores como
o composto C sobre as células T, sdo consequéncias de efeitos independentes e
indiretos do AMPK (Rao et al., 2016).

Vérios trabalhos estabeleceram um papel importante da proteina LKB1 sobre a
estabilidade, metabolismo e fun¢gBes supressoras das células T reguladoras (Cully,
2017). LKB1 é uma das principais quinases a montate que fosforila AMPK (Lizcano et
al., 2004). A auséncia de LKB1 nas células FOXP3+ afeta seu fendtipo e suas
capacidades supressoras, 0 que resulta no desenvolvimento de autoimunidade (He et
al., 2017; D. Wu et al., 2017). A auséncia de AMPK em células Foxp3 parece néo ter
efeito sobre 0 nimero de células T reguladoras in vivo e em condi¢ces homeostaticas
(K. Yang et al., 2017). Porém, apesar da importancia de AMPK no metabolismo de
células T, ainda ndo existe um consenso claro na literatura sobre o papel de AMPK
sobre a diferenciacdo das células T reguladoras (Barbi et al., 2013; Newton et al.,
2016).

Adicionalmente, € interessante ressaltar que a AMPK tem sido descrito como um
importante regulador negativo da via TGF-B, uma vez que é capaz de inibir a formacao
do complexo smad2/3 (H. Lin et al., 2015). Anteriormente, foi falado sobre a

importancia da sinalizagéo através da via do receptor para TGF-B na diferenciacdo de
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células T reguladoras na periferia (S. Fu et al., 2004). Nesse sentido, trabalhos em
outros tipos celulares, como fibroblastos ou células musculares lisas, tém demostrado
que TGF-B inativa AMPK durante a diferenciacdo dessas células (Pan et al., 2018;
Thakur et al., 2015). Os potenciais mecanismos pelos quais AMPK inibe a sinalizac&o
de TGF-B incluem a inibicdo da translocacdo de Smad4 ao nucleo (Zhao et al., 2015)
ou a fosforilacao e posterior inibicdo de algumas proteinas coativadoras do complexo,
como p300 (J.-Y. Lim et al., 2012) ou Foxol (H. Yadav et al., 2017).

1.2.4. mTOR e células Tregs

A glicolise é uma forma de catabolismo que tem como fung¢édo a obtencao rapida de
energia disponivel em forma de ATP a partir da glicose (Almeida et al., 2016). Ap6s
ativagdo, as células T efetoras usam a glicélise como principal fonte de energia
(Dumitru et al., 2018). Porém, no que se refere as células T reguladoras, alguns
trabalhos mostram que a inibicdo farmacologica da glicélise potencializa a
diferenciacdo de células Tregs (Tanimine et al., 2019). Por outro lado, tem-se visto
que a delegdo de HIF1a, um fator de transcricdo indispensavel para ativacdo da
glicélise em condi¢cBes de hipoxia, induz a polarizacédo de células Tregs (L. Z. Shi et
al., 2011). Nesse contexto, entra em acdo um complexo de proteinas indispensavel
para a regulacdo metabdlica das células T, conhecido como mTOR (Mammalian
Target of Rapamycin).

O complexo mMTOR emerge como um componente central dos mecanismos que
regulam a diferenciacdo de células, integrando o metabolismo das células a sinais
moleculares que as ativam (Waickman & Powell, 2012). O complexo mTOR foi
descoberto em 1994 como o principal alvo do fungico rapamicina (Sabatini et al.,
1994). Depois de seu isolamento e caracterizagdo, foi demostrado que mTOR é
indispensavel para regular o crescimento e proliferagdo das células a partir da
disponibilidade de nutrientes (D.-H. Kim et al., 2002). mTOR atua como a subunidade
catalitica de dois complexos diferentes de proteinas, mMTORC1 e mTORC2 (Figura 4),
0s quais respondem a diferentes sinais (Sabatini, 2017).
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Apos a ativacdo das células T via TCR, ocorre a inducéo da via de mTOR e, com
isso, dois eventos principais sao notados: enquanto mTOR promove a diferenciacao
de células T para seu perfil efetor (Thl, Th2 e Th1l7), inibe a diferenciacéo de células
T reguladoras (Chi, 2012; Delgoffe et al., 2009). Porém, durante os ultimos anos,
varios trabalhos tem demostrado que mTORC1 e mTORC2 tem diferentes papeis na

funcao e estabilidade das células Tregs.
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Figura 6. Estrutura funcional do complexo mTOR. A. Estrutura do complexo mTORC1. B.
Estrutura do complexo mTORC2. C. Principais sinais de ativacdo do complexo mTOR (Fonte:
Sabatini, 2017)

Alguns trabalhos mostram que o uso do fungico rapamicina, que seletivamente inibe
MTOR, potencializa a diferenciacdo de células Tregs através da reprogramacao
metabdlica da glicélise para fosforilacdo oxidativa (Battaglia et al., 2006; Xuelu Chen
et al., 2021). Porém, quando foram isoladas Tregs néo ativadas e em estado enérgico,
observou-se que essas células apresentam a via de sinalizacdo de mTORCL1 ativada
(Procaccini et al., 2010). Adicionalmente, quando mTORCL1 foi deletado de maneira
especifica nas células Tregs, observou-se que elas apresentavam uma deficiéncia na
sua estabilidade e fungcbes supressoras devido a alteragbes no seu metabolismo
mitocondrial e lipidico (Chapman et al., 2018; Zeng et al.,, 2013). Nesse mesmo
sentido, foi observado que ceélulas Treg ativadas e em estado de proliferacéo
apresentam uma maior ativagcdo de mTORC1 e que isto correlaciona com um perfil de
célula mais glicolitica (Gerriets et al., 2016). Esses resultados mostram que mTORC1

€ importante na fase de transicdo de inercia para ativagdo, controlando aspectos

importantes tanto metabolicos como transcricionais das células Tregs.
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Em relacédo a importancia de mTORC2 na funcéo e estabilidade das células Tregs,
existe menos evidéncias. Sabe-se que um dos principais alvos de fosforilacdo de
MTORC2 é a proteina AKT (Baffi et al., 2021). AKT forma um complexo de sinalizacdo
com a proteina PI3K cuja atividade antagoniza com a expressdo de Foxp3 durante a
diferenciacdo das células Tregs (Sauer et al., 2008). Na mesma linha, tem sido
observado que mTORC1 pode inibir mMTORC2 (Jhanwar-Uniyal et al., 2019). Esses
dados indicam uma atividade antagdnica entre os dois complexos dependendo da
sinal que as ative. Por ultimo, um estudo recente mostrou que, na auséncia de Foxp3
nas células Tregs, existe uma atividade incrementada de mTORC2, o que correlaciona
com uma atividade metabdlica alterada nessas células e a perda de funcéo das células
Tregs (Charbonnier et al., 2019).

Entdo, as necessidades metabdlicas das células Tregs dependem ndo somente da
disponibilidade de nutrientes que existam no meio, quanto da ativacao de diferentes
complexos moleculares como mTOR. Nesse contexto, diferentes mecanismos de
controle determinam qual é o balanco correto entre gasto e consumo (J. Xu et al.,
2012).

1.2.5. Aviadas Hexosaminas e as Tregs

Dados ainda nado publicados do nosso laboratério demonstram que o TGF-8, em
paralelo com a inducéo da fosforilacdo das proteinas Smad2/Smad3, também ativa
uma via metabodlica derivada da glicélise conhecida como a via das hexosaminas
(HBP) (Melo, em reviséo). Essa via metabdlica culmina na sintese do metabdlito UDP-
N-acetil-D-Glucosamina  (UDP-GIcNAc), o substrato da  O-Linked N-
Acetylglucosamine (GIcNAc) Transferase (OGT) (D. C. Love & Hanover, 2005). A O-
GIcNAcilacdo é um tipo de glicosilacdo, na qual uma molécula de UDP-GIcNAc é
inserida nas hidroxilas dos residuos de serina (Ser) e treonina (Thr) de proteinas
intracelulares pela enzima OGT, um mecanismo de modificacdo poés-traducional
regulatério semelhante a fosforilacdo (Zachara & Hart, 2006).

A O-GIcNAcilacdo € dependente do fluxo e da disponibilidade de nutrientes,
principalmente glicose, glutamina, acetyl-CoA e UTP, importantes intermediarios para
a sinteses de UDP-GIcNAc (Hanover et al, 2012). A enzima GFAT

(Glutamine:fructose-6-phosphate amino transferase), encarregada de transformar a
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frutose 6-fosfato em glucosamina 6-fosfato, € o principal limitante de substrato para
OGT (Gélinas, Dontaine, et al., 2018). GFAT é altamente conservada e apresenta
duas isoformas derivadas de dois diferentes genes e com relativa expressao em varios
tecidos (Oki et al., 1999).
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Figura 7. Fluxo de nutrientes através da via das hexosaminas que culmina com a O-
Glcnacilagao de proteinas. (Y. Li et al., 2019)

Tendo em consideracdo que tanto OGT como AMPK modificam de igual forma
residuos de treonina/serina nas proteinas, eles podem atuar conjunta ou opostamente
sobre a regulacao das mesmas proteinas. Isto estabelece um interessante crosstalk
entre fosforilacdo e O-GIcNAcilacao (Copeland et al., 2008). Atualmente, é conhecido
gue OGT pode O-GIcNAcilar AMPK regulando sua atividade quinase, assim como
AMPK também pode fosforilar OGT, impedindo que ela ative seus alvos (Bullen et al.,
2014; Q. Xu et al., 2014). Por outro lado, a auséncia de OGT pode levar a um aumento
da glicose disponivel e a uma maior expressdo de AMPK (Murata et al., 2018).
Recentemente, foi demonstrado que AMPK inibe a via das hexosaminas através da
fosforilacdo de GFAT1 (Zibrova et al., 2017). GFAT1 é a enzima limitante da via das
hexosaminas (Broschat et al., 2002). Portanto, qualquer inibicdo farmacoldgica ou
fisiologica dessa proteina diminui significativamente a glicosilacdo de proteinas

(Zhang et al., 2013). Dessa forma, AMPK regula diretamente a O-glicosilagcdo de
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proteinas (Eguchi et al., 2009; Scott & Oakhill, 2017). Interessantemente, quando a
via das hexosaminas € ativada, os efeitos mediados pelo AMPK também sé&o
revertidos (Gélinas, Mailleux, et al., 2018). Nesse contexto, AMPK e a via das
hexosaminas tem um crosstalk real e que depende diretamente das necessidades
metabdlicas das células e que é capaz de regular os diferentes sinais de ativacao

dentro das células (Cork et al., 2018; Gélinas, Dontaine, et al., 2018).
1.3. CELULAS TREGS E DESENVOLVIMENTO TUMORAL

Muitos trabalhos tém mostrado o papel das Tregs no controle das respostas
inflamatorias, supresséo das funcdes efetoras das células imunes e suas potenciais
aplicacoes terapéuticas. Porém, na imunidade contra tumores, as células Tregs tem
um papel antagdnico. As Tregs podem promover o desenvolvimento e progressao de
tumores ao prevenir uma efetiva resposta antitumoral por parte das células efetoras
(J.-H. Kim et al., 2020). A quantidade de Tregs no microambiente tumoral (TME)
muitas vezes tem sido associada como um biomarcador de severidade e prognostico
da doenca (Saito et al., 2016). Por esse motivo, varias estratégias farmacoldgicas tém
sido usadas com o0 objetivo de bloquear as respostas supressoras das Tregs,
promover sua deplecdo ou inibir sua migracdo e diferenciacdo. Muitas drogas
aprovadas e em fase clinica tem como alvo moléculas de superficie chaves na funcao
supressora das células T, e entre elas estdo incluidas o CD25, a molécula inibitoria
CTLA4, entre outras (Ohue & Nishikawa, 2019). Um das terapias mais promissoras
no tratamento da progressao tumoral, € o uso dos conhecidos “checkpoint inhibitor”.
Essa terapia usa anticorpos monoclonais especificos que tem como funcéo bloquear
a funcdo supressora e inibitéria de moléculas de superficie usadas pelas Treg
(Sasidharan Nair & Elkord, 2018).
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Figura 8. Papel supressor das Tregs no microambiente tumoral. A. Células Tregs migram
ao tumor onde interagem com linfécitos T Citotéxicos induzido sua exaustdo. B. Dentro do
tumor encontrassem preferencialmente células Tregs efetoras que expressam uma maior
quantidade de moléculas de supresséo. (Fonte: Alvisi et al., 2020; Tanaka & Sakaguchi, 2019).

Dentro do TME, existe um ambiente propincio para a sobrevida tanto do tumor como
de outras células como as Tregs. Esse ambiente se caracteriza por ser hipéxico, com
muita acidificacdo, deficiéncia de nutrientes e com perfil de imunossupresséao (R. Shi
et al., 2020). As Tregs tem a capacidade de se adaptar a esses ambientes de
indisponibilidade de nutrientes e alta acidificacdo (Angelin et al.,, 2017).
Recentemente, foi mostrado que as Tregs que migram ao tumor séo fenotipicamente
e transcricionalmente diferentes das células que se encontram na periferia e que isto
se correlaciona com uma maior capacidade de supressao (S. A. Lim et al., 2021). As
Tregs intratumorais sado capazes de usar o lactato presente no TME para ativar seu
metabolismo (Watson et al., 2021), assim como apresentam uma reprogramacao
metabdlica ativa para uma maior sinteses de lipideos (S. A. Lim et al., 2021). A
ativacdo de AMPK é um importante mecanismo de supresséo tumoral ao regular 0s
niveis energéticos, promover a acao de checkpoints metabadlicos e inibir o crescimento
celular (W. Li et al., 2015).



40

2.  HIPOTESE
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AMPK regula negativamente a diferenciagdo das células T reguladoras
controlando a sinalizacdo por TGF-B. A delegdo da subunidade alfa de AMPKa
promove uma maior transcricdo do gene Foxp3, uma maior diferenciacdo de células
Tregs e uma maior expressdo de moléculas de supressdo. As células Tregs
deficientes para AMPKa tem maior capacidade supressora e promovem um maior

crescimento tumoral.



3. OBJETIVOS
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3.1. OBJETIVO GERAL

Investigar o papel da proteina quinase ativada por AMP (AMPK) na diferenciacao

de células T reguladoras.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a atividade de AMPK durante a sinalizacédo por TGF-.

e Estudar qual é o efeito da ativacdo alostérica de AMPK sobre a
diferenciacdo de TGF-f3.

e Determinar quais sao os efeitos da delecao especifica de AMPK nas células
T CD4 sobre a diferenciacao de células Treg apds o tratamento com o TGF-
B.

o Estabelecer quais séo os efeitos moleculares, celulares e metabdlicos da
delecdo de AMPK nas células Treg.

e Avaliar o papel de AMPK nas células T reguladoras, no desenvolvimento e

progressao tumoral.



4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
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Estudo da atividade
de AMPKa sobre a
sinalizagdo com TGF-B

¢ Estudo da cinética de fosforilagdo de AMPKa apés o tratamento de celulas T naive com TGF-B.

¢ Anadise da dinamica de ativacdo de AMPKa e o do complexo de Smad2/3

¢ Avaliagdo da atividade de AMPKa em celulas T reguladoras Foxp3 positivas diferenciadas a partir do
tratamento com TGF-B.

J

Criagao de
camundongos
condicionais
Ampkatfl/tt CD4 Cre/0

e Cruzamento de machos Ampka™f com femeas CD4“¢/% e ampliagdo dos casais de reproducdo até obten¢do da
genotipo desejado.

e Extracdo de DNA de filhotes para Genotipagem com o fim determinar a presenca da regido Flox e CRE
especificas em cada um dos animais.

¢ Avaliagdo por Western Blot da perda especifica da proteina Ampka nas celulas T.

¢ Analisis ex vivo por citometria de fluxo das celulas T CD4, T CD8 e Tregs de animais deficientes para
determinar alteragGes funcionais dessas celulas na ausencia de Ampka.

Avaliagdo dos efeitos

da dele¢do de AMPKa

na diferenciagdo de
celulas iTreg

e Sorting de celulas T naive (CD4+CD25-CD44loCD62Lhi) para cultura in vitro de celulas iTreg em presenca de
TGF-B.

e Quantificagdo da produgdo de Foxp3 por parte das celulas Tregs deficientes para AMPKa comparadas as
celulas controle.

¢ Avaliagdo da produgdo de moleculas de supressdo por parte das celulas Tregs deficientes para AMPKa..

Estudos funcionais e
metabolicos das
celulas iTreg

¢ Estudo da atividade das vias de Smad2/3, mTOR e glicosilagdo de proteinas em celulas iTreg deficientes para
AMPKa.
¢ Analises do estado proliferativo das celulas iTreg deficientes para Ampka.

¢ Medigdo em tempo real do metabolismo glicolitico e mitocondrial das celulas iTreg deficientes para AMPKa.
¢ Quantificagcdo da atividade mitocondrial das celulas iTreg deficientes para Ampka

J

deficientes para

AMPKa

Criagdo de
camundongos
condicionais
Ampka®/f Foxp3 YFP

e Cruzamento de machos Ampka/f com femeas Foxp3e/cre e amplia¢do dos casais de reproducdo até obtengéc“
do genotipo desejado.

¢ Avaliagdo por genotipagem e Western Blot da delegdo especifica de AMPKa em celulas Foxp3+YFP+.

e Estudo ex vivo dos efeitos especificos da delegdo de Ampka nas celulas Foxp3 assim como suas conseugencias
na homeostasia celular.

¢ Avaliagdo da produgdo de moleculas de supressdo e citocinas anti-inflamatorias por parte das celulas nTreg
deficientes para AMPKa e do estatus metabolico das celulas nTreg deficietes e controle.

J

Cre/Cre

Estudo da delegad de
AMPKa nas celulas

nTreg num modelo d

el e Sorting das celulas nTreg YFP+ deficientes para AMPKa para estudo metabolico e funcional.

e Cultivo celulas tumorais derivadas de carcinoma de colon MC38 para estudo do impacto da deficieencia de \
AMPKa nas celulas nTregs.
eInjecdo intraepitelial de celulas tumorais em camundogongos Ampka/f Foxp3 YFP Cre/Cre e animais controle.
e Avaliagdo diaria do crescimento tumoral em camundongos.
¢ Analises ex vivo das populagdes celular de nTregs, linfoctios CD4 e CD8 produtores de IFN-y no microambiente
tumoral e lindonodos drenants.
J

desenvolvimento
tumoral



5. MATERIAL E METODOS
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5.1. Animais

Os animais foram utilizados no background C57BL/6J. Os animais CD4cre e
AMPKaflo¥flox foram doados pelo laboratério do Professor Niels Saraiva Olsen do
ICB-USP. Os animais Foxp3YFP-CRE foram obtidos do laboratérios Jackson (JAX ®

Mice and Services). Estes animais foram cruzados para geracdo de animais

deficientes para AMPKa condicionais tanto nas células T CD4, como nas células
FOXP3 e devidamente genotipados para uso (de acordo com as sequéncias de
primers sugeridas pelo laboratorio Jackson). Todos os animas foram mantidos no
biotério do departamento de Farmacologia da FMRP USP. Todos os experimentos.
Todos os experimentos foram realizados em ambos 0s sexos, porém pareados com
seus littermates, na idade entre 6 e 14 semanas. Todos 0S animais para
experimentacdo foram mantidos no biotério do Departamento de Farmacologia da
FMRP-USP sob condicdes de temperatura de 23-25°C, ciclo de claro/escuro de 12h,
com aceso livre a dgua e racdo. Os protocolos experimentais realizados neste
trabalho estdo de acordo com os Principios éticos de experimentagcdo animal,
adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado

pela Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) do Hospital das Clinicas

e da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP (certificado n° 075/2019).

5.2. Ferramenta Farmacoldgica

Foram usados o ativador alostérico de AMPKa A-769662 (TOCRIS) numa
concentracdo de 10 uM para experimentos de cultura in vitro. Tambem foi usado a

droga AICAR (Tocris) numa concentracao de 30 uM.

5.3. Separacdo de células T naive e iTregs

Apds os camundongos serem eutanasiados, o baco e/ou os linfonodos foram
retirados, e colocados em tubos de propietileno de 15 ml (Falcon®) contendo 1 ml de
meio RPMI 1640 incompleto. A seguir, os 6rgaos foram divulssionados em peneira
de propietileno (Falcon® - separador de células — 100 um) com auxilio do émbolo da
seringa de 5 ml (Plastipak®), formando uma uUnica suspensao celular. As hemacias
foram lisadas por choque hiposmoético utilizando um tampéo de lise e uma nova

centrifugacdo foi realizada. Subsequentemente, as células do baco foram
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ressuspensas em 3 ml, 1 ml e 2 ml de PBS cotendo 2% de soro bovino fetal inativado,

respectivamente. As células foram contadas em camara de Neubaber.

Para isolamento de células T naive por beads. Apds, a subpopulacao de células T
CD4*CD25 do baco e linfonodos totais de camundongos C57/B6 higidos foram
separadas utilizando um kit comercial proveniente da Miltenyi Biotec (Auburn, CA) e
seguindo o protocolo recomendado por o fabricante. Resumidamente, as células
foram primeiramente marcadas com um coquetel de beads anti-CD4. Apo6s 15
minutos de incubacédo, as células foram lavadas, 400 g por 10 minutos a 4-8 °C e a
populacdo CD4* (maior que 90 % pureza) foi separada magneticamente por MACS®
-sorting através da selecao positivas em colunas adequadas ao numero de células.
Posteriormente, as células foram marcadas com anti-CD4 Alexa 488 (BD, 1:200),
anti-CD25 PE (BD, 1:200) e anti-CD62L APC (BD, 1:200) e suspensas em solucao
de 2% de soro bovino fetal mais 2mM de EDTA. As células T naive
CD4*CD25-CD62L"* foram obtidas apos FACS sorting (FACSAria, BD; XDP or

MoFlo, Beckman Coulter).

5.4. Diferenciacéo de células T efetoras e células T reguladoras in vitro

Apbs o isolamento das células T naive (com pureza maior que 90%), estas foram
submetidas a diferenciacdo de iTregs. Meio RPMI 1640 GlutaMAX (Life
Technologies) foi utilizado para diferenciacdo das iTreg. Os meios foram
suplementados com 10% de soro bovino fetal inativado (Biochrom), 500 U
penicilina/estreptomicina (PAA laboratories) e 50 Mm de B-mercaptoethanol (Life
Technologies). Para diferenciacéo de células iTreg, celula T naive foram cultivadas

em placas de fundo chato de 96 po¢cos com couting de anti-CD3¢ e anti-CD28 (10

MO mL'lO). Para diferenciacdo de células iTregs, 1 x 105 células T naive foram

cultivadas em placas de fundo em U de 96 pocos com couting de anti-CD3¢ (5 ug
mL™L, clone 145- 2C11; Bio X Cell) e mais coquetel especifico para diferenciacéo:

anti-CD28 (1 ug mL_l), rhTGF-B1 (concentragbes variadas de acordo com os
experimentos). Para ativacdo de células T CD4 (THO) foram cultivadas de acordo com
o protocolo para iTregs, porém na auséncia TGF-B3. Todas as culturas foram feitas
em condi¢cOes estéreis e diferenciacdo finalizadas ap6s 96 horas a 37°C em estufa
5% de CO2.
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5.5. Ensaio de atividade metabodlica: Seahorse

As células foram coletas 48 horas apds a cultura de iTregs. 4x 10° células foram
plagueadas em microplacas de 96 pocos do kit Xfe96 em meio préprio para o ensaio
de glicélise (DMEM modificado para o ensaio de XF), ambos provenientes da
Seahorse Biosciences (Agilent Tecnhologies). A microplaca foi incubada por 30
minutos a 37°C em estufa sem CO2z e submetidos a analise da taxa acidificacdo do
meio extracelular (ECAR) em tempo real no analisador de fluxo extracelular da
Seahorse XF96. Para ensaio de glicolise, o teste de estresse glicolitico foi realizado
de acordo com as recomendacgdes do fabricante (Seahorse biosciences) utilizando
as subsequentes injecdes de glicose (10mM), oligomicina (1uM) e 2-deoxiglicose (2-
DG, 50mM). Para a avaliacdo do estresse oxidativo mitocondrial, as células foram
suspensas em meio RPMI modificado para XF com adicdo de 10mM de glicose e
plaqueadas em microplacas XF96. Apés incubagao de 30 minutos de incubagédo em
estufa sem CO:2 as células foram submetidos a andlise da taxa de consumo de
oxigénio (OCR) em tempo real no analisador de fluxo extracelular da Seahorse XF96.
O ensaio de fosforilagao oxidativa foi realizado de acordo com as recomendagdes do
fabricante (Seahorse biosciences) utilizando as subsequentes injecbes de
oligomicina (1pM), FCCP (1,5 pM) e rotenona/actinomicina (0,5 pM de cada). Os
dados foram analisados pelo software Wave Desktop (Agilent Tecnhologies).

5.6. Avaliacdo da expresséo génica

A avaliagéo da expresséo génica foi realizada em células em diferenciacdo e em
iTregs apos a diferenciacdo. O RNA total foi isolado utilizando o RNeasy Mini
Kit (Qiagen), de acordo com as instrugdes do fabricante. O cDNA (0,5 pg of RNA)
foi convertido através do high capacity cDNA RT Kit (Applied Biosystem), de acordo
com as instru¢des do fabricante. O cDNA foi utilizado para Real-time PCR através
de uso de SYBR Green Master mix (Thermofischer) and TagMan (Applied
Biosystems) e avaliados no Viia7 PCR system. Todos os dados foram

normalizado pelos valores do gene enddgeno. ). Os resultados foram analisados
com base no valor de CT (Cicle Threshold- ou ciclo limiar). A formula utilizada para
analise dos resultados foi 2-*2C) na qual AACt = ACt amostra - ACt controle e ACt

= CT gene alvo — CT gene de referéncia enddgeno (8-Actina). As sequéncias dos
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primers avaliados encontram-se na tabela abaixo.

Gene alvo Forward Reverse
Foxp3 TTCTCCAGGACAGACCACACT GTTGCTGTCTTTCCTGGGTGTA
HK2 TGATCGCCTGCTTATTCACGG AACCGCCTAGAAATCTCCAGA
LDHA CATTGTCAAGTACAGTCCACACT TTCCAATTACTCGGTTTTTGGGA
PKM2 TCGCATGCAGVACCTGATT CCTCGAATAGCTGCAAGTGGTA
GAPDH CATCTTCTTGTGCAGTGCCA CGGCCAAATCCGTTCAC
GLUT1 CACACCCACCACCACGATAA CACACCCACCACCACGATAA
HIF1A CACACCCACCACCACGATAA CCAGTGTTATAGCCCGAAC
CPT1A CTGAGCCATGAAGCCCTCAA CACACCCACCACCACGATAA

5.7. Avaliagao proteica por Imunoblotting

O lisado das células foi preparado com tampao de lise (Pierce RIPA buffer, Thermo
Scientific) com inibidor de protease (complete cocktail) e inibidor de fosfatase
PhosSTOP, ambos da Roche Applied Science. As amostras foram quantificadas (kit
de BCA, sigma) de acordo com as instrucdes do fabricante e de 20-40ug de proteinas
foram utilizadas na eletroforese. Para separar as amostras por peso molecular foi
realizada eletroforese em gel de poliacrilamida SDS e transferidas da membrana de
nitrocelulose (Merck Millipore) e bloqueadas por 1 hora a temperatura ambiente com
leite 5%. Para a marcacédo foram utilizados os seguintes anticorpos diluidos em BSA
5%: O-Linked N- acetylglucosamine (RL2) (MILIPORE, 1:1000), AMPK (Cell
Signaling, 1:1000), pAMPKa (Cell Signaling, 1:1000), P-
Smad2(S465/467)/Smad3(S423/425) (Cell signaling, 1:1000), Smad2/3(D7G7) (Cell
signaling, 1:1000), Foxp3 (Thermo Fisher Scientific, 1:1000), p70-S6 (Cell signaling,
1:1000), pP70-S6 (Cell Signaling, 1:500). Anticorpos anti-mouse e anti-rabbit com
peroxidase (Cell signaling) foram utilizados na concentracdo de 1:5000 diluidos em
leite 5%/TBST. O sinal foi detectado com ECL prime (GE Healthcare) no Chemidoc

imaging systems (Bio-Rad Laboratories).
5.8. ELISA

As quantificacdes de IL-10 (eBioscience Inc., San Diego, CA, USA) foi realizada
no sobrenadante da cultura ao final da diferenciagdo de iTregs (96h). A
quantificacdo desta citocinas foi realizada por método imunoenzimatico (ELISA),

conforme descrito pelo fabricante.
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5.9. Citometria de Fluxo

Foram utilizados anticorpos monoclonais especificos para antigenos murinos com
fluorocromos para FACS das seguintes empresas e nas concentracdes descritas:
CD25 PE (PC61; 1:200), CD4 Alexa488 (GK1.5; 1:800), CD4 efluor450 (eBioscience,
1:200), CD4 BV510 (BD 1:200), Smad2 (ps465/467)/Smad3 (ps423/425) (BD 1:100),
CD62L PE- Cy7 (MEL-14; 1:600), Foxp3 eFluor450 (FJK-16s; 1:400), Foxp3 APC (BD
1:200), Foxp3 PE (BD 1:200), Alexa-fluor 647 O-GlcNac (RL2 Novus biologicals). As
células mortas foram excluidas pela marcacao com LIVE/DEAD Fixable Dead Cell
Stain (Life Technologies) e bloqueadas com Fc-block (CD16/32, 2.4G2) por 10 min
no gelo. As células foram lavadas com PBS e incubadas com tampdo de FACS
(0.25% BSA/2 mM EDTA em PBS) para marcagdo extracelular. Para marcagéo
intracelular (IFN- y, Foxp3), as células foram fixadas com 2% PFA em PBS por 20
min no gelo. Estas células foram lavadas com tampdo de permeabilizacdo (0.25%
BSA/2 mM EDTA/0.5% saponin em PBS). Previamente, para marcacéo de citocinas
intracelulares, as células foram estimuladas com PMA (phorbol 12-myristate 13-
acetate, 0.1 pg mL™*; Sigma-Aldrich) and ionomicina (1 ug mL-%; Sigma-Aldrich) por
2 h, seguido de Brefeldin A (5 pg mL™) por mais 2 h. Para marcacédo de IFNy e
Foxp3 foi utilizado um kit de fixacao/permeabilizacdo (Affymetrix/eBioscience) e o
procedimento foi de acordo com as intrucbes do fabricante. As células foram
adquiradas nos seguintes aparelhos: CyAn ADP (Beckman Coulter), a LSR Il (Becton

Dickinson), FacsVerse (BD Biosciences). Os dados foram analisados no software
FlowJo versao 10.0.

5.10. Analises Estatisticas

Os resultados estdo representados como média + desvio padrdo (DP). Para
determinar a diferenca estatistica entre os grupos de animais no experimento de
colite foi utilizado o teste t de Student ndo-pareado. A analise de variancia (ANOVA)
seguida pelo pés-teste de Tukey foi aplicado para amostras com distribuicdes
normais. As andlises foram realizadas através do programa GraphPad-Prism
(GraphPad Software Inc., San Diego CA, EUA) e foram consideradas
estatisticamente significativas as diferencas que apresentaram valores de P igual ou

menor a 0,05.
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6. RESULTADOS
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6.1. O TRATAMENTO COM TGF-g REDUZ A ATIVIDADE DE AMPKa NAS
CELULAS T AO MESMO TEMPO QUE AUMENTA A ATIVIDADE DE
SMAD 2/3.

Um dos principais efeitos de TGF- sobre as células é induzir a fosforilagdo do
complexo Smad2 e Smad3 (Nakao, 1997). Adicionalmente, tem sido observado que a
ativacdo de AMPK leva a uma diminuicéo da fosforilacdo dos Smad 2 e 3 e portanto
a uma interferéncia na sinalizacdao do TGF-3 (H. Lin et al., 2015; H. Yadav et al., 2017).
Para testar qual € o efeito do TGF-3 sobre a atividade de AMPKa nas células T, foram
isoladas células T naive (CD4*CD25CD44'°CD62") por sorting. Primeiramente, essas
células foram tratadas com TGF-3 de maneira aguda. Se escolheu uma concentragao
de TGF-B maior para induzir o maximo estimulo possivel e a fosforilagcdo tanto de
AMPKa como dos Smad2/3 foram acompanhadas em varios tempos (Figura 9A).
Nesse primeiro experimento, foi possivel observar por western blot que o tratamento
agudo com TGF-B induz, em um periodo de 30 minutos, a fosforilacdo do complexo
Smad?2/3. Curiosamente, esse tratamento bloqueou completamente a fosforilacdo de
AMPKa. Enquanto as células nao tratadas com TGF-B mantinham a fosforilagdo de

AMPKa ativa, o tratamento com TGF- reverteu esse efeito.
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Figura 9. Efeito do tratamento com TGF-B sobre a fosforilagado de AMPKa em células T
naive. A) Atividade de Smad2/3 e AMPKa ap6s o tratamento agudo com uma concentracao
elevada de TGF-B. B) Atividade de AMPKa em células T ativadas apds o tratamento crénico
com TGF-p.



54

Para determinar se esse resultado se mantinha com um tratamento crénico com
TGF-p, células T naive foram cultivadas em condi¢des polarizantes para Treg (TGF-8
+ aCd3/aCD28) e analisadas por citometria de fluxo para determinar a atividade de
AMPKa (Figura 9B). Os resultados mostram que as células que ndo foram tratadas
com TGF-B e tinham a ativagcdo apenas por meio do TCR (aCd3/aCD28)
apresentavam uma maior quantidade de fosforilagdo de AMPKa comparadas com as
células que receberam tratamento com o TGF-[3. Adicionalmente, foi possivel observar
que a fosforilagdo de AMPKa reduz de maneira similar nas populag¢des tanto positiva
como negativa para Foxp3. No entanto, esse efeito é independente da expressao de

Foxp3.
6.2. GERACAO DOS ANIMAIS Ampka/'//tcD4CRE/~

Para estudar o efeito da auséncia especifica de AMPKa na diferenciacéo das células
T reguladoras, nés utilizamos camundongos deficientes para AMPKa nas células T
CD4 (Figura 10A). Para isto, usamos o sistema por recombinagédo CRE-LOX (Wurst &
Kihn, 2009), onde camundongos machos que apresentam o exon 3 da regido génica
da subunidade alpha de AMPK (Ampka/'’') flanqueada por dois sitios Loxp

(https://www.jax.org/strain/014141) foram cruzados com camundongos fémeas que

expressam a CRE recombinase sob o controle do promotor de CD4

(https://www.jax.org/strain/017336). Com isso, foi possivel deletar condicionalmente

AMPKa nas células CD4. Assim, camundongos knockout AmpkaYtCD4RE/= (KO)
e os controle Ampka’/f'CD4~/~ foram usados nesse estudo. A genotipagem dos
animais foi feita por PCR convencional para AMPKa flox e CRE genérico (Figura 10B).

A auséncia de AMPK nas células T CD4 foi avaliada por western blot (Figura 10C).

A- B. c- Células T Naive

(CD4'CD25CDA4"°CD62™)

( AN
/."/Q 1 2 3 4 5 - wT_ ko

AMPKa
Ampl U1t CD4CRE/O AMPKa! — — — — — —

=
. ’ B-Actina — ;]
b CD4cre/0 — — —

Ampkal/fIcD4CRE+

Figura 10. Geragdo de camundongos knockout condicionais para AMPK nas células
CD4. A) Esquema de cruzamento para geragdo de camundongos deficientes para AMPKa
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nas células CD4. B). Genotipagem de 5 animais para validagdo do cruzamento. C). Western
Blot de células T naive (CD4+CD25CD44"°CD62") sorteadas de camundongos

Ampka VTt (Azul) (Azul) e Ampka’VTLCD4ACRE/= (Vermelho) e analisadas para producdo de
AMPKa.

6.3. AUSENCIA DE AMPKa NAO ALTERA A FREQUENCIA DE CELULAS
CD4, CD8 OU TREG EM CONDICOES DE HOMEOSTASIA

Para determinar se a auséncia de AMPK pode afetar o desenvolvimento das células
T, nos analisamos as populacdes de células T CD4, CD8 e Treg natural em diferentes
orgaos. A quantidade de células CD4 e CD8 no timo, e as populacdes de CD4 total
no baco e linfonodos sdo semelhantes entre animas Ampka’'//'CD4CRE/~ e animais
AmpkaVTt controle (Figura 2A). N6s também analisamos a quantidade células Treg
Foxp3+ natural nos 6rgdos mencionados (Figura 2B) e ndo encontrando diferencas

entre os animais Ampka/f'cD4°RE/~ e controle.
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Figura 11. A delecdo génica de AMPK nas células T CD4 néo altera a frequéncia de
linfécitos T CD4, CD8 e populacdes de Treg natural em condicdes de homeostasia A)
Analise por citometria de fluxo de células CD4, CD8 e duplo positivo no timo, assim como CD4
total no baco e LNs de animais knockout condicional Ampka’'/ftcD4CRE/= (vermelho) e
camundongos controle Ampka’'//t (azul) em diferentes 6rgdos imunes, como baco, timo e
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linfonodos periféricos (LNs). B) Analise de células T reguladoras naturais de animais
Ampka VL CD4ACRE/= e camundongos controle Ampka /'t .

6.4. A DELECAO GENICA DE AMPKa EM CELULAS T CD4 NAIVES
TRATADAS COM TGF-g INDUZ UMA MAIOR PRODUCAO DE FOXP3

Nossos resultados mostram que o TGF-B reduz a fosforilagdo e a atividade de
AMPK, enquanto promove a ativacao da via dos Smad. Porém, a delecao especifica
de AMPKa nas células T ndo afeta a quantidade de células Tregs em condicdo de
homeostasia. A partir de isto, nés avaliamos se a deficiéncia de AMPKa pode ter um
efeito sobre a diferenciacdo das células Tregs na presenca de TGF-B. Para testar
nossa hipétese de que AMPK pode ser um regulador negativo da diferenciacdo de
células Treg, nds isolamos células T naive (CD4*CD25CD44'°CD62") de animais
Ampka VL CD4CRE/= @ animais controle por sorting, as cultivamos em presenca de TGF-
B e, apos 72 h, avaliamos a expressdo de FOXP3 (Figura 12A).
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Figura 12. A delecdo génica de AMPK aumenta a diferenciacdo de linfécitos para um
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Ampka /7' CD4CRE/= e camundongos controle Ampka'/f! e colocadas em cultura sob

diferentes concentracdes de TGF-B. ApGs 72horas, a expressdo de FOXP3 foi avaliada
nessas células.
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Nossos resultados demonstram que células T naive (CD4+CD25-), na auséncia de
AMPKa, diferenciam mais para um perfil T regulador apds o tratamento com TGF-3
(Figura 12B). Tanto por citometria, como por Western Blot (Figura 12C) foi possivel
observar que essas células expressam uma quantidade significativamente maior de
Foxp3 que as células controle. Curiosamente, quando se analisa a expressao relativa
de Foxp3 24 horas depois de iniciada a cultura, é possivel observar uma indugcéo maior
de Foxp3 nas células deficientes para Ampka apods o tratamento com o TGF-§3 (Figura
12D). Esses resultados demonstram a importancia da AMPK na diferenciacado de

células Treg apds o tratamento com TGF-[3.

6.5. CELULAS TREG DIFERENCIADAS NA AUSENCIA DE AMPKa
PRODUZEM MAIS CTLA4 E PDL1 QUE AS CELULAS CONTROLE

Uma vez que nossos resultados demostram que a concentracdo de TGF-$ de 0.3
ng/mL é suficiente para obtermos uma diferenciacdo significativa tanto na
porcentagem de Tregs, como na expressdo de FOXP3 por parte dessas células na
auséncia de AMPK, nosso proximo passo foi investigar se essas células deficientes
para AMPK mantém um fendtipo regulador. Para isso, nés analisamos diferentes
marcadores de supressao (Figura 4C). As células T reguladoras que apresentam
maior diferenciacdo na auséncia de AMPK produzem maior quantidade de moléculas
supressoras como CTLA4 e PDL1, mas nao de outras moléculas como GARP, CD39
ou ICOS. Esses resultados nos permitem concluir que as células Treg, na auséncia
de AMPK, ndo s diferenciam mais, mas também conseguem manter um fendtipo
regulador.
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Figura 13. Células TREG deficientes de AMPK apresentam uma maior producéo de
moléculas de supressdao CTLA4 e PDL1. A) Producdo de diferentes moléculas de
supressao por parte das células Treg deficientes para AMPK e células controle.

6.6. CELULAS TREG DIFERENCIADAS NA AUSENCIA DE AMPKa NAO
APRESENTAM DIFERENCAS NA PRODUCAO DE INTERFERON
GAMMA (IFNy)

Fisiologicamente, existe uma populacéo de células Treg que expressa IFN-y e é a
primeira linha de defesa durante as respostas imunes inflamatérias (Daniel et al.,
2015). Entretanto, recentemente mostrou-se que ocorre uma diminuicdo da
capacidade supressora das células Treg em algumas doencas autoimunes e
ambientes inflamatorios (Gerriets et al., 2016; Sumida et al., 2018). Para determinar
se a auséncia de AMPK tem um efeito na producao de IFN-y por parte das células
Treg, nos diferenciamos células CD4 naive isoladas de animais AmpkaV/fLCD4RE/~ e
controle e, apGs 72 h, avaliamos a expressao de IFN-y dentro da populacao de células
FOXP3. Os achados demostram que a auséncia de AMPK nao tem efeito sobre a
quantidade de células Treg produtoras de IFN-y (Figura 14). Portanto, nossos
resultados nos permitem concluir parcialmente que as células Treg na auséncia de

AMPK mantem um perfil supressor similar que ao observado em células controle.
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Figura 14. A deficiéncia de AMPK nas células Treg néo afeta a producéo de IFNy. A)
Producéo de IFNy por parte das células Treg deficientes para AMPK comparadas com células
controle.
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6.7. A ATIVACAO ALOSTERICA DE AMPKa INIBE A DIFERENCIACAO DE
CELULAS TREGS

Nossos resultados demostram claramente que a deleg¢ao especifica de AMPKa nas

células T CD4 promove a diferenciacdo de células Tregs ap0s o tratamento com o
TGF-B. Porém, na literatura existem relatos de que o uso de ativadores de AMPK,
como o AICAR, potencializam significativamente a diferenciacdo de células Tregs
(Gualdoni et al., 2016). Por este motivo, quisermos avaliar se o uso de ativadores de
AMPKa como o AICAR, um analogo da adenosina que se liga preferencialmente a
subunidade gamma de AMPK, e um ativador alostérico da subunidade alfa o
composto A769662 promoviam de igual maneira a diferenciacdo de células Tregs.
Para validar a especificidade desses compostos, nés realizamos a diferenciacao de
células Tregs tanto em células T CD4 deficientes para AMPKa quanto em células
controle.
Nossos resultados mostram, de maneira interessante, que células naive controles
tratadas com o composto A769662, na presenca do TGF-B, apresentavam uma
diminuicao significativa da diferenciacdo de células Tregs, Por outro lado, em células
T deficientes para AMPK tratadas com o mesmo composto, a diferenciacdo so teve
uma leve reducdo, indicando que a ativacdo alostérica de AMPKa com o composto
A76962 reduz a diferenciacdo de células Tregs na presenca do TGF-B. Curiosamente,
guando é avaliado o efeito do AICAR, esse composto tem um efeito completamente
oposto, potencializando a diferenciacdo de células Tregs tanto em células controle
como em células deficientes (Figura 15). Esses resultados indicam um potencial efeito
off-target do AICAR.



60

A. TGF-B (0,3 ng/mL)

mm Ampka!/T

ST A-769662 (10 uM) AICAR (30 uM) A —

0 13,9 0 7,80 0 41,6

A
b

0 86,1 0 92,2 0 58,4

N
w
]

ot

N
o
1

&>

-
W
1

Foxp3
o

18,2 0 15,2 0 43,8

-
(=]
1

Foxp3 Positive Cells (%)

0 -
Sem Tratamento ©  A-769672
(10 um)

5=

f

0 81,8 0 84,8 0 56,2

CcD4

Figura 15. A ativacdo alostérica de AMPKa pelo composto A769662 inibe a
diferenciagdo de células Tregs. A) Células T naive de animais deficientes para AMPK e
células controle foram cultivadas em condi¢cdes polarizantes para Treg em presencia do
composto A769662 (10 uM) e analisadas para expressao de Foxp3 96 horas depois.

6.8. CELULAS TREG DIFERENCIADAS NA AUSENCIA DE AMPKa
APRESENTAM MAIOR ATIVIDADE EM ALGUMAS VIAS DE
IMPORTANCIA PARA AS TREGS

Nossos resultados demostram que na auséncia de AMPKa, as células Tregs
expressam uma maior quantidade de Foxp3. A expressao de Foxp3 por parte das
células Tregs apds o tratamento com TGF-B € dependente da sinalizagdo por
Smad2/3 (T. Takimoto et al., 2010). Por essa razdo, avaliamos a fosforilacdo de
Smad2 e Smad3 por Western Blot apds o tratamento agudo com TGF- (Figura 15A).
Apos 90 minutos de estimulo, foi possivel observar uma maior fosforilacdo do
complexo Smad2/3 nas células T naive deficientes para AMPKa. Esses resultados
indicam que na auséncia de AMPKa as células ficam mais sensiveis ao TGF-j,
induzindo uma maior atividade das proteinas Smad?2/3.

Nos também nos perguntamos se algumas outras vias de importancia para as
células Tregs poderiam estar mais ativadas. Dentro das vias reguladas por AMPKa,
encontram-se duas que tem uma importancia relevante para a diferenciacdo de

células Tregs. Por um lado, encontra-se a glicosilacdo de proteinas e, por outro, a via
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de mTOR (Cork et al., 2018). Para testar nossa hipoteses, ndés induzimos a
diferenciacdo de células Treg de células naive deficientes para AMPKa e células
controle na presenca do TGF-B por 96 h e avaliamos a quantidade de proteinas
glicosiladas tanto por western blot como por citometria de fluxo (Figura 15B). Nossos
resultados mostram que as células Treg diferenciadas na presenca de TGF-
apresentam uma maior quantidade de proteinas glicosiladas quando comparadas com
as células controle. Esses resultados indicam que na auséncia de AMPKa existe uma
atividade maior da via das hexosaminas que culmina com uma maior glicosilacéo de
proteinas.

Adicionalmente, avaliamos a atividade da via do mTOR através da fosforilacdo da
proteina P70S6, um reconhecido alvo do complexo mTORC1 (Datan et al., 2014). Nas
células Treg deficientes para AMPKa, foi possivel observar uma maior fosforilacdo da
proteina P70S6 comparadas com as células controle, indicando, assim, a inducéo de
MTOR nessas células. Nossos resultados sugerem que na auséncia de AMPKa existe

uma maior atividade de mTOR, o que pode também se correlacionar com alteracfes
metabdlicas nessas células.
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Figura 16. A deficiéncia de AMPK nas células Treg aumenta a atividade de vias de
sinalizacdo de importancia nas células Tregs. A) Avaliacdo da fosforilacdo do complexo
smad2/3 por Western Blot ap6s o tratamento agudo com TGF-B de células T naive. B).
Avaliacdo do estado de glicosilacao de proteinas de células cultivadas em condi¢des de
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polarizacdo para Treg (TGF-B + aCD3/CD28 por 96 horas) tanto por Western Blot como por
citometria de fluxo. C). Avaliacdo da atividade de mTOR através da fosforilagdo da proteina
p70S6 por Western Blot em células cultivadas em condi¢des de polarizagéo par Treg.

6.8. CELULAS TREG DIFERENCIADAS NA AUSENCIA DE AMPKa PROLIFERAM
MENOS

MTOR é principalmente ativado quando a célula precisa de energia e encontra-se
em processo de crescimento e proliferacéo, sendo que o AMPK é o principal regulador
negativo desse processo (Gwinn & Shaw, 2010). Se as células Tregs na auséncia de
AMPK apresentam uma maior atividade mTOR, elas podem ter alteracbes em seus
niveis de proliferagéo. A partir disso, n0s perguntamos se as células Tregs deficientes
para AMPKa apresentariam alteracdes na sua capacidade de proliferacdo. Para
responder isto, isolamos células T naive de camundongos Ampka/Y Foxp3C¢RE/CRE
(KO) e animais Foxp3RE/CRE (\WT) e induzimos a diferenciacdo de iTregs em presenca
de TGF-B (0,3 ng/mL). As células foram tratadas previamente com um marcador de
proliferacédo fluorescente (Cell Trace Violet) e analisadas 96 h depois por citometria
de fluxo para avaliar a queda da fluorescéncia. O sobrenadante da cultura também foi
usado para analisar consumo de glicose e producdo de lactato por parte dessas
células por meio de teste bioquimico. Nossos resultados demostram que as células
iTregs na auséncia de Ampka apresentam uma maior taxa de diferenciacao,
acompanhado também de uma diminuicdo da proliferacdo quando comparadas com

as células WT (Figura 1A).
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Figura 17. Células Treg deficientes para AMPKa proliferam menos em resposta ao TGF-
B. Células Naive de animais Ampka "/ Foxp3°RE/CRE @ animais Foxp3©RE/CRE foram isoladas
por sorting e tratadas por 96 horas com TGF-B (0.3 ng/mL) na presenca de aCD3/aCD28.
Foram avaliadas a proliferacéo por marcacao de um Cell Trace Violet (CTV), tamanho celular
por citometria de fluxo

6.9. CELULAS TREG DEFICIENTES PARA AMPKa APRESENTAM UMA
REPROGRAMACAO METABOLICA DE GLICOLISE PARA
FOSFORILACAO OXIDATIVA

As células Tregs que tem uma menor proliferacdo tem uma maior capacidade
supressora e isto se correlaciona com uma diminuigcdo da glicélises e com um aumento
da fosforilagdo oxidativa (Huynh et al., 2015). A partir dessa ideia, ndés objetivamos
determinar o perfil metabdlico celular das células Tregs deficientes para AMPK. Para
avaliar isto, n6s medimos, em tempo real, como as células respondiam a uso de

drogas moduladoras da atividade glicolitica e atividade mitocondrial.

Em primeiro lugar, medimos a taxa de acidificacdo do meio ou ECAR, que registra
a quantidade de lactato que a célula libera a partir do processamento da glicoses via
glicélise. Nossos resultados mostram que na auséncia de AMPK as células Treg,
guando séo expostas a glicose, reagem muito menos quando comparadas as ceélula
controle, apresentando uma significativa reducdo em sua capacidade glicolitica
(Figura 17A). A partir disso, nés medimos a taxa de consumo de oxigénio ou OCR,

gue registra a capacidade respiratéria da célula. Nossos resultados mostram que em
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as células deficientes para AMPKa apresentam um OCR basal maior e que, quando
se gera o desacople da membrana mitocondrial através do uso da droga FCCP, as
células deficientes para AMPK apresentam uma capacidade respiratéria superior que
as células controle, o que é indicativo de uma maior atividade mitocondrial na auséncia
de AMPKa (Figura 17B). Adicionalmente, analisamos o0 sobrenadante da cultura e foi
possivel observar que as células Tregs na auséncia de AMPK consomem menos
glicose e que a maior parte dessa glicélises néo é liberada em forma de lactato, o que
é indicativo de um uso alternativo desse combustivel Figura 17C).

Para determinar se 0 menor consumo de glicose se deve a uma diminuicdo da
producado do principal transportador Glutl, nés avaliamos, por citometria de fluxo, a
producdo por parte das células Tregs. Percebemos que células Tregs deficientes para
AMPKa apresentam uma menor produgcéo de Glutl (Figura 17D). Paralelamente,
avaliamos, por citometria de fluxo, se as células deficientes para AMPKa apresentam
mudancas em seu tamanho celular. Curiosamente, essas células sdo menores em
tamanho quando comparadas com as células controle (Figura 17E). Por ultimo,
avaliamos a funcéo mitocondrial através do uso da sonda Mitosox-Red, que determina
a quantidade de producdo de ROS mitocondrial. Nossos resultados mostram que na
auséncia de AMPKa as células produzem mais ROS mitocondrial que as células
controle, o que é indicativo de uma atividade mitocondrial maior (Figura 17F). Em
conjunto, os resultados mostram que as células Tregs na auséncia de AMPKa tem
uma preferéncia maior por usar a fosforilacdo oxidativa em detrimento da glicélise

como fonte de energia.
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Figura 18. Células Treg deficientes para AMPKa tem uma reprogramacgao metabdlica da
glicolises para fosforilagdo oxidativa. A) Taxa de acidificagdo extracelular de células Treg
diferenciadas de animais deficientes para Ampka e animais controle. B) Taxa de consumo de
oxigénio ou OCR de células Treg diferenciadas. C) Analises bioquimico colorimétrico de
consumo de glicose e lactado gerada de células Treg diferenciadas. D). Produgéo por MFI de
Glutl por parte de células Treg diferenciadas (Gate em células Foxp3+). E) Tamanho celular
calculado por MFI de forward scatter (Gate em células Foxp3+). usado para discriminar as
células por seu tamanho. F). Produ¢do de ROS mitocondrial analisado por MFI de sonda
fluorescente Mitosox-Red de células Treg

6.10. A DELECAO ESPECIFICA DE AMPKa NAS CELULAS NTREG NAO
AFETA A PROPORCAO DE CELULAS TREGS NOS DIFERENTES
ORGAOS LINFOIDES

Nossos resultados prévios mostraram que a deficiéncia de AMPKa nas células T
CD4 e CDS8 totais (animal Ampk/Y/ftcD4CRE/CREY njo resulta em nenhuma alteragéo
das populagdes células T CD4, CD8 o Treg em condi¢cdes de homeostasia. Porém, é
importante ressaltar que o uso de animas CD4RE/® tem como principal caracteristica
a delecdo génica em todas as populacdes de CD4 e CD8 devido a dupla expressao
desses marcadores durante a selecdo timica (Rao et al., 2016). Para estudar

diretamente o efeito da auséncia de AMPKa nas células Foxp3 positivas, foi feito o

cruzamento de Foxp3 — YFPCRE/CRE com camundongos AmpkafYft  (Figura 182).
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Esse tipo de camundongo ja tem sido utilizado amplamente em trabalhos que
investigam a biologia das células Tregs (Rubtsov et al., 2008). Em primeiro lugar, nos
analisamos se em condi¢cdes de homeostasia existe diferenca na quantidade de
células Foxp3 nos 6rgaos linfoides desses animais. Nossos resultados demostram
que a auséncia de AMPKa ndo afeta porcentagem percentual de células Foxp3

(Figura 18B).
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Figura 19. Proporcéao de células Foxp3 em diferentes 6rgéaos linfoides. A). Estratégia de
cruzamento para geracdo de animais Ampka’Y/T Foxp3C¢RE/CRE B). Andlise por citometria de
fluxo de células Foxp3 em animais (laranja) comparados a animais controle (azul) em
diferentes 6rgéos linfoides.

6.11. CELULAS NTREG DEFICIENTES PARA AMPKa EXPRESSAM MAIS
MARCADORES DE SUPRESSAO E ATIVACAO

Apesar da deficiencia de AMPKa nas células Foxp3 positivas nao afetar sua
propor¢cdo nos diferentes orgaos linfoides, o proximo objetivo foi analisar se a
expressdo dos marcadores de supressao e de ativacao dessas células poderia estar
sendo afetadas. Portanto, avaliamos a expressdo de marcadores de superficie de

ativacdo, como CD25 e CD44, e de supressao, como ICOS e CD39 (Figura 19).
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Figura 20. Expressdao de marcadores de supressdo por parte de células Foxp3
deficientes para AMPKa. A) Analise por citometria de fluxo de marcadores de superficie e
supressdo de células Foxp3 isoladas de animais Ampka’'//'Foxp3¢RE/CRE  (laranja)
comparados a animais controle (cinza). B). Andlises por citometria de fluxo de células e Elisa
para avaliar producéo de IL-10 por parte de células Foxp3 ativadas com aCD3 e aCD28 mais
IL-2.

Nossos resultados demostram que na auséncia de AMPKa as células Treg
produzem uma maior quantidade de CD25 e CD44, indicando assim uma maior
ativacao. Por outro lado, elas também produzem uma quantidade maior das moléculas
de supressdo de CD39 e de ICOS comparada com as células controle. Esses
resultados séo interessantes, uma vez que demostram que na auséncia de AMPKa
as Tregs aumentam a expressao de varias moléculas associadas com sua capacidade
supressiva.

Se as células Tregs deficientes para AMPKa parecem ter um perfil mais supressor,
nos analisamos se essas células produziriam uma maior quantidade de IL-10. Por este
motivo, ativamos as células com aCD3 e aCD28 mais IL-2 e avaliamos a producao de
IL-10 tanto por citometria de fluxo assim como por ELISA no sobrenadante na cultura
(Figura 10). Nossos resultados mostram que as células Treg deficientes para AMPKa
produzem uma maior quantidade de IL-10 que as células controle, demostrando assim

um potencial supressor maior.
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6.12. CELULAS NTREG DEFICIENTES PARA AMPKa APRESENTAM UMA
MENOR ATIVACAO DA VIA DO MTOR E UMA MAIOR GLICOSILACAO
DE PROTEINAS

Resultados anteriores mostraram que células T deficientes para Ampka e
diferenciadas com TGF-B apresentam um aumento da sinalizacdo de mTOR, fato este
evidenciado pelo aumento da fosforilacdo da proteina p70S6 (Figura 13B e Figura
16B). Neste caso, avaliamos o que acontece nas células nTreg YFP+ ativadas
previamente com aCD3/aCD28 e estimuladas com IL-2. Curiosamente, essas células
apresentam uma menor ativacdo do complexo mTOR, evidenciado pela fosforilacéo
tanto da proteina p70S6 p, conjuntamente, sdo indicativos da atividade do mTORC1,
assim como a menor fosforilagdo do AKT que indica atividade do complexo mTORC2
(Priyadharshini et al., 2018).
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Figura 21. Células Treg YFP+ foram isoladas por sorting de animais Ampka /' Foxp3C¢RE/CRE
e animais Foxp3CRE/CRE posteriormente foram estimuladas por 96 horas com aCD3/CD28 +
IL-2. A fosforilagdo de proteinas alvos foi avaliada por citometria de fluxo e western blot.

Desta forma, nossos resultados sugerem que células nTreg estimuladas com IL-2
apresentam uma reducao da glicélise e menor atividade de mTOR, o que pode ser
correlacionado com o aumento de moléculas de supressao como IL-10, ICOS, CD39
e CD25. No mesmo contexto, nds também observamos, por citometria de fluxo, um

aumento significativo da glicosilag&o total de proteinas avaliadas.
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6.13. CELULAS NTREG DEFICIENTES PARA AMPKa APRESENTAM UMA
REDUCAO DA VARIAS ENZIMAS ASSOCIADAS A VIA GLICOLITICA

A reducédo da atividade de mTOR nas células nTreg deficientes para AMPKa pode
também resultar em alteragbes metabdlicas. Entéo, a partir dessas informacdes, nés
avaliamos como se encontrava 0 metabolismo das células nTregs deficientes para
Ampka. Em primeiro lugar, avaliamos o consumo de glicose (substrato) e producéo
de lactato (produto) por parte dessas células (Figura 21A). Posteriormente, avaliamos
varias enzimas da via glicolitica por gRT-PCR (Figura 21B). Nossos resultados
mostram que as células nTreg deficientes para AMPKa, quando estimuladas com
aCD3/CD28 e IL-2 por 4 dias, consomem menos glicose e produzem menos lactato

guando comparadas com as células controle.
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Figura 22. A) Células Treg YFP+ foram isoladas por sorting de animais
AmpkalVT Eoxp3CRE/CRE o animais Foxp3¢RE/CRE Posteriormente foram estimuladas por 96
horas com aCD3/CD28 + IL-2 o sobrenadante foi usado para avaliagdo- de consumo de
glicose e liberacao de lactato por teste bioquimico. B). RNA total das células foi coletado para
avalicdo por gRT-PCR de algumas enzimas da via glicolitica enquanto

Adicionalmente, nés observamos que a expressao relativa de algumas enzimas da
via glicolitica estao significativamente reduzidas nas células KO (Figura 21B), o que
demostra uma reducdo do metabolismo glicolitico por parte dessas células. Entre
esses enzimas, destaca-se o HIF1A, hexoquinase 2 (HK2), o Lactato Deshidrogenase

(LDHA) a enzima PKM2, assim como uma menor producédo do transportador de
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glicose. Adicionalmente, avaliamos a expressao do transportador de carnitina CPT1a,
o0 qual também encontrou-se reduzido em células nTreg deficientes para Ampka.
Nossos dados em conjunto mostram que as Tregs na auséncia de Ampka usam
menos 0 metabolismo glicolitico, o que poderia explicar porque essas células parecem
ter uma maior atividade supressora.
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7. DiscussAo
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As Tregs sdo células especializadas na manutencdo da tolerancia central e
periférica e no controle das respostas inflamatorias (Josefowicz et al.,, 2012). As
células Tregs se caracterizam pela expressdo do fator de transcricdo Foxp3, o qual
comanda a major parte do programa funcional desse conjunto celular (Hill et al., 2007,
Samstein et al., 2012). A expresséo de Foxp3 é promovida apos o inicio de cascatas
de sinalizacdo iniciadas através da ativacdo do TCR ou a acdo das citocinas IL-2 e do
TGF- (W. Chen & Konkel, 2015; Mercer & Unutmaz, 2009). O processo de
diferenciacé@o das células Tregs é molecular e metabolicamente complexo e implica a
acao conjunta de varias proteinas, fatores de transcricdo e uma grande quantidade de
disponibilidade de nutrientes e energia (Colamatteo et al., 2020; H. Shi & Chi, 2019).
Portanto, existem diferentes mecanismos que regulam a transcricdo do gene de
Foxp3, assim como a estabilidade e funcdo das células Tregs. Muitos desses
mecanismo incluem modificagbes postranduscionais, como a acdo de proteinas
qguinases que vao fosforilar alvos especificos, ubiquitinas ligases que vao promover a
ubiquitinacdo e a posterior degradacao de proteinas ou enzimas que vao glicosilar
proteinas (van Loosdregt & Coffer, 2014).

Dentro dos principais processos que regulam a transcricdo do gene de Foxp3 em
células Tregs, encontra-se a via de sinalizacdo comandada pela citocina TGF-
(Shevach et al., 2008). Células T naive quando séo tratadas com a TGF- comegam
expressar Foxp3, polarizando assim para um perfil regulador (S. Fu et al., 2004).
Essas células sdo funcionalmente similares as Tregs nhaturais que migram do timo,
expressando de igual maneira muitos dos marcadores de supressao tipicos delas (Lu
et al., 2009; Marie et al., 2005). A via de sinalizacdo de TGF-B pode ser regulada
através da fosforilagdo ou ubiquitinacdo do complexo Smad2/3 (Gao et al., 2009;
Massagué, 2012). Por esse motivo, um dos nossos principais interesses foi determinar

quais sdo os mecanismos que regulam a sinalizacdo do TGF-B nas células Treg.

Em primeiro lugar, a proteina quinase AMPK chamou nossa atengdo pelas
evidéncias acerca do seu papel no controle da sinalizagdo por TGF-$ (N.-S. Li et al.,
2016; H. Lin et al., 2015; Pan et al., 2018; H. Yadav et al., 2017). Porém, esses
resultados sdo todos em células como fibroblastos ou células epiteliais. Até o
momento, nada tinha sido descrito sobre AMPK e TGF-3 em células T. Sendo assim,

a0 nosso conhecimento, Somos 0s primeiros a investigar o papel da AMPK no controle
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da diferenciacédo de células T. Quando as células T naive séo tratadas com TGF-f3,
rapidamente é induzida a fosforilacdo intracelular de Smad2/3, o que esta de acordo
com o estabelecido na literaturasobre a cinética de fosforilagdo de Smad2/3 (Tidin et
al., 2019). Porém, quando é analisada a cinética de fosforilagdo de AMPK, é possivel
observar que as células T naive apresentam uma fosforilacdo basal de AMPK. Ja foi
demonstrado que as células T naive ndo ativadas via TCR se encontram em estado
de quiescéncia, o que leva a aumento da quantidade da propor¢cao de AMP/ATP e
resultando em uma atividade maior de AMPK (Fracchia et al., 2013). Curiosamente,
guando essas células T naive sado tratadas com TGF-, a atividade de AMPK cessa
completamente, enquanto a fosforilacdo do complexo Smad2/3 aumenta
significativamente. Nosso resultado, entdo, demonstra que a fosforilagdo de AMPK e
de Smad?2/3 tem um relacédo inversa. AMPK inibe a fosforilagdo de Smad2/3, enquanto
que o TGF-B inibe a fosforilagdo e, portanto, ativacdo de AMPK. Resultados

semelhantes ja tinham sido evidenciados em células epiteliais (H. Lin et al., 2015).

A partir disso, nos quisemos avaliar o que aconteceria com a fosforilagcdo de AMPK
em células ativadas via TCR com aCD3/aCD28 e tratadas na presenca e auséncia de
TGF-B por um periodo mais longo de tempo. Células células que foram tratadas com
TGF-B apresentam uma diminui¢ao da atividade de AMPKa em relagao aquelas que
foram ativadas unicamente por TCR. A ativacdo do TCR potencializa a proliferacéo e
crescimento das células T (Guy et al., 2013), o que vem acompanhado tanto por um
aumento da glicélise, como por um maior gasto de energia (Fracchia et al., 2013). O
tratamento com o TGF-B reduz significativamente a atividade AMPK, e o fato de que
tanto a populacdo positiva como negativa para Foxp3 apresentam uma menor
fosforilacdo de AMPK demostra que esse evento € independente da producédo de
Foxp3. Esses eventos podem estar associados ao efeito que TGF-f tem sobre a
inibicAo do metabolismo de glicose e pode afetar a proliferacdo das células T
(Priyadharshini et al., 2018). Em conjunto, nossos resultados mostram que AMPK

controla a sinalizacdo de TGF-3 em células T.

Para entender como AMPK pode controlar a diferenciacéo de células T reguladoras,
nos decidimos usar camundongos condicionais onde a subunidade alfa de AMPK seja
deletada especificamente das células CD4 e CD8 (Ampka"MCD4Ce0), Esses

camundongos ja tém sido utilizados em outros trabalhos, por exemplo, Rao e
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colaboradores (2015) estudaram o efeito da auséncia de AMPK sobre as funcdes
antitumorais das células CD8 (Rao et al., 2015). Posteriormente, os mesmos autores
usaram esse tipo de camundongos para analisar os efeitos dependentes e
independentes de AICAR e composto C sobre as respostas das células T CD4 e CD8
(Rao et al., 2016). O fato de que a CRE recombinase esteja sob o controle do promotor
de CD4 faz com que seja possivel deletar AMPK desde o desenvolvimento dos
timécitos duplo positivos e assim subsequentemente em todas as populacdes de
células T (Araki & Ahmed, 2013).

Em consequéncia disso, nés avaliamos se a auséncia de AMPKa nas células T CD4
ou CD8 tinha algum efeito sobre a proporcdo dessas células em homeostasia. A
auséncia de AMPKa nessas células néo gerou efeitos nas populagdes celulares nem
de CD4 nem CD8 em qualquer dos 6rgéos linfoides analisados. Portanto, AMPKa n&o
€ importante para geracao de linfocitos T CD4 ou CD8. Nosso interesse € sobre as
células T reguladoras, dessa forma, avaliamos também as populacdes de células Treg
em diferentes érgdos linfoides e ndo encontrando diferencas. Portanto, a deficiéncia
de AMPK ndo tem um efeito significativo sobre o desenvolvimento das células Treg
em condicGes homeostasicas. Esses resultados sdo compardveis com aqueles
reportados por Rao e colegas (2015) (Rao et al., 2015), onde encontraram que as
diferentes populacdes imunes e marcadores de células T ndo apresentaram

diferencas entre animais AmpkaV/LCD4RE/= e controle.

Na sequéncia, nosso interesse foi entender qual seria o efeito que tem a dele¢céo de
AMPKa nas células T CD4 sobre a diferenciacdo de células Treg. Para isso,
cultivamos células T naive em presenca de TGF-. Sabendo que AMPKa controle a
sinalizacdo por TGF-B, nossa hipotese era que sua delecdo potencializaria a
diferenciacéo de céluas Treg. Nossos resultados foram bem interessantes, posto que
o TGF-B promoveu ndo s6 uma maior diferenciacao de células Tregs, como também
aumentou sua expressao génica e proteica. Contudo, a literatura tem mostrado um
papel de AMPK na diferenciacdo de células Tregs mais controverso. Por exemplo, foi
visto que o uso de AICAR, um potente ativador de AMPK, promove uma maior
diferenciacdo de células T reguladoras (Gualdoni et al., 2016). Vérias revisdes sé&o
constantes ao afirmar que AMPK é uma proteina que promove a diferenciacdo de

células Tregs (Kempkes et al., 2019; Pacella & Piconese, 2019). Por conseguinte,
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nossos resultados estdo de acordo com o ja relatado na literatura acerca da

diferenciacéo das Tregs.

NOs quisermos nos aprofundar nas caracteristicas funcionais dessas células Tregs
deficientes para AMPKa. Apds serem ativadas via TCR, as células Tregs ativam
diversos mecanismos supressores tanto in vitro quanto in vivo (Akkaya et al., 2019).
Essas capacidades supressoras sao derivadas da producao de diferentes citocinas
anti-inflamatoérias como IL-10, assim como de moléculas inibitérias como CTLA-4 e
ICOS (Sakaguchi et al., 2010). Por esse motivo, nosso proximo passo foi investigar se
essas células deficientes para AMPK mantém um fenoétipo regulador. Para isso, nos
analisamos diferentes marcadores de supressdo. As células T reguladoras que
diferenciam mais na auséncia de AMPK apresentam uma produgcdo maior de
moléculas supressoras como CTLA4 e PDL1, mas ndo de outras moléculas como
GARP, CD39 ou ICOS. Esses resultados nos permitem concluir que as células Treg
na auséncia de AMPK né&o so diferenciam mais, mas também conseguem manter um

fendtipo regulador.

Sabendo-se que o CTLA4 é uma molécula inibitéria que compete com o CD28 pelo
ligante CD80 e que a sinalizacdo CD28/CD80 é importante para a ativacdo das células
T efetoras (Walker, 2013), o fato das células Treg deficientes para AMPK expressarem
mais CTLA4 que as células controle pode sugerir uma capacidade maior de
supressdao. Ainda, PDL1 é molécula importante para controlar as respostas efetoras
das células T ap0s ativacdo, e também uma molécula importante para a manutencéo
e estabilidade das préprias células Treg induzidas (Francisco et al., 2009). Dessa
maneira, é importante demostrar que essas células possam ter uma maior capacidade

de supresséao.

Adicionalmente, avaliamos se essas Tregs deficientes para AMPKa podem perder
estabilidade e comecam a produzir citocinas pro-inflamatorias. Fisiologicamente,
existe uma populacdo de células Treg que expressam IFN-y e séo a primeira linha de
defesa durante as respostas imunes inflamatorias (Daniel et al., 2015). Entretanto,
recentemente tem sido demostrado que em algumas doencas autoimunes e
ambientes inflamatorios as células Treg que expressam IFN-y tem uma diminuicédo

nas suas capacidades supressoras (Gerriets et al., 2016; Sumida et al., 2018). Nossos
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achados demostram que a auséncia de AMPK néo tem efeito sobre a quantidade de
células Treg produtoras de IFN-y. Portanto, essas células mantem o fenotipo

regulador apesar da auséncia de AMPKa.

Uma vez que determinamos que as células Treg deficientes para AMPKa produzem
muito mais Foxp3 que as controle, 0 passo seguinte foi analisar o que aconteceria se
fosse usado um ativador alostérico especifico para a subunidade alfa de AMPKa.
Existem disponiveis no mercado varios ativadores de AMPK (J. Kim et al., 2016). Entre
0s mais usados, encontra-se o AICAR, o qual é um analogo da adenosina que simula
um aumento da concentracdo de AMP intracelular e ativa indiretamente a subunidade
gamma de AMPK (Herzig & Shaw, 2018; Y. Sun et al., 2007). Porém, esse composto
tem bastante efeito inespecifico e independente de AMPK (Rao et al., 2016). Por este
motivo, avaliamos o composto A769662, um ativador alostérico especifico e potente
de AMPKa (Gélinas, Mailleux, et al., 2018; Géransson et al., 2007). Nosso objetivo era
observar o efeito do ativador sobre as células normais e usar as células deficientes
como um controle da especificidade do ativador. Em conformidade com a nossa
hipotese, o ativador A769662 reduz significativamente a diferenciacéo de células Treg
normais em presenca do TGF-B enquanto teve um leve efeito nas células deficientes.
Além disso, usamos também o composto AICAR para observar os efeitos sobre a
diferenciacéo nas células Tregs, e em concordancia com o exposto na literatura, ele
induz uma potente produgéo de Foxp3 (Gualdoni et al., 2016). De maneira similar, as
células deficientes também foram afetadas pelas acées do AICAR, demostrando

assim uma acéo independente da subunidade alfa de AMPK.

Logo depois, nds procuramos entender quais sdo 0s mecanismos que potencializam
a expressao de Foxp3 nas celulas Treg deficientes para AMPKa. Para isso, focamos
em 3 vias de importancia para as celulas Tregs. A primeira delas era o fato de que se
AMPKa inibe a sinalizagdo de TGF-B fosforilando os Smad2/3 (H. Lin et al., 2015;
Zhao et al., 2015), a delecdo de AMPKa nas celulas T vai levar a um incremento da
atividade dos Smad2/3. A dinamica de fosforilacdo de Smad2/3 depende de varios
fatores, como tempo, concentracdo e disponibilidade de sustrato (Zi et al., 2012). Do
mesmo modo, tem sido observado que o tratamento com TGF-B induz uma
fosforilacéo rapida dos Smad dentro dos primeiros 90 minutos de estimulo (Gao et al.,

2009). Por esse motivo, nés avaliamos se o tratamento com o TGF-$ induz uma maior
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fosforilagdo dos Smad2/3 nas celulas Treg deficientes para AMPKa. Como
hipotetizado por nés, as celulas Treg deficientes apresentaram uma fosforilagcdo maior
do complexo Smad2/3, indicando uma maior sensibilidade ao TGF-B. Uma maior
atividade de Smad3 parece potencializar a trancricdo de Foxp3 (Tone et al., 2008),
sendo assim, AMPKa pode funcionar como um freio natural da sinalizagao por TGF-

B controlando sua intensidade e duracado durante a diferenciacéo de celulas Tregs.

Em segundo lugar, avaliamos a O-Glcnacilagéo de proteinas nas celulas deficientes
para AMPKa. Nosso interesse nessa via vem do fato de que a glicosilagdo de
proteinas ser importante para a estabilidade e funcdo das celulas Tregs (B. Liu et al.,
2019). Na mesma linha, AMPKa regula negativamente a O-Glcnacilacdo de proteinas
atraves da fosforilagdo do GFAT1, uma enzima indispensavel e limitante da via das
hexosaminas (Gélinas, Mailleux, et al., 2018; Zibrova et al., 2017). Células Tregs
deficientes para AMPKa apresentam uma maior quantidade de proteinas glicosiladas
gue as celulas controle. Resultados ndo publicados de nosso laboratorio mostram que
a O-Glcnacilagéo de proteinas é indispensavel para a diferenciacdo de celulas Tregs
diferenciadas ap6s o tratamento com o TGF-B. Por esse motivo, na ausencia de
AMPKa, pode existir um fluxo maior de nutrientes entrando na via das hexosaminas
gue pode culminar numa maior glicosilacao de proteinas. Porém, se existe algum alvo
especial de glicosilacdo que seja preferencialmente ativada na ausencia de AMPKa,
0 mesmo precisa ser esclarecido. No entando, a conexao que tem AMPKa com a via
das hexosaminas e posterior glicosilacao de proteinas é um interessante mecanismo
para abordar (Gélinas, Dontaine, et al., 2018). Destaca-se que existe outra via que se
conecta tanto a AMPK como na glicosilacdo de proteinas, € a via do mTOR (J. Xu et
al., 2012).

Dessa maneira, n0s quisemos estudar como se encontrava a sinalizagdo de mTOR.
Por esse motivo, foi avaliada a atividade da proteina quinase p70S6, um substrato
direto de fosforilacao por parte de mTOR (preferencialmente o complexo 1 conhecido
como mTORC1) e um “readout” da ativagdo dessa via de sinalizagdo (Datan et al.,
2014). Nossos resultados mostram que em células Tregs deficientes para AMPK a

fosforilacdo do residuo 308 da proteina p70S6 encontra-se aumentado.
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A atividade de mTOR na geracéao de células Tregs € controverso. Enquanto alguns
estudos tem demonstrado que células Tregs apresentam uma maior atividade de
MTOR, outros demonstram que a delecdo genica de Raptor proteina principal do
complexo mTORC1 inibe a funcao das Tregs (I.-H. Sun et al., 2018). Além disso, existe
um aumento exacerbado da atividade do mTOR, o que é altamente prejudicial para
as células Tregs (Zeng & Chi, 2017). Contudo, parece que as células iTregs com alta
atividade de mTORC1 apresentam uma elevada capacidade supressora (De Rosa et
al., 2015). Nesse sentido, é importante ressaltar que o Ampka é ativado quando existe
um aumento significativo de consumo de nutrientes estimulado por mTOR e funciona
como um controle direto da atividade de mTOR, fosforilando algumas proteinas
downstream desta via (Gonzélez et al., 2020; J. Xu et al., 2012). Deste modo, a
auséncia de Ampka pode estar promovendo um aumento da sinalizagdo de mTOR
nessas ceélulas. Assim, é importante se aprofundar em quais sdo os efeitos

metabdlicos que traz 0 aumento da sinalizacdo de mTORC1 nessas células.

O papel do TGF-B na diferenciacao de células Tregs € bem caracterizada (S. Fu et
al., 2004), apresentando um importante papel na inducdo da sua proliferacdo e
diferenciacéo através da ativacao do complexo Smad2/3 (Hombach et al., 2007). Uma
caracteristica interessante do TGF-3 € sua capacidade de reduzir a proliferacao das
células através da supressdo do metabolismo glicolitico (Priyadharshini et al., 2018).
Apesar de que alguns autores usam a IL-2 como um estimulo para promover a
proliferacdo das células, nossos experimentos de diferenciacédo de células iTreg ndo
contém IL-2, uma vez que nosso interesse esta focado unicamente aos efeitos da
sinalizacao por TGF-B. Deste modo, era esperado uma menor proliferacdo por parte
das células tratadas somente com TGF-B. Na auséncia de Ampka, essa diminuicédo
da proliferacdo € ainda mais evidente e correlaciona com uma maior diferenciacao.
Em concordancia com esse fato, ja € descrito na literatura que células Tregs com
menor taxa de proliferagdo apresentam maior capacidade supressora comparada com
aguelas que proliferam mais (Gerriets et al., 2016). Este fato é devido a reducdo da
utilizagédo da glicdlise e aumento do metabolismo oxidativo como fonte de energia
(Gerriets et al., 2016).

Em virtude de nossos resultados conjuntos, decidimos explorar como se encontrava

0 metabolismo dessas células. AMPKa € o principal sensor da célula e sua principal
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funcdo é restaurar o balanco energético (Garcia & Shaw, 2017). Portanto, é de se
esperar mudancas no metabolismo celular ante sua auséncia. Por causa disso, nos
medimos o metabolismo das células Treg deficientes para AMPK em tempo real
através da metodologia seahorse. Essa metodologia permite a medicdo simultanea
do uso metabdlico da via glicolitica e da respiracdo mitocondrial por parte das células
T (van der Windt et al., 2016). Em primeiro lugar, foi possivel observar uma diminuicéo
do ECAR nas células Treg deficientes para AMPK comparadas com as células
controle. O ECAR ¢ indicativo celular de uso da glicélise anaerébica por parte da
célula. A glicose é transformada em piruvato e posteriormente liberado ao meio em
forma de lactato (Mookerjee & Brand, 2015). A diminuicdo de ECAR nas células
deficientes para AMPKa tem vérias implicacdes. A primeira delas é o fato de reagir
menos a glicose quando as células sdo expostas a ela. Portanto, células deficientes
para AMPKa usam menos a glicolise que as células controle. Por outro lado, esta o
fato de essa células ter uma menor capacidade glicolitica que as células controle.
Esse resultado é interessante, porque mostra que AMPKa € importante para promover

a glicolises nas células T tratados com TGF-(.

Se bem tem sido mostrado que AMPK ndo é uma enzima proé-glicolitica por
exceléncia, ele € importante para controlar o balanco entre a glicolise e 0 metabolismo
mitocondrial (Kishton et al., 2016). Por exemplo, varios trabalhos reportam que a
ativacao de AMPK promove a glicélise através da fosforilagdo da enzima PFKFB3
(Doménech et al., 2015; F.-L. Li et al., 2018). Na mesma linha, a delegdo de AMPKa
reduz significativamente a glicolise durante diferenciacdo de células endoteliais (Q.
Yang et al., 2018). Por outro lado, nas células T ativadas, a deficiéncia de AMPK né&o
alterava o ECAR das células (Blagih et al., 2015). Entdo, AMPKa pode prover sim o
uso de glicolise como fonte de energia de uma maneira dependente do contexto
celular ou da via de sinalizagdo envolvida. Dado que é conhecido que o TGF-f3 tem a
capacidade de inibir a glicdlise nas células Tregs (Xuelu Chen et al.,, 2020;
Priyadharshini et al., 2018), o efeito visto sobre a glicolise na auséncia de AMPKa
pode ser devido também a uma maior sensibilidade ao TGF-[3.

Simultaneamente avaliamos a taxa de consumo de oxigeno que permite analisar a
respiracdo mitocondrial e funciona como um indicativo do status metabdlico da célula

(Smolina et al., 2017). Nossos resultados mostram que células deficientes para AMPK
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apresentam basalmente um maior consumo de oxigénio, o que é indicativo de uma
maior respiracdo mitocondrial. As células Tregs apresentam uma reprogramacao
metabdlica que favorece a beta-oxidacéo de lipideos e fosforilacdo oxidativa ao invés
da glicolise (Howie et al., 2017). Essa reprogramacéo € dependente da expressao de
Foxp3 e se correlaciona com uma maior estabilidade, funcdo e adaptabilidade
(Angelin et al., 2017; Gerriets et al., 2016; Howie et al., 2017). O que também é
reforcado quando é visto na auséncia de Foxp3, as células Treg ficam mais instaveis
e altamente glicoliticas (Charbonnier et al., 2019). As células T deficientes para
AMPKa também apresentam uma maior capacidade respiratéria mitocondrial
evidenciada pelo efeito que tem o FCCP para desacoplar a membrana mitocondrial e
permitir um fluxo maior de iones através da cadeia transportadora de elétrons. As
células Tregs diferenciadas com TGF- apresentam um maior consumo de oxigénio
que as células naive (Howie et al., 2017), entdo o que a auséncia de AMPKa esta
fazendo é potenciando a atividade mitocondrial nas células Tregs. N&o existem
trabalhos que avaliem o metabolismo celular das Tregs em auséncia de AMPKa, uma
vez que a informacéo disponivel esta com células CD4 efetoras, nas quais tem sido
amplamente observado que AMPKa é indispensavel para proliferagdo das células,
capacidade respiratéria mitocondrial, manutencdo dos niveis de ATP e biogéneses
mitocondrial (Blagih et al., 2015; Lepez et al., 2020). Em contraste, o TGF-3 tem sido
descrito como um potente estimulante da fosforilacdo oxidativa e por conseguinte a
respiracdo mitocondrial (Abe et al., 2013; Negmadjanov et al., 2015). Portanto, é
possivel que o fato das células Tregs deficientes para AMPKa apresentarem uma
maior capacidade respiratoria seja pelo fato delas serem mais sensiveis ao TGF-3 e

produzir uma maior quantidade Foxp3.

Em seguida, nés medimos por ensaio colorimétrico a captacao de glicose e liberacéo
de lactato por parte das células Tregs deficientes para AMPKa e controle. Como era
de se esperar, tendo em conta os resultados da bioenergética, células Treg deficientes
para AMPKa captam menos glicose e, portanto, liberam menos lactato no meio. Varios
trabalhos tem mostrado que a ativacdo de AMPKa promove uma maior captagao de
glicose a regular as atividades do transportadores Glutl e Glut4 (Abbud et al., 2000;
Habegger et al., 2012; Kjgbsted et al., 2019; Musi & Goodyear, 2003). Para verificar

se a diminugdo na captacado de glicose era devida a uma menor producdo do
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transportador Glutl o qual € o principal transportador de glicose em celulas T CD4
(Macintyre et al., 2014), nés avaliamos as celulas Treg deficientes para AMPKa e
celulas controle por citometria. As células Treg deficientes apresentavam uma menor
produgédo de Glutl comparadas com as celulas controle. Essa chado indica que
AMPKa regula a producao de Glutl nas celulas e é responsavel pela pouca captacéo
de glicose nessas células. Paralelamente, determinamos o diametro celular por
citometria de fluxo. O tamanho menor das celulas Treg deficientes é um indicativo
adicional de que a célula se encontra em um estdgio menos proliferativo e menos
glicolitico (Gerriets et al., 2016; Saravia et al., 2020). Finalmente, devido a maior
atividade mitocondrial € de se esperar uma maior producao de ROS mitocondrial. Para
quantificar essa producdo, usamos a sonda fluorescente Mitosox-Red, que permite
medir a quantidade de superdoxido mitocondrial gerado por citometria de fluxo
(Kauffman et al., 2016). Uma vez que as células deficientes para AMPKa apresentam
sinal maior por MFI da sonda Mitosox, é possivel concluir que Tregs deficientes para
AMPKa tem um aumento em sua respiracao mitocondrial e, portanto, um aumento na

producdo de superdxido mitocondrial.

Até o momento, todos nossos resultados estdo focados no estudo da deficiente de
AMPKa nas células T CD4 totais através de o uso de um animal AMPKa”1CD4C¢re/°, Os
animais CD4°RE sdo uma importante ferramenta para o estudo das células T nas
diferentes subpopulacdes células. Porém, devido ao fato de que a dele¢éo génica se
dar em todas as células CD4/CD8 desde o estagio duplo positivo no timo, ndo é o
modelo ideal para estudar o desenvolvimento das células T (Sharma & Zhu, 2014),
principalmente pensando-se em uma abordagem posterior in vivo. Nossos resultados
demostram que na auséncia de AMPK as células Treg diferenciam de modo
semelhante as células controle. Tendo isto em conta, nGs procuramos desenvolver
um modelo animal que permitisse estudar o efeito da delecdo de AMPK unicamente
nas células FOXP3. Atualmente, existem disponiveis camundongos geneticamente
modificados onde o promotor do gene FOXP3 esta ligado com a recombinase CRE.
O animal FOXP3YFP-CRE (https://www.jax.org/strain/016959), o qual, além de ter a
regido génica de FOXP3 ligada a CRE recombinase, tem ligado também uma regido
que codifica para a proteina verde fluorescente sem afetar a fungdo génica, de modo

tal que € possivel sortear células FOXP3+ por sua fluorescéncia.
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A criagao dos camundongos AMPKa"Foxp3¢e/Cre nos permitiu estudar diretamente
a deficiéncia de AMPKa nas células nTreg. Esse tipo de camundongo ja tem sido
utilizado amplamente em trabalhos que investigam a biologia das células Tregs
(Rubtsov et al., 2008). Em primeiro lugar, n6s analisamos se em condi¢cbes de
homeostasia existe uma diferenca na quantidade de células Foxp3 nos 6Orgaos
linfoides desses animais. Nossos resultados demostram que a auséncia de AMPKa
ndo afeta a porcentagem de células Foxp3 nem sua expressao proteica. NoSsos
resultados sdo comparaveis a outros achados na literatura que demostram que a
auséncia de AMPKa nédo afeta a proporcdo de células Tregs nos diferentes 6rgaos
linfoides (He et al., 2017; Timilshina et al., 2019; D. Wu et al., 2017; K. Yang et al.,
2017). Esse resultado explica por que ndo existem muitos trabalhos abordando a
importancia de AMPKa nas fungao e estabilidade das nTregs, isto €, devido ao fato
que a delecdo da proteina quinase LKB1, a qual € uma das principais proteinas que
fosforila AMPKa, € deletéria para a funcdo das células nTregs e culmina no
desenvolvimento de um sindrome imunoproliferativa letal (Timilshina et al., 2019; D.
Wu et al., 2017; K. Yang et al., 2017).

Porém, nés quisemos explorar mais profundamente o fenétipo das células nTreg na
auséncia de AMPKa. Apesar da deficiéncia de AMPKa nas células Foxp3 positivas
nao afetar sua propor¢do nos diferentes 6érgdos linfoides, o proximo objetivo foi
analisar a expressdo dos marcadores de supressdo e ativacdo dessas células
poderiam estar sendo afetadas. Nossos resultados demostram que na auséncia de
AMPKa as células nTreg expressam mais CD25 e CD44 que as células controle. E
importante ressaltar que a populacdo de células Treg que expressa maiores
quantidades de CD25 é classificada como uma populacdo com maior capacidade de
supresséao (Xin Chen et al., 2010). Adicionalmente, a expresséo de CD25 é associada
com uma maior estabilidade de Foxp3 nas células Treg (Huynh et al., 2015). O
aumento de CD44 também ¢€ interessante, dado que a expressao de CD44 também
correlaciona com a aumento das capacidades supressivas das nTregs,
potencializando a producgéo de IL-10 e TGF-B (Bollyky et al., 2009; T. Liu et al., 2009).
Adicionalmente, as células Tregs CD44+ comumente sdo chamadas de Treg efetoras
e se caracterizam por ter uma maior atividade, maior proliferacdo e maior expressao

de moléculas de ativacdo e supresséo (Smigiel et al., 2014). Por sua vez, a ICOS
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facilita a transcricdo de Foxp3, aumentando a sobrevida e capacidade supressora das
Treg (Q. Chen et al., 2018). Além disso, tem sido demonstrado que as subpopula¢cdes
de Treg que expressam CD39 possuem uma capacidade supressiva maior (Borsellino
et al., 2007). Esses resultados sé&o interessantes, porque demostram que na auséncia
de AMPKa as Tregs aumentam a expressao de varias moléculas associadas com sua
capacidade supressiva.

A producdo de IL10 por células Treg & um importante mecanismo de
imunossupressao para controlar as resposta imunes exacerbadas (Maynard et al.,
2007; Shevach & Thornton, 2014). Tendo isto em conta, nGs procuramos investigar se
existia uma alteracdo na porcentagem de células Foxp3 produtoras de IL10 na
auséncia de AMPKa. Surpreendentemente, encontramos um aumento significativo
das células Foxp3 positivas para IL10 tanto por citometria como por ELISA. Esses
resultados demostram que em auséncia de AMPKa as células FOXP3 produzem mais
IL-10. Curiosamente, foi demostrado que a populacdo de células Treg que mais
produz IL-10 é a induzida perifericamente sob o estimulo por TGF-B (Maynard et al.,
2007). Dessa forma, A auséncia de AMPKa nas células Treg ndo sé aumenta a
expressdo de moléculas de supressdo como também produzem uma maior
quantidade de IL-10, uma importante citocinas anti-inflamatéria, sugerindo assim uma
maior capacidade de controle das respostas inflamatorias.

Nossos resultados anteriores mostraram que células T deficientes para Ampka e
diferenciadas com TGF-3 apresentam um aumento da sinalizacdo de mTOR, fato este
evidenciado pelo aumento da fosforilacdo da proteina p70S6. Por essa razéo, nés
procuramos avaliar o que aconteceria nas células nTreg que ao invés de serem
estimuladas com TGF-B, sdo estimuladas com IL-2. Curiosamente, essas células
apresentam uma menor fosforilacdo da proteina p70S6, da proteina S6 Ribososomal
e do AKT, indicando assim uma diminuicdo da atividade tanto de mTORC1 como
MTORC2 nessas células. Existem diferencas metabolicas entre as Tregs
diferenciadas a partir do TGF-3, como as nTreg timicas (Priyadharshini et al., 2018),
posto que dependendo do estado da célula (proliferagdo, migracdo ou funcéo
supressora), vias metabolicas distintas séao utilizadas (Gerriets et al., 2016; Kempkes
et al., 2019). Por exemplo, a sinalizacdo de IL-2 ativa tanto mTORC1 como de
MTORC2 durante diferenciagéo de células T CD8 e T foliculares (Cornish et al., 2006;
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Marzec et al., 2008; Ray et al., 2015). Curiosamente, a sinalizacdo por IL-2 também
pode induzir a O-Glcnacilagdo de proteinas através da captacdo de glicose e
glutamina (B. Liu et al., 2019; Ross & Cantrell, 2018; Swamy et al., 2016), e nossos
resultados mostram que as células nTreg deficientes para AMPKa apresentam uma
maior glicosilacdo de proteinas apds o tratamento com IL-2. Por conseguinte, é
necessario explorar qual é relacéo que tem a sinalizacdo de IL-2 com AMPKa e como
este pode estar regulando mTOR.

Paralelamente a esses resultados, nos avaliamos como estava o consumo de
glicose e producéao de lactato nas células nTreg deficientes para AMPKa. De maneira
interessante, o0 consumo de glicose esta significativamente reduzido nas células nTreg
deficientes para AMPKa. Quando avaliamos a expressédo de enzimas relacionadas a
via glicolitica, observamos uma reducéo significativa de HIF1A, LDHA, HK2, PKM2 ou
GLUT1. Esses resultados explicam por que as células nTreg deficientes para AMPKa
consumem menos glicose. O fato de que as células Tregs usam preferencialmente a
fosforilacdo oxidativa que a glicélise é um fato bem documentado (Angelin et al., 2017;
Gerriets et al., 2016), porém nos chamou a atencéo o fato da enzima CPT1la. a qual
se encarrega do transporte de lipidios através da membrana mitocondrial para sua [3-
oxidacdo (Raud et al.,, 2018), estar reduzida. Como resultado. as células nTregs
deficientes para AMPKa n&o s6 apresentam reducgao da glicolise como potencialmente
da pB-oxidacdo. Por consequéncia, essas células podem estar tendo uma
reprogramacdo metabdlica completamente distinta. Uma das hipéteses seria que na
incapacidade de captar glicose, as células nTreg usariam mais a glutamina disponivel.
Sob condicBes de limitacdo da glicose as células T conseguem usar a glutamina como
fonte de energia para dar suporte ao metabolismo alimentando diretamente o ciclo de
Krebs e posterior fosforilagdo oxidativa (Blagih et al., 2015). Potencialmente, parte
dessa glutamina pode estar alimentando também a via das hexosaminas e
potenciando a glicosilacdo de proteinas (Swamy et al., 2016). De fato, o aumento de
atividade de AMPKa correlaciona com uma menor captagéo de glutamina (Ding et al.,
2021; Ni et al., 2019). E importante ressaltar que é necessario aprofundar mais no
papel que tem AMPKa na regulagao do metabolismos das nTregs.
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8 CONCLUSAO




86

A proteina quinase AMPKa regula a sinalizagao por TGF-3, posto que para que
aconteca a fosforilacdo do complexo de Smad2/3 € necessario a defosforilacédo
de AMPKa.

A delecao especifica de AMPKa nas células T CD4, T CD8 ou Tregs néo tem
efeitos nas propor¢cdes dessas células em condi¢cdes de homeostasia.

A ativacao alostérica de AMPKa inibe a diferenciagao de células iTregs apds o
tratamento com o TGF-f3.

Células T CD4 naive deficientes para AMPKa sdo mais susceptiveis aos efeitos
do TGF-B, promovendo uma maior atividade do complexo Smad2/3, maior
transcricdo do gene Foxp3, maios diferenciacdo de células Tregs e maior
producéo de moléculas de supressao.

Células iTregs deficientes para AMPKa apresentam uma maior glicosilacédo de
proteinas e uma maior atividade de mTOR, indicando uma reprogramacao
metabdlica. Essas células tém uma menor capacidade de proliferacdo, uma
menor capacidade glicolitica, enquanto apresentam uma maior atividade
mitocondrial evidenciada por um aumento na sua respiracdo mitocondrial e
producdo de ROS mitocondrial.

Células nTregs deficientes para AMPKa tem um fendtipo mais ativado,
produzem mais moléculas de supressdo como CD39, ICOS e maios producao
de IL-10.

Células nTregs deficientes para AMPKa tem uma menor atividade glicolitica,
gue correlaciona com uma menor atividade do mTOR e uma maior glicosilacéo

de proteinas.
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