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E recente a nogdo de que as células podem modificar suas atividades metabélicas para executarem
funcdes especificas sob determinada pressdo do meio externo ou interno. Para isso, sensores
metabdlicos, como AMPK e HIF-1q, interpretam sinais intra e extracelulares para coordenar o
destino celular, regulando processos energéticos, de ativagdo, crescimento e diferenciacdo. No
entanto, o papel desses sensores nas células B tem sido pouco explorado. Nossa hip6tese foi que
a modulacdo da atividade de AMPK e/ou HIF-1la alteraria o metabolismo, as funcoes, a
longevidade e a diferenciacdo de células B em células secretoras de anticorpos (ASCs), com
potencial significativo sobre o curso de doencas inflamatorias. Os resultados mostraram que
células B deficientes de AMPK (AMPK?2B) estimuladas com LPS aumentaram a captacdo de glicose,
a atividade glicolitica aerdbica e o perfil de ativacio com elevada expressio de moléculas
coestimuladoras (CD40 e CD86), aumento na sintese de citocinas (IL-10 e IL-6) e maior secrecao
de anticorpos por ASCs. Contrariamente, células B tratadas com agonista de AMPK ou deficientes
na proteina negativamente regulada por AMPK, mTORC1, diminuiram a expressao de moléculas
coestimuladoras, a sintese de citocinas e a glicolise aerdbica. Adicionalmente, células AMPKAB
diminuiram a massa, a atividade e a capacidade respiratoria mitocondriais. Animais AMPK2B
submetidos a colite aguda por DSS tiveram melhora significativa dos sinais clinicos, mas tiveram
pior progndstico na colite experimental cronica. Experimentos de imunizacdo aguda mostraram
que a auséncia de AMPK em células B aumenta a secrecdo de anticorpos, mas diminui a expressio
de ULK1, prejudicando a mitofagia. No entanto, apés o redesafio antigénico, células B aumentaram
a producdo de ROS e a peroxidacao lipidica, comprometendo a frequéncia de células e a sintese de
anticorpos em longo prazo. Utilizando um sistema in vitro de inducdo de células B de centro
germinativo, foi encontrado que a hipdxia prejudicou a troca de isotipo de imunoglobulinas (TII)
paralgGl, mas ndo interferiu na diferenciagao de plasmdcitos. Da mesma forma, a superexpressao
e a delecdo de HIF-1a diminuiu e aumentou, respectivamente, a TII para IgG1, sem influenciar a
frequéncia de plasmacitos. Finalmente, a delecido de HIF-1a em células B oito semanas apds serem
transferidas adotivamente para camundongos RagZ2-/- recipientes imunizados com NP-KLH
comprometeu a frequéncia de plasmdcitos de vida longa na medula éssea e no bago. Em conjunto,
AMPK coordena a ativacao, o metabolismo, a homeostase mitocondrial e a produgio de anticorpos
em células B e tem potencial para tratar doencas inflamatdrias agudas. Ja HIF-1a é importante

para a manuten¢ao de plasmdcitos de vida longa e TII para IgG1.

Palavras-chave: Linfocitos B; metabolismo; plasmdcitos; hipdxia; colite; imunizacao.
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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-1a 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-1a 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 (AMPK28) 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. AMPK2B cells also decreased mitochondrial mass, activity and respiratory capacity. In
addition, AMPK2Banimals 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-1a overexpression or deletion decreased or increased,
respectively, CSR to IgG1. At last, HIF-1a 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-1q, 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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1. INTRODUCAO
1.1. CELULASB

As células B (ou linfécitos B) desempenham papéis relevantes em todas as etapas
da resposta imunolégica, seja ela inata ou adaptativa. Elas expressam receptores de
reconhecimento padrao (PRRs, do inglés pattern recognition receptors) do tipo toll (TLRs,
do inglés toll-like receptors; por exemplo, TLR-3, -4, -7 e/ou -9) e do tipo Nod (NLRs, do
inglés Nod-like receptors; por exemplo, Nod1, Nod2, NLRC4 e NLRP3), sintetizam citocinas
(por exemplo, IL-2, [L-4, TNF, IL-6, [L-12, [L-10 e/ou TGF-B), reconhecem e apresentam
antigenos para as células T, produzem anticorpos apds se diferenciarem em células
secretoras de anticorpos (ASCs, do inglés antibody-secreting cells), geram memoria
imunolodgica e até suprimem a atividade de outras células (Figura 1) (CERUTTI; PUGA;
COLS, 2011; SHEN; FILLATREAU, 2015). Tanto a estrutura celular como as funcoes
principais desempenhadas por células B dependem dos seus subtipos, existindo

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

Células B sdo produzidas essencialmente na medula 6ssea 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 alcancar a periferia, as células B passam por
distintas etapas de maturacgdo caracterizadas pelos diferentes rearranjos dos segmentos
génicos de imunoglobulina V, D e ] (PIEPER; GRIMBACHER; EIBEL, 2013).
Resumidamente, no estagio pré-B, ocorre a recombinagao somatica da cadeia pesada pelo
rearranjo dos segmentos D] seguida pela recombinacdo do segmento V com o segmento
rearranjado D], levando a formacdao de um pré-receptor de células B (pré-BCR)
(NAGASAWA, 2006; HERZOG; RETH; JUMAA, 2009). E nesta fase que as células B
comecgam a expressar o coreceptor CD19, responsavel por coordenar o limiar de ativagao
destas células. Em seguida, no estagio pré-B, as sinalizacdes transmitidas pelo pré-BCR
promovem alteragdes intracelulares que, dentre outras fungdes, induzem a recombinacao
somatica das cadeias leves (cadeias k e A) através do rearranjo dos segmentos génicos V
e ] (ndo possuem segmento D), permitindo a formacdo do BCR propriamente dito
(HERZOG; RETH; JUMAA, 2009; MELCHERS, 2015). Alcancando o estagio imaturo, as
células B expressam o BCR na superficie celular e a selecao positiva é realizada para,

posteriormente, deixarem a medula éssea (LIU, Z.; DAVIDSON, 2011; MELCHERS, 2015).
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Esses diferentes rearranjos génicos estabelecem o grande repertorio de células B capazes

de reconhecer mais de 5x1013 antigenos distintos (PIEPER; GRIMBACHER; EIBEL, 2013).
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Figura 1. Funcdes das células B. Células B (ou linfécitos B) desempenham diversas fun¢oes na
imunidade inata e adaptativa. Considerando que seus diferentes subtipos celulares podem
privilegiar certas fung¢des, de modo geral, elas tém a capacidade de apresentar antigenos para as
células T, produzir e secretar imunoglobulinas (anticorpos) de diversas classes (IgM, IgD, IgA, IgG
ou IgE), auxiliar na diferencia¢do e sobrevivéncia de outros tipos celulares, induzir tolerancia ou
suprimir respostas inflamatérias, responder a PAMPs/DAMPs e gerar respostas imunoldgicas
duradouras para antigenos especificos (memoria imunoldgica). ASC: célula secretora de
anticorpos; Breg: célula B reguladora; CG: centro germinativo, DAMPs: padrdes moleculares
associados a danos; DCs: célula dendritica; M¢: macroéfago; NLRs: receptores do tipo Nod;
PAMPs: padrdes moleculares associados a patdgenos; Th: células T Foliculares; TLRs: receptores
do tipo toll. Fonte: Figura adaptada de Selvaraj e colaboradores (SELVARA] et al., 2016).

Trés subpopulag¢des de células B sdo atualmente descritas (Figura 2). As células B1
sdo células B extrafoliculares caracterizadas por serem principalmente de origem fetal e
terem a capacidade de autorenovacdo na periferia (DORSHKIND; MONTECINO-
RODRIGUEZ, 2007). Elas sdo encontradas principalmente nos liquidos das cavidades
pleural, peritoneal e no intestino, mas compreendem 1,5-2% das células B esplénicas
(SUZUKI et al, 2010). Acredita-se que determinados autoantigenos e antigenos
microbianos ndo-patogénicos direcionem a expansdo e a manutengdo das células B1, uma
vez que estdo localizadas em regioes de interface entre o ambiente externo e interno do

organismo (BAUMGARTH, 2011; MONTECINO-RODRIGUEZ; DORSHKIND, 2012). Células
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B1 sdo as principais células produtoras de anticorpos naturais (produzidos antes do
reconhecimento do antigeno cognato) e respondem rapidamente aos patdgenos de
mucosa ao produzirem espontaneamente grandes quantidades de IgM e IgA
poliespecificas (BAUMGARTH, 2011; CERUTTI; PUGA; COLS, 2011). Diversos tipos e
niveis de expressao de marcadores tém sido utilizados para caracterizar fenotipicamente
essas células em murinos, tais como CD19hCD1d™idCD23-CD43+IgMbi[gDlow
(BAUMGARTH, 2011). Ainda, células B1 podem ser subdivididas em células Bla (CD5*) e
B1b (CD5-) (SUZUKI etal., 2010) (BAUMGARTH, 2016). Embora células Bla e B1b tenham
fenétipos e localizacdes semelhantes, estas células possuem diferentes precursores e
fungdes, como a geracdo de memdria encontrada apenas no subtipo B1b (HAAS, 2015).

As células B2 (ou convencionais) estdo presentes principalmente nos 6rgaos
linfoides secundarios, mas também nos tecidos linfoides associados a mucosa (MALT, do
inglés mucosa-associated lymphoid tissues) e sao 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 inglés marginal zone) também compdem esse subgrupo. Ambas as populacdes
celulares sao sujeitas a mudanga de classe de imunoglobulina e a diferenciagcdo em células
B de memodria (Bmem) (BAUMGARTH, 2011; MONTECINO-RODRIGUEZ; DORSHKIND,
2012). Células B FO sdo geralmente caracterizadas por apresentarem o fenétipo CD5-
CD19midCD1dmidCD23+CD43-IgM!lowIgDhi, enquanto as células B MZ podem ser
caracterizadas  pelo  fendtipo =~ CD5-CD19midCD1dhCD21hCD23-CD43-IgMhiJgDlow
(BAUMGARTH, 2011).
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Figura 2. Desenvolvimento e subtipos de células B. Trés subpopulacées de células B sdo
atualmente identificadas: B-1, B-2 e Breg. Células B-1 tém origem no figado fetal e medula dssea
neonatal, com capacidade de auto-renovacdo na periferia. Ja as células B-2, compostas pelas
células B FO e da MZ, sdo geradas majoritariamente na medula 6ssea. Células B FO sdo as
principais células que se diferenciam em células secretoras de anticorpos (plasmoblastos e
plasmocitos). A origem exata das células Bregs ainda é desconhecida, mas parece que diversos
precursores e subtipos de células B tém capacidade de se diferenciarem nesta populacido. 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 Transicdo 1,2 e
3. Fonte: Figura prépria adaptada de Ghirotto e colaboradores (GHIROTTO et al,, 2019).

As células B reguladoras (Bregs) foram descritas recentemente e, de modo
semelhante as bem caracterizadas células T reguladoras (Tregs), produzem as citocinas
IL-10, TGF-B e IL-35, exercendo também funcdes 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
polarizagao de células T CD4* para os perfis T auxiliares (h, do inglés helper) 1 e Th2,
suprimir a diferenciacao de mondcitos e células dendriticas (DCs, do inglés dendritic cells),
além de induzir a diferenciagdo de células Tregs (MAURI; BOSMA, 2012; ROSSER; MAUR]I,
2015). Diversos marcadores tém sido propostos para a fenotipagem das células Bregs
(CD19*Tim-1*; CD5*CD1d", CD19+CD1d*, CD19+CD21hiCD23-; CD138*CD44hi), porém
ainda ndo existe um consenso sobre o assunto e ndo se conhece, até o momento, um fator
de transcri¢do caracteristico dessa populagdo, tal como FoxP3 é para as células Tregs
(YANABA et al., 2008; ROSSER; MAURI, 2015) (WORTEL; HEIDT, 2017). A origem destas

células também ndo estd bem estabelecida, mas sabe-se que células B convencionais
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podem se diferenciar em Bregs em todos os estagios do desenvolvimento, principalmente
de células B imaturas, Buem ou plasmoblastos, via ativagdo de diversos receptores,
incluindo BCR, CD40, PRRs e/ou citocinas pré-inflamatérias (OLEINIKA; MAURI;
SALAMA, 2019).

A ativacgdo de células B pode ser independete ou dependente de células T. Enquanto
a primeira envolve a coativacao de células B por citocinas ou ligantes de PRRs, a segunda
envolve a ativacdo bidirecional com as células T. As células B ativadas por antigeno podem
gerar plasmocitos 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 foliculo e interagirem com células T CD4* também ativadas pelo
antigeno (Figura 3) (SHLOMCHIK; WEISEL, 2019). A intima relagdo entre as células Be T
nesta etapa também induz a troca de isotipos (ou recombinagdo de classes) de
imunoglobulinas. Alternativamente, as células B cooperativamente ativadas por células T
CD4+* podem entrar em foliculos especializados e iniciar reagdes de centros germinativos
(CGs) (Figura 3) (NUTT et al,, 2015; BOOTHBY, M. R.; HODGES; THOMAS, 2019). CGs sao
estruturas transitérias formadas dentro dos 6rgaos linfoides periféricos nas respostas
dependentes de células T. Reacdes de CG induzem altas taxas de proliferacao de células B,
hipermuta¢do somatica e a maturacao de afinidade para produzirem anticorpos com alta
afinidade, e geram tanto células B de memoria (Bmem) quanto plasmocitos de vida longa
(Figura 3) (BOOTHBY, M. R.; HODGES; THOMAS, 2019). De modo importante, plasmocitos
de vida curta e longa possuem mais semelhancas do que diferengas (anatomicas,
funcionais e metabdlicas) (TELLIER; NUTT, 2019) e pouco se sabe sobre os fatores que

determinam as longevidades destas populacdes.

Os anticorpos (ou imunoglobulinas) sao glicoproteinas heterodiméricas
compostas por duas cadeias pesadas e cadeias leves. Elas executam diversas funcées na
manuten¢do da homeostase imunolégica, tais como a citotoxicidade celular dependente
de anticorpo (ADCC, do inglés antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity),
citotoxicidade dependente de complemento (CDC, do inglés complement-dependent
cytotoxicity), opsonizacdo e neutralizacdo de microrganismos e toxinas (JANEWAY CA JR,
2001; SATHISH et al,, 2013). A capacidade dos anticorpos de reconhecerem um grande
numero de antigenos vem das diferentes estruturas encontradas nas chamadas “regides

variaveis” das cadeias leves e pesadas, resultado da recombinacdo dos genes
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codificadores das cadeias de imunoglobulinas, como ja descrito anteriormente (SELA-
CULANG; KUNIK; OFRAN, 2013). Cinco classes de imunoglobulinas sao 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 (IgAl e IgA2). Informagdes adicionais
sobre a estrutura, funcao e distribuicdo de todas as classes de imunoglobulinas pode ser
encontrada no estudo publicado por Schroeder Jr. & Cavacini (SCHROEDER; CAVACINI,
2010).
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Figura 3. Reac¢des extrafoliculares e de CG. Apds o reconhecimento do antigeno cognato pelas
células B, elas migram para borda do foliculo justaposto a zona de células T onde interage com a
respectiva célula T CD4+, que também foi ativada nas zonas das células T por meio da apresentacio
do mesmo antigeno por DCs. T auxiliares. Estas interacdes cognatas promovem a proliferacio e
facilita a rapida diferenciagdo de plasmdcitos de vida curta/plasmoblastos que sdo fontes de
anticorpos protetores de baixa afinidade. Esta etapa é conhecida como “respotas extrafoliculares”.
Concomitantemente, a continua coestimula¢do fornecida por citocinas e contato de células Be T
leva a diferenciacdo de células Ty, ao inicio da troca de isotipos de imunoglobulinas e a formacéao
de CGs. CGs sdo estruturas transitorias formadas dentro dos 6rgaos linfoides periféricos nas
respostas dependentes de células T. Dentro dos CGs, ocorre a hipermutacdo somatica e a
maturacao de afinidade que, por dltimo, resulta na formacao de células Bugm € plasmdcitos de vida
longa. Essas etapas garantem a geracdo de anticorpos de alta afinidade contra antigenos. Bugm:
células B de memoria; CGs: centros germinativos; DCs: células dendriticas; Teu: células T
foliculares. Fonte: Figura prépria criada com BioRender.com.

1.2. METABOLISMO E SENSORES METABOLICOS NAS CELULAS DO SISTEMA IMUNE
Atualmente, um novo campo de estudo com potencial terapéutico promissor para

diversas doencas 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 fung¢des é antigo e
0s processos bioquimicos para a geracdo de energia sdo bem compreendidos, podendo
ser revisados na Figura 4. No entanto, é recente a no¢ao de que as células podem modificar
suas atividades metabdlicas e otimizar as suas fun¢des sob determinada pressdao do meio
externo ou interno. Neste sentido, o entendimento de como as células coordenam os
processos metabdlicos através de inumeros sinais intra e extracelulares, bem como a
identificacdo dos fatores que regulam suas atividades energéticas tém sido objetos de

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

Hoje, sabe-se que o metabolismo energético regula o nimero, o desenvolvimento
e a funcdo de diversos tipos celulares, que é diferente na ontogenia e nos estagios de
maturacdo de cada populagdo celular. Assim, as células utilizam vias metabdlicas
especificas para conseguirem executar determinada fun¢do ou para produzirem

intermediarios que viabilizem processos anabélicos (AGATHOCLEOUS; HARRIS, 2013).

Embora as atividades metabdlicas tenham sido exploradas em diversos tipos
celulares, as células do sistema imune tém recebido atencdo especial. Durante uma
resposta inflamatoria, as alteracdes intracelulares nestas populacdes sdao bastante
significativas e rapidas, uma vez que elas precisam sair do estado de quiescéncia, modular
a expressdo de receptores na superficie celular, proliferar, migrar para o sitio inflamado
e realizar funcdes efetoras especificas que irdo prevenir a disseminacdo 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 fornega os componentes
fundamentais para a execucao de todas as etapas da resposta inflamatdria. Para isso, uma
rede de proteinas nomeadas “sensores metabdlicos” atua coletivamente e
coordenadamente para integrar diversos sinais nutricionais e ambientais (por exemplo,
fatores de crescimento, niveis energéticos, agentes estressores, hormonios) que irao

determinar o destino da célula.
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Figura 4. Principais vias metabdlicas. A glicose ¢é transportada para o citoplasma das células
através de transportadores especificos (GLUTs) e sofre uma série de reagdes enzimaticas
sequenciais para a produgdo de piruvato (glicélise). Em seguida, o piruvato pode ser convertido a
lactato pela enzima LDH num processo chamado glicélise aerdbia (ou aerdbica ou efeito
Warburg). Alternativamente, o piruvato pode ser oxidado na mitocéndria pela enzima PDH no
ciclo do ATC (também conhecido como ciclo de Krebs ou ciclo do acido citrico) e convertido em
acetil-CoA para gerar equivalentes redutores (NADH e FADH:) que irdo abastecer a cadeia
transportadora de elétrons para a fosforilacdo oxidativa. Cada molécula de glicose metabolizada
produz 2 moléculas de ATP durante a etapa da glic6lise, 2 moléculas no ciclo do ATC e 34
moléculas na fosforilagdo oxidativa, totalizando 38 moléculas de ATP. Além disso, durante a
glicdlise também sdo gerados precursores metabdlicos para biossintese de nucleotideos e
aminoacidos pelas vias da PPP e da biossintese da serina. Qutros substratos podem também ser
metabolizados no ciclo do ATC, como a glutamina através da reacio de glutamindlise e os acidos
graxos pela (-oxidag¢do. O citrato pode ser exportado da mitocdndria para o citoplasma e servir
como precursor da sintese lipidica. A glutamina e o oxaloacetato também podem atuar como
precursores da sintese de nucleotideos e/ou aminoacidos (ndo mostrados na figura). ATC: acido
tricarboxilico; ATP: trifosfato de adenosina; FADH;: flavina adeninadinucleotideo reduzida;
GLUT: transportadores de glicose; NADH: nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido; LDH:
lactato desidrogenase; PDH: piruvato desidrogenase; PPP: via da pentose fosfato. Fonte: Prépria.
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Os sensores metabdlicos mais estudados incluem a proteina alvo da rapamicina
em mamiferos (mTOR, do inglés mammalian target of rapamycin), a proteina quinase
ativada por monofosfato de adenosina (AMPK, do inglés adenosine monophosphate (AMP)-
activated protein kinase) e o fator induzido por hipéxia 1o (HIF-1a, do inglés hypoxia-

induced factor o).

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

AMPK é uma serina/treonina quinase que controla o estado energético da célula,
maximizando a gera¢do de energia através da producdo de ATP principalmente por via da
oxidacdo de acidos graxos (HERZIG; SHAW, 2018). Ao mesmo tempo, ela inibe vias
anabdlicas, como a sintese proteica e lipidica, limitando processos que consomem ATP.
Desse modo, AMPK controla diretamente a relacio AMP/ATP na célula através de
mecanismos de fosforilacao (Figura 5). No entanto, diversas outras fun¢des tém sido
atribuidas direta ou indiretamente a molécula, como o controle da biogénese
mitocondrial, autofagia/ mitofagia, transcricdo, modificagdes pos-traducionais e a
regulacdo no desenvolvimento/ funcao de diversas células do sistema imune (CAO et al.,

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

AMPK é um composto heterotrimérico constituido de uma subunidade catalitica a
(al ou a2) e duas subunidades reguladoras: 3 (1 ou 2) ey (y1, Y2 ou y3). As possiveis
combinac¢des das subunidades de AMPK produzem diferentes isoformas, cuja expressao
é dependente do organismo e dos diferentes tecidos, além de possuirem func¢des

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

Os principais ativadores fisiolégicos de AMPK sao a proteina quinase hepatica B1
(LKB1, do inglés liver kinase B1, ou STK11) e a proteina quinase quinase dependente de
calcio/ calmodulina (CAMKK?2, do inglés calcium/ calmodulin-dependent kinase kinase 2,
ou CAMKKJp). Ambas LKB1 e CAMKK2 sado estruturalmente homdlogas e fosforilam um
residuo de treonina (Thr172) conservado localizado na subunidade « de AMPK (Figura 5).
LKB1 esta diretamente relacionada ao controle do estresse energético via concentragao
AMP/ATP dentro da célula (GARCIA; SHAW, 2017).]Ja CAMKK?2 é ativada pelo aumento de
calcio intracelular e é independente das concentracées de AMP/ATP. A ativacdo de AMPK

parece ser sinérgica se houver aumento concomitante de ambas as concentra¢des de
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calcio e AMP intracelulares (FOGARTY etal., 2010; MIHAYLOVA; SHAW, 2011; KIM et al.,
2016).

Além disso, compostos farmacoloégicos também podem inibir ou ativar AMPK.
Mostrou-se que a metformina, droga antidiabética capaz de reduzir a producdo de glicose
hepdatica e aumentar a sensibilidade insulinica periférica, ativa AMPK de maneira nao
seletiva e dependente de LKB1. A droga também é capaz de inibir o complexo I da cadeia
respiratéria mitocondrial, aumentando a razdo AMP/ATP e, consequentemente, ativando
AMPK. Outras drogas utilizadas no tratamento da diabetes, as tiazolidinedionas, assim
como a D942, tém sido também descritas como ativadoras de AMPK por mecanismos
semelhantes aos exercidos pela metformina. AICAR (5-aminoimidazol-4-
carboxamida-1-f-d-ribofuranosidio) € um outro agonista de AMPK que funciona como
precursor de uma molécula que mimetiza o AMP, o ZMP, que se liga a subunidade
reguladora y de AMPK (LEBRASSEUR et al., 2006; FULLERTON et al., 2013; DUCOMMUN
etal, 2014). Ja o composto C, um inibidor competitivo com o ATP pelo sitio de ligagao na
molécula de AMPK, tem sido bastante utilizado para bloquear as a¢des da proteina. No
entanto, além de ser téxico, o composto C age em vias independentes de AMPK
(EMERLING et al.,, 2007; LIU, X. et al., 2014).

Apés ativacao, AMPK fosforila diretamente diversos substratos para controlar o
metabolismo e crescimento celular. Uma das principais a¢des executadas por AMPK é
regular negativamente mTORC1. Essa atividade pode ser direta ou indireta através da
ativacdo do complexo da esclerose tuberosa (TSC, do ingés tuberous sclerosis complex),
inibidor fisiolégico de mTORC1 (Figura 5) (GWINN et al., 2008). Ao mesmo tempo, AMPK
estimula a biogénese mitocondrial de novo através do coativador-la do receptor y
ativado por proliferador de peroxissoma (PGCla, do inglés peroxisome proliferator-
activated receptor g coactivator 1-a), um potente coativador de fatores de transcricao
relacionados ao metabolismo energético. Ainda a proteina induz a autofagia/mitofagia
através da ativacdo da proteina quinase do tipo unc-51 (ULK1, do inglés unc-51-like
autophagy-activating kinase 1) que, por sua vez, é regulada negativamente por mTORC1
(GARCIA; SHAW, 2017). AMPK também inibe enzimas metabdlicas como as acetil CoA
carboxilases 1 (ACC1)/ ACC2 e a 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase (HMG-CoA
redutase). Essas proteinas atuam ativamente na sintese de acidos 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 fissao
mitocondrial, aumenta a captacao de glicose e a atividade glicolitica, mas inibe programas

de gluconeogénese (GARCIA; SHAW, 2017).
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Figura 5. Vias de ativacdo de células B e AMPK-mTORC1-HIF-1a. Ap6s reconhecimento de
antigeno pelo BCR e co-estimulacdo (ativacdo de CD19, citocinas, hormonios e/ou fatores de
crescimento), uma cascata de sinalizacdo é iniciada pelas proteinas que se associam aos residuos
citoplasmaticos fosforilados dos receptores transmembrana, formando complexos
supramoleculares denominados signalossomos. A atividade da via PI3K-AKT culmina com a
ativacdo de mTORC1, indutor da sintese de proteinas e lipidios, da glicolise aerdbia, da
proliferacdo celular e inibidor da autofagia. Ao mesmo tempo, o aumento na concentracio
citoplasmatica de calcio e/ou a diminuicao da disponibilidade ATP leva a ativacido das proteinas
CAMKK?2 e LKB1, respectivamente. Essas proteinas, juntamente com outras drogas sintéticas
(metformina, tiazolidinedionas, AICAR, D942 e composto C), regulam direta ou indiretamente
AMPK, uma proteina heterotrimérica composta por 1 subunidade catalitica (a) e 2 subunidades
reguladoras (8 e y). Como um antagonista de mTORC1, AMPK induz autofagia/mitofagia, bem
como a geracdo de energia via OXPHOS e biogénese mitocondrial. Um dos efeitos da ativacio de
mTORC1 é a ativacido e estabilizacio de HIF-1a. Este fator de transcricio, que também ¢é
estabilizado em situacdes de hipoxia, se dimeriza com a subunidade citoplasmatica constitutiva
HIF-1p e medeia diversas funcées de mTORC1, principalmente a indugao de glicolise aerdbica. Na
auséncia da atividade de mOTRC1 ou em situagdes de normodxia, HIF1-a é hidroxilado,
ubiquitinado e degradado pelo complexo VHL-ubiquitina-proteassoma. 4E-BP1: proteina 1
ligante do fator de iniciacdo eucariético 4E; AICAR: 5-aminoimidazol-4-carboxamida-1-3-D-
ribofuranosideo (agonista de AMPK); AKT: Proteina quinase B; AMP: monofosfato de adenosina;
AMPK: proteina quinase ativada por AMP; ATP: trifosfato de adenosina; BCR: receptor de células
B; BLNK: proteina ligadora de células B; BTK: tirosina quinase de Bruton; CAMKK2: Proteina
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quinase tipo 2 dependente de calcio-calmodulina; DAG: diacilglerol; eIF4E: fator de iniciacdo
eucariotico 4E; FIH-1: fator inibidor do HIF-1a; HIF: fator induzido/induzivel por hipoxia; IPs:
inositol-1,4,5-trifosfato; JAK: proteina janus quinase; LAMP1: proteina de membrana lisossomal
1; LKB1: quinase B1 do figado; mTORC1: complexo 1 da proteina alvo da rapamicina em
mamiferos; OXPHOS: fosforilacio oxidativa; PDK1: Proteina quinase dependente de
fosfoinositideos-1; PHDs: proteinas do dominio prolil-hidroxilase; PI3K: fosfatidilinositol-3-
quinase; PIP;: fosfatidilinositol-4,5-bifosfato; PIP3: fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato; PLCy:
fosfolipase Cy; Prot 26S: proteassoma 26S; S6K: proteina quinase ribossomal S6; SREBP1/2:
proteina de ligacdo reguladora de esteroides 1 e 2; STAT: proteina transdutora de sinal e
ativadora da transcri¢do; TSC: Complexo da esclerose tuberosa; Ub: ubiquitina; ULK1: proteina
quinase do tipo unc-51; VHL: proteina von Hippel Lindau. Fonte: Figura prépria criada com
BioRender.com.

1.2.2. PROTEINA ALVO DA RAPAMICINA EM MAMIFEROS (mTOR)

A proteina mTOR é uma serina/treonina quinase e é elemento comum de uma rede
de sinalizacbes que controlam o metabolismo, coordenando e integrando sinais de
multiplas vias, tais como as da insulina, fatores de crescimento, energia, estresse e
mitégenos. Este sensor metabdlico desempenha papel essencial no controle da sintese de
proteinas, lipidios e nucleotideos, assim como no crescimento e na proliferacao celular

(SOLIMAN, 2013).

A proteina mTOR se apresenta em dois grandes complexos chamados mTORC1 e
mTORC2, que possuem diferentes fungdes e distintos niveis de regulacao. Como sugerido
pelo préprio nome, mTOR é sensivel a droga imunossupressora rapamicina. No entanto,
mTORC1 pode ser inibido em baixas doses, enquanto mTORC2 € inibido somente apos
altas concentracgoes e longa exposicdo a droga (WULLSCHLEGER; LOEWITH; HALL, 2006;
DOBASHI et al., 2011).

As vias de sinalizacdo de fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K)/ proteinas quinase B
(AKT) e de AMPK, coordenadoras das atividades fisioldgicas e metabdlicas dentro das
células, sdo importantes eixos regulatérios da ativagio de mTORC1 (Figura 5).
Essencialmente, fatores de crescimento, citocinas e moléculas coestimuladoras ativam a
via PI3K/AKT que, por sua vez, bloqueia as func¢des inibitérias de TSC sobre mTORC1
culminando com sua ativa¢do. No entanto, a ativacao de AMPK, como ja descrito, inibe a

atividade de mTORC1.
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Uma vez ativado, mTORC1 fosforila proteinas quinases alvo, como a proteina
quinase ribossomal S6 (S6K, do inglés S6 kinase) e a proteina 1 ligante do fator de
iniciacdo eucariético 4E (4E-BP1, do inglés eukaryotic initiation factor 4E-binding protein
1), que levarao as diferentes acdes relacionadas ao complexo (THOMSON; TURNQUIST;
RAIMONDI, 2009; CZARNY et al, 2015). A ativacdo de mTORC1 também leva a

estabilizacdo de HIF-1a (Figura 5), cujos papéis serdo 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 ativagdo deste
complexo. Sabe-se que mTORC2 é bastante responsivo a fatores de crescimento quando
esta associado aos ribossomos (FRUMAN; ROMMEL, 2014). 0 mTORC2, diferentemente
de mTORC1, é capaz de fosforilar AKT, outra serina/treonina quinase envolvida com
diversas vias e func¢des celulares (metabolismo, angiogénese, ciclo celular, sobrevivéncia,
autofagia e biogénese celular). Sabe-se que AKT pode ser ativada por meio da fosforilagao
em dois residuos de aminoacidos, o primeiro no sitio catalitico (Thr3%) e o segundo no
motivo hidrofébico C-terminal (Ser#73). O sitio catalitico pode ser fosforilado por
mensageiros secundarios ativados por PI3K, enquanto a Ser473 é fosforilada por mTORC2.
Embora mTORC2 ative AKT e esta possua acao estimulante sobre mTORC1, a inibicdo
total de mTORC2 ndo diminui a ativacdo de S6K, indicando que mTORC2 nado ativa

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

mTORC1 orquestra programas glicoliticos e lipogénicos para impulsionar a saida
do estado de quiescéncia e regula varias proteinas relacionadas ao metabolismo celular.
JA mTORC2 promove a sobrevivéncia celular ativando AKT, que regula a dindmica do
citoesqueleto e inibe o fator de transcri¢do Foxo, outra proteina relacionada a proliferacdo
celular, apoptose, longevidade, cancer e metabolismo. O papel de mTORC2 tem sido pouco

avaliado no metabolismo celular.

1.2.3. FATOR INDUZIDO POR HIPOXIA 1a (HIF-1a)

HIF-1a é uma proteina que compde o complexo dimérico HIF-1 juntamente com a
outra subunidade [, 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 a hipoxia. Em condi¢des normoxicas, HIF-1la ¢é hidroxilado por prolil
hidroxilases (PHDs) e/ou asparaginil hidroxilases (fator inibidor de HIF-1la - FIH1),
permitindo sua degradacdo proteassdmica pelo complexo formado pela proteina von
Hippel Lindau (VHL) e ubiquitina ligase (Figura 5). No entanto, a diminui¢do da
biodisponibilidade de oxigénio inibe a atividade de PHDs e FIH1, prevenindo a
degradacdo de HIF-la e permitindo a formacdo dos heterodimeros. A ativacdo de
mTORC1 também é capaz de induzir a estabilizacdo de HIF-1a independentemente das

concentragdes de oxigénio (AGANI; JIANG, 2013; LAUKKA et al.,, 2016).

Ap0s a estabilizacao de HIF, este migra para o nucleo celular e se liga aos elementos
responsivos a hipdxia (HRE, do inglés hypoxia response elements), regulando a expressao
de diversos outros genes relacionados ao metabolismo de oxigénio e ao metabolismo
celular como um todo (CHOUDHRY; HARRIS, 2018). A ativacao de HIF reduz o consumo
de oxigénio dentro das células ao priorizar a glicélise aerdbica ao invés da fosforilagdo
oxidativa (OXPHOS, do inglés oxidative phosphorylation), processo dependente de
oxigénio (MCNAMEE et al., 2013).

Como um importante alvo de mTORC1 que, por sua vez, é um agente prd-glicolitico,
HIF-1a promove o aumento da expressao de genes relacionados as enzimas glicoliticas,
como a hexoquinase 2, isomerase trifosfato e piruvato quinase (SEMENZA et al., 1994;

DANG etal,, 2011).

1.3. 0 METABOLISMO E O PAPEL DOS SENSORES METABOLICOS NAS CELULAS B
De modo geral, a glicdlise aerdbica coordena a ativacao da maioria das células
imunes, enquanto a OXPHOS suporta as células de memdria, quiescentes e reguladoras
(PALSSON-MCDERMOTT; O'NEILL, 2020). Uma vez que a glicélise aerdbica é um processo
rapido com baixo rendimento energético, presume-se que as células ativadas utilizem
essa rota para gerar precursores para as vias biossintéticas e divisdo celular. A OXPHOS,
por suavez, é avia escolhida para a geragdo de grandes quantidades de ATP. E importante
ressaltar que todas as vias metabolicas parecem ser relevantes para o desenvolvimento e
funcdo de qualquer célula, mas uma determinada via pode aumentar ou diminuir mais
significativamente em relacdo a outra no contexto de desafios especificos. Por exemplo,

ao descrever que um tipo celular ativado é glicolitico significa que esta via metabolica
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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 inglés pentose phosphate

pathway) e da glutaminélise, embora em uma extensao menor.

Com relagdo as células B, para proliferarem e produzirem anticorpos rapidamente
apoés encontro com antigenos, elas precisam obter uma resposta bioenergética altamente
responsiva e eficiente, de modo a fornecer precursores necessarios para geracdao de
energia e anabolismo (DOUGHTY et al., 2006; FAGONE et al., 2007). A descri¢do do perfil
metabdlico das células B comecgou a ser investigada recentemente e pouco se sabe sobre
as caracteristicas metabdlicas dos subtipos de células B e sobre o papel dos sensores

metabdlicos no contexto de desafios especificos.

Apés a ativacdo pelo reconhecimento de antigenos, as células B aumentam
rapidamente a captacdo de glicose e a taxa de glicolise para promover o crescimento
celular (DOUGHTY et al., 2006). Além disso, células B estimuladas por lipopolissacarideo
(LPS) aumentam a sintese de fosfolipidios e de diversos componentes relacionados ao
metabolismo de acidos graxos (FAGONE et al., 2007). Ainda, foi demonstrado que o
programa metabdlico das células B ativadas difere do encontrado em células T ativadas.
Enquanto estas priorizam a atividade glicolitica ap6s ativagdo, as células B aumentam
tanto a glicolise aerdbica como a OXPHOS apés estimulo (CARO-MALDONADO et al,,
2014). Células B ativadas com LPS também aumentam a expressao do transportador de

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

Considerando as ASCs, a captacdo de glicose parece ser essencial para a
proliferacdo, para a expansdo da rede de membranas intracelulares (permitindo a
producdo de anticorpos) e para a expressdo de marcadores de ASCs (CD138 e Blimp-
1)(DUFORT et al.,, 2014). De fato, camundongos com células B deficientes em GLUT-1
falharam na producdo de IgM ou IgG especificas e totais 7 dias ap6s a imunizacdo 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 sintese de
anticorpos (PRICE etal., 2018). Além disso, plasmécitos de vida longa captam mais glicose
para gerar piruvato, expressam mais transportador de aminoacido CD98 e tém maior
massa autofagossdmica do que plasmdcitos de vida curta (LAM et al., 2016; LAM et al,,

2018).
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Os poucos dados disponiveis na literatura envolvendo mTOR e células B sdo
provenientes de estudos sobre a influéncia da proteina sobre o desenvolvimento destas
células ou de linhagens de cancer (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 apds uso de inibidores de mTOR (LIMON et al., 2014). mTOR
também é ativado apds estimulacdo prolongada do BCR, mas ha limitada magnitude de
ativacdo com baixa exposicao a antigenos, indicando que mTOR ¢€ critico para integrar
sinais que afetam as funcdes de células B e que é regulado por titulos antigénicos
(DONAHUE; FRUMAN, 2003; 2007). De modo interessante, foi relatado que o uso de
rapamicina ou de animais contendo células B deficientes de mTORC1 promoveu protecdo
contra diferentes cepas letais do virus da influenza devido a reatividade cruzada dos
anticorpos ap6s vacinagdo (KEATING et al., 2013). Observou-se que estes animais nao
desenvolveram anticorpos IgGl de alta afinidade como os animais controle, mas
apresentavam altos niveis de anticorpos IgM de baixa afinidade, os quais foram capazes
de eficientemente neutralizar cepas letais do virus (KEATING et al., 2013). No entanto,
ndo existem estudos que mostrem as implicancias energéticas apds inibicao ou ativagao

de mTOR em células B.

Considerando a proteina AMPK, ela tem sido avaliada especialmente em
macrofagos, DCs e linfécitos T, mas tem sido envilecida nas demais subpopulacdes, tais
como as células B e as polimorfonucleares (BLAGIH et al., 2015; KELLY; O'NEILL, 2015).
Em linfécitos T, foi mostrado que a delecio de LKB1 prejudica parcialmente o
desenvolvimento timico, o numero de células T periféricas, a sobrevivéncia e a
proliferacao destas células (CAO et al., 2010; TAMAS et al, 2010). Células T sem a
expressdo de AMPK apresentam bioenergética mitocondrial reduzida e diminuida
producdo de ATP celular em resposta a desafios patogénicos in vivo. Sob depriva¢do de
glicose ou glutamina, células T efetoras elevaram a atividade de AMPK, mas a auséncia
desta molécula neste contexto de privagdo energética prejudicou o desenvolvimento de
células Th1 e Th17 e as respostas primarias de células T a infec¢des bacterianas e virais.
Células T efetoras deficientes de AMPK aumentam marcadamente a ativagdo de mTORC1,
associada com aumentada tradu¢do do RNAm de Ifng e maior sintese de IFN-y, quando

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

de células B.

Considerando HIF1-a, ele é importante para regular a produ¢do de IL-10 por
células Bregs CD1dhCD5+ através da inducdo de glicélise. Como resultado, a deficiéncia de
HIF-1la em células B aumentou a gravidade da artrite induzida por colageno e
encefalomielite autoimune experimental (MENG et al., 2018). Ja as células B1 peritoneais
de camundongos quiméricos deficientes de HIF-1a produziram altos niveis de anticorpos
IgG e IgM contra DNA de dupla fita, sugerindo um papel regulador de HIF-1a nas células
B (KOJIMA et al., 2002). Além disso, estudos recentes mostraram que as zonas claras dos
CG sao hipoxicas e que baixas tensdes de oxigénio (p0Oz) induzem alteracdes nas fun¢des
das células B, como a diminuicdo da proliferacdo, aumento da morte celular,
comprometimento na troca de isotipos de imunoglobulinas tanto para IgG1l como para o
isotipo pré-inflamatério IgG2c, além de prejudicar respostas ao redesafio antigénico (CHO
etal.,, 2016). A troca de classe de isotipo para IgA nao foi prejudicada quando induzida sob

condigcdes de hipdxia (CHO et al., 2016).

Uma limitagdo 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 nao
fornecem sinais via TLR-4 para as células B nas reagdes de CG. Como descrito
anteriormente, as células T auxiliam a ativacdo das células B ao fornecerem ligantes
coestimuladores (CD40L) e citocinas (por exemplo, IL-4, IL-21, IFN-y) que induzem a
proliferacado e diferenciacdo em plasmocitos e células Buem (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 adicdo externa de citocinas (neste caso, IL-4) para induzir troca de
isotipos especificas (neste caso, o uso de IL-4 induz a troca para IgG1l) (NOJIMA et al,,
2011). Células B cultivadas sob estas condicoes expressaram moléculas caracteristicas 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
fenotipo de memoria (Bmem) com baixa frequéncia de plasmécitos (NOJIMA et al,, 2011).
De fato, a citocina IL-21 é necessaria para a eficiente formagdo do CG, geracao de células

Trn (que também sdo fontes de IL-21) e diferenciacdo de plasmocitos ao induzir a



Introdwcdao | 41

expressao de Blimp-1 (HOFFMAN; LAKKIS; CHALASANI, 2016). No entanto, IL-21 parece
ser desnecessaria para a diferenciacdo de células Bmem. Desse modo, Kuraoka e
colaboradores introduziram por transducao retroviral nas células 40LB o cDNA murino
responsavel pela produgao 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 plasmoécitos com classes de imunoglobulinas
especificas apds a adicao externa de citocinas. portanto, o uso desse sistema in vitro
parece representar mais fielmente o ambiente do CG para, assim, confirmar a influéncia

da hipo6xia sobre as func¢des de células B CG encontrados por Cho e colaboradores.

Além disso, nenhum estudo verificou até o momento o papel de HIF-1a nas fungdes
metabdlicas de plasmécitos. Essa questdo é muito importante, uma vez que o estresse
metabdlico de uma ASC é grande devido a continua e alta atividade secretoria. De fato, a
literatura existente sugere que os plasmdcitos de vida curta morrem em decorréncia do
estresse metabodlico (LAM; BHATTACHARYA, 2018) e ainda é desconhecido como
plasmocitos de vida longa mantém a longevidade, escapando do estresse. Uma hipotese
levantada é que os plasmdcitos de vida longa, que residem primordialmente na medula
0ssea, migram para o 0rgao naturalmente hipoxico e estabilizam HIF-1a para se proteger

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

Em conjunto, este estudo avaliou o papel dos sensores metabdlicos AMPK e HIF-
la nas fungdes de células B e se a modulagdo desses sensores seria suficiente para alterar
o curso clinico de doencas inflamatérias ou a fun¢ao/longevidade de plasmocitos de vida

longa, respectivamente.

Sabe-se que as células B sdo a populagdo celular predominante na mucosa
inflamada, embora tenha sido envilecida por muitos anos no contexto de doencas
intestinais (WANG et al., 2015; MIZOGUCHI, ATSUSHI; BHAN, 2017). Dessa forma, a colite
experimental foi selecionada como modelo de estudo para verificar se as alteracdes
metabdlicas das células B poderiam alterar o curso da doenga. Portanto, um breve resumo

das doencas inflamatdrias intestinais (DII) sera apresentado a seguir.
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1.4. DOENCAS INFLAMATORIAS INTESTINAIS E CELULAS B

As DII sdo condigdes caracterizadas pela resposta inflamatéria crénica no trato
gastrointestinal. A Doenca de Crohn (DC) e a Colite Ulcerativa (UC, do inglés ulcerative
colitis) sao as principais doencas que compdem este grupo, que também é formado pela

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

Embora cerca de 10% dos pacientes com DII ndo tenham o diagnostico clinico
definido como CD ou UC devido as similaridades clinicas (TREMAINE, 2011), mas a
localizacao e os tipos das lesdes, a dinamica da resposta imunoldgica e a suscetipilidade
aos tratamentos sao diferentes (MARTINS; PEPPERCORN, 2004; PRIDEAUX et al., 2012;
LAMB et al, 2019). Especificamente, as lesdes observadas na DC sdo 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).Ja a UC é uma doenga na qual as lesdes superficiais restritas a mucosa acometem
inicialmente o reto, podendo se extender continuamente até o célon proximal

(KOBAYASHI et al.,, 2020).

Com 6,8 milhdes de casos totais em 2017 (COLLABORATORS, 2020), o impacto
econdmico e na qualidade de vida dos doentes é alto devido aos ciclos repetidos de
relapso e remissao da doenca, complicacbes extraintestinais, necessidade de
acompanhamento continuo, hospitalizacdes, cirurgias e tratamentos prolongados e

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

As DII tém origem complexa e multifatorial, com fatores microbianos, genéticos,
imunologicos e ambientais desempenhando papéis centrais no desenvolvimento (BASSO,
PJ. et al., 2014). Além disso os protocolos terapéuticos atuais sdo focados apenas nos
tratamentos dos sintomas e indu¢do da remissao das doencas, mas nao ha até o momento,
nenhuma abordagem curativa. Desse modo, as DII sdo objetos continuos de investigacao,
sendo utilizados diversos modelos experimentais sendo classificados como espontaneos,
quimicos, microbianos, transferéncia celular e geneticamente modificados (SALEH;

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

Uma vez que modelos experimentais, de modo geral, ndo conseguem reproduzir
exatamente 0s mecanismos observados em humanos, a escolha de cada modelo depende

dos objetivos propostos em cada estudo. O modelo quimico de dextran sulfato de sédio
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(DSS), por exemplo, tem sido extensivamente utilizado por ser um método simples e
dindmico, uma vez que consiste na adi¢do da droga na agua de beber dos animais. Dessa
forma, diferentes concentracdbes da droga e/ou mudangas na periodicidade da
administracdo podem induzir graus distintos da inflamagdo intestinal (EICHELE;
KHARBANDA, 2017). As moléculas de DSS parecem se complexar com acidos graxos de
cadeia média presentes no célon, resultando na formacao de vesiculas nanométricas que
se fundem com as membranas das células colénicas. Uma vez dentro das células epiteliais
do célon, o grupo dextran é capaz de ativar as vias de sinalizacdo inflamatérias (LAROUI
etal, 2012). O DSS promove uma inflamacao intestinal continua e homogénea, facilitando
o direcionamento de varios segmentos intestinais para diferentes tipos de andlises, além
de ser considerado um bom modelo para estudos translacionais (MELGAR et al,, 2008). O
tipo de resposta imunolégica induzido por DSS depende das caracteristicas genéticas da
linhagem de camundongo utilizada. Enquanto camundongos BALB/c tem uma resposta
mais Th2/Th17/Treg, animais C57BL/6 tem uma resposta mais Th1l (KIESLER; FUSS;
STROBER, 2015; YANG et al., 2017).

Outro método quimico bastante utilizado é o do 4&cido 24,6-
trinitrobenzenosulfonico (TNBS). Este modelo é caracterizado pela aplicacdo intraretal
do hapteno juntamente com etanol absoluto que lesiona a barreira intestinal, permitindo
a interagcdo do TNBS com as proteinas do célon. Desse modo, a resposta inflamatéria é
iniciada no intestino e uma forte resposta Th1/Th17 é montada (ANTONIOU etal., 2016).
Embora o método do DSS seja considerado tradicionalmente um processo agudo na
inducdo de colite (uma vez que ele é bastante versatil), o modelo de TNBS (em dose Unica)
€ um processo inflamatério ainda mais subito. Ainda, o TNBS induz varias areas com
lesdes descontinuas no trato intestinal, além do que camundongos C57BL/6 sdo

geneticamente mais resistentes a inducdo da doenga (ALEX et al., 2009).

Considerando os outros métodos, o modelo de transferéncia de células (células T
CD45RBPhigh para camundongos linfopénicos SCID ou Rag~/-) é utilizado para estudar a
imunoregulacao e células Tregs, enquanto que os modelos genéticos, como os animais
deficientes de IL-10, sdo uteis para estudos sobre as fun¢des de macréfagos e também

outros processos imunorregulatérios (KIESLER; FUSS; STROBER, 2015).
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Uma das principais caracteristicas das DII é a inflamagao descontrolada da mucosa
intestinal (HANAUER, 2006). De modo geral, praticamente todos os componentes do
sistema imune estdo alterados e/ou sofrem alteracao durante o curso da doenca. Porém,
ainda existem populagdes celulares que, mesmo essenciais para a manutencdo da

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

Como descrito anteriormente, células B tém papel importantes nas defesas de
mucosa, ja que cerca de 80% dos plasmdcitos estdo localizados no intestino
(BRANDTZAEG; CARLSEN; HALSTENSEN, 2006). No entanto, estudos passados
mostraram nao haver participacdo fundamental desta populacdo 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 atenuacao da doenca e que existe uma cooperacdo mutua entre células B e T, com
as primeiras auxiliando na proliferacdo de células Tregs, enquanto as segundas auxiliam
células B a diferenciarem-se em plasmocitos secretores de anticorpos IgA (WANG et al.,
2015). No entato, ndo existem evidéncias se, modificagbes metabdlicas nas células B
poderiam induzir alteragdes suficientemente significativas no curso da doenca

inflamatoria intestinal experimental.

Portanto, a nossa hipétese foi que a modulagdo das vias AMPK-mTOR-HIF-1a em
células B poderia ser potencilamente determinante para a inflamacao e/ou regeneracao

tecidual intestinal.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL
Investigar os papéis de AMPK e HIF-1a nas fun¢des das células B.

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Caracterizar o perfil metabdlico de células B sob diferentes estimulos 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 ativagdo das células B, na secrecdo de
anticorpos e na diferenciagdo em plasmoblastos;

2.2.4. Avaliar se a modulagdo da atividade de AMPK especificamente em células B altera
o curso de doengas inflamatdrias (colite experimental);

2.2.5. Investigar o papel de HIF-1la na troca de isotipo de imunoglobulinas e na
diferenciacdo em plasmocitos;

2.2.6. Avaliar o papel de HIF-1a na longevidade de plasmécitos de vida longa.
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3. CONCLUSOES

3.1. AMPK coordena a ativagcdo, o metabolismo, a homeostase mitocondrial e a
producao de anticorpos em células B (Figuras 40A-B).

3.2. A modulagio de AMPK em células B tem potencial para tratar doengas
inflamatdérias agudas.

3.3. HIF-1a é importante para a manutenc¢do de plasmocitos de vida longa e prejudica

a troca de isotipo de imunoglobulinas para IgG1 (Figura 41).
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Figura 40. Conclusdo. A. A ativacdo de AMPK em células B estimuladas com LPS regula a
atividade de mTORC1 e a mitofagia. Esses processos parecem coordenar a sintese de citocinas
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pro- (IL-6) e anti- (IL-10) inflamatérias, a ativacdo celular, a sintese de anticorpos apos
diferenciagcdo em ASCs e o balan¢o metabdlico entre glicdlise aerébica e OXPHOS. B. Na auséncia
de AMPK, células B estimuladas com LPS aumentam seu status de ativacdo, produzem mais
citocinas, sintetizam mais anticorpos apds diferenciarem-se em ASCs e induzem um metabolismo
predominantemente glicolitico em decorr6encia da hiperativagio de mTORC1. Além disso, o
processo de mitofagia torna-se prejudicado e as mitocondrias danificadas se acumulam no
citoplasma das células B, prejudicando as atividades mitocondriais que, somada a uma OXPHOS
deficiente, produz altas quantidades ROS que, por sua vez, promove a peroxidacdo lipidica e
consequente morte celular. Assim, a superativacdo de células B deficientes de AMPK parece ser
postiva como observado em doengas inflamatoérias agudas e imunizagdo primaria, porém, a morte
celular precoce decorrente de hiperativacdo de mTORC1 prejudica respostas mais duradouras,
como em doencas inflamatérias cronicas e desafios antigénios secundarios. a-KG: alfa
cetoglutarato; AMPK: proteina 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: fosforilagao oxidativa;
PDK1: piruvato desidrogenase quinase 1; PFK1: fosfofrutoquinase 1; PKM2: piruvato quinase
isotipo M2; ROS: espécies reativas de oxigénio; SucCoA: succinil coenzima A; TCA: ciclo do acido
tricarboxilico; ULK1: proteina quinase do tipo unc-51. Figura criada com BioRender.com.
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Figura 41. Conclusao. Células dendriticas apresentam antigenos para as células T CD4* naive nas
zonas de células T, permitindo a ativacdo bidirecional de ambas as células T CD4+ e células B na
interface da zona de células T e do foliculo. Durante este processo, a troca de classe de isotipos é
iniciado. Em seguida, as células B aumentam a taxa de proliferacdo e podem ou entrar nos centros
germinativos ou diferenciarem-se em plasmécitos de vida curta. No centro germinativo, células T
foliculares e células dendriticas foliculares auxiliam as células B a diferenciarem-se em
plasmocitos de vida longa ou em células B de memoria. Posteriormente, os plasmocitos de vida
longa migram para medula dssea que, devido ao ambiente hipo6xico, induz a estabilizagao de HIF-
la, contribuindo para a longevidade celular. Enquanto os mecanismos de diferenciacdo em
plasmécitos de vida longa parecem nao ser dependentes da disponibilidade de oxigénio no centro
germinativo, a troca de isotipo, principalmente IgG1l, é dependente de oxigénio. B: células B
ativadas; Bn: células B naive; Buem: Células B de memoria; T: células T CD4+ ativadas; Tru: células
T CD4-~ foliculares; Tn: células T CD4+ naive. Figura criada com BioRender.com.
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