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BASSO, P. J. Avaliação dos sensores metabólicos AMPK e HIF-1 nas funções das células B. 

2021. 170f. Tese de Doutorado – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 

Paulo, São Paulo, 2021.  

 

É recente a noção de que as células podem modificar suas atividades metabólicas para executarem 

funções específicas sob determinada pressão do meio externo ou interno. Para isso, sensores 

metabólicos, como AMPK e HIF-1, interpretam sinais intra e extracelulares para coordenar o 

destino celular, regulando processos energéticos, de ativação, crescimento e diferenciação. No 

entanto, o papel desses sensores nas células B tem sido pouco explorado. Nossa hipótese foi que 

a modulação da atividade de AMPK e/ou HIF-1 alteraria o metabolismo, as funções, a 

longevidade e a diferenciação de células B em células secretoras de anticorpos (ASCs), com 

potencial significativo sobre o curso de doenças inflamatórias. Os resultados mostraram que 

células B deficientes de AMPK (AMPKΔB) estimuladas com LPS aumentaram a captação de glicose, 

a atividade glicolítica aeróbica e o perfil de ativação com elevada expressão de moléculas 

coestimuladoras (CD40 e CD86), aumento na síntese de citocinas (IL-10 e IL-6) e maior secreção 

de anticorpos por ASCs. Contrariamente, células B tratadas com agonista de AMPK ou deficientes 

na proteína negativamente regulada por AMPK, mTORC1, diminuíram a expressão de moléculas 

coestimuladoras, a síntese de citocinas e a glicólise aeróbica. Adicionalmente, células AMPKΔB 

diminuíram a massa, a atividade e a capacidade respirátoria mitocondriais. Animais AMPKΔB 

submetidos à colite aguda por DSS tiveram melhora significativa dos sinais clínicos, mas tiveram 

pior prognóstico na colite experimental crônica. Experimentos de imunização aguda mostraram 

que a ausência de AMPK em células B aumenta a secreção de anticorpos, mas diminui a expressão 

de ULK1, prejudicando a mitofagia. No entanto, após o redesafio antigênico, células B aumentaram 

a produção de ROS e a peroxidação lipídica, comprometendo a frequência de células e a síntese de 

anticorpos em longo prazo. Utilizando um sistema in vitro de indução de células B de centro 

germinativo, foi encontrado que a hipóxia prejudicou a troca de isotipo de imunoglobulinas (TII) 

para IgG1, mas não interferiu na diferenciação de plasmócitos. Da mesma forma, a superexpressão 

e a deleção de HIF-1 diminuiu e aumentou, respectivamente, a TII para IgG1, sem influenciar a 

frequência de plasmócitos. Finalmente, a deleção de HIF-1 em células B oito semanas após serem 

transferidas adotivamente para camundongos Rag2-/- recipientes imunizados com NP-KLH 

comprometeu a frequência de plasmócitos de vida longa na medula óssea e no baço. Em conjunto, 

AMPK coordena a ativação, o metabolismo, a homeostase mitocondrial e a produção de anticorpos 

em células B e tem potencial para tratar doenças inflamatórias agudas. Já HIF-1α é importante 

para a manutenção de plasmócitos de vida longa e TII para IgG1. 

 

Palavras-chave: Linfócitos B; metabolismo; plasmócitos; hipóxia; colite; imunização.
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BASSO, P. J. Evaluation of AMPK and HIF-1 on B cell functions. 2021. 170p. Thesis – Institute 

of Biomedical Sciences, University of São Paulo, São Paulo, São Paulo, 2021.  

 

It’s recent the concept of cells being able to modify their metabolic profile to perform specific 

functions under influence from environment. To this end, metabolic sensors such as AMPK and 

HIF-1 converge intra and extracellular signals to coordinate the cell fate, regulating cell energy, 

activation, growing and differentiation. However, the role of metabolic sensors on B cells has not 

been assessed. Our hypothesis was that modulation of AMPK and/or HIF-1 activity would 

change the metabolism, function, longevity and differentiation of B cells into antibody-secreting 

cells (ASCs) being able to modify the course of inflammatory diseases. Our results showed that 

LPS-stimulated AMPK-deficient B (AMPKΔB) cells increased glucose uptake, glycolytic activity and 

activation status by enhancing the expression of costimulatory molecules (CD40 and CD86), 

cytokine synthesis (IL-10 and IL-6) and antibody secretion by ASCs. In contrast to that, B cells 

treated with AMPK agonist metformin or B cells deficient in mTORC1, a protein negatively 

regulated by AMPK, decreased costimulatory molecule expression, cytokine synthesis and aerobic 

glycolysis. AMPKΔB cells also decreased mitochondrial mass, activity and respiratory capacity. In 

addition, AMPKΔB animals subjected to DSS-induced acute colitis had a significant improve in their 

clinical signs but had a worst prognosis in DSS-induced chronic colitis. Acute immunization 

experiments showed that AMPK-deficient B cells increased antibody secretion but decreased 

ULK1 expression, impairing the mitophagy process. As consequence, B cells increased ROS 

production and lipid peroxidation after recall antibody response decreasing both cell frequency 

and antibody synthesis. Using an in vitro-induced germinal center B cell culture system, it was 

found that hypoxia hindered class switching recombination (CSR) to IgG but it did not affect 

plasma cell differentiation. Moreover, HIF-1 overexpression or deletion decreased or increased, 

respectively, CSR to IgG1. At last, HIF-1 deletion in B cells eight weeks after being adoptively 

transferred into Rag2-/- recipient mice immunized with NP-KLH decreased the frequency of long-

lived plasma cells in bone marrow and spleen. Altogether, AMPK coordinates the activation, 

metabolism, mitochondrial homeostasis and antibody production in B cells. AMPK in B cells is also 

a potential target to treat acute inflammatory diseases. HIF-1, in turn, is a key regulator to long 

lived plasma cell maintenance but impairs CSR to IgG1.   

  

Keywords: B lymphocytes; metabolism; plasma cells; hypoxia; colitis; immunization.  
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ABREVIATURAS, SIGLAS E SÍMBOLOS 

D - Variação. 

C - Graus Celsius. 

a-KG - alfa cetoglutarato. 

µL - Microlitro. 

µm - Micrometro. 

µM - Micromolar. 

2-DG - 2-deoxiglicose. 

2-NBDG - 2-(N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-il)amino)-2-deoxiglicose. 

4-OHT - 4-hidroxitamoxifeno. 

4E-BP1 - Proteína 1 ligante do fator de iniciação eucariótico 4E, do inglês Eukaryotic translation 

initiation factor 4E-binding protein 1. 

ACC - Acetil coenzima A carboxilase. 

ADCC - Citotoxicidade celular dependente de anticorpo, do inglês Antibody-dependent cell-

mediated cytotoxicity.  

AICAR - 5-aminoimidazol-4-carboxamida-1-β-d-ribofuranosidio.  

AKT - Proteína quinase B.  

AMP - Monofosfato de adenosina, do inglês Adenosine monophosphate. 

AMPK - Proteína quinase ativada por monofosfato de adenosina, do inglês Adenosine 

monophosphate-activated protein kinase. 

AMPKB - Deleção de AMPK especificamente em células B.  

ANOVA - Análise de variância simples. 

AR - Ácido retinoico.  

ASCs - Células secretoras de anticorpos, do inglês Antibody-secreting cells.  

ATC - (ciclo do) Ácido tricarboxílico. 

ATP – Trifosfato de adenosina, do inglês Adenosine triphosphate. 

BAFF - Fator ativador de células B, do inglês B cell activating factor. 

BCR - Receptor de células B, do Inglês B cell receptor. 

BKO - (camundongos) deficientes em células B, do inglês B cell knockout (mice). 

BLNK - Proteína ligadora de células B, do inglês B cell linker protein. 

BMEM - Células B de memória. 

Breg(s) - Células(s) B reguladora(s). 

BSA - Fração V da albumina sérica bovina, do inglês bovine serum albumin. 

BTK - Tirosina quinase de Bruton, do inglês Bruton’s tyrosine kinase. 

CAMKK2 - Proteína quinase tipo 2 dependente de cálcio-calmodulina, do inglês Calcium/ 

calmodulin-dependent kinase kinase 2. 
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CAPES - Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior. 

CD (acompanhado de um número) - Grupamento de diferenciação, do inglês cluster of 

differentiation. 

CDC - citotoxicidade dependente de complemento, do inglês complement-dependent cytotoxicity. 

cDNA - DNA complementar, do inglês complementary DNA. 

CEUA - Comitê de Ética no Uso de Animais. 

CG(s) - Centro(s) germinativo(s).  

CLP - Progenitor linfoide comum, do inglês Common lymphoid progenitor. 

CO2 - Dióxido de carbono. 

COBEA - Colégio Brasileiro de Experimentação Animal. 

cm - Centímetros. 

CNPq - Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico. 

CpG - Oligodeoxinucleotídios deoxicitidil-deoxiguanosina desmetilados, do inglês Unmethylated 

deoxycytidyl-deoxyguanosine oligodeoxynucleotide. 

Cre - (enzima) Cre recombinase.  

CSR – Recombinação de classe das imunoglobulinas, do inglês class-switch recombination. 

CT - Controle.  

DAG - Diacilglicerol. 

DAMPs - Padrões moleculares associados à danos, do inglês Damage-associated molecular 

patterns. 

DAPI - 4',6'-diamino-2-fenilindol. 

DC - Doença de Crohn.  

DCs - Células dendríticas, do inglês Dendritic cells. 

DII - Doença(s) inflamatória(s) intestinal(is). 

DNA - Ácido desoxirribonucleico, do inglês Deoxyribonucleic acid. 

dNTP - Desoxirribonucleotídeos trifosfato, do inglês Deoxynucleotide triphosphates. 

DSS - Dextran sulfato de sódio. 

EDTA - Ácido etilenodiamino tetra-acético, do inglês Ethylenediaminetetraacetic acid. 

eIF4E - Fator de iniciação eucariótico 4E, do inglês Eukaryotic translation initiation factor 4E. 

ELISA - Imunoensaio enzimático, do inglês Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay. 

EUA - Estados Unidos da América. 

FACS - Separação de células ativada por fluorescência, do inglês Fluorescence-activated Cell 

Sorting. 

FADH2 - Flavina adeninadinucleotídeo reduzida, do inglês Flavin adenine dinucleotide. 

FAPESP - Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo. 
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FCCP - Carbonil cianeto-4-(Trufluorometoxi) fenilhidrazona do inglês Carbonyl Cyanide 4-

(Trifluoromethoxy)phenylhydrazone. 

FIH-1 - Fator inibidor do HIF-1. 

FISH - Hibridização florescente in situ, do inglês Fluorescence in situ hybridization.  

FO – Folicular(es). 

FoxP3+ - do inglês Forkhead box P3. 

g - Gramas. 

g - Gravidade. 

GEO - Repositório Gene Expression Omnibus. 

GFP - Proteína fluorescente verde, do inglês Green fluorescent protein. 

GLUT - Transportador de glicose, do inglês Glucose transporter.  

H&E - Hematoxilina e eosina. 

H2O - Água. 

HBSS - Solução salina balanceada de Hanks, do inglês Hank’s balanced salt solution. 

HEPES - Ácido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-etanosulfônico. 

HCl - Ácido clorídrico. 

HIF - Fator induzido por hipóxia, do inglês Hypoxia-inducible fator. 

HK2 - Hexoquinase 2. 

HMG-CoA - 3-Hidroxi-3-metilglutaril coenzima A.  

HRE - Elementos responsivos à hipóxia, do inglês Hypoxia response elements. 

HSC – Células-tronco hematopoéticas, do inglês Hematopoietic stem cells.  

i.p. - Intraperitoneal. 

i.v. - Intravenoso.  

IFN-γ - Interferon gama. 

IL - Interleucina. 

ILC - Células linfoides inatas, do inglês innate lymphoid cells. 

ICB - Instituto de Ciências Biomédicas. 

JAK - Proteína Janus quinase, do inglês Janus kinase protein. 

kg - Quilograma. 

KHCO3 - Carbonato de potássio. 

KLH - Hemocianina da lapa keyhole, do inglês Keyhole limpet hemocyanin. 

LAMP1 - Proteína de membrana lisossomal 1, do inglês Lysosomal-associated membrane protein 

1. 

LDH – Enzima lactato desidrogenase, do inglês Lactate dehydrogenase. 

LICE - Laboratório de Imunologia Clínica e Experimental. 

LIT - Laboratório de Imunobiologia dos Transplantes.  
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LKB1 - Proteína quinase B1 do fígado, do inglês Liver kinase B1. 

LPS - Lipopolissacarídio.  

M - Molar. 

M𝜙 - Macrófago. 

MALT - Tecidos linfoides associados à mucosa, do inglês Mucosa-associated lymphoid tissues. 

MFI - Média de intensidade de fluorescência, do inglês Mean fluorescence intensity.  

mg - Miligrama. 

mL - Mililitros. 

mM - Milimolar. 

MPC - Carreador de piruvato mitocondrial, do inglês Mitochondrial pyruvate carrier. 

mTOR - Proteína alvo da rapamicina em mamíferos, do inglês mammalian target of rapamycin. 

mTORC1 - Complexo 1 de mTOR. 

mTORC2 - Complexo 2 de mTOR. 

MZ - Zona marginal, do inglês Marginal zone. 

n - Número de animais. 

N - Normal. 

NaCl - Cloreto de sódio. 

NADH - Nicotinamida adenina dinucleotídeo, do inglês Nicotinamide adenine dinucleotide. 

NaHCO3 - Bicarbonato de sódio. 

NE – Não estimulado.  

NH4Cl - Cloreto de amônio. 

NLRC4 - Proteína contendo o domínio CARD 4, do inglês NLR family CARD domain-containing 

protein 4. 

NLRs - Receptores do tipo NOD, do inglês NOD-like receptors. 

nm - Nanômetros. 

nM - Nanomolar. 

Nod - Domínio de oligomerização de ligação a nucleotídeos, do inglês Nucleotide-binding 

oligomerization domain. 

NP - 4-hidroxi-3-nitrofenil. 

NRLP3 - Proteína da família NLR contendo domínio pirina 3, do inglês NLR family pyrin domain 

containing 3. 

OAA - Oxaloacetato. 

OCR - Taxa de consume de oxigênio, do inglês Oxygen consuming rate. 

OVA - Ovalbumina. 

OXPHOS - Fosforilação oxidativa, do inglês Oxidative phosphorylation. 
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p - Nível descritivo. 

PAMPs - Padrões Moleculares Associados a Patógenos, do inglês pathogen-associated molecular 

patterns. 

PBS - Solução salina tamponada com fosfato, do inglês phosphate buffered saline. 

PDH - Piruvato desidrogenase, do inglês pyruvate dehydrogenase. 

PDK1 - Proteína quinase dependente de fosfoinositídeos-1, do inglês Phosphoinositide-dependent 

kinase-1. 

PDK1 - Piruvato desidrogenase quinase, do inglês Pyruvate dehydrogenase kinase 1. 

PFK1 - Fosfofrutoquinase 1, do inglês Phosphofructokinase-1. 

pg - Picograma(s). 

PGC1 - Coativador-1α do receptor γ ativado por proliferador de peroxissoma, do inglês 

Peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator 1. 

pH - Potencial hidrogeniônico. 

PHDs - Proteínas do domínio prolil-hidroxilase, do inglês Prolyl hydroxylase domain proteins. 

PIP2 - Fosfatidilinositol-4,5-bifosfato, do inglês Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate. 

PIP3 - Fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato, do inglês Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate. 

PI3K - Fosfatidilinositol-3-quinase, do inglês Phosphoinositide 3-kinase. 

PKM2 - Piruvato quinase M2, do inglês pyruvate kinase M2. 

PLC - Foslipase C, do inglês Phospholipase C. 

pO2 - Tensão de oxigênio. 

PPP - Via da pentose fosfato, do inglês Pentose phosphate pathway. 

Prot 26S - Proteassoma 26S. 

PRRs - Receptores de reconhecimento padrão, do inglês pattern recognition receptors. 

PVDF - fluoreto de polivinilideno 

qPCR - Reação em cadeia da polimerase quantitativa (ou em tempo real), do inglês quantitative 

polymerase chain reaction. 

RaptorB - Deleção de Raptor (mTORC1) especificamente em células B. 

RFP - Proteína fluorescente vermelha, do inglês Red fluorescent protein. 

RNA - Ácido ribonucleico, do inglês ribonucleic acid. 

RNAm - RNA mensageiro. 

ROS - Espécies reativas de oxigênio, do inglês Reactive oxygen species. 

RPMI - Meio de cultura Roswell Park Memorial Institute 1640. 

S6K - proteína quinase ribossomal S6, do inglês ribosomal s6 kinase. 

SBCAL – Sociedade Brasileira de Ciência em Animais de Laboratório.  

SCID - Camundongos com imunodeficiência combinada grave, do inglês Severe combined 

immunodeficient mice.  
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SFB - Soro fetal bovino. 

SREBP1/2 - Proteína de ligação reguladora de esteroides 1 e 2, do inglês Sterol regulatory 

element-binding transcription factor 1 and 2 

SucCoA - Succinil coenzima A. 

STAT - Proteína transdutora de sinal e ativadora da transcrição, do inglês signal transducer and 

activator of transcription. 

T CD4+ - Linfócito T CD4+. 

T CD8+ - Linfócito T CD8+. 

T1/T2/T3 - Células B de transição 1, 2 ou 3. 

TBS-T - Tampão Tris-HCl + 0,5% de Tween-20. 

TFH - Células T foliculares. 

TGF-β - Fator de crescimento e transformação beta, do inglês transforming growth factor beta. 

Th - Linfócito T auxiliar, do inglês T helper.  

TII - Troca de isotipo de imunoglobulina. 

TLRs - Receptores do tipo Toll, do inglês Toll-like receptors. 

TMRE - Éster etílico de tetrametil-rodamina do inglês Tetramethylrhodamine, ethyl ester. 

TNBS - Ácido 2,4,6-trinitrobenzenosulfônico. 

TNF - Fator de necrose tumoral, do inglês tumor necrosis factor. 

Treg(s) - Linfócito(s) T regulador(es). 

TRITC - Tetrametilrodamina, do inglês Tetramethylrhodamine. 

TSC - Complexo da esclerose tuberosa, do inglês tuberous sclerosis complex. 

Ub - Ubiquitina. 

UC - Colite ulcerativa, do inglês ulcerative colitis. 

UFRJ - Universidade Federal do Rio de Janeiro.  

ULK1 - Proteína quinase do tipo unc-51, do inglês Unc-51 like autophagy activating kinase. 

UNIFESP - Universidade Federal de São Paulo.  

USP - Universidade de São Paulo. 

VHL - Proteína von Hippel Lindau. 

VUMC - Centro Médico da Universidade de Vanderbilt, do inglês Vanderbilt University Medical 

Center. 

WT - Selvagem, do inglês Wild type. 

ZMP - 5-aminoimidazol-4-carboxamida ribonucleotideo.  
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1. INTRODUÇÃO 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. CÉLULAS B 

 As células B (ou linfócitos B) desempenham papéis relevantes em todas as etapas 

da resposta imunológica, seja ela inata ou adaptativa. Elas expressam receptores de 

reconhecimento padrão (PRRs, do inglês pattern recognition receptors) do tipo toll (TLRs, 

do inglês toll-like receptors; por exemplo, TLR-3, -4, -7 e/ou -9) e do tipo Nod (NLRs, do 

inglês Nod-like receptors; por exemplo, Nod1, Nod2, NLRC4 e NLRP3), sintetizam citocinas 

(por exemplo, IL-2, IL-4, TNF, IL-6, IL-12, IL-10 e/ou TGF-), reconhecem e apresentam 

antígenos para as células T, produzem anticorpos após se diferenciarem em células 

secretoras de anticorpos (ASCs, do inglês antibody-secreting cells), geram memória 

imunológica e até suprimem a atividade de outras células (Figura 1) (CERUTTI; PUGA; 

COLS, 2011; SHEN; FILLATREAU, 2015). Tanto a estrutura celular como as funções 

principais desempenhadas por células B dependem dos seus subtipos, existindo 

diferenças entre células B murinas e humanas (GARRAUD et al., 2012).  

Células B são produzidas essencialmente na medula óssea a partir de células 

progenitoras linfoides (Figura 2), mas tem sido demonstrado que elas podem também se 

desenvolver no intestino e que a microbiota residente tem papel fundamental neste 

aspecto (WESEMANN et al., 2013). Antes de alcançar a periferia, as células B passam por 

distintas etapas de maturação caracterizadas pelos diferentes rearranjos dos segmentos 

gênicos de imunoglobulina V, D e J (PIEPER; GRIMBACHER; EIBEL, 2013). 

Resumidamente, no estágio pró-B, ocorre a recombinação somática da cadeia pesada pelo 

rearranjo dos segmentos DJ seguida pela recombinação do segmento V com o segmento 

rearranjado DJ, levando a formação de um pré-receptor de células B (pré-BCR) 

(NAGASAWA, 2006; HERZOG; RETH; JUMAA, 2009). É nesta fase que as células B 

começam a expressar o coreceptor CD19, responsável por coordenar o limiar de ativação 

destas células. Em seguida, no estágio pré-B, as sinalizações transmitidas pelo pré-BCR 

promovem alterações intracelulares que, dentre outras funções, induzem a recombinação 

somática das cadeias leves (cadeias κ e λ) através do rearranjo dos segmentos gênicos V 

e J (não possuem segmento D), permitindo a formação do BCR propriamente dito 

(HERZOG; RETH; JUMAA, 2009; MELCHERS, 2015). Alcançando o estágio imaturo, as 

células B expressam o BCR na superfície celular e a seleção positiva é realizada para, 

posteriormente, deixarem a medula óssea (LIU, Z.; DAVIDSON, 2011; MELCHERS, 2015). 



I n t r o d u ç ã o  | 25 

 

Esses diferentes rearranjos gênicos estabelecem o grande repertório de células B capazes 

de reconhecer mais de 5x1013 antígenos distintos (PIEPER; GRIMBACHER; EIBEL, 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Funções das células B. Células B (ou linfócitos B) desempenham diversas funções na 
imunidade inata e adaptativa. Considerando que seus diferentes subtipos celulares podem 
privilegiar certas funções, de modo geral, elas têm a capacidade de apresentar antígenos para as 
células T, produzir e secretar imunoglobulinas (anticorpos) de diversas classes (IgM, IgD, IgA, IgG 
ou IgE), auxiliar na diferenciação e sobrevivência de outros tipos celulares, induzir tolerância ou 
suprimir respostas inflamatórias, responder a PAMPs/DAMPs e gerar respostas imunológicas 
duradouras para antígenos específicos (memória imunológica). ASC: célula secretora de 
anticorpos; Breg: célula B reguladora; CG: centro germinativo; DAMPs: padrões moleculares 
associados à danos; DCs: célula dendrítica; M𝜙: macrófago; NLRs: receptores do tipo Nod; 
PAMPs: padrões moleculares associados à patógenos; Th: células T Foliculares; TLRs: receptores 
do tipo toll. Fonte: Figura adaptada de Selvaraj e colaboradores (SELVARAJ et al., 2016).  
 

 

 Três subpopulações de células B são atualmente descritas (Figura 2). As células B1 

são células B extrafoliculares caracterizadas por serem  principalmente de origem fetal e 

terem a capacidade de autorenovação na periferia (DORSHKIND; MONTECINO-

RODRIGUEZ, 2007). Elas são encontradas principalmente nos líquidos das cavidades 

pleural, peritoneal e no intestino, mas compreendem 1,5-2% das células B esplênicas 

(SUZUKI et al., 2010). Acredita-se que determinados autoantígenos e antígenos 

microbianos não-patogênicos direcionem a expansão e a manutenção das células B1, uma 

vez que estão localizadas em regiões de interface entre o ambiente externo e interno do 

organismo (BAUMGARTH, 2011; MONTECINO-RODRIGUEZ; DORSHKIND, 2012). Células 
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B1 são as principais células produtoras de anticorpos naturais (produzidos antes do 

reconhecimento do antígeno cognato) e respondem rapidamente aos patógenos de 

mucosa ao produzirem espontaneamente grandes quantidades de IgM e IgA 

poliespecíficas (BAUMGARTH, 2011; CERUTTI; PUGA; COLS, 2011). Diversos tipos e 

níveis de expressão de marcadores têm sido utilizados para caracterizar fenotipicamente 

essas células em murinos, tais como CD19hiCD1dmidCD23-CD43+IgMhiIgDlow 

(BAUMGARTH, 2011). Ainda, células B1 podem ser subdivididas em células B1a (CD5+) e 

B1b (CD5-) (SUZUKI et al., 2010) (BAUMGARTH, 2016). Embora células B1a e B1b tenham 

fenótipos e localizações semelhantes, estas células possuem diferentes precursores e 

funções, como a geração de memória encontrada apenas no subtipo B1b (HAAS, 2015).  

As células B2 (ou convencionais) estão presentes principalmente nos órgãos 

linfoides secundários, mas também nos tecidos linfoides associados à mucosa (MALT, do 

inglês mucosa-associated lymphoid tissues) e são os mediadores da imunidade adaptativa 

mais comumente descritos (SUZUKI et al., 2010). Geralmente, o termo “células B2” é 

utilizado para descrever células B foliculares (FO), mas células B da zona marginal (MZ, 

do inglês marginal zone) também compõem esse subgrupo. Ambas as populações 

celulares são sujeitas à mudança de classe de imunoglobulina e à diferenciação em células 

B de memória (BMEM) (BAUMGARTH, 2011; MONTECINO-RODRIGUEZ; DORSHKIND, 

2012). Células B FO são geralmente caracterizadas por apresentarem o fenótipo CD5-

CD19midCD1dmidCD23+CD43-IgMlowIgDhi, enquanto as células B MZ podem ser 

caracterizadas pelo fenótipo CD5-CD19midCD1dhiCD21hiCD23-CD43-IgMhiIgDlow 

(BAUMGARTH, 2011).  
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Figura 2. Desenvolvimento e subtipos de células B. Três subpopulações de células B são 
atualmente identificadas: B-1, B-2 e Breg. Células B-1 têm origem no fígado fetal e medula óssea 
neonatal, com capacidade de auto-renovação na periferia. Já as células B-2, compostas pelas 
células B FO e da MZ, são geradas majoritariamente na medula óssea. Células B FO são as 
principais células que se diferenciam em células secretoras de anticorpos (plasmoblastos e 
plasmócitos). A origem exata das células Bregs ainda é desconhecida, mas parece que diversos 
precursores e subtipos de células B têm capacidade de se diferenciarem nesta população. Breg: 
células B reguladoras; CLP: progenitor linfoide comum; FO: folicular; CG: centro germinativo; 
HSC: célula tronco hematopoiética; MZ: zona marginal; T1/T2/T3: Células B de Transição 1,2 e 
3. Fonte: Figura própria adaptada de Ghirotto e colaboradores (GHIROTTO et al., 2019). 
 

 

As células B reguladoras (Bregs) foram descritas recentemente e, de modo 

semelhante às bem caracterizadas células T reguladoras (Tregs), produzem as citocinas 

IL-10, TGF-β e IL-35, exercendo também funções supressoras mediante contato direto 

com outras células (MAURI; BOSMA, 2012; SHEN et al., 2014). Além disso, as células Bregs 

podem induzir a apoptose de células T CD4+, a anergia de células T CD8+, diminuir a 

polarização de células T CD4+ para os perfis T auxiliares (h, do inglês helper) 1 e Th2, 

suprimir a diferenciação de monócitos e células dendríticas (DCs, do inglês dendritic cells), 

além de induzir a diferenciação de células Tregs (MAURI; BOSMA, 2012; ROSSER; MAURI, 

2015). Diversos marcadores têm sido propostos para a fenotipagem das células Bregs 

(CD19+Tim-1+; CD5+CD1dhi, CD19+CD1d+, CD19+CD21hiCD23-; CD138+CD44hi), porém 

ainda não existe um consenso sobre o assunto e não se conhece, até o momento, um fator 

de transcrição característico dessa população, tal como FoxP3 é para as células Tregs 

(YANABA et al., 2008; ROSSER; MAURI, 2015) (WORTEL; HEIDT, 2017). A origem destas 

células também não está bem estabelecida, mas sabe-se que células B convencionais 
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podem se diferenciar em Bregs em todos os estágios do desenvolvimento, principalmente 

de células B imaturas, BMEM ou plasmoblastos, via ativação de diversos receptores, 

incluindo BCR, CD40, PRRs e/ou citocinas pró-inflamatórias (OLEINIKA; MAURI; 

SALAMA, 2019). 

A ativação de células B pode ser independete ou dependente de células T. Enquanto 

a primeira envolve a coativação de células B por citocinas ou ligantes de PRRs, a segunda 

envolve a ativação bidirecional com as células T. As células B ativadas por antígeno podem 

gerar plasmócitos de vida curta secretores de anticorpos de baixa afinidade em um 

processo conhecido como “resposta extrafolicular” ao migrarem para a interface entre a 

zona de células T e o folículo e interagirem com células T CD4+ também ativadas pelo 

antígeno (Figura 3) (SHLOMCHIK; WEISEL, 2019). A íntima relação entre as células B e T 

nesta etapa também induz a troca de isotipos (ou recombinação de classes) de 

imunoglobulinas. Alternativamente, as células B cooperativamente ativadas por células T 

CD4+ podem entrar em folículos especializados e iniciar reações de centros germinativos 

(CGs) (Figura 3) (NUTT et al., 2015; BOOTHBY, M. R.; HODGES; THOMAS, 2019). CGs são 

estruturas transitórias formadas dentro dos órgãos linfoides periféricos nas respostas 

dependentes de células T. Reações de CG induzem altas taxas de proliferação de células B, 

hipermutação somática e a maturação de afinidade para produzirem anticorpos com alta 

afinidade, e geram tanto células B de memória (BMEM) quanto plasmócitos de vida longa 

(Figura 3) (BOOTHBY, M. R.; HODGES; THOMAS, 2019). De modo importante, plasmócitos 

de vida curta e longa possuem mais semelhanças do que diferenças (anatômicas, 

funcionais e metabólicas) (TELLIER; NUTT, 2019) e pouco se sabe sobre os fatores que 

determinam as longevidades destas populações.  

Os anticorpos (ou imunoglobulinas) são glicoproteínas heterodiméricas 

compostas por duas cadeias pesadas e cadeias leves. Elas executam diversas funções na 

manutenção da homeostase imunológica, tais como a citotoxicidade celular dependente 

de anticorpo (ADCC, do inglês antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity), 

citotoxicidade dependente de complemento (CDC, do inglês complement-dependent 

cytotoxicity), opsonização e neutralização de microrganismos e toxinas (JANEWAY CA JR, 

2001; SATHISH et al., 2013). A capacidade dos anticorpos de reconhecerem um grande 

número de antígenos vem das diferentes estruturas encontradas nas chamadas “regiões 

variáveis” das cadeias leves e pesadas, resultado da recombinação dos genes 
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codificadores das cadeias de imunoglobulinas, como já descrito anteriormente (SELA-

CULANG; KUNIK; OFRAN, 2013). Cinco classes de imunoglobulinas são descritas (IgM, IgG, 

IgA, IgE e IgD), sendo que a classe IgG pode ser subdivida em quatro subclasses (IgG1, 

IgG2, IgG3.e IgG4) e a classe IgA em 2 subclasses (IgA1 e IgA2). Informações adicionais 

sobre a estrutura, função e distribuição de todas as classes de imunoglobulinas pode ser 

encontrada no estudo publicado por Schroeder Jr. & Cavacini (SCHROEDER; CAVACINI, 

2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3. Reações extrafoliculares e de CG. Após o reconhecimento do antígeno cognato pelas 
células B, elas migram para borda do folículo justaposto à zona de células T onde interage com a 
respectiva célula T CD4+, que também foi ativada nas zonas das células T por meio da apresentação 
do mesmo antígeno por DCs. T auxiliares. Estas interações cognatas promovem a proliferação e 
facilita a rápida diferenciação de plasmócitos de vida curta/plasmoblastos que são fontes de 
anticorpos protetores de baixa afinidade. Esta etapa é conhecida como “respotas extrafoliculares”. 
Concomitantemente, a contínua coestimulação fornecida por citocinas e contato de células B e T 
leva a diferenciação de células TFH, ao início da troca de isotipos de imunoglobulinas e a formação 
de CGs. CGs são estruturas transitórias formadas dentro dos órgãos linfoides periféricos nas 
respostas dependentes de células T.  Dentro dos CGs, ocorre a hipermutação somática e a 
maturação de afinidade que, por último, resulta na formação de células BMEM e plasmócitos de vida 
longa. Essas etapas garantem a geração de anticorpos de alta afinidade contra antígenos. BMEM: 
células B de memória; CGs: centros germinativos; DCs: células dendríticas; TFH: células T 
foliculares. Fonte: Figura própria criada com BioRender.com. 
 
 

1.2. METABOLISMO E SENSORES METABÓLICOS NAS CÉLULAS DO SISTEMA IMUNE 

Atualmente, um novo campo de estudo com potencial terapêutico promissor para 

diversas doenças tem sido explorado: o metabolismo celular. O conceito de que as células 
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necessitam de energia para crescerem, dividirem-se e exercerem suas funções é antigo e 

os processos bioquímicos para a geração de energia são bem compreendidos, podendo 

ser revisados na Figura 4. No entanto, é recente a noção de que as células podem modificar 

suas atividades metabólicas e otimizar as suas funções sob determinada pressão do meio 

externo ou interno. Neste sentido, o entendimento de como as células coordenam os 

processos metabólicos através de inúmeros sinais intra e extracelulares, bem como a 

identificação dos fatores que regulam suas atividades energéticas têm sido objetos de 

grande interesse dos pesquisadores na atualidade (PEARCE; PEARCE, 2013).   

Hoje, sabe-se que o metabolismo energético regula o número, o desenvolvimento 

e a função de diversos tipos celulares, que é diferente na ontogenia e nos estágios de 

maturação de cada população celular. Assim, as células utilizam vias metabólicas 

específicas para conseguirem executar determinada função ou para produzirem 

intermediários que viabilizem processos anabólicos (AGATHOCLEOUS; HARRIS, 2013).   

Embora as atividades metabólicas tenham sido exploradas em diversos tipos 

celulares, as células do sistema imune têm recebido atenção especial. Durante uma 

resposta inflamatória, as alterações intracelulares nestas populações são bastante 

significativas e rápidas, uma vez que elas precisam sair do estado de quiescência, modular 

a expressão de receptores na superfície celular, proliferar, migrar para o sítio inflamado 

e realizar funções efetoras específicas que irão prevenir a disseminação do agente 

agressor (FAGONE et al., 2007; BUCK et al., 2017). Desse modo, estas células necessitam 

de uma atividade bioenergética altamente eficiente, independente do longo processo 

transcricional (pelo menos num primeiro momento) e que forneça os componentes 

fundamentais para a execução de todas as etapas da resposta inflamatória. Para isso, uma 

rede de proteínas nomeadas “sensores metabólicos” atua coletivamente e 

coordenadamente para integrar diversos sinais nutricionais e ambientais (por exemplo, 

fatores de crescimento, níveis energéticos, agentes estressores, hormônios) que irão 

determinar o destino da célula. 
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Figura 4. Principais vias metabólicas. A glicose é transportada para o citoplasma das células 
através de transportadores específicos (GLUTs) e sofre uma série de reações enzimáticas 
sequenciais para a produção de piruvato (glicólise). Em seguida, o piruvato pode ser convertido a 
lactato pela enzima LDH num processo chamado glicólise aeróbia (ou aeróbica ou efeito 
Warburg). Alternativamente, o piruvato pode ser oxidado na mitocôndria pela enzima PDH no 
ciclo do ATC (também conhecido como ciclo de Krebs ou ciclo do ácido cítrico) e convertido em 
acetil-CoA para gerar equivalentes redutores (NADH e FADH2) que irão abastecer a cadeia 
transportadora de elétrons para a fosforilação oxidativa. Cada molécula de glicose metabolizada 
produz 2 moléculas de ATP durante a etapa da glicólise, 2 moléculas no ciclo do ATC e 34 
moléculas na fosforilação oxidativa, totalizando 38 moléculas de ATP. Além disso, durante a 
glicólise também são gerados precursores metabólicos para biossíntese de nucleotídeos e 
aminoácidos pelas vias da PPP e da biossíntese da serina. Outros substratos podem também ser 
metabolizados no ciclo do ATC, como a glutamina através da reação de glutaminólise e os ácidos 
graxos pela β-oxidação. O citrato pode ser exportado da mitocôndria para o citoplasma e servir 
como precursor da síntese lipídica. A glutamina e o oxaloacetato também podem atuar como 
precursores da síntese de nucleotídeos e/ou aminoácidos (não mostrados na figura). ATC: ácido 
tricarboxílico; ATP: trifosfato de adenosina; FADH2: flavina adeninadinucleotídeo reduzida; 
GLUT: transportadores de glicose; NADH: nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzido; LDH: 
lactato desidrogenase; PDH: piruvato desidrogenase; PPP: via da pentose fosfato. Fonte: Própria. 
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Os sensores metabólicos mais estudados incluem a proteína alvo da rapamicina 

em mamíferos (mTOR, do inglês mammalian target of rapamycin), a proteína quinase 

ativada por monofosfato de adenosina (AMPK, do inglês adenosine monophosphate (AMP)-

activated protein kinase) e o fator induzido por hipóxia 1 (HIF-1, do inglês hypoxia-

induced factor ). 

 

1.2.1. PROTEÍNA QUINASE ATIVADA POR MONOFOSFATO DE ADENOSINA (AMPK) 

 

AMPK é uma serina/treonina quinase que controla o estado energético da célula, 

maximizando a geração de energia através da produção de ATP principalmente por via da 

oxidação de ácidos graxos (HERZIG; SHAW, 2018). Ao mesmo tempo, ela inibe vias 

anabólicas, como a síntese proteica e lipídica, limitando processos que consomem ATP. 

Desse modo, AMPK controla diretamente a relação AMP/ATP na célula através de 

mecanismos de fosforilação (Figura 5). No entanto, diversas outras funções têm sido 

atribuídas direta ou indiretamente à molécula, como o controle da biogênese 

mitocondrial, autofagia/ mitofagia, transcrição, modificações pós-traducionais e a 

regulação no desenvolvimento/ função de diversas células do sistema imune (CAO et al., 

2010; MIHAYLOVA; SHAW, 2011; KIM et al., 2016). 

AMPK é um composto heterotrimérico constituído de uma subunidade catalítica α 

(α1 ou α2) e duas subunidades reguladoras: β (β1 ou β2) e γ (γ1, γ2 ou γ3). As possíveis 

combinações das subunidades de AMPK produzem diferentes isoformas, cuja expressão 

é dependente do organismo e dos diferentes tecidos, além de possuírem funções 

virtualmente distintas (WU et al., 2013; JEON, 2016).  

Os principais ativadores fisiológicos de AMPK são a proteína quinase hepática B1 

(LKB1, do inglês liver kinase B1, ou STK11) e a proteína quinase quinase dependente de 

cálcio/ calmodulina (CAMKK2, do inglês calcium/ calmodulin-dependent kinase kinase 2, 

ou CAMKK). Ambas LKB1 e CAMKK2 são estruturalmente homólogas e fosforilam um 

resíduo de treonina (Thr172) conservado localizado na subunidade α de AMPK (Figura 5). 

LKB1 está diretamente relacionada ao controle do estresse energético via concentração 

AMP/ATP dentro da célula (GARCIA; SHAW, 2017). Já CAMKK2 é ativada pelo aumento de 

cálcio intracelular e é independente das concentrações de AMP/ATP. A ativação de AMPK 

parece ser sinérgica se houver aumento concomitante de ambas as concentrações de 
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cálcio e AMP intracelulares (FOGARTY et al., 2010; MIHAYLOVA; SHAW, 2011; KIM et al., 

2016).  

Além disso, compostos farmacológicos também podem inibir ou ativar AMPK. 

Mostrou-se que a metformina, droga antidiabética capaz de reduzir a produção de glicose 

hepática e aumentar a sensibilidade insulínica periférica, ativa AMPK de maneira não 

seletiva e dependente de LKB1. A droga também é capaz de inibir o complexo I da cadeia 

respiratória mitocondrial, aumentando a razão AMP/ATP e, consequentemente, ativando 

AMPK. Outras drogas utilizadas no tratamento da diabetes, as tiazolidinedionas, assim 

como a D942, têm sido também descritas como ativadoras de AMPK por mecanismos 

semelhantes aos exercidos pela metformina. AICAR (5-aminoimidazol-4-

carboxamida-1-β-d-ribofuranosidio) é um outro agonista de AMPK que funciona como 

precursor de uma molécula que mimetiza o AMP, o ZMP, que se liga à subunidade 

reguladora γ de AMPK (LEBRASSEUR et al., 2006; FULLERTON et al., 2013; DUCOMMUN 

et al., 2014). Já o composto C, um inibidor competitivo com o ATP pelo sítio de ligação na 

molécula de AMPK, tem sido bastante utilizado para bloquear as ações da proteína. No 

entanto, além de ser tóxico, o composto C age em vias independentes de AMPK 

(EMERLING et al., 2007; LIU, X. et al., 2014). 

Após ativação, AMPK fosforila diretamente diversos substratos para controlar o 

metabolismo e crescimento celular. Uma das principais ações executadas por AMPK é 

regular negativamente mTORC1. Essa atividade pode ser direta ou indireta através da 

ativação do complexo da esclerose tuberosa (TSC, do ingês tuberous sclerosis complex), 

inibidor fisiológico de mTORC1 (Figura 5) (GWINN et al., 2008). Ao mesmo tempo, AMPK 

estimula a biogênese mitocondrial de novo através do coativador-1α do receptor γ 

ativado por proliferador de peroxissoma (PGC1α, do inglês peroxisome proliferator-

activated receptor g coactivator 1-a), um potente coativador de fatores de transcrição 

relacionados ao metabolismo energético. Ainda a proteína induz a autofagia/mitofagia 

através da ativação da proteína quinase do tipo unc-51 (ULK1, do inglês unc-51-like 

autophagy-activating kinase 1) que, por sua vez, é regulada negativamente por mTORC1 

(GARCIA; SHAW, 2017). AMPK também inibe enzimas metabólicas como as acetil CoA 

carboxilases 1 (ACC1)/ ACC2 e a 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase (HMG-CoA 

redutase). Essas proteínas atuam ativamente na síntese de ácidos graxos e esteroides, 

respectivamente, em diversos organismos (CORRADETTI et al., 2004; REZNICK; 
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SHULMAN, 2006; GWINN et al., 2008). Adicionalmente, AMPK induz o processo de fissão 

mitocondrial, aumenta a captação de glicose e a atividade glicolítica, mas inibe programas 

de gluconeogênese (GARCIA; SHAW, 2017). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 5. Vias de ativação de células B e AMPK-mTORC1-HIF-1𝛂. Após reconhecimento de 
antígeno pelo BCR e co-estimulação (ativação de CD19, citocinas, hormônios e/ou fatores de 
crescimento), uma cascata de sinalização é iniciada pelas proteínas que se associam aos resíduos 
citoplasmáticos fosforilados dos receptores transmembrana, formando complexos 
supramoleculares denominados signalossomos. A atividade da via PI3K-AKT culmina com a 
ativação de mTORC1, indutor da síntese de proteínas e lipídios, da glicólise aeróbia, da 
proliferação celular e inibidor da autofagia. Ao mesmo tempo, o aumento na concentração 
citoplasmática de cálcio e/ou a diminuição da disponibilidade ATP leva a ativação das proteínas 
CAMKK2 e LKB1, respectivamente. Essas proteínas, juntamente com outras drogas sintéticas 
(metformina, tiazolidinedionas, AICAR, D942 e composto C), regulam direta ou indiretamente 
AMPK, uma proteína heterotrimérica composta por 1 subunidade catalítica (α) e 2 subunidades 
reguladoras (β e γ). Como um antagonista de mTORC1, AMPK induz autofagia/mitofagia, bem 
como a geração de energia via OXPHOS e biogênese mitocondrial. Um dos efeitos da ativação de 
mTORC1 é a ativação e estabilização de HIF-1α. Este fator de transcrição, que também é 
estabilizado em situações de hipóxia, se dimeriza com a subunidade citoplasmática constitutiva 
HIF-1β e medeia diversas funções de mTORC1, principalmente a indução de glicólise aeróbica. Na 
ausência da atividade de mOTRC1 ou em situações de normóxia, HIF1-α é hidroxilado, 
ubiquitinado e degradado pelo complexo VHL-ubiquitina-proteassoma. 4E-BP1: proteína 1 
ligante do fator de iniciação eucariótico 4E;  AICAR: 5-aminoimidazol-4-carboxamida-1-β-D-
ribofuranosideo (agonista de AMPK); AKT: Proteína quinase B; AMP: monofosfato de adenosina; 
AMPK: proteína quinase ativada por AMP; ATP: trifosfato de adenosina; BCR: receptor de células 
B; BLNK: proteína ligadora de células B; BTK: tirosina quinase de Bruton; CAMKK2: Proteína 
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quinase tipo 2 dependente de cálcio-calmodulina; DAG: diacilglerol; eIF4E: fator de iniciação 
eucariótico 4E; FIH-1: fator inibidor do HIF-1α; HIF: fator induzido/induzível por hipóxia; IP3: 
inositol-1,4,5-trifosfato; JAK: proteína janus quinase; LAMP1: proteína de membrana lisossomal 
1; LKB1: quinase B1 do fígado; mTORC1: complexo 1 da proteína alvo  da rapamicina em 
mamíferos; OXPHOS: fosforilação oxidativa; PDK1: Proteína quinase dependente de 
fosfoinositídeos-1; PHDs: proteínas do domínio prolil-hidroxilase; PI3K: fosfatidilinositol-3-
quinase; PIP2: fosfatidilinositol-4,5-bifosfato; PIP3: fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato; PLC𝛄: 
fosfolipase C𝛄; Prot 26S: proteassoma 26S; S6K: proteína quinase ribossomal S6; SREBP1/2: 
proteína de ligação reguladora de esteroides 1 e 2; STAT: proteína transdutora de sinal e 
ativadora da transcrição; TSC: Complexo da esclerose tuberosa; Ub: ubiquitina; ULK1: proteína 
quinase do tipo unc-51; VHL: proteína von Hippel Lindau. Fonte: Figura própria criada com 
BioRender.com. 

 

1.2.2. PROTEÍNA ALVO DA RAPAMICINA EM MAMÍFEROS (mTOR) 

 

A proteína mTOR é uma serina/treonina quinase e é elemento comum de uma rede 

de sinalizações que controlam o metabolismo, coordenando e integrando sinais de 

múltiplas vias, tais como as da insulina, fatores de crescimento, energia, estresse e 

mitógenos. Este sensor metabólico desempenha papel essencial no controle da síntese de 

proteínas, lipídios e nucleotídeos, assim como no crescimento e na proliferação celular 

(SOLIMAN, 2013).  

A proteína mTOR se apresenta em dois grandes complexos chamados mTORC1 e 

mTORC2, que possuem diferentes funções e distintos níveis de regulação. Como sugerido 

pelo próprio nome, mTOR é sensível à droga imunossupressora rapamicina. No entanto, 

mTORC1 pode ser inibido em baixas doses, enquanto mTORC2 é inibido somente após 

altas concentrações e longa exposição à droga (WULLSCHLEGER; LOEWITH; HALL, 2006; 

DOBASHI et al., 2011). 

As vias de sinalização de fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K)/ proteínas quinase B 

(AKT) e de AMPK, coordenadoras das atividades fisiológicas e metabólicas dentro das 

células, são importantes eixos regulatórios da ativação de mTORC1 (Figura 5). 

Essencialmente, fatores de crescimento, citocinas e moléculas coestimuladoras ativam a 

via PI3K/AKT que, por sua vez, bloqueia as funções inibitórias de TSC sobre mTORC1 

culminando com sua ativação. No entanto, a ativação de AMPK, como já descrito, inibe a 

atividade de mTORC1. 
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Uma vez ativado, mTORC1 fosforila proteínas quinases alvo, como a proteína 

quinase ribossomal S6 (S6K, do inglês S6 kinase) e a proteína 1 ligante do fator de 

iniciação eucariótico 4E (4E-BP1, do inglês eukaryotic initiation factor 4E-binding protein 

1), que levarão às diferentes ações relacionadas ao complexo (THOMSON; TURNQUIST; 

RAIMONDI, 2009; CZARNY et al., 2015). A ativação de mTORC1 também leva a 

estabilização de HIF-1 (Figura 5), cujos papéis serão descritos posteriormente.  

Embora tenha sido descrito que o fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) regula a 

atividade de mTORC2, pouco é conhecido sobre os fatores que coordenam a ativação deste 

complexo. Sabe-se que mTORC2 é bastante responsivo a fatores de crescimento quando 

está associado  aos ribossomos (FRUMAN; ROMMEL, 2014). O mTORC2, diferentemente 

de mTORC1, é capaz de fosforilar AKT, outra serina/treonina quinase envolvida com 

diversas vias e funções celulares (metabolismo, angiogênese, ciclo celular, sobrevivência, 

autofagia e biogênese celular). Sabe-se que AKT pode ser ativada por meio da fosforilação 

em dois resíduos de aminoácidos, o primeiro no sítio catalítico (Thr308) e o segundo no 

motivo hidrofóbico C-terminal (Ser473). O sítio catalítico pode ser fosforilado por 

mensageiros secundários ativados por PI3K, enquanto a Ser473 é fosforilada por mTORC2. 

Embora mTORC2 ative AKT e esta possua ação estimulante sobre mTORC1, a inibição 

total de mTORC2 não diminui a ativação de S6K, indicando que mTORC2 não ativa 

diretamente mTORC1 (ALESSI et al., 1997; JACINTO et al., 2006).  

mTORC1 orquestra programas glicolíticos e lipogênicos para impulsionar a saída 

do estado de quiescência e regula várias proteínas relacionadas ao metabolismo celular. 

Já mTORC2 promove a sobrevivência celular ativando AKT, que regula a dinâmica do 

citoesqueleto e inibe o fator de transcrição Foxo, outra proteína relacionada à proliferação 

celular, apoptose, longevidade, câncer e metabolismo. O papel de mTORC2 tem sido pouco 

avaliado no metabolismo celular.  

 

1.2.3. FATOR INDUZIDO POR HIPÓXIA 1α (HIF-1α) 

 

HIF-1α é uma proteína que compõe o complexo dimérico HIF-1 juntamente com a 

outra subunidade β, expressa constitutivamente pelas células (HUDSON et al., 2002; 

SHEHADE et al., 2015). Os HIFs (1, 2 ou 3) desempenham papel central nas respostas 
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celulares à hipóxia. Em condições normóxicas, HIF-1α é hidroxilado por prolil 

hidroxilases (PHDs) e/ou asparaginil hidroxilases (fator inibidor de HIF-1α – FIH1), 

permitindo sua degradação proteassômica pelo complexo formado pela proteína von 

Hippel Lindau (VHL) e ubiquitina ligase (Figura 5). No entanto, a diminuição da 

biodisponibilidade de oxigênio inibe a atividade de PHDs e FIH1, prevenindo a 

degradação de HIF-1α e permitindo a formação dos heterodímeros. A ativação de 

mTORC1 também é capaz de induzir a estabilização de HIF-1α independentemente das 

concentrações de oxigênio (AGANI; JIANG, 2013; LAUKKA et al., 2016).  

Após a estabilização de HIF, este migra para o núcleo celular e se liga aos elementos 

responsivos à hipóxia (HRE, do inglês hypoxia response elements), regulando a expressão 

de diversos outros genes relacionados ao metabolismo de oxigênio e ao metabolismo 

celular como um todo (CHOUDHRY; HARRIS, 2018). A ativação de HIF reduz o consumo 

de oxigênio dentro das células ao priorizar a glicólise aeróbica ao invés da fosforilação 

oxidativa (OXPHOS, do inglês oxidative phosphorylation), processo dependente de 

oxigênio (MCNAMEE et al., 2013). 

Como um importante alvo de mTORC1 que, por sua vez, é um agente pró-glicolítico, 

HIF-1α promove o aumento da expressão de genes relacionados às enzimas glicolíticas, 

como a hexoquinase 2, isomerase trifosfato e piruvato quinase (SEMENZA et al., 1994; 

DANG et al., 2011). 

 

1.3. O METABOLISMO E O PAPEL DOS SENSORES METABÓLICOS NAS CÉLULAS B 

 De modo geral, a glicólise aeróbica coordena a ativação da maioria das células 

imunes, enquanto a OXPHOS suporta as células de memória, quiescentes e reguladoras 

(PALSSON-MCDERMOTT; O'NEILL, 2020). Uma vez que a glicólise aeróbica é um processo 

rápido com baixo rendimento energético, presume-se que as células ativadas utilizem 

essa rota para gerar precursores para as vias biossintéticas e divisão celular. A OXPHOS, 

por sua vez, é a via escolhida para a geração de grandes quantidades de ATP. É importante 

ressaltar que todas as vias metabólicas parecem ser relevantes para o desenvolvimento e 

função de qualquer célula, mas uma determinada via pode aumentar ou diminuir mais 

significativamente em relação a outra no contexto de desafios específicos. Por exemplo, 

ao descrever que um tipo celular ativado é glicolítico significa que esta via metabólica 
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predomina ou aumenta mais significativamente que outras, embora também ocorra o 

aumento das atividades das vias da pentose fosfato (PPP, do inglês pentose phosphate 

pathway) e da glutaminólise, embora em uma extensão menor. 

 Com relação as células B, para proliferarem e produzirem anticorpos rapidamente 

após encontro com antígenos, elas precisam obter uma resposta bioenergética altamente 

responsiva e eficiente, de modo a fornecer precursores necessários para geração de 

energia e anabolismo (DOUGHTY et al., 2006; FAGONE et al., 2007). A descrição do perfil 

metabólico das células B começou a ser investigada recentemente e pouco se sabe sobre 

as características metabólicas dos subtipos de células B e sobre o papel dos sensores 

metabólicos no contexto de desafios específicos.  

 Após a ativação pelo reconhecimento de antígenos, as células B aumentam 

rapidamente a captação de glicose e a taxa de glicólise para promover o crescimento 

celular (DOUGHTY et al., 2006). Além disso, células B estimuladas por lipopolissacarídeo 

(LPS) aumentam a síntese de fosfolipídios e de diversos componentes relacionados ao 

metabolismo de ácidos graxos (FAGONE et al., 2007). Ainda, foi demonstrado que o 

programa metabólico das células B ativadas difere do encontrado em células T ativadas. 

Enquanto estas priorizam a atividade glicolítica após ativação, as células B aumentam 

tanto a glicólise aeróbica como a OXPHOS após estímulo (CARO-MALDONADO et al., 

2014). Células B ativadas com LPS também aumentam a expressão do transportador de 

glicose GLUT-1 e a massa mitocondrial (CARO-MALDONADO et al., 2014). 

 Considerando as ASCs, a captação de glicose parece ser essencial para a 

proliferação, para a expansão da rede de membranas intracelulares (permitindo a 

produção de anticorpos) e para a expressão de marcadores de ASCs (CD138 e Blimp-

1)(DUFORT et al., 2014). De fato, camundongos com células B deficientes em GLUT-1 

falharam na produção de IgM ou IgG específicas e totais 7 dias após a imunização com NP-

ovalbumina (OVA)(Caro-Maldonado, Wang et al. 2014). A glicose captada deve ser 

direcionada principalmente para a OXPHOS que se mostrou essencial para a síntese de 

anticorpos (PRICE et al., 2018). Além disso, plasmócitos de vida longa captam mais glicose 

para gerar piruvato, expressam mais transportador de aminoácido CD98 e têm maior 

massa autofagossômica do que plasmócitos de vida curta (LAM et al., 2016; LAM et al., 

2018). 
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 Os poucos dados disponíveis na literatura envolvendo mTOR e células B são 

provenientes de estudos sobre a influência da proteína sobre o desenvolvimento destas 

células ou de linhagens de câncer (KAY et al., 1991; AAGAARD-TILLERY; JELINEK, 1994; 

PEARCE; PEARCE, 2013; LIMON et al., 2014). Até o momento, sabe-se que mTORC2 

impede a troca de isotipo após uso de inibidores de mTOR (LIMON et al., 2014). mTOR 

também é ativado após estimulação prolongada do BCR, mas há limitada magnitude de 

ativação com baixa exposição a antígenos, indicando que mTOR é crítico para integrar 

sinais que afetam as funções de células B e que é regulado por títulos antigênicos 

(DONAHUE; FRUMAN, 2003; 2007). De modo interessante, foi relatado que o uso de 

rapamicina ou de animais contendo células B deficientes de mTORC1 promoveu proteção 

contra diferentes cepas letais do vírus da influenza devido a reatividade cruzada dos 

anticorpos após vacinação (KEATING et al., 2013). Observou-se que estes animais não 

desenvolveram anticorpos IgG1 de alta afinidade como os animais controle, mas 

apresentavam altos níveis de anticorpos IgM de baixa afinidade, os quais foram capazes 

de eficientemente neutralizar cepas letais do virus (KEATING et al., 2013). No entanto, 

não existem estudos que mostrem as implicâncias energéticas após inibição ou ativação 

de mTOR em células B.  

Considerando a proteína AMPK, ela tem sido avaliada especialmente em 

macrófagos, DCs e linfócitos T, mas tem sido envilecida nas demais subpopulações, tais 

como as células B e as polimorfonucleares (BLAGIH et al., 2015; KELLY; O'NEILL, 2015). 

Em linfócitos T, foi mostrado que a deleção de LKB1 prejudica parcialmente o 

desenvolvimento tímico, o número de células T periféricas, a sobrevivência e a 

proliferação destas células (CAO et al., 2010; TAMAS et al., 2010). Células T sem a 

expressão de AMPK apresentam bioenergética mitocondrial reduzida e diminuída 

produção de ATP celular em resposta a desafios patogênicos in vivo. Sob deprivação de 

glicose ou glutamina, células T efetoras elevaram a atividade de AMPK, mas a ausência 

desta molécula neste contexto de privação energética prejudicou o desenvolvimento de 

células Th1 e Th17 e as respostas primárias de células T a infecções bacterianas e virais. 

Células T efetoras deficientes de AMPK aumentam marcadamente a ativação de mTORC1, 

associada com aumentada tradução do RNAm de Ifng e maior síntese de IFN-γ, quando 

cultivadas em baixas concentrações de glicose (BLAGIH et al., 2015). No entanto, não há 
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relatos na literatura que descrevam o papel de AMPK no metabolismo e desenvolvimento 

de células B. 

 Considerando HIF1-α, ele é importante para regular a produção de IL-10 por 

células Bregs CD1dhiCD5+ através da indução de glicólise. Como resultado, a deficiência de 

HIF-1α em células B aumentou a gravidade da artrite induzida por colágeno e 

encefalomielite autoimune experimental (MENG et al., 2018). Já as células B1 peritoneais 

de camundongos quiméricos deficientes de HIF-1α produziram altos níveis de anticorpos 

IgG e IgM contra DNA de dupla fita, sugerindo um papel regulador de HIF-1α nas células 

B (KOJIMA et al., 2002). Além disso, estudos recentes mostraram que as zonas claras dos 

CG são hipóxicas e que baixas tensões de oxigênio (pO2) induzem alterações nas funções 

das células B, como a diminuição da proliferação, aumento da morte celular, 

comprometimento na troca de isotipos de imunoglobulinas tanto para IgG1 como para o 

isotipo pró-inflamatório IgG2c, além de prejudicar respostas ao redesafio antigênico (CHO 

et al., 2016). A troca de classe de isotipo para IgA não foi prejudicada quando induzida sob 

condições de hipóxia (CHO et al., 2016).  

 Uma limitação do estudo publicado por Cho e colaboradores (CHO et al., 2016) foi 

o uso de LPS como principal ativador nos experimentos in vitro, uma vez que células T não 

fornecem sinais via TLR-4 para as células B nas reações de CG. Como descrito 

anteriormente, as células T auxiliam a ativação das células B ao fornecerem ligantes 

coestimuladores (CD40L) e citocinas (por exemplo, IL-4, IL-21, IFN-γ) que induzem a 

proliferação e diferenciação em plasmócitos e células BMEM (GONG; ZHENG; ZHOU, 2019). 

 Em 2011, Nojima e colaboradores usaram fibroblastos murinos que expressam 

tanto CD40L como BAFF (linhagem celular 40LB) para simular o microambiente do CG, 

juntamente com a adição externa de citocinas (neste caso, IL-4) para induzir troca de 

isotipos específicas (neste caso, o uso de IL-4 induz a troca para IgG1) (NOJIMA et al., 

2011). Células B cultivadas sob estas condições expressaram moléculas características de 

células B CG, como PNA, GL-7 e Fas. No entanto, quando estas células foram adotivamente 

transferidas para camundongos recipientes, elas persistiram majoritariamente como um 

fenótipo de memória (BMEM) com baixa frequência de plasmócitos (NOJIMA et al., 2011). 

De fato, a citocina IL-21 é necessária para a eficiente formação do CG, geração de células 

TFH (que também são fontes de IL-21) e diferenciação de plasmócitos ao induzir a 
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expressão de Blimp-1 (HOFFMAN; LAKKIS; CHALASANI, 2016). No entanto, IL-21 parece 

ser desnecessária para a diferenciação de células BMEM. Desse modo, Kuraoka e 

colaboradores introduziram por transdução retroviral nas células 40LB o cDNA murino 

responsável pela produção de IL-21, criando uma nova linhagem celular que expressa 

CD40L, BAFF e IL-21, as células NB21-2.D9 (KURAOKA et al., 2016). Desse modo, as células 

passam a produzir primordialmente plasmócitos com classes de imunoglobulinas 

específicas após a adição externa de citocinas. portanto, o uso desse sistema in vitro 

parece representar mais fielmente o ambiente do CG para, assim, confirmar a influência 

da hipóxia sobre as funções de células B CG encontrados por Cho e colaboradores.  

Além disso, nenhum estudo verificou até o momento o papel de HIF-1α nas funções 

metabólicas de plasmócitos. Essa questão é muito importante, uma vez que o estresse 

metabólico de uma ASC é grande devido a contínua e alta atividade secretória. De fato, a 

literatura existente sugere que os plasmócitos de vida curta morrem em decorrência do 

estresse metabólico (LAM; BHATTACHARYA, 2018) e ainda é desconhecido como 

plasmócitos de vida longa mantêm a longevidade, escapando do estresse. Uma hipótese 

levantada é que os plasmócitos de vida longa, que residem primordialmente na medula 

óssea, migram para o órgão naturalmente hipóxico e estabilizam HIF-1α para se proteger 

do estresse metabólico (LIGHTMAN; UTLEY; LEE, 2019).  

Em conjunto, este estudo avaliou o papel dos sensores metabólicos AMPK e HIF-

1α nas funções de células B e se a modulação desses sensores seria suficiente para alterar 

o curso clínico de doenças inflamatórias ou a função/longevidade de plasmócitos de vida 

longa, respectivamente.  

Sabe-se que as células B são a população celular predominante na mucosa 

inflamada, embora tenha sido envilecida por muitos anos no contexto de doenças 

intestinais (WANG et al., 2015; MIZOGUCHI, ATSUSHI; BHAN, 2017). Dessa forma, a colite 

experimental foi selecionada como modelo de estudo para verificar se as alterações 

metabólicas das células B poderiam alterar o curso da doença. Portanto, um breve resumo 

das doenças inflamatórias intestinais (DII) será apresentado a seguir.  
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1.4. DOENÇAS INFLAMATÓRIAS INTESTINAIS E CÉLULAS B 

 As DII são condições caracterizadas pela resposta inflamatória crônica no trato 

gastrointestinal. A Doença de Crohn (DC) e a Colite Ulcerativa (UC, do inglês ulcerative 

colitis) são as principais doenças que compõem este grupo, que também é formado pela 

colite colagenosa e a colite linfocítica (LAMB et al., 2019). 

 Embora cerca de 10% dos pacientes com DII não tenham o diagnóstico clínico 

definido como CD ou UC devido às similaridades clínicas (TREMAINE, 2011), mas a 

localização e os tipos das lesões, a dinâmica da resposta imunológica e a suscetipilidade 

aos tratamentos são diferentes (MARTINS; PEPPERCORN, 2004; PRIDEAUX et al., 2012; 

LAMB et al., 2019). Especificamente, as lesões observadas na DC são irregulares e 

transmurais que podem estar presentes em qualquer segmento do trato gastrointestinal 

(KALLA et al., 2014; MOZDIAK; O'MALLEY; ARASARADNAM, 2015; KOBAYASHI et al., 

2020). Já a UC é uma doença na qual as lesões superficiais restritas à mucosa acometem 

inicialmente o reto, podendo se extender continuamente até o cólon proximal 

(KOBAYASHI et al., 2020).  

 Com 6,8 milhões de casos totais em 2017 (COLLABORATORS, 2020), o impacto 

econômico e na qualidade de vida dos doentes é alto devido aos ciclos repetidos de 

relapso e remissão da doença, complicações extraintestinais, necessidade de 

acompanhamento contínuo, hospitalizações, cirurgias e tratamentos prolongados e 

dispendiosos (TERZIC et al., 2010; BUCHANAN et al., 2011; M'KOMA, 2013).  

 AS DII têm origem complexa e multifatorial, com fatores microbianos, genéticos, 

imunológicos e ambientais desempenhando papéis centrais no desenvolvimento (BASSO, 

P.J. et al., 2014). Além disso os protocolos terapêuticos atuais são focados apenas nos 

tratamentos dos sintomas e indução da remissão das doenças, mas não há até o momento, 

nenhuma abordagem curativa. Desse modo, as DII são objetos contínuos de investigação, 

sendo utilizados diversos modelos experimentais sendo classificados como espontâneos, 

químicos, microbianos, transferência celular e geneticamente modificados (SALEH; 

ELSON, 2011; MIZOGUCHI, A., 2012).  

 Uma vez que modelos experimentais, de modo geral, não conseguem reproduzir 

exatamente os mecanismos observados em humanos, a escolha de cada modelo depende 

dos objetivos propostos em cada estudo. O modelo químico de dextran sulfato de sódio 
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(DSS), por exemplo, tem sido extensivamente utilizado por ser um método simples e 

dinâmico, uma vez que consiste na adição da droga na água de beber dos animais. Dessa 

forma, diferentes concentrações da droga e/ou mudanças na periodicidade da 

administração podem induzir graus distintos da inflamação intestinal (EICHELE; 

KHARBANDA, 2017). As moléculas de DSS parecem se complexar com ácidos graxos de 

cadeia média presentes no cólon, resultando na formação de vesículas nanométricas que 

se fundem com as membranas das células colônicas. Uma vez dentro das células epiteliais 

do cólon, o grupo dextran é capaz de ativar as vias de sinalização inflamatórias (LAROUI 

et al., 2012). O DSS promove uma inflamação intestinal contínua e homogênea, facilitando 

o direcionamento de vários segmentos intestinais para diferentes tipos de análises, além 

de ser considerado um bom modelo para estudos translacionais (MELGAR et al., 2008). O 

tipo de resposta imunológica induzido por DSS depende das características genéticas da 

linhagem de camundongo utilizada. Enquanto camundongos BALB/c tem uma resposta 

mais Th2/Th17/Treg, animais C57BL/6 tem uma resposta mais Th1 (KIESLER; FUSS; 

STROBER, 2015; YANG et al., 2017).  

Outro método químico bastante utilizado é o do ácido 2,4,6-

trinitrobenzenosulfônico (TNBS). Este modelo é caracterizado pela aplicação intraretal 

do hapteno juntamente com etanol absoluto que lesiona a barreira intestinal, permitindo 

a interação do TNBS com as proteínas do cólon. Desse modo, a resposta inflamatória é 

iniciada no intestino e uma forte resposta Th1/Th17 é montada (ANTONIOU et al., 2016). 

Embora o método do DSS seja considerado tradicionalmente um processo agudo na 

indução de colite (uma vez que ele é bastante versátil), o modelo de TNBS (em dose única) 

é um processo inflamatório ainda mais súbito. Ainda, o TNBS induz várias áreas com 

lesões descontínuas no trato intestinal, além do que camundongos C57BL/6 são 

geneticamente mais resistentes à indução da doença (ALEX et al., 2009). 

Considerando os outros métodos, o modelo de transferência de células (células T 

CD45RBhigh para camundongos linfopênicos SCID ou Rag-/-) é utilizado para estudar a 

imunoregulação e células Tregs, enquanto que os modelos genéticos, como os animais 

deficientes de IL-10, são úteis para estudos sobre as funções de macrófagos e também 

outros processos imunorregulatórios (KIESLER; FUSS; STROBER, 2015). 
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 Uma das principais características das DII é a inflamação descontrolada da mucosa 

intestinal (HANAUER, 2006). De modo geral, praticamente todos os componentes do 

sistema imune estão alterados e/ou sofrem alteração durante o curso da doença. Porém, 

ainda existem populações celulares que, mesmo essenciais para a manutenção da 

homeostase intestinal, foram pouco exploradas, tais como as células B.   

 Como descrito anteriormente, células B têm papel importantes nas defesas de 

mucosa, já que cerca de 80% dos plasmócitos estão localizados no intestino 

(BRANDTZAEG; CARLSEN; HALSTENSEN, 2006). No entanto, estudos passados 

mostraram não haver participação fundamental desta população na colite experimental 

induzida por DSS (DIELEMAN et al., 1994). Contudo, um trabalho recente de Wang e 

colaboradores mostrou que o papel de células B durante a colite por DSS é fundamental 

para a atenuação da doença e que existe uma cooperação mútua entre células B e T, com 

as primeiras auxiliando na proliferação de células Tregs, enquanto as segundas auxiliam 

células B a diferenciarem-se em plasmócitos secretores de anticorpos IgA (WANG et al., 

2015). No entato, não existem evidências se, modificações metabólicas nas células B 

poderiam induzir alterações suficientemente significativas no curso da doença 

inflamatória intestinal experimental. 

 Portanto, a nossa hipótese foi que a modulação das vias AMPK-mTOR-HIF-1 em 

células B poderia ser potencilamente determinante para a inflamação e/ou regeneração 

tecidual intestinal. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. OBJETIVO GERAL 

 Investigar os papéis de AMPK e HIF-1α nas funções das células B. 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

2.2.1. Caracterizar o perfil metabólico de células B sob diferentes estímulos in vitro; 

2.2.2. Avaliar o papel de AMPK no metabolismo das células B;  

2.2.3. Investigar o papel de AMPK no perfil de ativação das células B, na secreção de 

anticorpos e na diferenciação em plasmoblastos;  

2.2.4. Avaliar se a modulação da atividade de AMPK especificamente em células B altera 

o curso de doenças inflamatórias (colite experimental);  

2.2.5. Investigar o papel de HIF-1α na troca de isotipo de imunoglobulinas e na 

diferenciação em plasmócitos; 

2.2.6. Avaliar o papel de HIF-1α na longevidade de plasmócitos de vida longa.   
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. ANIMAIS 

 Os experimentos foram realizados com camundongos C57BL/6 (CT), Cd19-cre 

(CT), Prkaa1fl/fl (CT), Rosa26-CreERT2 (CT), mMT (BKO – do inglês, B cell knockout mice), 

Cd19-cre-Prkaa1fl/fl (AMPKΔB), huCD20-CreERT2 Prkaa1fl/fl (AMPKΔB), Mb1-cre-Prkaa1fl/fl 

(AMPKΔB), Cd19-cre-Raptorfl/fl (RaptorΔB), Rosa26-CreERT2Hif1afl/fl (Hif1a-/-), Rosa26-

CreERT2Vhlfl/fl (Vhl-/-), Rag2-/-, OT-II, CD45.1+IgHa e mT/mG, de idade entre 6 a 10 

semanas, provenientes do Biotério de Camundongos Isogênicos da Universidade de São 

Paulo (USP) ou da Vanderbilt University Medical Center (VUMC) (Tabela 1). É importante 

ressaltar que animais de linhagem diferentes receberam mesmos acrônimos neste estudo 

porque os resultados não apresentaram diferenças significativas entre si. Os animais 

foram ambientados e mantidos em gaiolas de microisoladores autoclavados (5 animais 

por gaiola), em condições livres de patógenos específicos, com fotoperíodo e 

temperaturas controlados e recebendo água e dieta balanceada esterilizados ad libitum 

até o momento dos experimentos. Todos os procedimentos realizados foram de acordo 

com os princípios propostos pela Sociedade Brasileira de Ciência em Animais de 

Laboratório/Colégio Brasileiro para Experimentação Animal (SBCAL/COBEA) e 

aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais do Instituto de Ciências Biomédicas da 

USP (protocolo n°7/2016; Anexo I) ou pelo Institutional Animal Care and Use Committee 

da VUMC. 
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Tabela 1. Descrição dos camundongos utilizados 

*Dez camundongos fêmeas foram utilizados para a realização de um experimento de colite 
experimental. 

 

 As genotipagens dos animais foram realizadas com o uso de kit de extração e 

preparação de DNA apropriado, seguindo as especificações do vendedor (REDExtract-N-

Amp™ Tissue PCR Kit, Sigma-Aldrich, EUA). Um exemplo de interpretação dos resultados 

de genotipagem para animais Cd19-cre-Prkaa1fl/fl é demonstrado na Figura 6. 
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Figura 6. Exemplo da determinação do genótipo dos animais transgênicos. A-D. A 
preparação do material genético dos camundongos foi realizada com uso de kit apropriado 
seguindo as especificações do vendedor (REDExtract-N-Amp™ Tissue PCR Kit, Sigma-Aldrich, 
EUA). Os primers utilizados foram específicos para a identificação das sequências de pares de 
bases mutadas (A) ou selvagens (B) do gene Cd19, bem como para a identificação das sequências 
de pares de bases mutadas ou selvagens do gene Prkaa1 (C). Também foi utilizado um controle 
interno (IPC) para garantir a presença de DNA nas reações de identificação do gene Cd19 mutado 
ou selvagem. Todas as linhagens de animais transgênicos contendo o gene da cre recombinase sob 
controle do gene promotor Cd19 utilizadas neste estudo foram necessariamente heterozigotas, 
como exemplificado no item D da figura, uma vez que a homozigose causa a deleção do gene Cd19, 
prejudicando o desenvolvimento das células B. No caso dos genes flanqueados pelos sítios loxP 
(floxeados), todos os animais foram mantidos em homozigose. B: branco; H: heterozigoto; IPC: 
controle positivo interno; M: mutante; W: selvagem.  

 

3.2. SEPARAÇÃO DE CÉLULAS B 

 O meio de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Gibco-Invitrogen, 

EUA) foi utilizado para a manutenção das células em vários tipos de experimentos e foi 

suplementado com aminoácidos não essenciais com diluição sugerida pelo fabricante 

(MEM non-essential amino acid solution 100 x- Sigma-Aldrich, EUA), 23,8 mM de NaHCO3, 

10,9 mM de HEPES, 2 mM de L-glutamina, 500 μM de β-mercaptoetanol, 100 U/mL de 

penicilina e 100 μg/mL de estreptomicina (ambos fornecidos por Gibco-Invitrogen, EUA), 

pH 7,2-7,4. Para fins de simplificação, o meio de cultura RPMI 1640 suplementado será 

mencionado apenas como “meio RPMI completo” ao longo do texto e as modificações, 

quando presentes, serão especificadas. 

Para o experimento, os camundongos foram devidamente eutanasiados e tiveram 

o baço assepticamente removidos e mantidos em meio de cultura RPMI completo com 
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10% de soro fetal bovino (SFB). Em seguida, os órgãos foram cuidadosamente macerados 

e filtrados em peneira de 70 μm para a obtenção de células. As células foram então 

centrifugadas a 300 x g por 10 minutos a 4°C, tratadas por 5 minutos com tampão de lise 

(NH4Cl 155mM, KHCO3 10mM e EDTA 0,1mM, pH 7,2) a 4°C, novamente lavadas e 

quantificadas em hemocitômetro e azul de tripan 0,4%. Subsequentemente, as células 

foram ressuspendidas em meio RPMI completo contendo SFB 10% na concentração de 

108 células/mL e marcadas com anticorpos anti-CD19 acoplados a fluorocromos 

(Biolegend, EUA) por 30 minutos a 4°C. Posteriormente, as células foram lavadas e 

ressuspendidas em RPMI completo contendo SFB 10% na concentração de 2 x 107 

células/mL e levadas para separação (cell sorting) de células CD19+ em aparelho BD 

FACSAriaTM III (BD Bioscience, EUA). Células B também foram obtidas utilizando seleção 

positiva com uso de kit apropriado (CD19 MicroBeads, Miltenyi Biotec, EUA) ou por 

seleção negativa com uso de anti-Thy1.2 biotinilado seguido pelo uso de beads magnéticas 

conjugadas à estreptavidina (BDTM IMag Cell Separation System, BD Bioscience, EUA). 

 

3.3. CULTURAS DE CÉLULAS B 

 Diversos protocolos para a realização de culturas de células B in vitro foram 

utilizados e procurou-se descrever todas as particularidades de cada experimento em 

praticamente todas as figuras deste estudo. De modo geral, células B foram cultivadas em 

placas de 6, 12 ou 24 poços na concentração de 1 x 106 células/mL na presença ou 

ausência de LPS (5 ou 10 µg/mL) por diferentes períodos de tempo (horas ou dias). Nos 

casos em que as culturas celulares foram por longos períodos (acima de 3 dias) houve a 

adição de 10 ng/mL de BAFF e o meio de cultura e estimuladores foram renovados a cada 

3 dias.  

 Em determinados experimentos, as células B também foram estimuladas com CpG 

(1 mM), F(ab’)2 anti-IgM (10 µg/mL) e/ou αCD40 (10 µg/mL) + IL-4 (10 ng/mL) por até 

72 horas. Tratamentos com metformina 1 mM (agonista inespecífico de AMPK) e com 2-

deoxiglicose (2-DG) 5 mM (inibidor da glicólise) também foram realizados. A adição das 

drogas foi feita sempre no início da cultura celular em concomitância com os estímulos e 

deixadas até o fim do experimento. Meios de cultura RPMI 1640 sem a presença de glicose 

(Gibco-Invitrogen, EUA) ou com adição de 10 mM de galactose ao meio RPMI 1640 sem 

glicose também foram utilizados para a execução de experimentos.  
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 Para os experimentos de indução de ASCs e troca de classe de isotipo de 

imunoglobulinas, células B foram cultivadas na concentração de 1 x 106 células/mL na 

presença de BAFF (10 ng/mL), LPS (1 µg/mL), IL-5 (10 ng/mL) +/- IL-4 (10 ng/mL) para 

induzir troca de classe de isotipo para IgG1 ou BAFF (10 ng/mL), LPS (1 µg/mL), IL-5 (10 

ng/mL) +/- IL-4 (10 ng/mL), TGF-β (5 ng/mL) e ácido retinoico (AR; 10 nM) para induzir 

a troca de classe para IgA. Para a maioria destes experimentos, um grupo de células foi 

incubado em condições de normóxia (pO2 21%) e outro de hipóxia (pO2 1%).  

 Foi também utilizado um sistema que simula CGs in vitro com células NB21-2.D9 

(NB21) que expressam CD40L (CD154), BAFF e IL-21. Para isso, placas de 6 poços 

receberam 3,44 x 105 células/poço. Após 4 horas para permitir a aderência dessas células, 

as mesmas foram irradiadas (80 Gy de raios gama) e, em seguida, células B foram 

adicionadas (1,2 x 105 células/poço) aos poços contendo as células NB21 com adição de 

10 ng/mL de IL-4 para a indução de troca de isotipo para IgG1 ou 10 ng/mL de IL-4 + 5 

ng/mL de TGF-β + 10 nM de AR para a indução de IgA. As células B foram contadas e 

transferidas adequadamente para poços contendo novas células NB21 irradiadas a cada 

3 dias de cultura. Para a maioria destes experimentos, um grupo de células foi incubado 

em condições de normóxia (pO2 21%) e outro de hipóxia (pO2 1%). 

 

3.4. ENSAIO DE CAPTAÇÃO DE GLICOSE 

 Para o ensaio de captação de glicose, células B foram lavadas 2 vezes em PBS 1x e 

incubadas por 45 minutos na presença de 50 µM de 2-(N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-

4-il)amino)-2-deoxiglicose (2-NBDG; análogo fluorescente da glicose; Thermo Fisher 

Scientific, EUA) diluída em PBS 1x contendo 25 mM de aminoácidos não essenciais, 2 mM 

de L-glutamina, 1 mM de piruvato de sódio, 500 μM de β-mercaptoetanol, 50 U/mL de 

penicilina e 50 μg/mL de estreptomicina, à 37°C em estufa com 5% de CO2. Em seguida as 

células foram lavadas e imunofenotipadas por citometria de fluxo, sempre protegidas da 

luz. 

 

3.5. ENSAIO DE PROLIFERAÇÃO CELULAR 

Células B foram inicialmente coletadas, contadas e resuspendidas em meio de 

cultura RPMI completo sem SFB na densidade de 1 x 106 células/mL. Em seguida, elas 

foram marcadas com 1,25 µM de CellTrace (Invitrogen, EUA) por 20 minutos, em 
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temperatura ambiente e protegidas da luz. Após o período de incubação, as células 

receberam um volume cinco vezes maior de meio RPMI completo contendo 10% de SFB, 

lavadas, novamente resuspendidas em meio RPMI completo/10% de SFB e deixadas 

descansar por 10 minutos antes da estimulação. Posteriormente, as células foram 

plaqueadas em densidade de 1 x 106 células/mL, estimuladas com 10 µg/mL de LPS por 

2 ou 3 dias e analisadas por citometria de fluxo.  

 

3.6. DOSAGEM DE GLICOSE E LACTATO 

 Amostras de sobrenadante de cultura celular, soro e homogenato de tecido foram 

armazenadas a -80°C até o momento das análises. Para todas as determinações foram 

utilizados kits específicos (Glicose Liquiform e Lactato Liquiform, Labtest, Brasil) 

seguindo as instruções estabelecidas pelo fabricante. Resumidamente, 5 μL de amostra, 

padrão (controle positivo) ou água destilada (controle negativo) foram adicionados aos 

respectivos reagentes (500 μL do reagente Glicose Liquiform ou 400 μL do reagente 

Lactato Liquiform. Em seguida, as amostras foram incubadas em banho-maria a 37°C por 

5-10 min e levadas para leitura da absorbância com comprimento de onda 505 nm 

(glicose) e 550 nm (lactato) em espectrofotômetro (Synergy™ Mx Microplate Reader; 

BioTek) acoplado ao software Gen5™ (BioTek). O cálculo das concentrações de glicose (G) 

foi realizado pelo uso da fórmula:  G = (absorbância da amostra/ absorbância do padrão) 

x 100. Já as concentrações de lactato (L) das amostras foram determinadas pela fórmula: 

L = (absorbância da amostra / absorbância do padrão) x 40. Finalmente, a relação de L/G 

foi calculada para determinar a atividade glicolítica aeróbica das células em estudo. Os 

resultados foram expressos em mg/dL de soro ou sobrenadante de cultura ou em 

mg/dL/mg de proteína para normalização das diferentes amostras de homogenato de 

tecido. 

 

3.7. QUANTIFICAÇÃO DE CITOCINAS E IMUNOGLOBULINAS POR ELISA 

 A quantificação de IL-10, IL-6, TGF-β e IgM nos experimentos in vitro e/ou ex vivo 

foram avaliadas por ELISA, seguindo as instruções fornecidas pelos fabricantes (Mouse 

Duoset IL-10 ELISA kit, Mouse Duoset IL-6 ELISA kit; Mouse Duoset TGF-β ELISA kit - 

R&D, EUA; mouse IgM uncoated ELISA kit, Invitrogen, EUA). Kits in house devidamente 

validados foram utilizados para a quantificação das imunoglobulinas IgM, IgG1, IgG2c e 

IgA totais ou específicas para ovalbumina (OVA) ou NP20.  
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As quantificações ex vivo foram realizadas em soro ou homogeneizado de tecidos imersos 

em solução contendo inibidores de protease (Complete, Roche, EUA). Os homogenatos 

foram centrifugados a 10.000 x g por 15 min e o sobrenadante utilizado para as reações. 

Para os experimentos in vitro, os sobrenadantes das culturas foram utilizados para as 

dosagens. A concentração nas amostras foi determinada empregando-se curva de diluição 

seriada do padrão descontando-se o branco e os resultados expressos em pg/mL para os 

experimentos in vitro e em pg/mL/g de proteínas para análise ex vivo. 

 

3.8. DETECÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE IMUNOGLOBULINAS POR ELISpot  

 Para a detecção de imunoglobulinas de classes específicas, placas apropriadas de 

96 poços contendo membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF)(Millipore, Sigma, 

EUA) foram ativadas com metanol 75% por 1 minuto e lavadas com PBS 1x estéril por 

duas vezes. Rapidamente, os poços foram cobertos com anticorpos anti-imunoglobulinas 

(H+L)(Tonbo Biosciences, EUA) na concentração de 1 µg/mL por poço. Em seguida, as 

placas foram seladas e incubadas overnight a 4°C. Após o período, as placas foram lavadas 

duas vezes com PBS 1x estéril e bloqueadas por 2 horas com RPMI completo contendo 

10% de SFB. Posteriormente, diferentes quantidades de células resuspendidas em meio 

RPMI completo/10% de SFB foram adicionadas aos poços (1000-5000 células) e 

novamente incubadas overnight em condições normais de cultura (37°C; 5% de CO2). 

Passado o período de incubação, as placas foram lavadas três vezes com tampão ELISpot 

(PBS 1x estéril contendo 1% de SFB e 0,2% de Tween) e incubadas por 4 horas com anti-

IgM (1 ng/mL), anti-IgG1 (1 ng/mL) ou anti-IgA (2 ng/mL) (Tonbo Biosciences, EUA), sob 

agitação lenta e contínua. Em seguida, as células foram lavadas, incubadas por 1 hora com 

complexo avidina-peroxidase (Vector Laboratories, EUA), lavadas novamente e reveladas 

com uso de 3-amino-9-etilcarzol (Sigma-Aldrich, EUA) diluído em tampão PBS 1x 

contendo 0,1 N de ácido acético e 0,1 N de acetato de sódio. A quantificação de 

imunoglobulinas foi realizada em sistema apropriado acoplado à câmera fotográfica 

(ImmunoSpot Analyzer, Cellular Technology, EUA). 

 

3.9. EXTRAÇÃO E PURIFICAÇÃO DE RNA, SÍNTESE DE cDNA E qPCR 

Células B tiveram seu RNA extraído e purificado com o uso do RNeasy Plus Mini 

Kit (Qiagen, Alemanha), seguindo instruções do fabricante. Em seguida, a pureza, 
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qualidade e quantidade do RNA obtido foram determinadas com o uso de um 

espectrofotômetro (NanoDrop® ND1000, Thermo Fisher Scientific, EUA). O DNA 

complementar (cDNA) foi então sintetizado a partir de 1 μg de RNA purificado. Para a 

reação foi utilizada a enzima Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase – 

MMLV (Promega, Madison, WI, EUA) e primer oligo-dT. A reação de PCR em tempo real ou 

quantitativo (qPCR) foi realizada com primers específicos para a detecção dos genes 

Slc2a1, Hk2, Pfk1, Pkm2 e Pdk1, cujas sequências podem ser observadas na Tabela 2. As 

amplificações foram feitas com uso de Power SYBR Green PCR Master Mix (Thermo Fisher 

Scientific, EUA) e as leituras realizadas em aparelho QuantStudio™ 12K Flex Real-Time PCR 

System (Thermo Fisher Scientific, EUA). As amostras foram analisadas em duplicata e os 

resultados corrigidos pela expressão do gene da β-actina, de modo a normalizar os níveis 

de expressão dos genes alvos.  Os cálculos foram realizados com base no valor de Ct (ciclo 

limiar – do inglês, cycle threshold) e o resultado calculado pela fórmula ΔΔCt = ΔCt amostra 

– ΔCt amostra controle, onde ΔCt = Ct gene estudado – Ct β-actina. O número de vezes de 

expressão diferencial do RNA mensageiro (RNAm) comparado com o controle foi definido 

pela fórmula matemática 2-ΔΔCt, como já descrito na literatura (Livak and Schmittgen 

2001).  

 

Tabela 2. Relação de primers utilizados e suas respectivas sequências 
nucleotídicas 

 

 Sense (5’ – 3’) Anti-sense (5’ – 3’) 

Slc2a1 AAGTCCAGGAGGATATTCAG CTACAGTGTGGAGATAGGAG 

Hk2 CAAGCTACAGATCAAAGAGAAG CATGAGACCAAGAAACTCTC 

Pfk1 AAGAGACTGATTTTGAGCAC CTCAGAAACCCTTGTCTATG 

Pkm2 GCCGCCTGGACATTGACTC CCATGAGAGAAATTCAGCCGAG 

Pdk1 AGGATCTGACTGTGAAGATG TGGAAGTACTGTGCATAGAG 

  

3.10. ANÁLISE DE ATIVIDADE ENZIMÁTICA 

 Para a análise da atividade enzimática das enzimas lactato desidrogenase (LDH) e 

piruvato quinase 2 (PKM2) foram utilizados kits específicos seguindo as especificações 
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dos fabricantes (Desidrogenase láctica, Ref. 37, Labtest, Brasil; Pyruvate kinase Activity 

colorimetric/fluorimetric Assay Kit, BioVision, EUA). As leituras das absorbâncias foram 

feitas em espectrofotômetro (Synergy™ Mx Microplate Reader; BioTek) acoplado ao 

software Gen5™ (BioTek). 

 

3.11.  WESTERN BLOT 

Para a detecção de AMPK total e fosforilada, células B foram estimuladas por 60 

minutos em condições apropriadas de cultura celular (5% CO2, 37°C). Para a detecção de 

ULK1 total e fosforilada, as células foram estimuladas com LPS (5 μg/mL), BAFF (10 

ng/mL) e 50 nM de 4-hidroxitamoxifeno (4-OHT) por 2 dias, lavadas em PBS 1x estéril e 

colocadas em novamente em cultura resuspendidas em meio RPMI completo sem glicose 

por 2 horas.  Na sequência, as células foram lisadas com tampão de extração proteica na 

presença de inibidores de fosfatases (Roche, Alemanha) e proteases (Roche, Alemanha). 

Em seguida, foi realizada a quantificação de proteínas pelo método de biureto (LabTest, 

Brasil) e 40 µg de proteínas totais por amostra foram desnaturadas por aquecimento (5 

minutos; 95°C). Subsequentemente, as amostras foram separadas por eletroforese em gel 

de poliacrilamida 10% e transferidas para membrana de nitrocelulose ou PVDF. As 

membranas foram então bloqueadas com uso de leite em pó 5% diluído em tampão Tris-

HCl na presença de 0,5% de Tween-20 (TBS-T) e posteriormente incubadas com 

anticorpos primários overnight. Os anticorpos primários utilizados foram: AMPKα total, 

AMPK fosforilada (T172), ULK1 total e ULK1 fosforilada (S317). Todos os anticorpos 

primários foram utilizados na diluição de 1:1000 e foram obtidos da empresa Cell 

Signaling Technology (EUA). Após incubação com os anticorpos primários, as membranas 

foram lavadas e incubadas com anticorpo secundário biotinilado anti-coelho (Cell 

Signaling Technology, EUA) para detecção de AMPK total e fosforilada ou anticorpo anti-

coelho IgG-680 fluorescente (Invitrogen, EUA) para detecção de ULK1 total e fosforilada. 

Para a determinação da massa molecular foi utilizado o padrão de massa molecular 

Rainbow (BioRad Laboratories, EUA). A detecção de AMPK total e fosforilada nas 

membranas foi realizada com o uso dos reveladores West Pico Chemiluminescent 

Substrate (Thermo Fisher Scientific, EUA) ou West Femto Maximum Sensitivity Substrate 

(Thermo Fisher Scientific, EUA) e a quimioluminescência detectada com o uso do 

aparelho Image Quant LAS500 (GE Healthcare Life Science, EUA). A quantificação dos 

pixels e normalização dos resultados foi feito com software ImageJ (National Institutes of 
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Health, EUA). Para a detecção de ULK1 total ou fosforilada, a fluorescência foi detectada 

utilizando o sistema Odyssey Imaging System (LI-COR Biosciences, EUA).  

  

3.12.  DETERMINAÇÃO DA MASSA, DA ATIVIDADE, DA PRODUÇÃO DE ESPÉCIES 

REATIVAS DE OXIGÊNICA E DA PEROXIDAÇÃO LIPÍDICA MITOCONDRIAIS.   

Células B mantidas em cultura foram lavadas com meio RPMI incompleto sem soro 

e, então, incubadas com 200 nM de MitoTracker Deep Red FM (Thermo Fisher Scientific, 

EUA), 200 nM de tetramedilrodamina-etil-éster (TMRE; Mitochondrial Membrane 

Potential Assay Kit, Abcam, Inglaterra), 5 μM de MitoSOX (Thermo Fisher Scientific, EUA) 

ou 1,25 μM de BODIPY C-11 581/591  (Thermo Fisher Scientific, EUA) diluídos em meio 

RPMI por 20 minutos em condições de cultura (5% CO2, 37°C) para a detecção de massa, 

potencial de membrana, produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e peroxidação 

lipídica mitocondrial, respectivamente. Em seguida, as células foram lavadas com tampão 

PBS 1x estéril contendo 2% de SFB. Anticorpos de imunofenotipagem e uso de corante de 

viabilidade também foram utilizados com as incubações feitas antes da marcação com as 

sondas MitoTracker e TMRE ou após a marcação com as sondas MitoSOX e BODIPY. As 

análises foram feitas por citometria de fluxo ou microscopia confocal e os resultados de 

MitoSOX e BODIPY foram demonstrados através da normalização relativa ao grupo CT. 

 

3.13.  CITOMETRIA DE FLUXO  

 Para a caracterização dos subtipos de células B, identificação de moléculas co-

estimuladoras, caracterização mitocondrial e determinação de viabilidade celular, as 

células B obtidas nos diversos experimentos foram marcadas com anticorpos específicos 

acoplados à fluorocromos ou sondas fluorescentes. Estes anticorpos incluíram aqueles 

diretamente relacionados à caracterização dos subtipos de células B e aqueles utilizados 

para eliminar outras populações da amostra: CD19, CD138, TACI, CD40, CD86, IgM, IgA, 

IgG1, CD23, GL-7, CD1d, B220, Fas, IgD, CD38, nitrofenol – NP, CD11b, CD11c, F4/80, Gr-

1. As sondas fluorescentes (TMRE, MitoTracker Deep Red TM, MitoSOX, BODIPY C-11 

581/591 e 2-NBDG) e marcadores de viabilidade (LIVE&DEAD, Life Technologies, EUA; 

7-AAD; Ghost-780) também foram utilizados. De modo geral, as células foram incubadas 

por 30 minutos a 4°C ou 20 minutos em condições normais de cultura celular (5% CO2, 

37°C) para marcações com anticorpos/marcadores de viabilidade ou sondas 

fluorescentes, respectivamente. Em seguida, as células foram lavadas com PBS 1x 
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contendo 1% de SFB, centrifugadas por 5 minutos a 300 x g e levadas para leitura em 

citômetro de fluxo. A aquisição das células marcadas foi realizada em citômetro de fluxo 

(FACSCanto II, BD Bioscience, EUA) e as análises realizadas pelo software FlowJo (Tree 

Star, Ashland, OR, EUA). Para as análises, o posicionamento das seleções (gates) foram 

inicialmente feitas em FSC-H vs. FSC-A para eliminação de doublets e triplets, seguida da 

seleção de todas as células na avaliação FSC-A vs. SSC-A e das células negativas para a 

marcação com corantes de viabilidade. Ainda, foi utilizada a estratégia de fluorescência 

menos uma (FMO, do inglês Fluorescence minus one) ou o uso células não marcadas para 

auxiliar o posicionamento das gates. 

 

3.14. MICROSCOPIA CONFOCAL 

 Células B foram incubadas por 48 horas na presença de LPS e marcadas com as 

sondas TMRE e MitoTracker, conforme descrito anteriormente. Além disso, as células 

foram incubadas com o marcador de DNA Hoechst (10 µg/mL) (Thermo Fisher Scientific, 

EUA) por 10 minutos para visualização do núcleo celular e, em seguida, adicionadas às 

lâminas de microscopia. Após preparação das células, as fotomicrografias fluorescentes 

foram obtidas com o uso do sistema confocal Zeiss LSM-780 (Carl Zeiss, Alemanha). As 

imagens foram coletadas em objetiva de 63x/1.4NA Oil e zoom de 3x em imagens de 1024 

x 1024 pixels.  

Alternativamente, as células estimuladas com LPS por 48 horas foram incubadas 

em poços contendo lamínulas cobertas com poli-D-lisina em poços de placas de 24 poços 

e marcadas com 100 nM de MitoTracker Deep Red por 20 minutos a 37°C. Em seguida, as 

células foram centrifugadas, fixadas com metanol e bloqueadas com PBS 1x contendo 

0,1% de Tween 20 e 1% de albumina de soro bovino (BSA - do inglês, bovine serum 

albumin). Posteriormente, as lamínulas contendo as células foram incubadas overnight 

com anticorpos anti-B220 fluorescente e anti-LAMP1 (Cell signaling Technologies, EUA), 

lavadas, incubadas com anticorpo secundário fluorescente (anti-coelho 488, Invitrogen, 

EUA) e adequadamente montadas em lâminas com meio de montagem ProLong Gold 

(Invitrogen, EUA). As fotomicrografias foram adquiridas em microscópio confocal 

fluorescente FV-1000. A colocalização de lisossomos e mitocôndrias como indicador de 

mitofagia foi determinada pelo uso do Just Another Colocalization Plugin com o software 
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ImageJ. Para a demonstração dos resultados, foi utilizado o coeficiente de Manders que 

representa a porcentagem de pixels mitocondriais que sobrepõem os pixels de LAMP1. 

 

3.15. ANÁLISE DE FLUXO EXTRACELULAR (SEAHORSE) 

Um milhão de células B não estimuladas e 8 x 105 células B estimuladas overnight 

com LPS foram adicionadas à placas de 24 poços próprias para Seahorse (XF24-

Bioscience, Agilent, EUA) previamente tratadas com Poli-D-lisina (100 μg/mL) por 2 

horas para permitir a aderências das células. Em seguida, as células foram lavadas com 

PBS 1x estéril e incubadas com meio RPMI incompleto não tamponado suplementado com 

10 mM de glicose, 1 mM de glutamina e 1 mM de piruvato de sódio. Posteriormente, as 

células foram incubadas a 37°C em estufa com ausência de CO2 por pelo menos 30 minutos 

antes da análise. Para a avaliação do estresse mitocondrial, as taxas de consumo de 

oxigênio (OCR, do inglês Oxygen consumption rates) foram avaliadas em tempo real antes 

e depois dos tratamentos com drogas específicas administradas na respectiva ordem: 

oligomicina (1 µM; inibidor do complexo V  ou ATP sintase), cianeto de carbonila p-

trifluorometoxi-fenil-hidrazona (FCCP; 1,5 µM; desacoplador da cadeia transportadora de 

elétrons e síntese de ATP) e rotenona + antimicina A (ambas na concentração de 2 μM; 

inibidores dos complexos I e III da cadeia transportadora de elétrons, respectivamente). 

A partir do perfil de consumo de oxigênio obtido antes e após o uso dos estressores 

mitocondriais foi possível determinar diversos parâmetros que podem ser calculados de 

acordo com o item B da Figura 17: respiração basal, escape de prótons, produção de ATP, 

respiração máxima, capacidade respiratória e respiração não mitocondrial. A 

normalização dos resultados foi feita pelo número de células por poço. 

 

3.16. ENSAIO DE PURIFICAÇÃO DE PLASMÓCITOS SECRETORES DE 

IMUNOGLOBULINAS DE CLASSES ESPECÍFICAS  

Células B de animais CT (IgHb) e CD45.1+IgHa foram cultivadas por 3 e 6 dias 

usando células NB21 como descrito anteriormente. Brevemente, 1x105 células B foram 

incubadas com anti-IgM para bloquear a IgM de superfície nas ASCs, lavadas e então 

incubadas com o reagente de captura (anti-CD138 biotinilado + anti-IgM biotinilado + 

estreptavidina conjugada à um fluorocromo). Em seguida, as células foram incubadas a 

37°C por 2 horas para permitir a secreção de anticorpos. Após o período de incubação, as 
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células foram marcadas com corantes (7-AAD) e anticorpos específicos conjugados a 

fluorocromos (anti-IgM[a], anti-IgM[b] e anti-B220) para as análises de viabilidade 

celular e imunofenotipagem, respectivamente, por citometria de fluxo.  

 

3.17. TRANSFECÇÃO E TRANSDUÇÃO DE CÉLULAS B PRIMÁRIAS 

Para os experimentos de transfecção-transdução foi utilizado o vetor viral MIT-

HRE-CreERT2 que permite a expressão e ativação da enzima cre-recombinase após 

tratamento com 4-OHT e estabilização/ligação de HIF. O vetor MIT-Thy1.1 foi usado como 

controle. Ambos os vetores virais permitem que as células transduzidas eficientemente 

expressem a molécula Thy1.1 na superfície das células. Brevemente, células 

empacotadoras da linhagem Phoenix foram incubadas com precipitados de fosfato de 

cálcio e plasmídeos por 16 horas. Após esse período, as células foram lavadas, o meio de 

cultura celular foi renovado e as células incubadas por mais 24 horas para permitir a 

produção das partículas virais. Em seguida, o sobrenadante contendo vírus foi coletado, 

filtrado em membrana de 0,45 μm, aliquotado e imediatamente congelado até o momento 

da transdução. 

Para a realização da transdução, células B de animais duplo-fluorescentes mT/mG 

(1 x 106 células) foram incubadas com o sobrenadante contendo vírus, polibreno (5 

μg/mL) e submetidos à dois ciclos consecutivos de centrifugação de 30 minutos a 10.000 

x g. Em seguida, diferentes protocolos foram utilizados para testes de eficiência na 

transdução. O protocolo com melhor resultado foi aquele em que, após o primeiro dia de 

transdução, as células B foram estimuladas com LPS (5 μg/mL), BAFF (10 ng/mL) e 50 

nM de 4-OHT, incubadas em condições normais de cultura (37°C; 5% de CO2; 21% de pO2) 

overnight e novamente transduzidas após esse período com dois ciclos consecutivos de 

centrifugação de 30 minutos a 10.000 x g. Em seguida, metade das células foram mantidas 

a 37°C e normóxia (21% de pO2) e a outra metade foi cultivada sob condições de hipóxia 

(1% de pO2; 37°C) por 2 dias. Finalmente, as células foram marcadas com Ghost-780, anti-

B220 e anti-Thy1.1 e analisadas por citometria de fluxo. 

 

3.18.  ANÁLISES BIOINFORMÁTICAS 

Dados de transcriptômica disponibilizados no repositório Gene Expression 

Omnibus (GEO) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) foram manualmente selecionados 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
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e organizados para encontrar conjuntos de análises de transcriptoma de regiões do cólon 

ou células polimorfonucleadores (PBMCs) de pacientes com DC e/ou UC. A análise de 

expressão foi realizada com base nos valores de expressão normalizados do autor usando 

o software GEO2R (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/). Quando necessário, os 

valores de expressão normalizados foram convertidos para uma escala log2 para análise.  

O repositório GSE87466 inclui dados transcriptômicos de biópsia de mucosa de 21 

pacientes saudáveis e 87 pacientes com UC ativada moderada e grave. A atividade da 

doença também foi avaliada endoscopicamente. Já o repositório GSE71730 inclui PBMCs 

tratadas com plasma de pacientes com DC (n=22), UC (n=15), e saudáveis (n=10).  

Além disso, o gene de AMPK1, PRKAA1, foi submetido à uma análise de 

enriquecimento pelo algoritmo presente no website Metascape 

(http://metascape.org/gp/index.html#/main/step1) que, por sua vez, gerou vias de 

interação proteica   previsíveis (STRING). As interações incluíram associações físicas e 

funcionais das 20 proteínas mais relacionadas a via de sinalização de PRKAA1 usando 

banco de dados KEGG.  

Finalmente, também foram realizadas análises com dados de sequenciamento de 

RNA de células individuais (scRNAseq) através do software do Single Cell Expression Atlas 

(banco de dados número ERP109332).  

 

3.19. COLITE EXPERIMENTAL INDUZDA POR DEXTRAN SULFATO DE SÓDIO 

A inflamação intestinal aguda foi induzida pelo oferecimento exclusivo de água 

contendo dextran sulfato de sódio (DSS) 3% (MP Biomedicals, EUA) para os camundongos 

em condições de consumo ad libitum por 7 dias consecutivos. Em seguida, os animais 

foram devidamente eutanasiados e amostras de sangue (total e soro), intestino (cólon), 

medula óssea, baço e linfonodos mesentéricos foram coletadas para as análises 

posteriores. Os cólons dos camundongos foram rapidamente fragmentados em diversos 

segmentos para a realização dos diferentes ensaios propostos. Cada segmento foi 

direcionado para um determinado tipo de análise (qPCR, ELISA/ dosagem de lactato, 

hibridização florescente in situ (FISH) e histologia) obedecendo rigorosamente a mesma 

sequência para cada amostra coletada dos diferentes animais (Figura 7).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/
http://metascape.org/gp/index.html#/main/step1
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Figura 7. Imagem representativa dos fragmentos de cólon de camundongos destinados às 
diferentes análises. Cada segmento foi direcionado para um determinado tipo de análise (qPCR, 
ELISA/dosagem de lactato, histologia, (FISH), qPCR e quantificação de proteínas) obedecendo 
rigorosamente a mesma sequência para cada amostra coletada dos diferentes animais MPO. 
ELISA: imunoensaio enzimático; FISH: hibridização florescente in situ; qPCR: reação em cadeia 
polimerase em tempo real ou quantitativo. Fonte: Figura adaptada de Treuting & Dintzis 
(TREUTING; DINTZIS, 2012). 

 

 

Alternativamente, para a indução crônica da doença, camundongos CT ou AMPKΔB 

receberam continuamente 2% de DSS adicionados a água de beber por 7 dias e, após esse 

período, receberam água de beber potável por mais 14 dias para permitir a recuperação. 

Em seguida, novos ciclos de DSS-água-DSS-água de 7, 14, 7 e 21 dias, respectivamente, 

foram realizados, totalizando 70 dias de experimento. Todos os protocolos aqui utilizados 

foram adaptados de Wirtz e colaboradores (WIRTZ et al., 2007). 

 

3.20. ESCORE CLÍNICO DA COLITE EXPERIMENTAL 

 Camundongos submetidos à colite experimental foram diariamente avaliados 

quanto às variações de peso corporal, de consumo de DSS/água e de ração. O consumo de 

água e ração não foi diferente entre os grupos e não foram apresentados neste estudo. A 

variação da massa corporal foi determinada pela comparação com o peso do animal no 

dia do início do experimento (dia 0). Além disso, os sinais clínicos da doença também 

foram avaliados e incluíram: perda de peso, consistência das fezes e presença de sangue 

nas fezes. Para esta avaliação clínica, foi utilizado um critério de pontuação descrito na 
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Tabela 3. A somatória dos pontos determinou o escore clínico diário da doença. A “soma 

do escore clínico” foi determinada pela soma dos escores clínicos obtidos durante todo o 

período de exposição ao DSS.  

 

Tabela 3. Descrição dos parâmetros e escore clínicos avaliados na colite 
experimental 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

3.21. ANÁLISE DO COMPRIMENTO DO CÓLON 

 Após a coleta do cólon dos camundongos em estudo, os mesmos foram colocados 

cuidadosamente sobre uma superfície limpa e fotografados com auxílio de câmera 

fotográfica acoplada a um suporte de altura fixa. As imagens foram calibradas pela 

presença de papel milimetrado que serviu como escala para as análises. Posteriormente, 

a determinação do comprimento do intestino grosso foi realizada pelo uso do software 

ImageJ (National Institutes of Health, EUA). 

 

3.22.   COLITE EXPERIMENTAL INDUZIDA POR 2,4,6-ÁCIDO 

TRINITROBENZENOSULFÔNICO 

 Camundongos foram submetidos à colite experimental por TNBS, conforme 

descrito por Wirtz e colaboradores (Wirtz, Neufert et al. 2007). Resumidamente, os 

animais foram deixados em jejum overnight. Após serem devidamente anestesiados, um 
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cateter de aproximadamente 1,2 mm de diâmetro acoplado a uma seringa contendo 100 

μL de solução de TNBS 2,5% em etanol absoluto foi introduzido no reto dos camundongos 

e a solução administrada cuidadosamente. Durante e após aplicação, os camundongos 

foram deixados em posição de Trendelenburg por alguns minutos e sob aquecimento até 

o retorno da anestesia. Em seguida, os animais foram avaliados diariamente quanto a 

perda de peso por 5 dias. 

 

3.23. ANÁLISE HISTOLÓGICA 

 Para avaliar a morfologia e as alterações patológicas no intestino dos 

camundongos em estudo, fragmentos de aproximadamente 1 cm do cólon contendo fezes 

em seu interior foram coletados no 7° dia após a indução da colite e fixados em metacarn 

(60% Metanol + 30% clorofórmio e 10% ácido acético glacial) por 3 horas a 4°C. 

Posteriormente, os tecidos foram desidratados com banhos de álcoois etílicos de 

concentrações crescentes, diafanizados em xilol e incluídos em parafina de forma 

perpendicular ao plano de microtomia. Usando-se um micrótomo, as secções coronais dos 

tecidos foram realizadas em espessura de 5 μm e dispostas em lâminas de microscopia. 

Em seguida, os cortes foram fixados, corados com hematoxilina e eosina (H&E) e 

fotografados usando-se uma câmera acoplada ao microscópio para as análises 

morfométricas. 

 

3.24. EXTRAÇÃO DE LEUCÓCITOS DOS TECIDOS  

 Para obter as células do baço e medula óssea, os animais foram devidamente 

eutanasiados e os respectivos órgãos removidos e processados sempre com uso de meio 

de cultura RPMI 1640. Em seguida, a suspensão de células foi lavada com PBS 1x estéril e 

tratadas por 5 minutos com tampão de lise (NH4Cl 155mM, KHCO3 10mM e EDTA 0,1mM, 

pH 7,2) a 4°C. Posteriormente, as células foram lavadas com meio RPMI contendo 10% de 

SFB e preparadas para a quantificação e determinação da viabilidade celular em 

hemocitômetro e azul de tripan 0,4%. 

 Para obtenção de células da lâmina própria, o intestino grosso foi coletado, lavado 

com tampão HBSS para remoção do conteúdo do lúmen intestinal, aberto 

longitudinalmente e fragmentado em pedaços de aproximadamente 1 cm. Esses pedaços 

foram adicionados em meio de cultura RPMI incompleto contendo 20 mM de HEPES, 100 
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U/mL de penicilina, 100 μg/mL de estreptomicina, 105 unidades/mL de colagenase VIII e 

150 mg/mL de DNAse) e incubados a 37°C por 60 minutos sob agitação vigorosa. Após o 

período de incubação, os tubos contendo os tecidos foram novamente agitados de forma 

vigorosa para liberação das células e, posteriormente, foram acondicionados por 5 

minutos em gelo para reduzir a espuma formada. Após o período de incubação, o tecido 

digerido foi macerado e filtrado em peneira de 70 μm para a obtenção das células. Os 

tubos contendo as células da lâmina própria foram então centrifugados a 300 x g por 20 

minutos e 4°C, contadas e marcadas para análise por citometria de fluxo. 

 

3.25. HIBRIDIZAÇÃO FLUORESCENTE IN SITU PARA BACTÉRIAS INTESTINAIS  

 Os tecidos de cólon foram coletados, preparados e parafinizados conforme 

descrito no item 3.24. Após a desparafinização, os cortes foram lavados com um tampão 

de hibridização (20 mM de Tris-HCl, 0,9 M NaCl e 0,1% SDS; pH 7,2) a 50°C por 10 

minutos. Em seguida, as lâminas foram incubadas com 100 nM de uma probe fluorescente 

para identificação de bactérias totais (Sequência 5’->3’: GCTGCCTCCCGTAGGAGT, FITC-

conjugada, Sigma, Brasil) diluída em tampão de hibridização a 50°C por 4h. Após lavagem 

com tampão apropriado (20 mM de Tris-HCl, 0,9 M de NaCl; pH 7,2), as secções coronais 

foram incubadas com a aglutinina I de Ulex europaeus fluorescente (20 µg/mL, TRITC-

conjugada, L4889, Sigma, Brasil) por 2 horas, em temperatura ambiente. Em seguida, os 

tecidos foram novamente lavados e incubados por 10 minutos na presença de DAPI (1 

µg/mL; Thermo Fisher). Finalmente, as lâminas foram montadas com meio de montagem 

apropriado (SlowFade® Gold; Invitrogen, EUA) e os cortes fotografados com sistema de 

microscopia confocal Zeiss LSM-780 (Carl Zeiss, Alemanha). As imagens foram coletadas 

em objetiva de 63x/1.4NA Oil e zoom de 3x em imagens de 1024 x 1024 pixels. 

 

3.26. TRANSFERÊNCIA ADOTIVA DE CÉLULAS PARA A INDUÇÃO DE COLITE 

EXPERIMENTAL POR DEXTRAN SULFATO DE SÓDIO OU PARA IMUNIZAÇÃO  

De modo geral, as células B de diferentes linhagens de camundongos foram 

processadas e contadas, conforme já descrito anteriormente. Em seguida, elas foram 

transferidas adotivamente para os respectivos camundongos recipientes (BKO ou Rag2-/-

) por via intravenosa (i.v.) através do plexo retro-orbital.  
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Para os experimentos de colite experimental, 107 células CT ou AMPKDB foram 

transferidas para camundongos BKO e, após 2 dias, foram induzidos à colite experimental 

por DSS por 7 dias de acordo com o protocolo descrito anteriormente. 

Para os experimentos de imunização, 5 x 106 células B de camundongos Rosa26-

ERT2-Cre-Hif1αfl/fl, 4 x 106 células T CD4+ policlonais e 1 x 106 de células T CD4+ OT-II 

foram transferidas para camundongos recipientes Rag2-/-. Um dia após a transferência, os 

camundongos recipientes foram imunizados com 100 µg de NP-OVA diluída em Alum via 

intraperitoneal (i.p.) e 14 dias após a imunização primária receberam uma nova injeção 

de NP-OVA na mesma dose. Oito semanas após a imunização primária, os camundongos 

receberam 3 injeções consecutivas i.p. de tamoxifeno (3 mg x 3 doses) para induzir a 

atividade da enzima cre recombinase ou veículo. Coletas de soro foram realizadas 

frequentemente (dias 14, 28, 35, 56, 70, 94 e 108) até o dia da eutanásia (dia 108 de 

experimento).  

 

3.27. IMUNIZAÇÃO 

Para os experimentos de avaliação de células B obtidas de camundongos 

imunizados em curto prazo, camundongos CT ou AMPKΔB receberam 100 µg de NP-KLH 

diluído em Alum i.p. Posteriormente, os camundongos receberam um novo desafio 

antigênico com a mesma dose do imunizante 3 semanas após o primeiro desafio e foram 

sacrificados para coleta das amostras uma semana após a última imunização, totalizando 

4 semanas de experimento.  

Para os experimentos de avaliação de células B obtidas de camundongos 

imunizados em longo prazo, os camundongos CT e AMPKΔB receberam com 100 µg de NP-

KLH diluído em Alum i.p. no dia 0. Posteriormente, os camundongos receberam um novo 

desafio antigênico com a mesma dose do imunizante 3 semanas após o primeiro desafio e 

foram sacrificados para coleta das amostras 8 semanas após a última imunização, 

totalizando 11 semanas de experimento. 

Conforme descrito no item anterior (3.26), para os experimentos de transferência 

adotiva de células, um dia após a transferência os camundongos recipientes foram 

imunizados com 100 µg de NP-OVA diluída em Alum via intraperitoneal (i.p.) e 14 dias 

após a imunização primária receberam uma nova injeção de NP-OVA na mesma dose. Oito 
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semanas após a imunização primária, os camundongos receberam 3 injeções consecutivas 

i.p. de tamoxifeno (3 mg x 3 doses) para induzir a atividade da enzima cre recombinase 

ou veículo. Coletas de soro foram realizadas frequentemente (dias 14, 28, 35, 56, 70, 94 e 

108) até o dia da eutanásia (dia 108 de experimento).  

 

3.28. ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 Os gráficos e as análises estatísticas foram realizados com auxílio do software 

Graphpad Prism® 8. Em todas as variáveis foram testadas a distribuição normal e a 

variância homogênea. Quando a distribuição foi considerada normal e com variância 

homogênea utilizou-se testes paramétricos. Nos casos em que a distribuição não foi 

gaussiana ou em que as variâncias foram estatisticamente significativas entre os grupos 

utilizou-se testes não paramétricos. Os resultados foram expressos em média ± erro 

padrão da média. As diferenças observadas foram consideradas significativas quando p < 

0,05 (5%). Para análises de mortalidade foram utilizados teste de LogRank e Gehan-

Breslow-Wilcoxon. As diferenças observadas foram consideradas significativas quando p 

< 0,05 (5%). 
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4. RESULTADOS 
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4. RESULTADOS 

4.1. DETERMINAÇÃO DA DOSE DE LPS PARA A ATIVAÇÃO DAS CÉLULAS B 

Antes de verificar o papel de AMPK na fisiologia e metabolismo das células B, foi 

questionado qual seria o melhor estímulo para induzir sua ativação para a realização dos 

estudos. Conforme descrito anteriormente, tradicionalmente, as células B podem ser 

ativadas por antígenos de baixa valência (proteínas solúveis ou haptenos conjugados a 

proteínas) juntamente com sinais coestimuladores fornecidos por células T CD4+ nas 

chamadas “respostas dependentes de células T” ou por padrões moleculares repetitivos 

não protéicos (geralmente ligantes de TLRs, como LPS e CpG), induzindo as “respostas 

independentes de células T” (LIAO et al., 2017). Embora menos frequente, altas cargas de 

antígenos que se ligam em múltiplos BCRs são capazes de ativar células B 

independentemente de sinais coestimuladores e, consequentemente, de células T 

(CYSTER; ALLEN, 2019).  

As respostas de células B dependentes de células T são mais demoradas e 

geralmente resultam na produção de plasmócitos de vida longa e células BMEM. Variações 

na concentração dos estímulos in vitro que simulam respostas dependentes de células T 

(geralmente anti (α)-CD40 + IL-4) geram diferentes perfis de proliferação celular e 

diferenciação em ASCs, conforme demonstrado previamente (HAWKINS et al., 2013). Já 

as respostas independentes de células B são mais rápidas e, ao atingir um limiar de 

ativação, os tempos para divisão celular e diferenciação em ASCs independem da dose do 

estímulo (HAWKINS et al., 2013). Desse modo, o uso de LPS tem sido altamente usado em 

diversos estudos por apresentar padrões de respostas celulares mais consistentes.  

Embora diferentes concentrações de LPS não influenciam na proliferação celular e 

diferenciação em ASCs, outros aspectos de ativação de células B não são comumente 

descritos. Desse modo, duas doses de LPS consideradas acima do limiar de ativação foram 

selecionadas a partir de estudos da literatura (Xu, Liew et al. 2008)(HAWKINS et al., 2013) 

para investigar se outros parâmetros de ativação independem da dose do estímulo. Para 

isso, células B CD19+ oriundas de camundongos CT foram cultivadas na presença de 5 ou 

10 µg/mL de LPS por 48 horas (Figura 8A).  

Os resultados mostraram inicialmente que as células B aumentaram de tamanho 

de maneira dose-dependente de LPS (Figura 8B). Embora a frequência de células que 
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expressaram moléculas coestimuladoras (CD40 e CD86) tenha sido semelhante para 

ambas as doses de LPS, células B estimuladas com 10 µg/mL de LPS apresentaram maior 

expressão de CD40, mas nenhuma diferença na expressão de CD86 (Figuras 8C-D).  

Figura 8. Efeito das diferentes concentrações de LPS na ativação de células B CD19+ in vitro. 
A. Células B CD19+ esplênicas obtidas de camundongos CT saudáveis foram estimuladas com 5 ou 
10 µg/mL de LPS e cultivadas por 48 horas em densidade de 1x106 células/mL. B. Estratégia de 
gate e observação do efeito do estímulo sobre as características morfológicas das células B. C-D. 
Efeito das diferentes concentrações de LPS na frequência (C) e MFI (D) de células B CD19+ na 
expressão de moléculas coestimuladoras (CD40 e CD86). E. Quantificação de IL-10 no 
sobrenadante da cultura celular por ELISA; os resultados foram expressos em pg/mL. Estes dados 
são representativos de dois ou três experimentos independentes. n=3 amostras por grupos. 
*p<0,05. CT: controle; MFI: média de intensidade de fluorescência. 
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Além disso, células estimuladas com 10 µg/mL de LPS produziram mais IL-10 do 

que aquelas estimuladas com a concentração de 5 µg/mL (Figura 8E). Desse modo, foi 

observado que outros fatores indicadores de ativação, como a expressão de moléculas 

coestimuladoras e síntese de citocinas, são modulados de maneira dose-dependente de 

LPS. 

 

4.2. EFEITO DAS DIFERENTES DOSES DE LPS E DE OUTROS ESTÍMULOS NO PERFIL 

METABÓLICO DAS CÉLULAS B 

O tipo e a taxa das atividades metabólicas essenciais também têm sido utilizados 

como parâmetros para descrever a ativação celular (PEARCE; PEARCE, 2013). De fato, as 

células B ativadas aumentam a atividade glicolítica aeróbica quando comparadas com 

células B quiescentes, ou seja, elevam a produção de lactato (Caro-Maldonado, Wang et al. 

2014). Dessa forma, as diferentes doses de LPS foram novamente utilizadas para avaliar 

se a concentração do estímulo influencia nos parâmetros metabólicos das células B 

usando o mesmo protocolo descrito anteriormente (Figura 9A).  

Os resultados mostraram que tanto a captação de glicose (Figura 9B) como o 

aumento da atividade glicolítica aeróbica, indicada pelo consumo de glicose, produção de 

lactato e/ou pela relação produção de lactato/ consumo de glicose (Figuras 9D, E e F, 

respectivamente), dependem da dose de LPS. Assim, os dados mostraram que a maior 

dose de LPS, 10 µg/mL, leva a uma maior ativação celular e metabólica em células B e, por 

isso, foi escolhida para os experimentos posteriores. 

  Em seguida, de modo semelhante ao realizado com o LPS, outros ativadores que 

simulam respostas de células B dependentes (αCD40 + IL-4) e independentes (CpG, αIgM) 

de células T foram testados para selecionar a dose mais efetiva, utilizando-se os 

parâmetros metabólicos da relação produção de lactato/consumo de glicose para esta 

seleção (dados não mostrados).  
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Figura 9. Efeito de diferentes concentrações de LPS e de outros estímulos no metabolismo 
de células B CD19+. A. Células B CD19+ esplênicas obtidas de camundongos CT saudáveis foram 
estimuladas com 5 ou 10 µg/mL de LPS e cultivadas por 48 horas em densidade de 1x106 
células/mL. Alternativamente, células B também foram estimuladas com uso de anti (α)-IgM (10 
µg/mL), LPS (10 µg/mL), CpG (1 mM), ou αCD40 (1 µg/mL) + IL-4 (10 ng/mL) por 72 horas. As 
concentrações de αCD40, IL-4, CpG e αIgM também foram otimizadas como a de LPS, mas apenas 
os resultados com as melhores concentrações foram mostrados. B-C. Frequência (B) e MFI (C) de 
células B CD19+ na captação de glicose fluorescente (2-NBDG). D-E. Efeito das diferentes 
concentrações de LPS na produção/liberação de lactato (D) e consumo de glicose (E) 
quantificados no meio de cultura celular. F. A razão lactato/glicose é informativa de maior 
atividade de glicólise aeróbica e também indicativa de ativação celular. G. Efeito dos diferentes 
estímulos (αIgM, LPS, CpG, ou αCD40 + IL-4) na atividade de glicólise aeróbica. H. Efeito da 



R e s u l t a d o s | 73 

 

inibição da captação de glicose (2-DG - 5mM) na expressão de CD40 nas células B. Estes dados são 
representativos de um ou dois experimentos independentes. n=1 (pool de 3 amostras) ou n=3 
amostras por grupo. 2-NBDG: 2-(N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-il)amino)-2-deoxiglicose; 2-
DG: 2-deoxiglicose; CT: controle; MFI: média de intensidade de fluorescência. 
 

Posteriormente, usando-se o mesmo critério metabólico, comparou-se a melhor 

dose efetiva de todos os estímulos selecionados para determinar qual ativador induzia 

maior atividade glicolítica após 72 horas de estímulo. Conforme esperado, os resultados 

mostraram que estímulos que simulam as respostas independentes de células T geraram 

maior atividade glicolítica nas células B, sendo o LPS o mais potente deles (Figura 9G). 

Finalmente, foi demonstrado que a ativação das células B foi dependente da captação de 

glicose, uma vez que a inibição deste processo com o uso do inibidor 2-DG diminuiu 

drasticamente a expressão da molécula coestimuladora CD40 em células B estimuladas 

com 10 µg/mL (Figura 9H). Em conjunto, os resultados mostraram que a ativação de 

células B é influenciada pela concentração e tipo de estímulo e que também depende da 

disponibilidade de glicose. 

 

4.3. AVALIAÇÃO DO PAPEL DE AMPK DURANTE A ATIVAÇÃO DE CÉLULAS B 

MURINAS E EM SUBTIPOS DE CÉLULAS B HUMANAS 

Em seguida, foi questionado se AMPK teria algum papel no processo de ativação de 

células B após estímulo com LPS. De fato, células B aumentaram a fosforilação no resíduo 

de treonina 172 da subunidade catalítica a de AMPK após estímulo com LPS por 1 hora 

(Figura 10A-C), inferindo que AMPK desempenha funções fisiológicas nos mecanismos de 

ativação destas células.  

Foram também realizadas análises in silico com bancos de dados de 

sequenciamento de RNA de células individuais (scRNAseq) através do software do Single 

Cell Expression Atlas (banco de dados número ERP109332). As avaliações foram feitas 

em células B obtidas de humanos saudáveis sem nenhum tipo de estímulo. Os resultados 

mostraram que AMPK é importante para diversos subtipos de células B, principalmente 

células B naive, de estágio transicional e plasmoblastos (Figuras 10D-E). 
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Figura 10. Papel de AMPK na ativação de células B estimuladas com LPS e em células B de 

humanos. A. Células B CD19+ esplênicas obtidas de camundongos CT saudáveis foram 

estimuladas com 5 ou 10 µg/mL de LPS e cultivadas por 1 hora (para avaliação da ativação de 

AMPK) ou por 48 horas (para os demais experimentos) em densidade de 1x106 células/mL. B-C. 

Efeito da estimulação de células B com LPS na fosforilação (ativação) de AMPK. Os resultados 

foram quantificados em software apropriado (ImageJ, National Institutes of Health, EUA) e os 

valores obtidos de pAMPK foram normalizados pelos valores de AMPK total. D-E. Análise in silico 

realizada com dados de sequenciamento de RNA de células individuais (scRNAseq) através do 
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software do Single Cell Expression Atlas (banco de dados número ERP109332). É demonstrado o 

grupamento dos subtipos de células B obtidas de humanos saudáveis, incluindo BMEM (amarelo), 

naïve (verde), plasmoblastos (azul) e estágio transicional (vermelho) (A), e o nível de expressão 

de AMPK nas células correspondentes em A (B). Quanto maior a densidade de cor azul, maior a 

expressão de AMPK no subtipo de células B correspondente. Estes dados são representativos de 

um ou dois experimentos independentes. n=1 (pool de 3 amostras) ou n=3 amostras por grupo. 

Estes dados são representativos de 2 experimentos independentes. n=2-4 amostras por grupo. 

*p<0,05. BMEM: células B de memória; CT: controle; pAMPK: AMPK fosforilado. 

 
 

4.4. AVALIAÇÃO DO PAPEL DE AMPK NO PERFIL METABÓLICO E NA SÍNTESE DE 

CITOCINAS NAS CÉLULAS B  

Uma vez que AMPK se mostrou importante no papel de ativação de células B 

murinas, foram utilizadas células B deficientes de AMPK (AMPKΔB) para avaliar o papel 

desta proteína nos parâmetros de ativação celular e metabolismo usados até o momento. 

Para isso, células CT ou AMPKΔB foram estimuladas com 10 µg/mL de LPS e cultivadas por 

6, 24, 48 e/ou 72 horas (Figura 11A). Células AMPKΔB estimuladas por 48 horas tiveram 

maior atividade glicolítica aeróbica quando comparadas às células B CT (Figuras 11B). De 

modo interessante, células AMPKΔB produziram maior quantidade de IL-10 e IL-6 do que 

células B CT já a partir de 6 ou 24 horas de cultura, respectivamente (Figura 11C-D).  

Posteriormente, foi questionado se a síntese de citocinas era diretamente 

relacionada com a atividade metabólica de células B e se AMPK poderia regular este 

processo. Para isso, as células foram estimuladas e cultivadas em meio RPMI sem glicose 

ou na presença de galactose (um indutor do metabolismo oxidativo) ao invés de glicose 

(Figura 11A). Os resultados mostraram que, assim como a expressão de CD40 (Figura 9H), 

células B CT e AMPKΔB estimuladas com LPS foram incapazes de sintetizar IL-10 (Figura 

11E). A adição de galactose no meio de cultura desprovido de glicose foi capaz de 

restabelecer parcialmente a capacidade das células B de ambos os grupos de produzirem 

a citocina, porém em menor quantidade do que quando expostas ao meio contendo glicose 

(Figura 11E). De modo interessante, as células AMPKΔB foram capazes de produzir mais 

IL-10 do que células B CT em todas as condições experimentais (Figura 11E).  
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Figura 11. Efeito da deleção de AMPK em células B CD19+ na ativação celular estimuladas 
com LPS e na diferenciação em células B CG ou ASC estimuladas com 𝛂CD40 + IL-4. A. Células 
B CD19+ esplênicas obtidas de camundongos CT ou AMPKΔB saudáveis foram estimuladas com 10 
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µg/mL de LPS e cultivadas por 6, 24, 48 ou 72 horas em densidade de 1x106 células/mL. 
Alternativamente, células B foram estimuladas com 10 µg/mL de LPS na presença ou ausência de 
glicose (10 mM) ou galactose (10 mM). Ainda, células B também foram estimuladas com uso de 
anti (α)-IgM (10 µg/mL), LPS (10 µg/mL), CpG (1 mM), ou αCD40 (1 µg/mL) + IL-4 (10 ng/mL) 
por 72 horas. As concentrações de αCD40, IL-4, CpG e αIgM também foram otimizadas como a de 
LPS, mas apenas os resultados com as melhores concentrações foram mostrados. B. Razão 
lactato/glicose é informativa de maior atividade de glicólise aeróbica e também indicativa de 
ativação celular. C-D. Quantificação de IL-10 (C) e IL-6 (D) no sobrenadante da cultura celular por 
ELISA após 6, 24, 48 ou 72 horas de estímulo com 10 µg/mL de LPS. E. Células B foram estimuladas 
com 10 µg/mL de LPS na presença ou ausência de glicose (10 mM) ou galactose (10 mM) para a 
quantificação de IL-10 no sobrenadante de cultura por ELISA. Galactose é utilizada para forçar a 
fosforilação oxidativa mitocondrial. F. Efeito dos diferentes estímulos (αIgM, LPS, CpG, ou αCD40 
+ IL-4) na atividade de glicólise aeróbica de células B CT e AMPKΔB. G. Avaliação da frequência de 
células B CG (CD19+GL-7+) e de ASC (CD138+) após estímulo com 𝛂CD40 (10 𝛍g/mL) + IL-4 (10 
ng/mL) por 72 horas. Estes dados são representativos de 1-3 experimentos independentes. n=1 
(pool de 3 amostras) ou n=2-4 amostras por grupo. *p<0,05. AMPKΔB: Células B CD19+ deficientes 
de AMPK; ASCs: células secretoras de anticorpos; CG: centro germinativo; CT: controle; NE: não 
estimulado. 
 
 

Finalmente, células B CT e AMPKΔB foram estimuladas com diferentes ativadores 

por 72 horas. Células AMPKΔB tiveram maior atividade glicolítica aeróbica após estímulos 

com LPS e CpG do que as células B CT, mas não diferiram entre si com uso de aIgM e aCD40 

+ IL-4 (Figura 11F). Da mesma forma, não houve diferença nas frequências de células de 

CG (GL-7+) e ASCs (CD138+) entre os dois grupos de células B após estímulo com aCD40 + 

IL-4 (Figura 11G).  Em conjunto, os resultados demonstram que a síntese de citocinas por 

células B é dependente do metabolismo glicolítico e oxidativo e que AMPK regula 

negativamente tanto o metabolismo glicolítico, como a síntese de citocinas. 

Adicionalmente, AMPK parece desempenhar um papel majoritário em respostas 

independentes de células T. 

 
 

4.5. AVALIAÇÃO DO PAPEL DE AMPK NA PROLIFERAÇÃO DAS CÉLULAS B E NA 

DIFERENCIAÇÃO E PRODUÇÃO DE ANTICORPOS EM CÉLULAS SECRETORAS 

DE ANTICORPOS 

Uma vez que as determinações de aumento da síntese de citocinas e da atividade 

glicolítica em células AMPKΔB foram realizadas por análises no sobrenadante de cultura, 

foi questionado se estes resultados não poderiam ser consequência de uma maior 

proliferação destas células. De fato, células AMPKΔB mostraram maior taxa de proliferação 

celular após 72 horas de estímulo com LPS, mas nenhuma alteração foi observada após 

48 horas de cultura (Figuras 12A-B). Como as diferenças na síntese das biomoléculas 
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analisadas já começaram a ocorrer após 6-24 horas de estímulo com LPS, pode-se inferir 

que as alterações encontradas parecem não ser decorrentes do aumento da proliferação 

de células AMPKΔB. No entanto, todos os resultados obtidos com cultura celular acima de 

72 horas foram normalizados. Para isso, foram realizadas contagens do número total de 

células presentes em cada poço ao final do experimento e, dependendo do tipo de análise, 

o número de células da população de interesse foi determinada pelo cálculo da frequência 

desta população. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Efeito da deleção de AMPK em células B CD19+ na proliferação e diferenciação 
em ASCs estimuladas com LPS. A. Células B CD19+ esplênicas obtidas de camundongos CT ou 
AMPKΔB saudáveis foram estimuladas com 10 µg/mL de LPS e cultivadas por 2 ou 3 dias em 
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densidade de 1x106 células/mL para avaliação da proliferação celular. Alternativamente, células 
B foram estimuladas com 10 µg/mL de LPS, 10 ng/mL de BAFF e 10 ng/mL de IL-4 por 3 ou 7 dias 
para avaliação da frequência de ASC e da secreção de anticorpos IgM e IgG1. B. Células B CT e 
AMPKΔB foram marcadas com 1,25 𝛍M de CellTraceTM e estimuladas com 10 µg/mL de LPS por 2 
ou 3 dias para avaliação da frequência de células proliferadas. C-D. Frequência (%) de ASC (C) e 
quantificação de IgM secretada (D) no sobrenadante de cultura celular em células B CT e AMPKΔB 

estimuladas com 10 µg/mL de LPS por 3 dias; os resultados da determinação de IgM foram 
expressos em pg/mL e corrigidos pelo número de plasmoblastos (CD19+CD138+). E-G. Frequência 
(%) de ASC (E) e quantificação de IgM (F) e IgG1 (G) secretadas no sobrenadante de cultura celular 
em células B CT e AMPKΔB estimuladas com 10 µg/mL de LPS, 10 ng/mL de BAFF e 10 ng/mL de 
IL-4 por 7 dias; os resultados da determinação de IgM e IgG1 foram expressos em pg/mL e 
corrigidos pelo número de ASCs (CD138+). Estes dados são representativos de 2-3 experimentos 
independentes. n=2-5 amostras por grupo. *p<0,05. AMPKΔB: Células B CD19+ deficientes de 
AMPK; ASCs: células secretoras de anticorpos; CT: controle. 
 

 Posteriormente, células B foram estimuladas com LPS para verificar se o aumento 

da atividade glicolítica induzida pela ausência de AMPK impactaria a diferenciação destas 

células em ASCs (CD19+CD138+ e/ou CD19-CD138+). Células AMPKΔB foram cultivadas por 

3 e 7 dias e, embora tenham se diferenciado menos em ASCs, elas produziram mais 

anticorpos no dia 3 de cultura celular, seguido pelo comprometimento desta produção no 

dia 7 (Figuras 12C-G).  

Esses resultados foram confirmados pela quantificação diária de IgM no 

sobrenadante de cultura, quando foi observado um aumento na síntese da 

imunoglobulina até o dia 3 pelas células AMPKΔB, seguida pela diminuição da secreção do 

dia 4 até o dia 8 de experimento (Figura 13A-I). Em conjunto, os resultados mostraram 

que AMPK regula negativamente a diferenciação em ASCs e a secreção de anticorpos.   
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Figura 13. Avaliação da secreção de anticorpos IgM em células AMPKΔB estimuladas com 
LPS. A. Células B CD19+ esplênicas obtidas de camundongos CT ou AMPKΔB saudáveis foram 
estimuladas com 1 µg/mL de LPS, 10 ng/mL de BAFF e cultivadas por 8 dias em densidade de 
1x106 células/mL. No dia 3 de cultura foi adicionado o mesmo volume de meio de cultura 
contendo os estímulos e as células foram dívidas em 2 poços. No dia 6 de cultura, apenas novo 
meio de cultura foi adicionado aos poços contendo as células e novamente divididos em 2 novos 
poços. A coleta de sobrenadante foi feita diariamente e os sobrenadantes de cultura das mesmas 
amostras foram coletados juntamente para as análises (pool). B-I. O sobrenadante de cultura foi 
utilizado para detecção de IgM secretada por ELISA. Os resultados foram normalizados pelo 
número de células CD138+. Estes dados são representativos de 1 experimento. n= 1 animal com 
triplicatas técnicas. AMPKΔB: Células B CD19+ deficientes de AMPK; CT: controle. 
 

4.6. AVALIAÇÃO DO PAPEL DE AMPK NA CAPTAÇÃO DE GLICOSE E NA EXPRESSÃO 

DE MOLÉCULAS COESTIMULADORAS NAS CÉLULAS B 

Uma vez que o aumento da glicólise parece contribuir com o estado de ativação de 

células B, células AMPKΔB estimuladas tiveram maior frequência na captação de glicose 

após 48 horas de cultura e maior frequência na expressão de moléculas coestimuladoras 

CD40 e CD86 após 24 e 48 horas de estímulo (Figuras 14A-B, D e F). A avaliação da 

intensidade média de fluorescência (MFI, do inglês mean fluorescence intensity) mostrou 

que as células AMPKΔB captaram mais glicose e expressaram maior quantidade de CD40 e 

CD86 após 24 e 48 horas quando comparadas às células B CT (Figuras 14C, E e G). Em 

conjunto, estes dados sugerem que AMPK regula a captação de glicose e o limiar de 

ativação das células B. 
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Figura 14. Efeito da deleção de AMPK em células B na captação de glicose e na expressão de 
moléculas coestimuladoras após estímulo com LPS. A. Células B CD19+ esplênicas obtidas de 
camundongos CT ou AMPKΔB saudáveis foram estimuladas com 10 µg/mL de LPS e cultivadas por 
6, 24 ou 48 horas em densidade de 1x106 células/mL. B-G. Frequência (B, D e F)) e MFI (C, E e G)) 
de células B CT ou AMPKΔB na captação de glicose fluorescente (2-NBDG) e na expressão de 
moléculas coestimuladoras (CD40 e CD86) após 6 (B e C), 24 (D e E) e 48 horas (F e G) de estímulo 
com LPS. Estes dados são representativos de um experimento. n=3 amostras por grupo. 2-NBDG: 
2-(N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-il)amino)-2-deoxiglicose; AMPKΔB: Células B CD19+ 

deficientes de AMPK;  CT: controle; MFI: média de intensidade de fluorescência. 

 
 

4.7. AVALIAÇÃO DO PAPEL DE AMPK NA EXPRESSÃO E ATIVIDADE DE 

PROTEINAS RELACIONADAS AO METABOLISMO DAS CÉLULAS B 

Para confirmar que células AMPKΔB têm uma maior atividade glicolítica e captação 

de glicose, nós avaliamos a expressão de genes relacionados à síntese de enzimas 

glicolíticas, bem como do transportador de glicose GLUT-1. Confirmando os resultados 

anteriores, células AMPKΔB tiveram maior expressão do gene relacionado ao 

transportador GLUT-1 (Slc2a1) e das enzimas hexoquinase-2 (Hk2), fosfofrutoquinase 1 

(Pfk1) e piruvato quinase 2 (Pkm2) (Figuras 15A-D). Além disso, nós também avaliamos 

a atividade das enzimas PKM2 e lactato desidrogenase (LDH) que se mostraram 
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aumentadas (Figuras 15E-F), corroborando os achados de que AMPK regula 

negativamente a glicólise aeróbica. De modo interessante, foi também observado o 

aumento da expressão gênica da enzima mitocondrial piruvato desidrogenase quinase 

(Pdk1) em células AMPKΔB, responsável por regular negativamente o complexo da 

piruvato desidrogenase na conversão de piruvato em acetil-CoA. O acetil-CoA é o 

substrato derivado da glicólise que alimenta o ciclo do ATC e, consequentemente, a 

OXPHOS. Dessa maneira, interpreta-se que células AMPKΔB direcionem preferencialmente 

o piruvato para a produção de lactato e, como consequência, a atividade mitocondrial 

deve estar comprometida. 

Figura 15. Expressão e atividade enzimática de moléculas relacionadas ao metabolismo 
celular em células AMPKΔB após estímulo com LPS. Células B CD19+ esplênicas obtidas de 
camundongos CT ou AMPKΔB saudáveis foram estimuladas com 10 µg/mL de LPS e cultivadas por 
48 horas em densidade de 1x106 células/mL. Resultados semelhantes foram obtidos com células 
estimuladas por 24 horas (dados não mostrados). A-F. Avaliaram-se as expressões gênicas do 
transportador de glicose (Scl2a1) (A), de enzimas relacionadas à glicólise [hexoquinase 2 – Hk2 
(B); fosfofrutoquinase 1 – Pfk1 (C); Piruvato quinase 2 - Pkm2 (D)] e da enzima mitocondrial 
piruvato desidrogenase quinase (Pdk1) (E). PDK1 inibe a atividade da enzima piruvato 
desidrogenase e consequente conversão do piruvato em acetil-CoA (substrato para o ciclo do 
ATC). Ainda, as atividades enzimáticas de PKM2 (F) e da lactato desidrogenase (LDH) (G), enzima 
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específica relacionada à glicólise aeróbica, também foram determinadas após lavagem das células 
e subsequente lise celular. Estes dados são representativos de 2 experimentos independentes. n=1 
(pool de amostras) ou 3-4 amostras por grupo. *p<0,05. AMPKΔB: Células B CD19+ deficientes de 
AMPK; CT: controle. 

 

4.8. AVALIAÇÃO DO PAPEL DE AMPK NA MASSA E NO POTENCIAL DE MEMBRANA 

MITOCONDRIAIS NAS CÉLULAS B 

Uma vez que as células AMPKΔB priorizam a via glicolítia, foi investigado se a 

atividade mitocondrial foi realmente comprometida nestas células. De modo interessante, 

tanto a massa como a atividade mitocondrial encontraram-se reduzidas nestas células, 

como pode ser observado em experimentos de microscopia e citometria de fluxo (Figuras 

16A-C). É importante ressaltar que as análises foram feitas com células CD19+ totais, mas 

não houve diferenças significativas entre células B convencionais (CD19+CD138-) e 

plasmoblastos (CD19+CD138+) (dados não mostrados). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Avaliação da massa e atividade mitocondrial em células AMPKΔB estimuladas 
com LPS. Células B CD19+ esplênicas obtidas de camundongos CT ou AMPKΔB saudáveis foram 
estimuladas ou não com 10 µg/mL de LPS e cultivadas por 48 horas em densidade de 1x106 
células/mL. Resultados semelhantes foram obtidos com células estimuladas por 24 horas (dados 
não mostrados). A. Fotomicrografias imunofluorescentes representativas de células B CT e 
AMPKΔB marcadas com TMRE (verde; relativo a atividade mitocondrial), MitoTracker Deep Red 
(vermelho; relativo a massa mitocondrial) e Hoechst (azul; núcleo celular). Objetiva: 40x. B. 
Análise da massa mitocondrial (MitoTracker) por citometria de fluxo (MFI) de células CD19+ 
totais. C. Análise da atividade mitocondrial (TMRE) por citometria de fluxo (MFI) de células CD19+ 
totais. Resultados semelhantes foram obtidos por sistema de imagem por campo largo (dados não 
mostrados). Estes dados são representativos de 1 experimento para cada técnica empregada. n=4 
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amostras por grupo. *p<0,05. AMPKΔB: Células B CD19+ deficientes de AMPK; CT: controle; MFI: 
média de intensidade de fluorescência. 

 

4.9. ANÁLISE DO CONSUMO DE OXIGÊNICO EM TEMPO REAL DE CÉLULAS B 

DEFICIENTES EM AMPK 

Dado o fato de que células AMPKΔB apresentaram menor massa e atividade 

mitocondrial, o consumo de oxigênio em tempo real destas células foi avaliado. Os 

resultados confirmaram que, de modo geral, as células AMPKΔB possuem menor atividade 

metabólica mitocondrial (Figura 17A). Especificamente, células AMPKΔB tiveram menor 

respiração basal, escape de prótons, produção de ATP, respiração máxima e capacidade 

respiratória extra do que células B CT (Figuras 17B-H). Desse modo, os resultados 

mostraram que AMPK regula a atividade mitocondrial de células B estimuladas com LPS. 

 
Figura 17. Avaliação do consumo de oxigênio em tempo real por analisador de fluxo 
extracelular (seahorse) de células AMPKΔB estimuladas com LPS. A-G. Células B CD19+ 
esplênicas obtidas de camundongos CT ou AMPKΔB saudáveis foram estimuladas ou não com 10 
µg/mL de LPS e cultivadas overnight em densidade de 1x106 células/mL. Após o período de 
cultura, as células foram lavadas e colocadas em meio de cultura RPMI não-tamponado 
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suplementado com 10 mM de glicose, 1 mM de glutamina e 1 mM de piruvato de sódio e então 
avaliadas quanto às taxas de consumo de oxigênio (OCR) com uso de estressores mitocondriais na 
seguinte sequência: 1 𝛍M de oligomicina - inibidor da ATP sintase; 1,5 𝛍M de FCCP - desacoplador 
e acelerador da cadeia respiratória mitocondrial; 2 𝛍M de antimicina-A + 2 𝛍M de rotenona - 
ambos inibidores da cadeia transportadora de elétrons. Os resultados foram normalizados pelo 
número de células presentes em cada poço. À partir do perfil de consumo de oxigênio antes e após 
o uso dos estressores mitocondriais (A) é possível determinar diversos parâmetros que podem 
ser calculados de acordo com o item B:  respiração basal (C), escape de prótons (D), produção de 
ATP (E), respiração máxima (F), capacidade respiratória (G) e respiração não mitocondrial (H). 
Estes dados são representativos de 2 experimentos. n=6-10 amostras por grupo. AMPKΔB: Células 
B CD19+ deficientes de AMPK; CT: controle; FCCP: cianeto de carbonila p-trifluorometoxi-fenil-
hidrazona. 
 
 

4.10. EFEITO DA ATIVAÇÃO DE AMPK E DA AUSÊNCIA DE MTORC1 NA ATIVAÇÃO E 

METABOLISMO DAS CÉLULAS B 

AMPK é o principal inibidor fisiológico de mTORC1, mas também dotado de outras 

funções. Desse modo, foi avaliado se as principais alterações observadas até o momento 

com a ausência de AMPK foram mediadas pelo aumento da atividade de mTORC1. Para 

isso, foi utilizada metformina, droga antidiabética comumente usada na clínica e descrita 

como ativadora não seletiva de AMPK. De modo interessante, a produção de lactato, a 

síntese de IL-10 e a expressão de CD40 foram diminuídas nas células B CT tratadas com a 

droga, em oposição ao encontrado em células AMPKΔB (Figuras 18A-D). De modo 

semelhante, a estimulação de células B deficientes de raptor (RaptorΔB), subunidade 

essencial para o correto funcionamento de mTORC1, levou a resultados semelhantes 

àqueles observados com células B CT tratadas com metformina (Figuras 18E-G). Estes 

resultados sugerem que a maioria das alterações observadas em células AMPKΔB são 

mediadas, pelo menos parcialmente, pelo aumento da atividade de mTORC1. 
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Figura 18. Efeitos da ativação de AMPK e da deleção de mTORC1 no metabolismo, ativação 
e diferenciação de células B após estimulação com LPS. A. Células B CD19+ esplênicas obtidas 
de camundongos CT saudáveis foram estimuladas com 10 µg/mL de LPS e 1 mM de metformina e 
cultivadas por 48 horas em densidade de 1x106 células/mL. Alternativamente, células B CD19+ 
esplênicas foram obtidas de camundongos Raptor𝚫B e estimuladas com 10 µg/mL nas mesmas 
condições descritas anteriormente. B-G. Quantificação de lactato (B e E) e IL-10 (C e F) e análise 
de expressão de CD40 (D e G). Estes dados são representativos de 1 experimento. n=3-4 amostras 
por grupo. *p<0,05. CT: controle; Raptor𝚫B: células B deficientes em Raptor (mTORC1).  
 

 

4.11. AVALIAÇÃO DA REDE PROTEICA RELACIONADA A AMPK 

Análises in silico com uso de banco de dados de interações de proteínas previsíveis 

(STRING) mostrou as 20 principais proteínas relacionadas à proteína PRKAA1 que 

corresponde a subunidade catalítica a de AMPK (Figura 19A). Esta lista incluiu proteínas 

relacionadas ao eixo AMPK-mTORC1 (por exemplo, TSC1, TSC2, RPTOR, MTOR, RHEB), 

também incluiu o ativador fisiológico de AMPK sensível a altas concentrações de cálcio 

(CAMKK2), proteínas que constituem os diferentes heterotrímeros de AMPK (PRKAA1, 

PRKAG1 PRKAA2, PRKAB1, PRKAG1, PRKAG2, PRKAG3) e proteínas-alvo de AMPK 

(acetil-CoA carboxilase – ACACA, promotora da b-oxidação; proteína quinase do tipo unc-

51 - ULK1, responsável pelos processos de autofagia/mitofagia) (Figura 19A).  
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Figura 19. Rede de interação proteica relacionada a via de sinalização de AMPK. Análise 
bioinformática com banco de dados de interações de proteínas previsíveis (STRING). As 
interações incluem associações físicas e funcionais. A. Relação das 20 proteínas mais relacionadas 
a via de sinalizaçãoi de AMPK usando banco de dados KEGG. Número de nós: 21; número de 
arestas: 137; grau médio das arestas: 13; média do coeficiente de agrupamento local: 0,861; 
número esperado de arestas: 21; valor-p de enriquecimento de interação proteína-proteína <1 x 
10-16.  
 
 

4.12. AVALIAÇÃO DO PAPEL DE AMPK NA MITOFAGIA DAS CÉLULAS B 

Os resultados da análise in silico levaram à hipótese de que a função mitocondrial 

prejudicada observada em células AMPKΔB poderia também ser decorrente da deficiência 

no processo de mitofagia que, por sua vez, poderia comprometer a longevidade celular. 

De fato, células AMPKΔB estimuladas com LPS por 48 horas e deixadas em meio de cultura 

sem glicose por 2 horas para permitir ativação de AMPK, tiveram menor ativação da 
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proteína ULK1 (Figuras 20A-B). Após AMPK fosforilar ULK1, esta proteína migra para a 

mitocôndria e ativa uma cascata de sinalização que culmina em sua fusão com lisossomos. 

Para testar se esse processo estava prejudicado em células AMPKΔB, foi realizada a 

colocalização de mitocôndria e LAMP1, um marcador lisossomal que, se associado à 

mitocôndria, indica a formação de mitofagossomos. Corroborando os resultados 

anteriores, células AMPKΔB apresentaram menor sobreposição de LAMP1 em 

mitocôndrias, inferindo uma menor atividade mitofágica nestas células (Figuras 20C-D).  

A deficiência de processos de mitofagia leva ao acúmulo de mitocôndrias com 

funções prejudicadas que, por sua vez, aumentam a produção de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) e podem induzir morte celular por diversos mecanismos, incluindo 

peroxidação lipídica. Para verificar esta hipótese, camundongos CT e AMPKΔB foram 

imunizados com NP-KLH, novamente imunizados após 3 semanas e sacrificados 8 

semanas após a última imunização (Figura 20E). De fato, células BMEM (que também tem 

função mitocondrial prejudicada) obtidas de camundongos AMPKΔB tiveram maior 

produção de ROS mitocondrial e maior peroxidação lipídica que células BMEM de 

camundongos controle (Figuras 20F-I). É importante ressaltar que os gráficos 

apresentados na Figura 19 foram intencionalmente apresentados em seus formatos 

originais (com legendas adaptadas) do artigo científico publicado em colaboração com o 

grupo do Prof. Mark R. Boothby (BROOKENS et al., 2020a). Os resultados aqui 

apresentados foram obtidos pela primeira autora do estudo Shawna K. Brookens com 

colaboração do autor desse trabalho aqui apresentado, como pode ser verificado no item 

10.1. 
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Figura 20. Avaliação do papel de AMPK na ativação na autofagia de células B estimuladas 
com LPS e na peroxidação lipídica de células B de camundongos imunizados. A. Células B 
Thy1.2- esplênicas obtidas de camundongos CT ou AMPKΔB saudáveis foram estimuladas com 5 
µg/mL de LPS, 10 ng/mL de BAFF e 50 nM de 4-OHT e, então, cultivadas por 48 horas em 
densidade de 1x106 células/mL. Alternativamente (seta pontilhada), as células B foram 
estimuladas sob mesmas condições e deixadas em meio de cultura sem glicose por 2 horas antes 
das análises. B. ULK fosforilada na serina 317 em células B CT ou AMPKΔB após estímulo com LPS 
seguido de privação de glicose por 2 horas. C-D. Colocalização por imagem (C) e quantificação (D) 
de mitocôndria LAMP1+ em células B. MitoTracker Deep Red pode ser observado em azul, LAMP1 
em verde e B220 em vermelho. Aumento da imagem: 100x. E. Camundongos CT e AMPKΔB foram 
imunizados com 100 𝛍g de NP-KLH diluído em Alum, i.p, no dia 0 e receberam uma nova aplicação 
após 3 semanas. Finalmente, os camundongos foram sacrificados 11 semanas após a primeira 
imunização para a realização dos experimentos. F-G. Frequência (F) e MFI normalizado pelo CT 
(G) de mitoSOX como medida da produção de ROS mitocondrial em células CT ou AMPKΔB 
estimuladas com LPS. H-I. Frequência (H) e MFI normalizado pelo CT (I) de BODIPY 581/591 C11, 
como resultado da peroxidação lipídica. Estes dados são representativos de 2 experimentos 
independentes. n=3-4 animais por grupo. *p<0,05. 4-OHT: 4-hidroxitamoxifeno; AMPKΔB: Células 
B CD19+ deficientes de AMPK; CT: controle; i.p.: intraperitoneal; KLH: hemocianina da lapa 
keyhole; MFI: média de intensidade de fluorescência; NP: 4-hidroxi-3-nitrofenil. #Os gráficos dessa 
figura foram intencionalmente apresentados em seus formatos originais com legendas adaptadas 
do artigo científico publicado em colaboração com o grupo do Prof. Mark R. Boothby (BROOKENS 
et al., 2020a). Os resultados aqui apresentados foram obtidos pela primeira autora do estudo 
Shawna K. Brookens com colaboração do autor desse trabalho aqui apresentado, como pode ser 
verificado no item 10.1. 
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4.13. AVALIAÇÃO DO CURSO CLÍNICO DA COLITE EXPERIMENTAL AGUDA EM 

CAMUNDONGOS AMPKΔB  

Em seguida, foi questionado se as modificações funcionais induzidas pela ausência 

de AMPK em células B seriam suficientes para alterar o curso clínico de doenças 

inflamatórias. O ambiente intestinal é rico em bactérias pertencentes à microbiota 

indígena e o hospedeiro é constantemente desafiado por estes e outros microorganismos 

oportunistas. Células B no intestino apresentam papel primordial na regulação e proteção 

contra infecções, principalmente por secretarem grandes quantidades de IgA após 

diferenciarem-se em plasmócitos. Desse modo, foi investigado se o curso clínico da colite 

experimental poderia ser modificado em animais AMPKΔB.  

Para isso, camundongos CT e AMPKΔB receberam água de beber contendo 3% de 

DSS por 7 dias para a indução da doença aguda (Figura 21A). De modo interessante, 

camundongos AMPKΔB apresentaram menor escore clínico e praticamente não perderam 

peso durante o período de exposição ao DSS, diferentemente dos animais CT (Figuras 

21B-D). Uma vez que a responsividade ao modelo químico de colite experimental 

induzido por DSS pode ser diferente entre machos e fêmeas (BABICKOVA et al., 2015), 

camundongos AMPKΔB fêmeas foram avaliados e também foram protegidos da doença 

(Figura 21E).  

Em seguida, para verificar se os resultados observados foram dependentes do 

modelo experimental utilizado, camundongos AMPKΔB machos foram induzidos à colite 

pelo método do TNBS (também químico) e tiveram menor perda de peso, melhor 

recuperação e melhor taxa de sobrevida, embora as diferenças não tenham sido 

estatisticamente significativas pelo baixo número de amostras (Figuras 21F-H). Em 

conjunto, esses resultados mostram que a alteração fisiológica de células B induzida pela 

ausência de AMPK melhorou o curso da colite experimental aguda. 
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Figura 21. Avaliação clínica de camundongos CT ou AMPKΔB submetidos à colite 
experimental aguda por DSS ou TNBS. A. Camundongos CT ou AMPKΔB machos foram 
submetidos à colite experimental pela adição de 3% de DSS na água de beber continuamente por 
7 dias. B. Escore clínico foi determinado à partir dos sinais clínicos (consistência das fezes, 
presença/ausência de sangue e perda de peso) que receberam pontuações seguindo os critérios 
descritos na Tabela 3. C. A variação de peso foi calculada em relação ao peso observado no 
primeiro dia de exposição ao DSS. D. O escore acumulado corresponde a soma do escore clínico 
nos sete dias de exposição ao DSS. E. Análise do escore clínico de camundongos CT e AMPKΔB 

fêmeas submetidas à colite experimental por DSS conforme protocolo descrito anteriormente. F. 
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Camundongos CT ou AMPKΔB machos foram deixados em jejum overnight e, então, 100 𝛍L de uma 
solução de TNBS 2,5% em etanol foi administrada em dose única por via retal com auxílio de um 
cateter de 1,2 mm de diâmetro acoplado à uma seringa. Em seguida, os animais foram avaliados 
diariamente quanto a perda de peso e sobrevida por 5 dias. G-H. Variação de peso (G) e sobrevida 
(H) de camundongos CT e AMPKΔB submetidos à colite experimental por TNBS. A variação de peso 
foi calculada em relação ao peso observado no primeiro dia de exposição ao TNBS. Estes dados 
são representativos de 1-3 experimentos. n=3-6 animais por grupo. *p<0,05. AMPKΔB: 
camundongos com células B CD19+ deficientes de AMPK; CT: controle; DSS: dextran sulfato de 
sódio; TNBS: ácido 2,4,6-trinitrobenzenosulfônico.  

 

4.14. AVALIAÇÃO DO COMPRIMENTO DO INTESTINO GROSSO EM CAMUNDONGOS 

AMPKΔB SUBMETIDOS À COLITE EXPERIMENTAL AGUDA 

 Está bem estabelecido na literatura que a colite experimental induzida por DSS 

pode causar o encurtamento do cólon (Kim, Shajib et al. 2012). Sendo assim, procurou-se 

avaliar se a proteção observada nos animais AMPKΔB preveniu essa característica clínica. 

Entretanto, não houve diferenças entre os respectivos grupos que receberam água e DSS, 

embora ambos os grupos expostos ao DSS tenham apresentado o encurtamento 

significativo do órgão (Figuras 22A-B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Análise do comprimento do cólon de camundongos CT e AMPKΔB submetidos à 
colite experimental aguda por DSS. Camundongos CT ou AMPKΔB foram submetidos à colite 
experimental pela adição de 3% de DSS na água de beber continuamente por 7 dias. A. Imagens 
representativas dos cólons de camundongos CT ou AMPKΔB saudáveis e submetidos à colite 
experimental por DSS. As análises foram realizadas por um software apropriado (ImageJ) e o ceco 
não foi considerado na avaliação. B. Comprimento médio dos fragmentos intestinais em 
centímetros (cm). Estes dados são representativos de dois experimentos independentes. n=3-5 
por grupo. AMPKΔB: camundongos com células B CD19+ deficientes de AMPK; CT: controle; DSS: 
dextran sulfato de sódio. 
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4.15. ANÁLISE HISTOLÓGICA DE CAMUNDONGOS AMPKΔB SUBMETIDOS À COLITE 

EXPERIMENTAL AGUDA 

 A arquitetura intestinal dos animais CT e AMPKΔB saudáveis mostrou revestimento 

epitelial normal, com presença de criptas dispostas em formas retas e paralelas (Figuras 

23A-B). Já os camundongos CT expostos ao DSS apresentaram áreas com ausência de 

criptas no cólon e com áreas de mucosa preservadas (Figura 23C). Adicionalmente, o 

epitélio superficial mostrou-se irregular e achatado, e a mucosa apresentou aumento do 

infiltrado inflamatório na lâmina própria. De modo interessante, camundongos AMPKΔB 

expostos ao DSS mostraram maior preservação da arquitetura intestinal e menor número 

de focos de hipercelularidade na lâmina própria (Figura 23D).  

 As análises morfométricas do epitélio intestinal de camundongos CT saudáveis 

pela técnica de FISH também mostraram que a arquitetura do cólon estava preservada, 

com células epiteliais (azul) bem dispostas e eubactérias (verde) separadas do epitélio 

intestinal por uma camada de muco (vermelho) (Figura 23E). Células produtoras de muco 

(células caliciformes) também puderam ser observadas no epitélio intestinal. De modo 

interessante, o cólon de animais CT submetidos à colite experimental perdeu as 

características anatômicas naturais, apresentando contato direto entre as bactérias e o 

epitélio intestinal, com focos de suposta invasão bacteriana na lâmina própria que, por 

sua vez, contribui para inflamação exacerbada e mau prognóstico da doença (Figura 23F). 

Por sua vez, camundongos AMPKΔB mostraram epitélio mais preservado, com diminuição 

da produção de muco sem focos de invasão bacteriana na lâmina própria (Figura 23G). 

Assim, animais AMPKΔB doentes apresentaram maior preservação das características 

naturais do epitélio intestinal, confirmando a melhora clínica encontradas anteriormente. 
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Figura 23. Análise histopatológica do cólon de camundongos CT e AMPKΔB submetidos à 
colite experimental aguda por DSS. Camundongos CT ou AMPKΔB foram submetidos à colite 
experimental pela adição de 3% de DSS na água de beber continuamente por 7 dias. A-D. Os 
animais foram avaliados quanto à arquitetura e ao processo inflamatório encontrados nos tecidos. 
Animais CT (A) e AMPKΔB (B) saudáveis apresentaram epitélio regular e criptas uniformes. Já os 
animais CT + DSS (C) apresentaram epitélio irregular com depleção acentuada de criptas 
comparados aos animais AMPKΔB + DSS (D). A seta verde aponta focos de hipercelularidade na 
lâmina própria. Fotomicrografias obtidas com objetiva de 20x. E-G. Avaliação da arquitetura 
intestinal através da marcação do núcleo predominantemente de células epiteliais (DAPI – azul), 
presença e localização de bactérias (Probe pan-bacteriana 16S; verde) e presença de 
muco/células produtoras de muco (aglutinina I de Ulex europaeus; vermelho) através da técnica 
de hibridização fluorescente in situ (FISH). E. Arquitetura normal do cólon de camundongo CT 
saudável. F. Ausência de muco separando bactérias e epitélio, promovendo contato íntimo direto 
entre bactérias e epitélio intestinal, com focos de infiltração na lâmina própria. G. Diminuição da 
produção de muco e proximidade das bactérias ao epitélio intestinal, mas sem focos de invasão 
ou danos à arquitetura epitelial. As fotomicrografias foram obtidas com objetiva de 40x. Estes 
dados são representativos de um experimento. n=3-5 animais por grupo. AMPKΔB: camundongos 
com células B CD19+ deficientes de AMPK; CT: controle; DSS: dextran sulfato de sódio. 
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4.16. QUANTIFICAÇÃO DE CITOCINAS E DE LACTATO EM CAMUNDONGOS AMPKΔB 

SUBMETIDOS À COLITE EXPERIMENTAL AGUDA  

Nossos estudos in vitro sugeriram que células AMPKΔB possuem um perfil de 

ativação maior do que células B CT. Desta forma, esperava-se que células imunes mais 

ativadas levassem a respostas inflamatórias mais exacerbadas, o que seria um efeito 

indesejado nas DII. Assim, mecanismos reguladores tornam-se importantes candidatos 

para explicar a proteção observada em camundongos AMPKΔB submetidos à colite. Uma 

vez que as células AMPKΔB produziram mais IL-10 e lactato in vitro e que ambos os 

mediadores possuem atividades anti-inflamatórias, foi investigado se suas concentrações 

estariam alteradas no intestino e/ou na circulação destes camundongos.  

De modo interessante, observou-se um aumento nas quantidades de IL-10 e lactato 

no homogenato de cólon de camundongos AMPKΔB doentes, enquanto nenhuma diferença 

foi observada na concentração de lactato circulante (Figuras 24A-C). Já as concentrações 

da citocina anti-inflamatória TGF-β (total e ativa) não foram diferentes nos intestinos dos 

diferentes grupos experimentais, embora ambas as frações tenham aumentado em 

camundongos doentes comparados aos saudáveis (Figuras 24D-E). Em conjunto, esses 

resultados sugerem que mecanismos reguladores como aumento da síntese de IL-10 e de 

lactato podem contribuir para a proteção da colite experimental observada em 

camundongos AMPKΔ. 
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Figura 24. Quantificação de mediadores anti-inflamatórios em camundongos CT e AMPKΔB 
submetidos à colite experimental aguda por DSS. Camundongos CT ou AMPKΔB foram 
submetidos à colite experimental pela adição de 3% de DSS na água de beber continuamente por 
7 dias. A. Determinação de IL-10 em homogenato de cólon dos camundongos saudáveis e doentes 
por ELISA. As concentrações de IL-10 foram corrigidas pela quantidade de proteínas presente nas 
amostras. B-C. Determinação das concentrações de lactato no cólon (B) e soro (C) dos respectivos 
camundongos saudáveis e doentes por uso de kit apropriado. A concentração de lactato no cólon 
foi corrigida pela quantidade de proteínas presente nas amostras. D-E. Determinação de TGF-β1 
total (C) e ativo (D) em homogenato de cólon de camundongos saudáveis e doentes por ELISA. As 
concentrações de TGF-β1 foram corrigidas pela quantidade de proteínas presente nas amostras. 
Estes dados são representativos de um experimento. n=3-5 por grupo. AMPKΔB: camundongos 
com células B CD19+ deficientes de AMPK; CT: controle; DC: doença de Crohn; DII: doenças 
inflamatórias intestinais; DSS: dextran sulfato de sódio; mod.: moderada; UC: colite ulcerativa.  

 

4.17. AVALIAÇÃO DO PAPEL DE AMPK NA TROCA DE ISOTIPO DE 

IMUNOGLOBULINA PARA IgA E IgG2c 

Em seguida, foi investigado se AMPK regula a troca de classes de anticorpos para o 

isotipo IgA ou para o isotipo pró-inflamatório IgG2c. IgA é a imunoglobulina mais rica e 

essencial para a proteção de mucosas e seu aumento em células AMPKΔB poderia sugerir 

um mecanismo adicional para a proteção observada nos camundongos submetidos à 

colite experimental aguda. Alternativamente, a diminuição da troca de isotipo para a 
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imunoglobulina pró-inflamatória IgG2c também poderia contribuir para esta proteção. 

Para esta avaliação, células B foram cultivadas em condições próprias para indução de 

troca de isotipo para IgA, contendo LPS, BAFF, IL-4, TGF-β e AR ou para IgG2c, contendo 

LPS, BAFF e IFN-γ (Figura 25A). Tanto a análise de imunofenotipagem quanto a 

quantificação em sobrenadante de cultura mostraram não haver diferenças na 

expressão/secreção de IgA entre os grupos CT e AMPKΔB (Figuras 25B-C). Do mesmo 

modo, a quantificação de IgM e IgG2c nos sobrenadantes de cultura não foram diferentes 

entre os grupos (Figuras 25D-F). Em conjunto, esses resultados mostraram que AMPK 

parece não regular a troca de classes de anticorpo para os isotipos IgA e IgG2c. 

 Figura 25. Avaliação da capacidade de troca de classe de anticorpo para os isotipos IgA e 

IgG2c em células AMPKΔB. A. Células B CD19+ esplênicas obtidas de camundongos CT ou AMPKΔB 

saudáveis foram cultivadas na presença de LPS (1 𝛍g/mL), BAFF (10 ng/mL), IL-5 (10 ng/mL), IL-

4 (10 ng/mL), TGF-β (5 ng/mL) e AR (10 nM) por 5 dias para indução de troca de classe de 

anticorpo para IgA. Alternativamente, células B foram cultivadas na presença de LPS (1 𝛍g/mL), 

BAFF (10 ng/mL), IL-5 (10 ng/mL) e IFN-𝛄 (10 ng/mL) por 6 dias para indução de troca de classe 

de anticorpo para IgG2c (pró-inflamatório). B. Frequência (%) de células B IgA+ e de plasmócitos 

(CD19-B220-CD138+TACI+). As gates foram posicionadas de acordo com o controle negativo (sem 

a presença de IL-4, TGF-β e ácido retinoico). C. Quantificação de IgA no sobrenadante de cultura 

celular por ELISA após 5 dias. D-F. Quantificação de IgM (D) e IgG2c no sobrenadante de cultura 

celular nos dias 3 (E) e 6 (F) em condições indutoras de troca de classe de anticorpo para IgG2c. 

Estes dados são representativos de 2 experimentos. n= 1 animal com triplicatas técnicas ou 3 
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animais por grupo. *p<0,05. AMPKΔB: Células B CD19+ deficientes de AMPK; AR: ácido retinoico; 

CT: controle. 

 

4.18. AVALIAÇÃO DA FREQUÊNCIA DAS SUBPOPULAÇÕES DE CÉLULAS B NOS 

DIFERENTES TECIDOS DE CAMUNDONGOS AMPKΔB SAUDÁVEIS E 

SUBMETIDOS À COLITE EXPERIMENTAL AGUDA 

 Em seguida, foi investigado se animais AMPKΔB teriam impacto no 

desenvolvimento de subpopulações de células B e como estariam as suas respectivas 

distribuições nos diferentes tecidos após a indução da colite experimental. As análises das 

frequências celulares em animais CT e AMPKΔB, saudáveis ou expostos ao DSS, mostraram 

não haver diferenças significativas nas subpopulações de células Pre/Pro B e de células B 

imaturas na medula óssea, embora a frequência de células Pre/Pro B tenha diminuído nos 

camundongos doentes comparados aos saudáveis (Figuras 26A-C). Além disso, ambas as 

populações de plasmoblastos e plasmócitos não foram afetadas pela deleção de AMPK ou 

pela indução da colite experimental (Figuras 26D-F). É importante ressaltar que não 

houve diferença no número absoluto de células na medula óssea entre animais CT e 

AMPKΔB (dados não mostrados). 
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Figura 26. Imunofenotipagem de células B na medula óssea de camundongos CT e AMPKΔB 
submetidos à colite experimental aguda por DSS. Camundongos CT ou AMPKΔB foram 
submetidos à colite experimental pela adição de 3% de DSS na água de beber continuamente por 
7 dias. Para a análise, as células foram inicialmente separadas por tamanho e granulosidade e, 
posteriormente, foram realizadas seleções (gates) sequenciais de singlets e de células vivas com 
auxílio de marcador de viabilidade fluorescente. As frequências foram determinadas pela 
porcentagem dentro da gate das subpopulações avaliadas. A-C. Estratégia de gate e frequência 
(%) de células Pré/Pró B (CD19+IgM-) e células B imaturas (CD19+IgM+). D-F. Estratégia de gate e 
frequência (%) de plasmoblastos (CD19+CD138+) e plasmócitos (CD19-CD138+). Estes dados são 
representativos de um experimento. n=3-5 animais por grupo. AMPKΔB: camundongos com 
células B CD19+ deficientes de AMPK; CT: controle; DSS: dextran sulfato de sódio. 

 

Já na análise das subpopulações de células B periféricas do baço, não houve 

diferença na frequência de células B totais entre os camundongos CT e AMPKΔB (Figuras 

27A-B). No entanto, animais AMPKΔB tiveram maior frequência de células B FO nos 

animais saudáveis que, apesar de diminuir após a indução da doença, ainda permaneceu 

maior que a encontrada no grupo CT (Figuras 27C-D). Não foram observadas alterações 

nas frequências de células B MZ entre os grupos estudados (Figuras 27 C, E). É importante 

ressaltar que não foi encontrada diferença no número absoluto de esplenócitos entre 

animais CT e AMPKΔB (dados não mostrados). 
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Figura 27. Imunofenotipagem de células B no baço de camundongos CT e AMPKΔB 
submetidos à colite experimental aguda por DSS. Camundongos CT ou AMPKΔB foram 
submetidos à colite experimental pela adição de 3% de DSS na água de beber continuamente por 
7 dias. Para a análise, as células foram inicialmente separadas por tamanho e granulosidade e, 
posteriormente, foram realizadas seleções (gates) sequenciais de singlets e de células vivas com 
auxílio de marcador de viabilidade fluorescente. As frequências foram determinadas pela 
porcentagem dentro da gate das subpopulações avaliadas. A-B. Estratégia de gate e frequência 
(%) de células B totais (CD19+). C-E. Estratégia de gate e frequência (%) de células B FO 
(CD19+IgMintCD23hi) e da MZ (CD19+IgMhiCD23low). Estes dados são representativos de um 
experimento. n=3-5 animais por grupo. *p<0,05. AMPKΔB: camundongos com células B CD19+ 

deficientes de AMPK; CT: controle; DSS: dextran sulfato de sódio; FO: foliculares; ZM: zona 
marginal. 
 

Considerando a frequência de células Bregs, camundongos AMPKΔB saudáveis 

tiveram menor frequência que camundongos CT (Figuras 28A-B). No entanto, após a 

indução de colite, enquanto a frequência de células Bregs diminui em animais CT, a 

frequência permanece praticamente inalterada em camundongos AMPKΔB que, por sua 

vez, é maior do que aquela encontrada nos camundongos CT doentes. 

 Além disso, não houve diferença nas frequências de plasmócitos e plasmoblastos 

no baço de camundongos CT e AMPKΔB, saudáveis ou doentes (Figuras 28C-E). Portanto, 

o aumento observado na frequência de células B FO no baço de animais AMPKΔB, 
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principais subtipos celulares que se diferenciam em blastos, plasmócitos e células BMEM, 

não afetou a frequência dessas populações.  

Figura 28. Imunofenotipagem de células B no baço de camundongos CT e AMPKΔB 
submetidos à colite experimental aguda por DSS. Camundongos CT ou AMPKΔB foram 
submetidos à colite experimental pela adição de 3% de DSS na água de beber continuamente por 
7 dias. Para a análise, as células foram inicialmente separadas por tamanho e granulosidade e, 
posteriormente, foram realizadas seleções (gates) sequenciais de singlets e de células vivas com 
auxílio de marcador de viabilidade fluorescente. As frequências foram determinadas pela 
porcentagem dentro da gate das subpopulações avaliadas. A-B. Estratégia de gate e frequência 
(%) de células Breg (CD19+CD1d+). C-E. Estratégia de gate e frequência (%) de plasmoblastos 
(CD19+CD138+) e plasmócitos (CD19-CD138+). Estes dados são representativos de um 
experimento. n=3-5 animais por grupo. *p<0,05. AMPKΔB: camundongos com células B CD19+ 

deficientes de AMPK; Breg: células B reguladoras; CT: controle; DSS: dextran sulfato de sódio. 

 
 

4.19. AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DE AMPK EM PBMCs E EM CÉLULAS OBTIDAS 

DAS LESÕES DE CÓLON DE PACIENTES COM DOENÇAS INFLAMATÓRIAS 

INTESTINAIS 

Análises in silico usando bancos de dados GEO mostraram que a expressão de 

AMPK total não é diferente no cólon de humanos saudáveis e pacientes com diferentes 

formas de UC (Figura 29A). Entretanto, a expressão de AMPK está aumentada em PBMCs 
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circulantes de pacientes com UC e levemente aumentada em pacientes com DC (Figura 

29B).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 29. Expressão de AMPK em células de lesões de cólon e PBMCs de pacientes com DII. 
A. Meta-análise do gene PRKAA1 (AMPK) no contexto de diferentes estágios da UC (moderada e 
grave). Expressão dos respectivos genes no colon de humanos saudáveis e doentes (Banco de 
dados: GSE87466). B. Meta-análise do gene PRKAA1 (AMPK) no contexto das DII (UC e DC). 
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Expressão dos respectivos genes em PBMCs de humanos saudáveis e doentes (Banco de dados: 
GSE71730). C-D. Análise bioinformática realizada com dados de sequenciamento de RNA de 
células individuais (scRNAseq) de pacientes com UC. As análises foram feitas pelo software do 
Single Cell Expression Atlas (banco de dados número ERP109332). São mostrados os 
agrupamentos de células do sistema immune e seus subtipo (C) e o nível de expressão de AMPK 
nas células correspondents em C (D). Quanto maior a densidade de cor azul, maior a expressão de 
AMPK no respective tipo celular correspondente. UC: colite ulcerativa. 
 

As análises de dados de sequenciamento de RNA de células individuais (scRNAseq) 

obtidas de lesões de cólon de pacientes com UC mostraram que AMPK está expresso em 

diversos subtipos de células imunes e não imunes (Figuras 29C-D). As populações 

celulares com maior expressão de AMPK incluíram as células T CD8+, células TFH, células 

TMEM, células Treg e DCs de origem mieloide (Figuras 29C-D). Considerando os subtipos 

de células B, foi observado que plasmócitos secretores de IgA e plasmoblastos foram as 

populações que mais expressaram AMPK no cólon de pacientes com UC (Figuras 29C-D).  

 

4.20. TRANSFERÊNCIA ADOTIVA DE CÉLULAS AMPKΔB PARA CAMUNDONGOS 

DEFICIENTES EM CÉLULAS B 

Para investigar se a melhora observada na colite experimental é resultado de 

alguma atividade mediada por células AMPKΔB foi realizado um experimento de 

transferência adotiva de células B CT ou AMPKΔB para camundongos recipientes BKO. Dois 

dias após a transferência adotiva, os camundongos recipientes foram submetidos à colite 

experimental aguda por DSS (Figura 30A). Corroborando os resultados anteriores, os 

camundongos recipientes que receberam células AMPKΔB apresentaram o melhor escore 

da doença e menor perda de peso durante o período em comparação aos animais que 

receberam células B CT, aos animais BKO e aos CT, embora a melhora tenha sido 

significativa apenas quando comparado ao grupo CT (Figuras 30B-D). Além disso, 

camundongos BKO doentes mostraram-se moderadamente melhores da doença quando 

comparados aos camundongos CT submetidos à colite experimental (Figuras 30B-D). 
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Figura 30. Avaliação do curso da colite experimental aguda induzida por DSS em 
camundongos BKO adotivamente transferidos com células B CT e AMPKΔB. A. Animais BKO 
receberam adotivamente 10 milhões de células B de camundongos CT ou AMPKΔB e, após 2 dias, 
foram submetidos à colite experimental pela adição de 3% de DSS na água de beber 
continuamente por 7 dias. B-D. Escore clínico (B), variação de peso corporal (C) e escore clínico 
acumulado (D) no período de exposição ao DSS são mostrados. O escore clínico foi determinado a 
partir dos sinais clínicos (consistência das fezes, presença/ausência de sangue e perda de peso) 
que receberam pontuações seguindo os critérios descritos na Tabela 3. A variação de peso foi 
calculada em relação ao peso observado no primeiro dia de exposição ao DSS. O escore acumulado 
corresponde à soma do escore clínico nos sete dias de exposição ao DSS. Estes dados são 
representativos de um experimento. n=3-4 animais por grupo. *p<0,05. AMPKΔB: camundongos 
com células B CD19+ deficientes de AMPK; BKO: camundongo deficiente de células B; CT: controle; 
DSS: dextran sulfato de sódio. 

 

Após o sétimo dia de exposição ao DSS no experimento de transferência adotiva de 

células B, os camundongos foram sacrificados e o baço e cólon retirados para verificar a 

distribuição de células B transferidas. Os resultados mostraram que os animais BKO 

recipientes tiveram o baço repopulado com células B, embora as frequências tenham sido 

bem menores que aquelas encontradas em camundongos CT (Figura 31A). Animais BKO 

recipientes apresentaram aumento na frequência de plasmócitos quando comparados aos 

animais do grupo BKO não repopulado, mas não foi observada diferença entre aqueles 
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que receberam células B CT ou AMPKΔB. A análise da lâmina própria mostrou que as 

células B CT ou AMPKΔB transferidas não foram capazes de alcançar/repopular o cólon 

dos animais BKO recipientes (Figura 31B), uma vez que estas células não expressam a 

integrina de homing intestinal α4β7, sugerindo um possível efeito sistêmico e/ou indireto 

de células AMPKΔB que causou a melhora do curso clínico da colite experimental. 

 

Figura 31. Recuperação das células B no estudo de transferência adotiva de células B CT e 
AMPKΔB para camundongos BKO recipientes submetidos à colite experimental aguda por 
DSS. Animais BKO receberam adotivamente 10 milhões de células B de camundongos CT ou 
AMPKΔB e, após 2 dias, foram submetidos à colite experimental pela adição de 3% de DSS na água 
de beber continuamente por 7 dias. A-B. Frequência (%) de células B totais (CD19+) e ASCs 
(CD138+) no baço (A) e na lâmina própria (B). Estes dados são representativos de um 
experimento. n=3-4 animais por grupo. AMPKΔB: camundongos com células B CD19+ deficientes 
de AMPK; BKO: camundongo deficiente de células B; CT: controle; DSS: dextran sulfato de sódio. 
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4.21. AVALIAÇÃO DO CURSO CLÍNICO DA COLITE EXPERIMENTAL AGUDA EM 

CAMUNDONGOS RAPTORΔB  

 Uma vez que as alterações metabólicas e funcionais de células AMPKΔB foram 

parcialmente relacionadas ao aumento da atividade de mTORC1, camundongos RaptorΔB 

foram submetidos à colite experimental aguda por DSS para avaliar o curso da colite 

experimental. Camundongos RaptorΔB tiveram pior curso clínico da doença quando 

comparados aos camundongos CT (Figuras 32A-C) e, desse modo, sugere se que AMPK 

regula as funções de células B via mTORC1 e que modificações nessa via são capazes de 

alterar o curso da doença inflamatória intestinal experimental aguda.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 32. Avaliação clínica de camundongos CT ou RaptorΔB submetidos à colite 
experimental aguda por DSS. A. Camundongos CT ou RaptorΔB machos foram submetidos à 
colite experimental pela adição de 3% de DSS na água de beber continuamente por 7 dias. B-C. 
Escore clínico (B) e variação de peso corporal (C) foram avaliados diariamente. O escore clínico 
foi determinado a partir dos sinais clínicos (consistência das fezes, presença/ausência de sangue 
e perda de peso) que receberam pontuações segundo a Tabela 3. A variação de peso foi calculada 
em relação ao peso observado no primeiro dia de exposição ao DSS. Estes dados são 
representativos de um experimento. n=3-5 animais por grupo. *p<0,05. CT: controle; DSS: 
dextran sulfato de sódio; RaptorΔB: camundongos com células B CD19+ deficientes de Raptor 
(mTORC1).  
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4.22. AVALIAÇÃO DO CURSO CLÍNICO DA COLITE EXPERIMENTAL CRÔNICA E DOS 

EFEITOS DAS IMUNIZAÇÕES AGUDA E DE REDESAFIO ANTIGÊNICO EM 

CAMUNDONGOS AMPKΔB 

Uma vez que as células AMPKΔB aumentam sua capacidade funcional logo após 

estimulação, mas aumentam a produção de ROS e peroxidação lipídica em células B 

obtidas de estágios tardios pós-imunização, foi investigado se os efeitos protetores 

observados em camundongos AMPKΔB submetidos à colite experimental aguda se 

manteria na doença crônica. Para isso, camundongos CT ou AMPKΔB receberam 

continuamente 2% de DSS adicionado a água de beber por 7 dias e, em seguida, receberam 

água de beber potável por mais 14 dias para permitir a recuperação. Posteriormente, 

novos ciclos de DSS-água-DSS-água de 7, 14, 7 e 21 dias, respectivamente, foram 

realizados, totalizando 70 dias de experimento (Figura 33A). Os resultados mostraram 

que, embora os camundongos AMPKΔB percam menos peso no primeiro ciclo de 

administração de DSS, eles perdem mais peso nos ciclos seguintes do que os camundongos 

CT (Figura 33B), sugerindo que a proteção da doença no modelo agudo de colite 

experimental não pode ser mantida por longos períodos. 

Em seguida, foi investigado se as alterações fisiológicas de células AMPKΔB 

poderiam também se estender para respostas a antígenos. Assim, para a avaliação da 

resposta secundária de curto prazo, camundongos CT ou AMPKΔB foram imunizados com 

100 µg de NP-KLH i.p., receberam a mesma dose do imunizante 3 semanas após o primeiro 

desafio e foram sacrificados para a coleta das amostras uma semana após a última 

imunização, totalizando 4 semanas de experimento (Figura 33C). De modo interessante, 

as análises mostraram um aumento no número de células B CG+ e de BMEMNP+ no baço dos 

camundongos AMPKΔB, bem como da concentração sérica de anticorpos IgM anti-NP 

(Figuras 33D-G). No entanto, após o re-desafio antigênico apenas 14 semanas após a 

primeira imunização (Figura 33H) causou a diminuição nas concentrações de anticorpos 

IgM e IgG anti-NP, no número de plasmócitos e no número de células B CG NP+ no baço de 

camundongos AMPKΔB (Figuras 33I-M).  

Em conjunto, esses resultados mostraram que a deleção de AMPK em células B 

auxilia as respostas agudas nas doenças inflamatórias e à antígenos, mas é prejudicial em 

respostas de longo prazo. É importante ressaltar que os gráficos apresentados nas Figuras 

33C-M foram intencionalmente apresentados em seus formatos originais com legendas 
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adaptadas do artigo científico publicado em colaboração com o grupo do Prof. Mark R. 

Boothby (BROOKENS et al., 2020a). Os resultados aqui apresentados foram obtidos pela 

primeira autora do estudo Shawna K. Brookens com colaboração do autor desse trabalho 

aqui apresentado, como pode ser verificado no item 10.1. 

Figura 33. Avaliação de camundongos CT e AMPKΔB submetidos à colite experimental 
crônica, à imunização primária e ao redesafio antigênico. A. Camundongos CT ou AMPKΔB 
receberam continuamente 2% de DSS adicionados a água de beber por 7 dias e, em seguida, 
receberam água de beber potável por mais 14 dias para permitir a recuperação. Posteriormente, 
novos ciclos de DSS-água-DSS-água de 7, 14, 7 e 21 dias, respectivamente, foram realizados, 
totalizando 70 dias de experimento. B. Variação de peso corporal foi avaliada diariamente e foi 
calculada em relação ao peso observado no primeiro dia de exposição ao DSS. C. Camundongos CT 
ou AMPKΔB machos foram imunizados com 100 𝛍g de NP-KLH diluído em Alum, i.p, receberam a 
mesma dose do imunizante 3 semanas após o primeiro desafio e foram sacrificados para coleta 
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das amostras uma semana após a última imunização, totalizando 4 semanas de experimento. D-E. 
Número absoluto de células B de CG NP+ esplênicas (B220+IgD-Fas+GL7+NP+) (F) e de células BMEM 

esplênicas (B220+IgD-GL7-CD38+NP+) (E). F-G. Quantificação de IgM (F) e IgG (G) séricas 
específicas para NP por ELISA do experimento descrito no item C. H. Camundongos CT ou AMPKΔB 
machos foram imunizados com 100 𝛍g de NP-KLH diluído em Alum, i.p, imunizados novamente 
14 semanas após a primeira injeção e sacrificados 1 semana após a nova imunização para a coleta 
das amostras. I-J. Quantificação de IgM (I) e IgG (J) séricas específicas para NP por ELISA do 
experimento descrito no item H. L-M. Número absoluto de plasmócitos esplênicos CD138+TACI+ e 
células B de CG NP+ (B220+IgD-Fas+GL7+NP+). Estes dados são representativos de até 4 
experimentos independentes. n=5-9 animais por grupo. *p<0,05. AMPKΔB: camundongos com 
células B CD19+ deficientes de AMPK; BMEM: células B de memória; CG: centro germinativo; CT: 
controle; DSS: dextran sulfato de sódio; KLH: hemocianina da lapa keyhole; NP: 4-hidroxi-3-
nitrofenil. Os gráficos dessa figura foram intencionalmente apresentados em seus formatos 
originais com legendas adaptadas do artigo científico publicado em colaboração com o grupo do 
Prof. Mark R. Boothby (BROOKENS et al., 2020a). Os resultados aqui apresentados foram obtidos 
pela primeira autora do estudo Shawna K. Brookens com colaboração do autor desse trabalho 
aqui apresentado, como pode ser verificado no item 10.1. 

 

4.23. AVALIAÇÃO DOS EFEITOS DA HIPÓXIA SOBRE A TROCA DE ISOTIPO DE 

IMUNOGLOBULINAS PARA IgG1 E IgA IN VITRO  

Conforme descrito anteriormente, estudos demonstraram que as zonas claras dos 

CG são hipóxicas e que baixas pO2 induzem alterações nas funções das células B, como a 

diminuição da proliferação, aumento da morte celular, comprometimento na troca de 

isotipos de imunoglobulinas tanto para IgG1 como para IgG2c, além de prejudicar 

respostas ao re-desafio antigênico (CHO et al., 2016). No entanto, a troca de classe de 

isotipo para IgA não foi prejudicada quando induzidas sob condições de hipóxia (CHO et 

al., 2016).  

De fato, foi possível confirmar que a troca de isotipo de imunoglobulina para IgG1 

em células B cultivadas sob condições de hipóxia é bastante prejudicada, enquanto 

nenhuma alteração foi observada para IgA (Figuras 34A-C, E, G-I). Além disso, os 

resultados também mostraram que tanto a frequência como o número de plasmócitos 

CD138+TACI+/-, além da secreção de IgG1, foram afetados pela hipóxia em condições 

indutoras de troca de isotipo para IgG1, mas nenhuma diferença significativa foi 

observada para IgA (Figuras 34D, F, H, J-M).  
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Figura 34. Avaliação da hipóxia sobre a troca de classe de imunoglobulinas para IgG1 e IgA 

in vitro. A. Células B Thy1.2- esplênicas obtidas de camundongos CT saudáveis por separação com 

beads magnéticas foram estimuladas com LPS (5 𝛍g/mL), BAFF (10 ng/mL), IL-5 (5 ng/mL) + IL-

4 (10 ng/mL) para induzir troca de classe de imunoglobulina para IgG1 ou com LPS (1 𝛍g/mL), 

BAFF (10 ng/mL), IL-5 (10 ng/mL) + IL-4 (10 ng/mL), TGF-β (5 ng/mL) e AR (10 nM)  para induzir 

troca de classe de imunoglobulina para IgA. Após 3 dias de cultura, as células foram separadas em 

novos poços contendo meio de cultura fresco e os mesmos estímulos para cada condição. O 

período total de cultura foi de 5 dias. B. Estratégias de gate mostrando a frequência de células 

B220+CD19+IgM+IgG1- e B220+CD19+IgM-IgG1+ ou B220+CD19+IgM+IgA1-, B220+CD19+IgM-IA1+ 

cultivadas em suas respectivas condições indutoras sob normóxia ou hipóxia. C-F. Frequência (C-

D) e número absoluto (E-F) de células B220+CD19+IgM-IgG1+ e B220-CD19-CD138+TACI+ 

cultivadas em sua respectiva condição indutora de trova de classe para IgG1 sob normóxia ou 

hipóxia. G-J. Frequência (G-H) e número absoluto (I-J) de células B220+CD19+IgM-IgA+ e B220-

CD19-CD138+TACI+ cultivadas em sua respectiva condição indutora de troca de classe para IgA 

sob normóxia ou hipóxia. L-M. Quantificação de IgG1 (L) ou IgA (M) por ELISA no sobrenadante 

de cultura do dia 5. Foi realizada diluição seriada do sobrenadante de cultura conforme apontado 

nos gráficos. Estes dados são representativos de 3 experimentos independentes. n=1 animal por 

grupo contendo replicatas técnicas. *p<0,05. AR: ácido retinóico; CT: controle; pO2: tensão de 

oxigênio. 
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4.24. AVALIAÇÃO DOS EFEITOS DA HIPÓXIA SOBRE A TROCA DE ISOTIPO DE 

IMUNOGLOBULINAS PARA IgG1 E IgA COM O SISTEMA IN VITRO DE INDUÇÃO 

DE CÉLULAS B DE CENTRO GERMINATIVO 

 Como descrito anteriormente, uma limitação do estudo publicado por Cho e 

colaboradores (CHO et al., 2016) foi o uso de LPS como principal ativador para os 

experimentos. Desse modo, o uso das células NB21-2.D9 que expressam CD40L e 

produzem tanto BAFF como IL-21 (Figura 35A) parece ser mais apropriado para verificar 

os efeitos da hipóxia sobre as funções e etapas de desenvolvimento das células B CG. Com 

o uso deste sistema in vitro de indução de células B CG, as células se diferenciam 

primordialmente em plasmócitos com classes de imunoglobulinas específicas após adição 

externa de ativadores. A partir disso, foi questionado se a hipóxia alteraria a troca de 

isotipo de imunoglubulinas para as classes IgG1 e IgA com o uso desse sistema (Figura 

35B). 

 De modo interessante, a hipóxia (1% pO2) diminuiu a frequência de células 

B220+CD19+IgG1+ e B220+CD19+IgA+ após 6 dias de cultura, mas aumentou a morte 

celular quando comparadas às células cultivadas sob condições de normóxia (21% pO2) 

(Figuras 35C-E, G-J, M). No entanto, nenhum dos grupos mostrou alteração na frequência 

de formação de plasmócitos CD138+TACI+/- (Figuras 35C, F, H, L). Em conjunto, os 

resultados mostraram que a hipóxia com o uso do sistema in vitro de indução de células B 

CG aumentou a morte celular e prejudicou a troca de isotipo de imunoglubulina tanto para 

IgG1 como para IgA, mas não alterou a diferenciação em plasmócitos. 
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Figura 35. Avaliação da hipóxia sobre a troca de classe de imunoglobulinas para IgG1 e IgA 
usando sistema in vitro de indução de células B CG. A. Para simular reações de CG foram 
realizados experimentos com células da linhagem NB-21-2.D9, fibroblastos que expressam CD40L 
(CD154) e produzem BAFF e IL-21. B. Para o experimento, 3,44x105 de células NB-21.2D9/poço 
foram adicionadas à placas de 6 poços, deixadas em condições normais de cultura por 4 horas 
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para permitir aderência e depois irradiadas. Após o período, 1,2x105 células B Thy1.2- foram 
adicionadas a cada poço juntamente com 10 ng/mL de IL-4 para indução de troca de classe de 
imunoglobulina para IgG1 ou 10 ng/mL de IL-4 + 5 ng/mL de TGF-β + 10 nM de AR para indução 
de IgA. Em seguida, um grupo de células foi incubado em condições de normóxia (pO2 21%) e 
outro grupo incubado sob condições de hipóxia (pO2 1%) em um total de 6 dias de cultura. Após 
3 dias do início da cultura, as células B foram contadas e devidamente transferidas em poços 
contendo novas células NB-21-2.D9 irradiadas e meios de cultura contendo estímulos. C. 
Estratégias de gate mostrando a frequência de células B220+CD19+IgM+IgG1-, B220+CD19+IgM-

IgG1+ e B220-CD19-CD138+TACI+/- cultivadas sob condições indutoras de troca de classe de 
imunoglobulina para IgG1 sob normóxia ou hipóxia nos dias 3 e 6 de cultura. D-G. Frequência de 
células B220+CD19+IgM+IgG1- no dia 3 de cultura (D), frequência de células B220+CD19+IgM-IgG1+ 
(E) e de B220-CD19-CD138+TACI+/- (F) no dia 6 de cultura e número de células vivas totais no dia 
6 de experimento (G) em sua respectiva condição indutora de troca de classe para IgG1 sob 
normóxia ou hipóxia. H. Estratégias de gate mostrando a frequência de células 
B220+CD19+IgM+IgA-, B220+CD19+IgM-IgA+ e B220-CD19-CD138+TACI+/- cultivadas sob condições 
indutoras de troca de classe de imunoglobulina para IgA sob normóxia ou hipóxia nos dias 3 e 6 
de cultura. I-M. Frequência de células B220+CD19+IgM+IgG1- no dia 3 de cultura (I), frequência de 
células B220+CD19+IgM-IgA+ (J) e de B220-CD19-CD138+TACI+/- (L) no dia 6 de cultura e número 
de células vivas totais no dia 6 de experimento (M) em sua respectiva condição indutora de troca 
de classe para IgA sob normóxia ou hipóxia. Estes dados são representativos de 3 experimentos 
independentes. n=1 animal por grupo contendo replicatas técnicas. *p<0,05. AR: ácido retinoico; 
CT: controle; pO2: tensão de oxigênio. 

 

Em seguida, foi avaliada a secreção de anticorpos IgG1 e IgA sob condições de 

normóxia e hipóxia com o uso de células NB21. A secreção de IgM foi similar em ambos os 

grupos tanto para as condições indutoras de IgG1 como para IgA no dia 3, sendo 

encontrada apenas uma pequena diminuição na secreção de IgA após o cultivo sob hipóxia 

(Figuras 36A-B, E). No entanto, no dia 6 de cultura, ambas as concentrações de IgG1 e IgA 

diminuíram sob condições de hipóxia com respectivo aumento de IgM nas duas condições 

indutoras de troca de isotipos (Figuras 36C-D, F-G). 

Para eliminar a possibilidade de essas alterações terem sido causadas pelo 

aumento da morte celular induzida por hipóxia, a mesma quantidade de células viáveis 

foram plaqueadas e avaliadas por ELISpot após o período de cultura de 6 dias. Os 

resultados confirmaram que a hipóxia prejudicou a troca de isotipos tanto para IgG1 

quanto para IgA ao serem detectadas maiores quantidades das respectivas 

imunoglobulinas sob condições de normóxia e maior quantidade de IgM sob condições de 

hipóxia (Figura 36H). 
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Figura 36. Avaliação da hipóxia sobre a troca de classe de imunoglobulinas para IgG1 e IgA 
usando sistema in vitro de indução de células B CG. A. Para o experimento, 3,44x105 de células 
NB-21.2D9 (que expressam CD40L e produzem BAFF e IL-21)/poço foram adicionadas à placas 
de 6 poços, deixadas em condições normais de cultura por 4 horas para permitir aderência e 
depois irradiadas. Após o período, 1,2x105 células B Thy1.2- foram adicionadas a cada poço 

juntamente com 10 ng/mL de IL-4 para indução de troca de classe de imunoglobulina para IgG1 
ou 10 ng/mL de IL-4 + 5 ng/mL de TGF-β + 10 nM de AR para indução de IgA. Em seguida, um 
grupo de células foi incubado em condições de normóxia (pO2 21%) e outro grupo incubado sob 
condições de hipóxia (pO2 1%) em um total de 6 dias de cultura. Destaca-se que após 3 dias do 
início da cultura, as células B foram contadas e devidamente transferidas em poços contendo 
novas células NB-21-2.D9 irradiadas e meios de cultura contendo os estímulos. B-D. Quantificação 
de IgM por ELISA no sobrenadante de cultura do dia 3 (B) e quantificação de IgM (C) e IgG1 (D) 
no dia 6 de cultura em condições indutoras de troca de classe de imunoglobulina para IgG1 sob 
normóxia ou hipóxia. Foi realizada diluição seriada do sobrenadante de cultura conforme 
apontado nos gráficos. E-G. Quantificação de IgM por ELISA no sobrenadante de cultura do dia 3 
(E) e quantificação de IgM (F) e IgA (G) no dia 6 de cultura em condições indutoras de troca de 
classe de imunoglobulina para IgA sob normóxia ou hipóxia. Foi realizada diluição seriada do 
sobrenadante de cultura conforme apontado nos gráficos. H. Quantificação de IgM, IgG1 e IgA por 
ELISpot com 2500 e 5000 células cultivadas em condições indutoras de troca de classe de 
imunoglobulina pra IgG1 ou Iga sob normóxia ou hipóxia. Estes dados são representativos de 3 
experimentos independentes (ELISA) ou 1 experimento (ELISpot). n=1 animal por grupo 
contendo replicatas técnicas. *p<0,05. AR: ácido retinoico; CT: controle; pO2: tensão de oxigênio. 
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4.25. AVALIAÇÃO DOS EFEITOS DA SUPEREXPRESSÃO E DA DELEÇÃO DE HIF-1α 

SOBRE A TROCA DE ISOTIPO DE IMUNOGLOBULINA PARA IgG1 COM O SISTEMA IN 

VITRO DE INDUÇÃO DE CÉLULAS B DE CENTRO GERMINATIVO   

 A hipóxia pode alterar a expressão e a atividade de vários fatores relacionados ou não 

ao metabolismo celular. Os HIFs são, sem dúvidas, os principais mediadores induzidos por 

hipóxia. Desse modo, foi investigado se a troca de isotipos seria afetada pelo aumento da 

expressão de HIF-1α ao induzir a deleção da proteína VHL em células B. VHL é um componente 

do complexo E3 ubiquitina ligase que interage fisicamente com HIF-1α, levando a uma rápida 

ubiquitinação de HIF-1α e degradação pelo proteassoma sob condições de normóxia 

(KUBAICHUK; KIETZMANN, 2019). Assim, a deleção do gene Vhl evita a degradação de HIF-1α, 

aumentando a sua disponibilidade nas células e consequente estabilização de HIF. Uma vez 

que a quantidade de células B Vhl-/- disponíveis para os experimentos foi bastante limitada, as 

mesmas foram direcionadas para os experimentos relacionados a troca de isotipo para IgG1, 

cujos resultados pareceram ser mais consistentes.  

 Os resultados mostraram que células B Vhl-/- tiveram maior frequência de células 

B220+CD19+IgM+ do que células B CT quando cultivadas sob condições de normóxia em 

ambos os dias 3 e 6 de cultura celular (Figuras 37A-B), sugerindo que a expressão de HIF 

está relacionada com o processo de troca de isotipo para IgG1. Embora tenha sido 

observada uma menor frequência de células B220+CD19+IgG1+ em células B Vhl-/- após 3 

dias de cultura, a frequência não foi diferente no dia 6 (Figura 37B). Acredita-se que o 

baixo número de células B Vhl-/- viáveis sob condições de normóxia tenha influenciado os 

resultados de frequência no dia 6 (Figuras 37C-D). Adicionalmente, não houve diferenças 

significativas na frequência de plasmócitos CD138+TACI+/- entre os grupos estudados 

(Figura 37B). 
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Figura 37. Avaliação da estabilização de HIF-1𝛂 sobre a troca de classe de imunoglobulinas 
para IgG1 usando sistema in vitro de indução de células B CG. A. Para o experimento, 3,44x105 
de células NB-21.2D9 (que expressam CD40L e produzem BAFF e IL-21)/poço foram adicionadas 
à placas de 6 poços, deixadas em condições normais de cultura por 4 horas para permitir 
aderência e depois irradiadas. Após o período, 1,2x105 células B Thy1.2- de camundongos CT ou 
Vhl-/- foram adicionadas a cada poço juntamente com 10 ng/mL de IL-4 para indução de troca de 
classe de imunoglobulina para IgG1. Em seguida, um grupo de células foi incubado em condições 
de normóxia (pO2 21%) e outro grupo incubado sob condições de hipóxia (pO2 1%) em um total 
de 6 dias de cultura. Destaca-se que após 3 dias do início da cultura, as células B foram contadas e 
devidamente transferidas em poços contendo novas células NB-21-2.D9 irradiadas e meios de 
cultura contendo os estímulos. B. Estratégias de gate mostrando a frequência de células 
B220+CD19+IgM+IgG1-, B220+CD19+IgM-IgG1+ e B220-CD19-CD138+TACI+/- cultivadas sob 
condições indutoras de troca de classe de imunoglobulina para IgG1 sob normóxia ou hipóxia nos 
dias 3 e 6 de cultura. C-D. Número absoluto de células vivas totais nos dias 3 (C) e 6 (D) de 
experimento nas diversas condições experimentais. Estes dados são representativos de 1 
experimento. n=1 animal por grupo contendo replicatas técnicas. *p<0,05. CT: controle; pO2: 
tensão de oxigênio; Vhl-/-: camundongos ou células B deficientes do gene codificador da proteína 
von Hippel Lindau que causa estabilização de HIF-1𝛂. 

 

 Além disso, ambas as análises de determinação da produção de IgG1 feitas no 

sobrenadante de cultura celular por ELISA ou pelo plaqueamento de mesmo número de 

células viáveis por ELISpot mostraram que as células B Vhl-/- cultivadas em condições de 

normóxia, assim como células B CT cultivadas em condições de hipóxia, secretaram mais 

IgM do que células B CT cultivadas sob condições de normóxia (Figuras 38A-G). 
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Corroborando os resultados, o oposto foi observado para IgG1: uma diminuição da 

secreção de IgG1 por células B Vhl-/- cultivadas em normóxia e células B CT cultivadas por 

hipóxia quando comparadas ao grupo de células B CT cultivadas sob condições de 

normóxia.  

 Além disso, dados também preliminares mostraram uma frequência aumentada de 

células B220+CD19+IgG1+ em células B Hif1a-/- cultivadas sob normóxia quando 

comparadas com células B CT também cultivadas em condições de normóxia (Figura 

38H). A frequência de plasmócitos também foi similar entre os grupos. Em conjunto, os 

resultados sugerem que a expressão de HIF está relacionada com o processo de troca de 

isotipos para IgG1.  

Figura 38. Avaliação da estabilização ou ausência de HIF-1𝛂 sobre a troca de classe de 
imunoglobulinas para IgG1 usando sistema in vitro de indução de células B CG. A. Para o 
experimento, 3,44x105 de células NB-21.2D9 (que expressam CD40L e produzem BAFF e IL-
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21)/poço foram adicionadas à placas de 6 poços, deixadas em condições normais de cultura por 4 
horas para permitir aderência e depois irradiadas. Após o período, 1,2x105 células B Thy1.2-  de 
camundongos CT ou Vhl-/- foram adicionadas a cada poço juntamente com 10 ng/mL de IL-4 para 
indução de troca de classe de imunoglobulina para IgG1. Em seguida, um grupo de células foi 
incubado em condições de normóxia (pO2 21%) e outro grupo incubado sob condições de hipóxia 
(pO2 1%) em um total de 6 dias de cultura. Destaca-se que após 3 dias do início da cultura, as 
células B foram contadas e devidamente transferidas em poços contendo novas células NB-21-
2.D9 irradiadas e meios de cultura contendo os estímulos. B-E. Quantificação de IgM (B e D) e IgG1 
(C e E) por ELISA no sobrenadante de cultura no dia 3 (B-C) e 6 (D-E) de cultura em condições 
indutoras de troca de classe de imunoglobulina para IgG1 sob normóxia ou hipóxia. Foi realizada 
diluição seriada do sobrenadante de cultura conforme apontado nos gráficos. F. Quantificação de 
IgM por ELISpot com 2500 e 5000 células B CT ou Vhl-/- cultivadas em condições indutoras de 
troca de classe de imunoglobulina pra IgG1 sob normóxia ou hipóxia. G. Quantificação de IgG1 por 
ELISpot com 2000 e 1000 células B CT ou Vhl-/- cultivadas em condições indutoras de troca de 
classe de imunoglobulina pra IgG1 sob normóxia ou hipóxia. H. Para o experimento, 3,44x105 de 
células NB-21.2D9 (que expressam CD40L e produzem BAFF e IL-21)/poço foram adicionadas à 
placas de 6 poços, deixadas em condições normais de cultura por 4 horas para permitir aderência 
e depois irradiadas. Após o período, 1,2x105 células B Thy1.2-  de camundongos CT ou Hif1a-/- 

foram adicionadas a cada poço juntamente com 10 ng/mL de IL-4 para indução de troca de classe 
de imunoglobulina para IgG1. Em seguida, um grupo de células foi incubado em condições de 
normóxia (pO2 21%) e outro grupo incubado sob condições de hipóxia (pO2 1%) em um total de 
6 dias de cultura. Destaca-se que após 3 dias do início da cultura, as células B foram contadas e 
devidamente transferidas em poços contendo novas células NB-21-2.D9 irradiadas e meios de 
cultura contendo os estímulos. I. Estratégias de gate mostrando a frequência de células 
B220+CD19+IgM+IgG1-, B220+CD19+IgM-IgG1+ e B220-CD19-CD138+TACI+/- de camundongos CT ou 
Hif1a-/- cultivadas sob condições indutoras de troca de classe de imunoglobulina para IgG1 sob 
normóxia ou hipóxia no dia 6 de cultura. Estes dados são representativos de 1 experimento. n=1 
animal por grupo contendo replicatas técnicas. *p<0,05. CT: controle; Hif1a-/-: camundongos ou 
células B deficientes do gene codificador da proteína HIF-1𝛂; pO2: tensão de oxigênio; Vhl-/-: 
camundongos ou células B deficientes do gene codificador da proteína von Hippel Lindau que 
causa estabilização de HIF-1𝛂. 

 

 Em seguida, foi questionado como estaria o programa transcricional de 

plasmócitos submetidos à hipóxia que receberam o estímulo para a indução de troca de 

isotipo para IgG1, mas permaneceram secretando IgM. No entanto, não existem ensaios 

disponíveis até o momento para a purificação de plasmócitos secretores de anticorpos de 

classes específicas, uma vez que estas células terminalmente diferenciadas perdem a 

expressão de BCR na membrana. Além disso, os processos de permeabilização celular 

comumente utilizados para a identificação de imunoglobulinas citoplasmáticas alteram a 

qualidade das análises de expressão gênica (por exemplo, com o uso da plataforma 

NanoString). Desta forma, nós desenvolvemos um ensaio de purificação de anticorpos 

secretores de imunoglobulinas de classes específicas para a continuação do estudo 

futuramente. O desenvolvimento do ensaio pode ser observado no item 8.1 (Resultados 

complementares). 
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4.26. AVALIAÇÃO DO PAPEL DE HIF NA LONGEVIDADE DE PLASMÓCITOS DE VIDA 

LONGA  

 Plasmócitos de vida curta e plasmócitos de vida longa possuem mais semelhanças 

fisiológicas e transcricionais do que diferenças, sendo difícil a distinção fenotípica destas 

populações (LAM et al., 2018). No entanto, um estudo recente mostrou que as populações 

de plasmócitos tem um perfil metabólico diferente, com plasmócitos de vida longa 

apresentando maior capacidade de captação de glicose e expressão do transporte de 

aminoácido CD98 do que plasmócitos de vida curta (LAM et al., 2018). Entretanto, os 

mecanismos subjacentes descrevendo como os plasmócitos de vida longa escapam da 

morte e mantém a longevidade ainda é desconhecido. Embora existam diversas 

diferenças estruturais na medula óssea humanos e camundongos, a hipóxia é uma 

característica compartilhada e necessária para a adaptação de diversos tipos celulares 

diferenciados e progenitores (ZHANG; SADEK, 2014; BRYNJOLFSSON et al., 2018). 

Considerando os plasmócitos de vida longa, é conhecido que estas células se localizam 

primordialmente na medula óssea (NGUYEN et al., 2018; KHODADADI et al., 2019), mas 

ainda é desconhecido se a baixa tensão de oxigênio contribui para a estabilização de 

fatores de hipóxia e consequente aumento da longevidade destas células. Assim, foi 

hipotetizado que os plasmócitos de vida longa migram para a medula óssea hipóxica para 

se proteger do estresse metabólico, aumentando a estabilização de HIF e consequente 

aumento da longevidade. 

 Desse modo, foi realizado um experimento para verificar se HIF é essencial para a 

estabilização e longevidade de plasmócitos de vida longa. Para isso, células B de 

camundongos Rosa26-ERT2-Cre-Hif1αfl/fl, células T CD4+ policlonais e células T CD4+ OT-

II foram transferidas adotivamente para camundongos recipientes Rag2-/-. Um dia após a 

transferência celular, os camundongos recipientes foram imunizados com 100 µg de NP-

OVA, via i.p. (Figura 39A). Quatorze dias após a primeira imunização, os camundongos 

foram novamente imunizados com NP-OVA com a mesma dose. Oito semanas após a 

primeira imunização, os camundongos receberam 3 doses consecutivas de veículo ou 

tamoxifeno (3 mg x 3 doses) para permitir a atividade da enzima cre-recombinase nas 

células B (plasmócitos). Os camundongos foram eutanasiados no dia 108 após a primeira 

imunização para a avaliação do baço, medula óssea e soro.   
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Figura 39. Avaliação do papel de HIF na longevidade de plasmócitos de vida longa. A. Para 
o experimento, 5 x 106 células B de camundongos Rosa26-ERT2-CreHif1αfl/fl, 4x106 células T CD4+ 

policlonais de camundongos CT e 1x106 células T CD4+ de camundongos OT-II foram adotivamente 
transferidas (i.v.) para camundongos recipientes Rag2-/-. Um dia após a transferência de células, 
os camundongos recipientes foram imunizados com 100𝛍g de NP-OVA via i.p. Quatorze dias após 
a transferência de células, camundongos receberam uma nova injeção de NP-OVA com mesma via 
de administração e dose. Oito semanas após a imunização primária, os camundongos receberam 
3 injeções consecutivas de tamoxifeno (3 mg/dose) para permitir a atividade da enzima cre-
recombinase ou veículo. Os camundongos foram devidamente eutanasiados no dia 108 de 
experimento e coletas de sangue foram realizadas esporadicamente para quantificação de 
anticorpos. B-E. Quantificação de IgM total (B), IgG1 total, IgM específica para NP20 (D) e IgM 
específica para OVA (E) por ELISA em soro diluído 1:400. A área demarcada nos gráficos com a 
palavra “injeção” indica a primeira dose de tamoxifeno ou veículo que os camundongos 
receberam. F. Frequência de plasmócitos (B220-CD19-CD138+TACI+) no baço e medula óssea de 
camundongos. Estes dados são representativos de 1 experimento. n=1-2 animais por grupo. CT: 
controle; MO: médula óssea; NP: 4-hidroxi-3-nitrofenil; OVA: ovalbumina. 

 

 As concentrações séricas de IgM total, IgG1 total, IgM anti-NP20 e IgM anti-OVA 

foram similares entre os grupos antes das injeções de tamoxifeno ou veículo (dias 56-58) 

(Figuras 39B-E). De modo interessante, após os dias 56-58, o grupo que recebeu 
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tamoxifeno diminuiu os níveis circulantes de IgG1 total, IgM anti-NP20 e IgM anti-OVA 

comparado ao grupo que recebeu o veículo. Nenhuma diferença foi observada nas 

concentrações séricas totais de IgM e as concentrações de IgG anti-NP20, IgG anti-NP2 e 

IgG anti-OVA não foram detectadas. Embora no geral a frequência de plasmócitos na 

medula óssea tenha sido muito baixa em ambos os grupos, a frequência foi 50% menos 

no grupo que recebeu a injeção de tamoxifeno (Figuras 39F). Adicionalmente, a 

frequência de plasmócitos no baço também diminuiu no grupo tratado com tamoxifeno, 

sugerindo que HIF pode ser importante para a estabilização e longevidade de plasmócitos 

de vida longa. É importante ressaltar que o número de animais neste experimento foi 

baixo (n=1-2 por grupo) devido à alta taxa de mortalidade dos animais Rag2-/- observada 

em longos períodos experimentais. No entanto, optou-se por adicionar os resultados pelo 

potencial observado nos resultados preliminares e para a discussão de melhorias nos 

experimentos futuros. 

 Nós também tentamos uma nova abordagem experimental para investigar se HIF 

é essencial para a estabilização e longevidade de plasmócitos de vida longa. Este 

experimento consistiu no estabelecimento de protocolos para a realização do 

mapeamento do destino celular. O item 8.2 (resultados complementares) descreve a 

primeira etapa deste experimento. 
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5. DISCUSSÃO 
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5. DISCUSSÃO  

 A função efetora das células B é definida logo após a ativação, momento crítico para 

expansão clonal e para sua diferenciação em ASCs (plasmoblastos/plasmócitos). Este 

processo é guiado principalmente pela sinalização de receptores de superfície, tais como 

BCR, TLRs, CD40 e até mesmo o receptor de IL-4 (BOOTHBY, M.; RICKERT, 2017). Neste 

estudo, foi demonstrado que, embora as células B aumentem a taxa glicolítica após serem 

ativadas, este perfil de ativação é temporalmente diferente dependendo do tipo de 

estímulo oferecido. Considerando a importância das células B pelo reconhecimento de 

padrões microbianos, é intuitivo considerar que o uso de ligantes de TLRs, como o LPS e 

o CpG, leve à um processo de ativação celular mais rápido que aqueles gerados pelo 

reconhecimento antigênico via sinalização do BCR, sendo este último um processo mais 

complexo para a geração de respostas mais específicas e duradorouras. Um estudo 

bastante elegante descreveu o comportamento das células B sob diferentes doses e 

estímulos de CpG, LPS e αCD40 + IL-4. Foi observado que, enquanto células estimuladas 

com CpG não se diferenciam em ASCs, aquelas estimuladas com LPS se diferenciam 

independentemente da dose utilizada, mas dependem do número de ciclos de proliferação 

(HAWKINS et al., 2013). A partir de dois ciclos de proliferação, o LPS já começa a induzir 

a diferenciação em ASCs. Já células B estimuladas com αCD40 + IL-4 produzem ASCs 

dependendo da dose usada de αCD40: quanto maior a dose, maior a capacidade de 

proliferação dessas células, porém menor a competência para formar ASCs (HAWKINS et 

al., 2013).  Nosso trabalho demonstrou que o LPS foi capaz de diferenciar as células B em 

ASCs, uma vez que 2 e 3 dias de cultura induziram 3 e 4 ciclos de proliferação, 

respectivamente. Além disso, o LPS foi o ativador mais potente da glicólise em células B, 

mas os parâmetros de ativação foram dependentes da dose do estímulo.  Além disso, nós 

usamos doses relativamente baixas de αCD40 para o ensaio de ativação celular, mas é 

possível que doses mais altas, que priorizam a proliferação, induzam a atividade glicolítica 

destas células mais rapidamente.  

 Uma outra característica importante observada com o uso de LPS foi a ativação de 

AMPK, sugerindo que a molécula possui função na fisiologia da ativação das células B. 

Conforme descrito anteriormente, AMPK é um importante regulador do metabolismo que, 

quando ativado, maximiza a geração de energia através da produção de ATP via OXPHOS, 

limitando processos que consomem ATP. De fato, nossos resultados mostraram que 
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AMPK permite o transporte do piruvato para a mitocôndria e o abastecimento do ciclo do 

ATC por diminuir a regulação negativa de PDK1 sobre o complexo piruvato 

desidrogenase. Por outro lado, a ausência de AMPK diminuiu tanto a massa como a 

atividade mitocondrial, comprometendo a sobrevivência das células B durante situações 

de estresses metabólicos, uma vez que a produção de ATP e de outras funções 

mitocondriais estão supostamente prejudicadas. De fato, estudos têm mostrado que 

AMPK auxilia as células T a passarem por períodos de privação nutricional, suportando a 

hipótese de que a ausência da molécula nas células B também poderia ser prejudicial nas 

situações em que reprogramações metabólicas mediadas por estresse energético sejam 

necessárias (BLAGIH et al., 2015). 

  Embora AMPK desempenhe outras funções, sua principal atividade é regular 

negativamente mTORC1. mTORC1, por sua vez, ao ser ativado, promove a síntese 

proteica, lipídica, crescimento celular, glicólise e ativação da via PPP (SHIMOBAYASHI; 

HALL, 2014). Assim, os resultados aqui apresentados mostraram que, de fato, mTORC1 

desempenha papéis opostos aos exercidos por AMPK em células B. Um estudo recente 

observou que a inibição de mTORC1 em células B diminuiu tanto a atividade glicolítica 

como a OXPHOS, mostrando a relevância do sensor metabólico na regulação metabólica 

de células B (IWATA et al., 2016). Aqui, além desses resultados, nosso trabalho 

demonstrou adicionalmente uma implicação funcional da ausência de mTORC1 nestas 

células, como a síntese de IL-10 e a expressão de CD40. No entanto, tanto a avaliação do 

metabolismo lipídico como a síntese proteica tornam-se também necessárias dentro 

deste contexto.  

 Um outro estudo usando fibroblastos de embrião murino deficientes de TSC 

mostrou que a hiperativação de mTORC1 aumentou a expressão de genes relacionados a 

captação de glicose e glicólise, incluindo os genes Scl2a1, Hk1/2, Pfk1 e Ldh1 (DUVEL et 

al., 2010), semelhante ao que observamos em células B deficientes de AMPK. Além disso, 

nossos resultados também são suportados por dados descritos em macrófagos murinos 

sem a subunidade β1 de AMPK, que apresentaram menores taxas de oxidação de ácidos 

graxos quando estimulados por LPS, alta produção de IL-1β e TNF e alta captação de 

glicose mediadas pelo aumento da expressão de mTORC1 e HIF-1α (SAG et al., 2008; 

GALIC et al., 2011; KELLY; O'NEILL, 2015). Em conjunto, sugere-se que as principais 

alterações metabólicas e ativações encontradas no nosso estudo na ausência de AMPK são 
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consequências da superativação de mTORC1. Embora não esteja descrito aqui neste 

estudo, de fato a atividade de AMPK está aumentada como pode ser verificado no artigo 

publicado em colaboração com o Prof. Mark R. Boothby (BROOKENS et al., 2020b). 

 Um estudo mostrou que animais completamente deficientes de AMPK não 

apresentaram problemas no desenvolvimento de células B, no entanto nenhuma 

subpopulação de célula B foi caracterizada. Ainda, foi demonstrado que esplenócitos de 

animais deficientes de AMPK proliferaram igualmente às células WT com diferentes 

estímulos (MAYER et al., 2008). Aqui, foi descrito que a deleção específica de AMPK em 

células B não impactou o desenvolvimento destas células na medula óssea, mas alterou a 

frequência de células B FO e de Bregs na periferia e que a taxa de proliferação foi 

aumentada após 72 horas de estímulo com LPS in vitro. Uma vez que as células precisam 

de anabolismo para sintetizar novas biomoléculas durante a proliferação e que AMPK 

regula negativamente esses processos metabólicos, é esperado que a ausência da 

molécula interfira no número de divisões destas células, como de fato observa-se em 

trabalhos sobre o tema (MOTOSHIMA et al., 2006).  

 Além disso, também foi demonstrado que a atividade mitocondrial está 

relacionada com a formação de plasmoblastos e que o metabolismo da glutamina 

(glutaminólise) é a principal via de alimentação do ciclo do TCA e OXPHOS (GARCIA-

MANTEIGA et al., 2011). Adicionalmente, Dufort e colaboradores descreveram que a 

síntese lipídica também é fundamental para a diferenciação de plasmoblastos e que a 

glicólise é a principal fornecedora dos substratos para a via (DUFORT et al., 2014). Deste 

modo, esses dois trabalhos sugerem que a OXPHOS é essencial para a formação de 

plasmoblastos, corroborando os nossos resultados. No entanto, este e outros trabalhos 

demonstraram que a atividade secretória de anticorpos é regulada principalmente pela 

glicólise. Embora nós saibamos que as subpopulações de células B tenham que ser 

estudadas separadamente, a frequência de células ASCs geradas in vitro é muito baixa, 

dificultando os experimentos individuais. 

 Além disso, embora a deficiência de AMPK tenha aumentado a capacidade de 

sintetizar anticorpos em curto prazo, a deficiência neste processo é observada em longo 

prazo. As análises in vitro e das respostas ao redesafio antigênico mostraram que o custo 

de um excesso de produção de anticorpos em curto prazo sem uma compensação da 
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atividade mitocondrial, aumenta a síntese de ROS, aumenta a peroxidação lipídica e 

aumenta o número de mitocôndrias disfuncionais por conta da deficiência dos processos 

mitofágicos, culminando na diminuição da frequência não só de células BMEM, mas também 

de plasmócitos. 

 De modo interessante, o aumento da atividade de células B deficientes de AMPK 

também foi o suficiente para melhorar a colite aguda experimental. Embora estudos 

antigos sugerissem que o desenvolvimento da colite induzida por DSS não teria influência 

das células T e B (DIELEMAN et al., 1994), estudos recentes apontaram um papel essencial 

das células B para conter o avanço da doença. Wang e colaboradores mostraram que o 

papel dessas durante a colite induzida por DSS é fundamental para a atenuação da doença 

e que existe uma cooperação mútua entre células B e T, com as primeiras auxiliando na 

proliferação de células Tregs, enquanto as segundas auxiliam células B a diferenciarem-

se em plasmócitos secretores de anticorpos IgA (WANG et al., 2015). Outros estudos 

usando diferentes técnicas de engenharia genética para eliminar células B de 

camundongos também verificaram a relevância das células B, bem como das vias de 

sinalização dependentes de Myd88 nestas células, para conter o desenvolvimento da DII 

experimental (YANABA et al., 2011; KIRKLAND et al., 2012). De fato, 80% das células B 

ativadas no organismo encontram-se nos MALTs (BRANDTZAEG; JOHANSEN, 2005), 

sendo improvável que esta população não tenha papel relevante em doenças associadas 

à mucosa. Aqui, nós descrevemos que as células B não apenas desempenham papel na 

colite, mas que também podem ser potenciais alvos a serem explorados em doenças 

relacionadas. No entanto, assim como no redesafio antigênico, a proteção da colite 

experimental não foi sustentada cronicamente na doença, sugerindo que a modulação de 

AMPK no curso da DII deve ser transitória e não permanente.   

 Além de observar o aumento da síntese de IL-10 em homogenato intestinal, 

citocina anti-inflamatória sabidamente reguladora de respostas imunes, foi também 

observado aumento da produção de lactato. O lactato  tem sido demonstrado atuar como 

anti-inflamatório em mecanismos de defesa por células cancerígenas para impedir a ação 

de células imunes no ambiente tumoral (ROMERO-GARCIA et al., 2016). Além disso, o uso 

farmacológico de lactato melhorou os sinais clínicos da colite induzida por TNBS 

(IRAPORDA et al., 2016). Um estudo associou o aumento de síntese de IL-10 com o 

aumento de lactato em neonatos submetidos à operação de troca arterial mostrando forte 
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correlação entre os dois (CHASOVSKYI et al., 2016). Assim, como nossos resultados in 

vitro sugerem, os mecanismos intracelulares da produção de lactato e IL-10 em células B 

parecem ser relacionados. Além disso, nós também propomos que o uso de anticorpos 

neutralizantes contra IL-10 em animais AMPKΔB submetidos à colite experimental poderia 

complementar a ideia de que a IL-10 é relevante nesse contexto protetor da doença, além 

de verificar se as próprias células B são as responsáveis diretas pela síntese da citocina e 

não apenas intermediadoras.  

 Embora o ensaio de transferência de células B seguido pela indução de colite tenha 

parecido promissor, os achados devem ser tratados com bastante cautela, uma vez que a 

taxa de repopulação de células B nos animais recipientes foi baixa. Em virtude dos animais 

BKO também terem apresentado melhora da colite experimental, é possível que a 

diminuição do número de células B tenha causado a melhora da doença, principalmente 

porque as células transferidas não foram capazes de repopular o cólon. 

 Finalmente, o fato de animais RaptorΔB terem piorado significativamente da colite, 

indica que os dados in vitro e in vivo podem estar altamente correlacionados. No entanto, 

sabemos que isso precisa ainda ser investigado e outras subpopulações de células do 

sistema imune precisam ser avaliadas para verificar a total contribuição nas DII. Ademais, 

nossos estudos demonstram que células B têm papel importante no contexto das DII e que 

o mesmo deve ser explorado, uma vez que tem sido envilecido em estudos sobre o tema. 

 Como descrito anteriormente, as zonas claras dos CGs são hipóxicas, regulando 

diversas funções das células B, incluindo a troca de isotipos de imunoglobulinas tanto 

para IgG1 como para IgG2c, embora a troca de classe para IgA não seja afetada (CHO et al., 

2016). No entanto, os estudos utilizaram LPS, agonista de TLR-4, para simular as reações 

de CGs. Aqui, ao utilizar o sistema in vitro de indução de células B CG, foi verificado que, 

de fato, a hipóxia prejudica a troca de isotipos para IgG1, mas também influencia, até certa 

extensão, a troca para IgA. De modo interessante, a estabilização de HIF-1 em células B 

cultivadas em normóxia comprometeu a troca de isotipo de modo semelhante ao 

observado na hipóxia, sugerindo que os efeitos da hipóxia são principalmente mediados 

por HIF.  

 É importante ressaltar que, embora o sistema in vitro contendo células NB21-2.D9 

se aproxime mais das condições encontradas nos CGs, ele também apresenta limitações. 



D i s c u s s ã o  | 128 

 

Embora análises tenham mostrado que a hipóxia não influencia a expressão de CD40L 

pelas células NB21-2.D9 cultivadas sob condições de hipóxia (dados não mostrados), é 

preciso considerar que a produção das citocinas BAFF e IL-21 podem estar prejudicadas 

nestas células e comprometer o processo de diferenciação das células B. No entanto, a 

frequência de plasmócitos diferenciados foi semelhante independentemente da pO2 ou da 

participação de HIF-1 sugerindo que as células NB21-2.D9 permaneceram viáveis e 

ativas. Além disso, a presença contínua de IL-21 no meio não representa exatamente o 

que acontece no CG, uma vez que IL-21 prioriza a diferenciação de células B CG em 

plasmócitos (HOFFMAN; LAKKIS; CHALASANI, 2016). Além disso, a maior fonte de IL-21 

nos CGs são células TFH que, por sua vez, estão localizadas principalmente em uma região 

específica da zona escura onde ocorre a hipermutação somática (WEINSTEIN et al., 2016). 

Desse modo, sugere-se que a mistura de células 40LB e NB21-2.D9 talvez seja a melhor 

estratégia para a simulação dos CGs ou até mesmo iniciar a cultura com células 40LB 

seguida pela transferência de células B para um ambiente contendo células NB21-2.D9.  

 De modo interessante, um estudo recente mostrou que a troca de isotipo é um 

evento iniciado antes mesmo das células B serem diferenciadas em células B CG ou 

plasmoblastos, diminuindo drasticamente nos CGs (ROCO et al., 2019). Desse modo, o fato 

de os CGs terem regiões hipóxicas, não comprometeria a troca de classe de isotipos. Além 

disso, tem sido descrito que células B CG dependem tanto da glicólise como da OXPHOS, 

aumentando principalmente a atividade de mTORC1 e, consequentemente, de HIF-1 e 

de c-Myc, um outro sensor metabólico diretamente ativado por mTORC1 (CHOI; MOREL, 

2020). Assim, é possível que as diferentes etapas das reações de CGs e pré-CG possam 

induzir transitoriamente a estabilização de HIF-1 para desempenhar determinadas 

funções.  

 Ainda, HIF-1 se mostrou necessário para a manutenção/função de plasmócitos 

de vida longa na medula óssea e baço.  Embora reconheçamos a limitação do baixo número 

de animais usados no estudo devido a complexidade do desenho experimental, os 

resultados têm potencial para a continuidade desta investigação. Embora as 

concentrações séricas de IgG1 total tenham sido detectadas em ambos os grupos 

estudados, apenas IgM específicas puderam ser quantificadas. Este dado é importante 

pelo fato de ter sido observada uma maior frequência de ASCs no baço do que na medula 

óssea dos animais estudados.   Estudos mostram que plasmócitos de vida longa secretores 
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de IgG migram mais para a medula óssea, enquanto que plasmócitos secretores de IgM 

são principalmente retidos no baço (BOHANNON et al., 2016). Desse modo, embora nossa 

hipótese inicial de que o ambiente hipóxico da medula óssea poderia induzir a 

estabilização de HIF-1 e, consequentemente, contribuir com a longevidade de 

plasmócitos de vida longa, o sensor metabólico também se mostrou necessário para a 

manutenção destas células no baço. O fato desses plasmócitos secretores de IgM terem a 

capacidade de se desenvolver independentemente das reações de CG e se distinguirem de 

células B IgM+ naturais e de plasmócitos de vida curta (BOHANNON et al., 2016) sugere 

que essas células possuem necessidades distintas de outras populações. Desse modo, a 

estabilização de HIF-1 poderia ser um dos fatores requeridos por esses plasmócitos de 

vida longa esplênicos induzido pela atividade de mTORC1, uma vez que regiões de hipóxia 

extrafoliculares não têm sido descritas no baço.  Assim, conclui-se que HIF-1α é 

importante para a manutenção/função de plasmócitos de vida longa e prejudica a troca 

de isotipo de imunoglobulinas para IgG1, mas é dispensável para a diferenciação de 

plasmócitos.
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6. CONCLUSÕES 

6.1. AMPK coordena a ativação, o metabolismo, a homeostase mitocondrial e a 

produção de anticorpos em células B (Figuras 40A-B). 

6.2. A modulação de AMPK em células B tem potencial para tratar doenças 

inflamatórias agudas. 

6.3. HIF-1α é importante para a manutenção de plasmócitos de vida longa e prejudica 

a troca de isotipo de imunoglobulinas para IgG1 (Figura 41). 
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Figura 40. Conclusão. A. A ativação de AMPK em células B estimuladas com LPS regula a 
atividade de mTORC1 e a mitofagia. Esses processos parecem coordenar a síntese de citocinas 
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pró- (IL-6) e anti- (IL-10) inflamatórias, a ativação celular, a síntese de anticorpos após 
diferenciação em ASCs e o balanço metabólico entre glicólise aeróbica e OXPHOS. B. Na ausência 
de AMPK, células B estimuladas com LPS aumentam seu status de ativação, produzem mais 
citocinas, sintetizam mais anticorpos após diferenciarem-se em ASCs e induzem um metabolismo 
predominantemente glicolítico em decorr6encia da hiperativação de mTORC1. Além disso, o 
processo de mitofagia torna-se prejudicado e as mitocôndrias danificadas se acumulam no 
citoplasma das células B, prejudicando as atividades mitocondriais que, somada à uma OXPHOS 
deficiente, produz altas quantidades ROS que, por sua vez, promove a peroxidação lipídica e 
consequente morte celular. Assim, a superativação de células B deficientes de AMPK parece ser 
postiva como observado em doenças inflamatórias agudas e imunização primária, porém, a morte 
celular precoce decorrente de hiperativação de mTORC1 prejudica respostas mais duradouras, 
como em doenças inflamatórias crônicas e desafios antigênios secundários. 𝛂-KG: alfa 
cetoglutarato; AMPK: proteína quinase ativada por AMP; ASCs: células secretoras de anticorpos; 
BCR: receptor de células B; HK-2: hexoquinase-2; MCT: transportadores de monocarboxilatos; 
MPC: carreador de piruvato mitocondrial; OAA: oxaloacetoato; OXPHOS: fosforilação oxidativa; 
PDK1: piruvato desidrogenase quinase 1; PFK1: fosfofrutoquinase 1; PKM2: piruvato quinase 
isotipo M2; ROS: espécies reativas de oxigênio; SucCoA: succinil coenzima A; TCA: ciclo do ácido 
tricarboxílico; ULK1: proteína quinase do tipo unc-51. Figura criada com BioRender.com. 
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Figura 41. Conclusão. Células dendríticas apresentam antígenos para as células T CD4+ naive nas 
zonas de células T, permitindo a ativação bidirecional de ambas as células T CD4+ e células B na 
interface da zona de células T e do folículo. Durante este processo, a troca de classe de isotipos é 
iniciado. Em seguida, as células B aumentam a taxa de proliferação e podem ou entrar nos centros 
germinativos ou diferenciarem-se em plasmócitos de vida curta. No centro germinativo, células T 
foliculares e células dendríticas foliculares auxiliam as células B a diferenciarem-se em 
plasmócitos de vida longa ou em células B de memória. Posteriormente, os plasmócitos de vida 
longa migram para medula óssea que, devido ao ambiente hipóxico, induz a estabilização de HIF-
1, contribuindo para a longevidade celular. Enquanto os mecanismos de diferenciação em 
plasmócitos de vida longa parecem não ser dependentes da disponibilidade de oxigênio no centro 
germinativo, a troca de isotipo, principalmente IgG1, é dependente de oxigênio. B: células B 
ativadas; BN: células B naive; BMEM: Células B de memória; T: células T CD4+ ativadas; TFH: células 
T CD4+ foliculares; TN: células T CD4+ naive. Figura criada com BioRender.com. 
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8. RESULTADOS COMPLEMENTARES 
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8.1. DESENVOLVIMENTO DO ENSAIO DE PURIFICAÇÃO DE PLASMÓCITOS 

SECRETORES DE CLASSES DE IMUNOGLOBULINAS DE CLASSES ESPECÍFICAS 

 Em 2002, Assenmacher e colaboradores descreveram um protocolo para isolar 

células secretoras de citocinas específicas denominado “Ensaio de secreção de citocinas 

por citometria de fluxo” (Cytometrix cytokines secretion assay) (ASSENMACHER; LOHNING; 

RADBRUCH, 2002). Desse modo, foi aplicado o mesmo princípio básico desta técnica para 

desenvolver um novo ensaio de obtenção de plasmócitos secretores de imunoglobulinas 

de classes específicas. 

 Para estabelecer a prova de conceito, foi utilizado o sistema in vitro de indução de 

células B CG para cultivar células B CT (IgHb) e CD45.1+IgHa sob hipóxia e normóxia. 

Células B foram obtidas de camundongos CT e CD45.1+IgHa para aumentar a 

especificidade do ensaio, uma vez que os anticorpos de detecção utilizados para a 

detecção também pertencem a classes específicas e poderiam interferir no ensaio. Para o 

ensaio, procurou-se apenas identificar plasmócitos secretores de IgM. Brevemente, o 

ensaio consistiu em incubar as células B cultivadas previamente sob condições de 

normóxia e hipóxia com αIgM para bloquear a IgM de superfície das células 

B/plasmoblastos remanescentes na cultura. Em seguida, as células foram incubadas com 

o reagente de captura contendo αCD138-biotinilado, αIgM-biotinilado e estreptavidina 

conjugada à um fluorocromo (Figura 42A). Posteriormente, as células foram permitidas 

secretar anticorpos por 2 horas em condições de cultura (37°C, 5% de CO2 e 21% de pO2). 

Finalmente, as células foram marcadas com anticorpo de detecção αIgM[b] (específico 

para a identificação de anticorpos secretados por células B CT) ou αIgM[a] (específico 

para identificação de anticorpos secretados por células B CD45.1+IgHa) e avaliados por 

citometria de fluxo (Figura 42A). 

De modo interessante, plasmócitos cultivados por 3 dias sob condições de 

normóxia puderam ser identificados pelos seus respectivos complexos fluorescentes. Em 

outras palavras, células B CT foram identificadas com o uso de αIgM[b] e células B 

CD45.1+IgHa foram identificadas com o uso de αIgM[a], demonstrando a especificidade do 

experimento (Figura 42B). Plasmócitos cultivados sob condições de hipóxia por 6 dias, 

que possuem uma frequência relativamente alta de IgM, conseguiram ser identificados. 

No entanto, a frequência encontrada foi relativamente baixa devido ao alto número de 

células mortas induzidas por hipóxia, como foi demonstrado anteriormente. Além disso, 
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plasmócitos secretores de anticorpos IgM não foram identificados nas culturas feitas sob 

condições de normóxia por 6 dias, uma vez que neste tempo praticamente todas as células 

realizaram troca de isotipo e tornaram-se secretoras de IgG1 como observado 

anteriormente (Figura 35C). Todos os controles utilizados foram negativos (dados não 

mostrados). Desse modo, estes resultados mostraram ser possível a purificação de 

plasmócitos secretores de imunoglobulinas de classes específicas e são promissores para 

a continuidade do estudo do papel de HIF-1 na troca de isotipo de imunoglobulinas e 

para diversas outras aplicações no campo da imunologia e biotecnologia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42. Ensaio de purificação de plasmócitos secretores de IgM. A. Células B de 
camundongos CT e CD45.1+IgHa foram cultivadas por 3 e 6 dias usando sistema de cultura de 
células B de CG induzidas in vitro (I). Em seguida, células B foram incubadas com αIgM e então 
incubadas com reagente de captura (biotina-αCD138 + biotina-αIgM + estreptavidina conjugada 
à um fluorocromo) (II). Células foram permitidas secretar anticorpos por um período (III) e 
finalmente marcadas com anticorpos de detecção para análise de viabilidade e imunofenotipagem 
usando anticorpos apropriados (anti-IgM[a], anti-IgM[b], 7-AAD, B220) (IV). Experimentos CT 
foram usados usando-se células que não receberam o reagente de captura, mas apenas biotina-
αCD138 + estreptavidina conjugada à um fluorocromo. B. Frequência de células B220-

IgM[a]+reagente de captura+ ou B220-IgM[b]+reagente de captura+. Estes dados são 
representativos de 1 experimento. n=1 animal por grupo contendo replicatas técnicas. Outros 2 
experimentos foram realizados com variações significativas no protocolo. *p<0,05. CT: controle; 
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pO2: tensão de oxigênio. Figura adaptada de Assenmacher e colaboradores (ASSENMACHER; 
LOHNING; RADBRUCH, 2002).   

 

8.2. EXPERIMENTO PROVA DE CONCEITO DE CÉLULAS B PRIMÁRIAS 

TRANSDUZIDAS COM DNA SENSÍVEL AO HIF 

 Para tentar uma novar abordagem e investigar se HIF é essencial para a 

estabilização e longevidade de plasmócitos de vida longa, foi feita a primeira etapa de um 

experimento que objetiva a realização de mapeamento de destino celular. Para isso, foram 

usados os vetores MIT-HRE-CreERT2 ou MIT-Thy 1.1 (controle). O vetor MIT-HRE-

CreERT2 é sensível à estabilização de HIF e a presença de 4-OHT para permitir a 

expressão da enzima cre recombinase. A atividade da enzima cre-recombinase, por sua 

vez, permite a excisão de um elemento lox-STOP-lox que previne a expressão de GFP nas 

células de camundongos mT/mG duplo fluorescentes. Na ausência de atividade da enzima 

cre recombinase, células mT/mG mantêm a expressão de RFP (Figura 41B). Além disso, 

ambos os vetores MIT-HRE-CreERT2 e MIT-Thy 1.1 induzem a expressão de Thy 1.1 na 

superfície celular e podem ser usados como marcador da eficácia do processo de 

transdução. 

 Para estabelecer a prova de conceito e melhor eficácia, diversos protocolos de 

transfecção (lipossomo, fosfato de cálcio), transduções simples ou duplas ou uso de 

diferentes células empacotadoras (Plate-E Phoenix) foram utilizados (dados não 

mostrados). O protocolo mais eficiente consistiu na transfecção dos plasmídios em células 

empacotadoras da linhagem Phoenix usando o método de fosfato de cálcio (Figura 43A). 

Após permitir a produção do lentivirus, o sobrenadante foi coletado, filtrado, aliquotado 

e imediatamente congelado até o momento da transdução. Em seguida, 1x106 células B 

obtidas de camundongos mT/mG duplo-fluorescentes foram incubadas com o 

sobrenadante contendo lentivirus e submetidas a dois ciclos de centrifugação de 30 

minutos para a realização da transdução. Após este procedimento, as células foram 

estimuladas com LPS (5 𝛍g/mL), BAFF (10 ng/mL) e 50 nM de 4-OHT overnight em 

condições normais de cultura e, no dia seguinte, foram submetidas novamente ao 

processo de transdução conforme descrito anteriormente. Em seguida, as células foram 

cultivadas por 2 dias sob condições de normóxia (21% pO2) ou hipóxia (1% pO2).  
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Figura 43. Experimento prova de conceito com vetor viral sensível à HIF e tamoxifeno. A. 
Vetores MIT-HRE-CreERT2 ou MIT-Thy 1.1 foram usados para transfectar células da linhagem 
phoenix usando fosfato de cálcio (1). Após permitir a produção do vírus, o sobrenadante foi 
coletado, filtrado com filtro 0,45 μm, aliquotado e imediatamente congelado até o momento da 
transdução (2). 1x106 células B obtidas de camundongos mT/mG duplo-fluorescentes foram 
incubadas com o sobrenadante contendo lentivirus e submetidos à dois ciclos de centrifugação de 
30 minutos, 10.000 x g, para a realização da transdução (3). Após este procedimento, as células 
foram estimuladas com LPS (5 𝛍g/mL), BAFF (10 ng/mL) e 50 nM de 4-OHT overnight em 
condições normais de cultura (4) e no dia seguinte foram submetidas novamente ao processo de 
transdução conforme descrito anteriormente (5). Em seguida, as células foram cultivadas por 2 
dias sob condições de normóxia (21% pO2) ou hipóxia (1% pO2). Alternativamente, células B 
foram transduzidas apenas 1 vez conforme descrito no item 3 e deixadas em cultura por 2 dias em 
condições de hipóxia ou normóxia, conforme descrito no item 6. Células B transduzidas 
eficientemente com ambos vetores MIT-Thy 1.1 ou MIT-HRE-CreERT2 expressam Thy 1.1 em sua 
superfície, mas apenas células B transduzidas com o vetor MIT-HRE-CreERT2 podem ter atividade 
da enzima cre recombinase após estabilização de HIF e presença de (4-hidroxi)tamoxifeno. B. 
Diagrama de funcionamento da conversão de cor de RFP para GFP em células B mT/mG duplo-
fluorescentes transduzidas com o vetor MIT-HRE-CreERT2. Caso ocorra a transcrição e ativação 
da enzima cre-recombinase, células mT/mG naturalmente RFP+ tornam-se GFP+ uma vez que a 
enzima reconhece um códon de parade flanqueado que impede a expressão da fluorescência GFP. 
C. Frequência de células B mT/mG CT, transduzidas com o vetor MIT-Thy 1.1 ou com o vetor MIT-
HRE-CreERT2 apenas uma vez e cultivadas na presença de BAFF, LPS e 4-OHT sob condições de 
hipóxia ou normóxia por 2 dias. D. Frequência de células B mT/mG CT, transduzidas 2 vezes com 
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os vetores MIT-Thy 1.1 ou com MIT-HRE-CreERT2 com intervalo de 1 dia. Após o segundo ciclo 
de transdução, as células foram cultivadas por 2 dias sob condições de hipóxia ou normóxia. Estes 
resultados são representados de 6 experimentos independentes com algumas variações nos 
protocolos para melhor a eficiência da transdução. 4-OHT: 4-hidroxitamoxifeno; CT: controle.  

 

 Os resultados obtidos com diferentes protocolos de transdução/transfecção 

mostraram a viabilidade desta abordagem experimental, uma vez que as células B mT/mG 

Thy1.1+ cultivadas sob condições de hipóxia e na presença de 4-OHT passaram a 

expressar GFP (Figura 43C). No entanto, a frequência de células Thy1.1 foi baixa, 

impossibilitando o uso dessas células para futuros experimentos de mapeamento de 

destino celular.   

 Desse modo, procurou-se aumentar a eficácia de células B mT/mG transduzidas 

com o vetor MIT-HRE-CreERT2, cujo protocolo descrito acima (Figura 43A) aumentou de 

uma média de 1,9% de células Thy1.1+ transduzidas com o uso de diferentes protocolos 

para 18,8% (Figura 43C-D). Em conjunto, esses resultados foram bastante importantes 

para permitir a obtenção de células B mT/mG transduzidas com MIT-HRE-CreERT2 por 

cell sorting, transferidas adotivamente para camundongos recipientes Rag2-/- ou BKO e 

então realizar os mesmos protocolos de imunização e administração de tamoxifeno 

descritos anteriormente (Figura 43A). 
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9.1. PARECER DA COMISSÃO DE ÉTICA EM EXPERIMENTAÇÃO ANIMAL 
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9.2. RELATÓRIO DE VERIFICAÇÃO DE ORIGINALIDADE E PREVENÇÃO DE PLÁGIO 

 A análise completa de semelhança pelo programa Turnitin (https://www.turnitin.com) 

resultou em 28% de similaridade, sendo a maioria formada pelo conflito de referências bibliográficas, 

substantivos e definições. 

 

 

https://www.turnitin.com/
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