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RESUMO

Steiner TM. Papel da proteina alvo da Rapamicina (mTOR) nas vias metabdlicas e
funcdes efetoras de células B. [Dissertacdao (Mestrado em Imunologia)]. Sdo Paulo:
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2018

As células produtoras de anticorpos desempenham um papel chave na resposta efetora a
microrganismos, sendo o foco principal da maioria das vacinas existentes. Entretanto, elas
podem ter efeitos deletérios em doencas autoimunes e na rejeicdo a transplantes. Apesar de
grandes avancos no controle da resposta humoral, alguns desafios permanecem e neste
contexto, novos alvos terapéuticos tém sido explorados. Sabe-se que alteragdes metabdlicas
decorrentes da ativacdo de células B estdo intimamente relacionadas com a funcio efetora
destas células, o que anteriormente se imaginava ser apenas um reflexo de crescimento e
proliferacao celular. Estas alteracGes sdo controladas por sensores metabdlicos ativados
logo apds a ativacdo de células B, como o mTOR, o qual é componente central de dois
complexos: mMTORC1 e mTORC2. Estudos anteriores ja reportaram o papel positivo exercido
por mTOR na via glicolitica em células T, bem como na funcao efetora destas células. Aqui,
nos formulamos a hipotese de que a via do mTOR favorece a via glicolitica em detrimento
de OXPHOS em células B, e que estas alteracdes metabodlicas impactam as funcdes efetoras
das mesmas. Desta maneira, para investigarmos alteracdes nestas vias em decorréncia de
mTOR, células B foram isoladas de animais controle (CT), ou de animais com células B
deficientes de mTORC1 (Raptor28) ou mTORC2 (Rictor2B) e entdo estimuladas com LPS
(lipopolissacarideo) in vitro. Nossos dados indicam que a deficiéncia de mTORC2 beneficia
OXPHOS em detrimento da via gicolitica, bem como a ativacdo de células B e a formacao de
plasmablastos. Na sequéncia, confirmamos que a reduc¢do nas taxas de glic6lise, assim como
a elevacdo da oxidacdo lipidica e de OXPHOS sdo cruciais para manter a elevada ativacao de
células B e formacdo de plasmablastos a partir de células B Raptor2B e Rictor28. Constatou-
se ainda que a producio total de IgM é elevada em células Rictor28 apds estimulo com LPS.
Entretanto, identificamos que isso é decorrente do aumento de plasmablastos formados e
nao da capacidade individual de secrecdo dos mesmos. Diferentemente das células B
deficientes, observamos que plasmablastos Raptor2B e Rictor2®8 reduzem a atividade
mitocondrial. Na sequéncia, confirmamos que a atividade mitocondrial via oxidagao lipidica
é fundamental para a producao de anticorpos. Além disso, demonstramos que a deficiéncia
de mTORC?2 eleva a troca de isotipo, enquanto a de mTORC1 a diminui ap6s estimulo com
LPS e IL4. Posteriormente, o impacto da deficiéncia de mTORC2 em células B foi avaliado in
vivo em modelo de transplante de pele. Neste caso, ndo observamos diferencas significativas
na sobrevida do enxerto entre CT e Rictor28, mas foi constatado que apesar de ambos
apresentarem formacdo de plasmdcitos similares, animais deficientes apresentaram um
numero significativamente menor de células B na periferia. Assim, concluimos que a
deficiéncia de mTORC1 ou mTORC2 em células B implica em uma maior diferenciacdo de
plasmablastos e em uma maior producao total de anticorpos em Rictor2B in vitro, enquanto
um papel funcional para essas moléculas no contexto das células B in vivo ainda precise ser
determinado.

Palavras-chave: Plasmablastos. Plasmocitos. Células B. mTOR. Vias metabdlicas.



ABSTRACT

Steiner TM. Role of the Mechanistic Target of Rapamycin (mTOR) on metabolic
pathways and effector function of B cells. [Dissertacao (Mestrado em Imunologia)]. Sdo
Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2018.

Antibodies are produced by Antibody Secreting Cells (ASCs), which are essential to fight
infections. They are also the basis of most successful vaccines available, however they can
present deleterious effects in autoimmune diseases and in graft rejection. Even though there
have been great improvements in controlling the humoral response, its proper
manipulation still remains a challenge, thus new targets need to be explored. It is known
that metabolic shifts that occur upon B cell activation are not only essential for cell growth
and proliferation, but are also interconnected with these cells effector function. Metabolic
shifts are controlled by metabolic sensors, as the mTOR, which is a core component of two
complexes, mTORC1 and mTORC2. Previous studies with T cells have already reported that
mTOR exerts a positive role on glycolysis, which in turn impacts the effector function of T
cells. We then hypothesized that mTOR favors glycolysis over Oxidative Phosphorylation
(OXPHOS) in B cells, and that these metabolic changes impact the effector function of B cells.
Thus, to investigate the impact of the mTOR pathway on B cells, we isolated B cells from
mice with mTORC1 deficient B cells (Raptor28) or mTORC2 deficient B cells (Rictor 2B) or
Control mice (CT), and stimulated them in vitro with lipopolysaccharide (LPS). Our results
indicate that the deficiency of mTORC2 favors OXPHOS over glycolysis, as well as B cell
activation markers expression and plasmablast formation. Next, we confirmed that the
reduced glycolysis levels, improved lipid oxidation and OXPHOS are in fact crucial for the
enhanced activation and plasmablast formation observed in Raptor28 and Rictor2B B cells.
We also described that IgM secretion was elevated in B cells from Rictor2B after stimuli with
LPS, however we found that this increase was due to the overall increase in plasmablasts in
this group and not to their individual antibody secretion capacity. Interestingly, Raptor4B
and Rictor28 plasmablasts differently from B cells, reduce their mitochondrial activity.
Subsequently, we confirmed that the mitochondria via lipid oxidation is actually essential
for antibody secretion. In addition, we showed that mTORC2 deficiency increases isotype
switching, while mTORC1 deficiency diminishes it when IL4 was added to LPS. We then
sought to determine if mTORC2 deficiency in B cells would present an impact in vivo in a
skin graft model. However, we did not observe a significant difference in graft survival
between the CT and Rictor4® mice and in plasmacyte numbers, but we did observe a
significant reduction in B cells in the periphery. Thus, we conclude that mTORC1 and
mTORC2 deficiency leads to an improved plasmablast differentiation and an overall
increase in antibody secretion in the last one in vitro, whereas the role of these sensors
remains to be determined in vivo.

Key words: Plasmablasts. Plasmocytes. B cells. mnTOR. Metabolic pathways.
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1 INTRODUCAO

A producao de anticorpos é fundamental na resposta a intmeros
microrganismos e mecanismo de acdo de grande parte das vacinas existentes. Por
outro lado, a resposta humoral pode representar uma ameaca como no contexto de
doencas autoimunes, tais como lipus sistémico eritematoso e artrite reumatoide,
bem como na rejei¢do a transplantes (1-3) .

Anticorpos sao produzidos por células B diferenciadas em células produtoras de
anticorpos, sendo estas compostas por plasmablastos e plasmocitos (4).
Plasmablastos, assim como células B, apresentam capacidade migratdria, bem como
de divisdo e diferenciacao em plasmdcitos, os quais sdo caracterizados pela grande
producao de anticorpos e por perderem as demais capacidades citadas (4).

Células B sdo geradas a partir de células B imaturas na medula dssea e
terminam seu processo de maturacao no bac¢o, onde adquirem a expressao de IgD
em sua membrana (4). As células B podem ser categorizadas em células B1 e células
B2, sendo esta ultima subdividida em células B foliculares (célula B FO) e células B
da Zona Marginal (célula B MZ) (4). Células B1 estdo localizadas na cavidade pleural
e peritoneal e em mucosas, ja as células B MZ estao situadas no seio marginal do
baco. A localizagdo destas duas populagdes permite uma resposta rapida a
patégenos circulantes (5). Por outro lado, células B FO compdem o subtipo
predominante e estdo localizadas nos foliculos linfoides de linfonodos e bacgo (5).
Estas células respondem predominantemente a antigenos proteicos capazes de
ativarem concomitantemente células T CD4+, as quais auxiliam as células B FO em
uma resposta conhecida como T-dependente (4). A resposta a antigenos T-
dependentes ocorre em dois passos: em um primeiro momento, sem a contribuicao
de células T CD4*, ocorre a rapida formac¢do de plasmécitos de vida curta e é
conhecida como resposta extra-folicular (6). No estagio subsequente, algumas das
células previamente ativadas reentram o foliculo por meio da orientacdo de células
T Foliculares (Tru), 0 que leva a ativacdo da enzima de ativa¢do induzida citidina
deaminase (AID, do inglés activation-induced cytidine deaminase) nestas células,
responsavel pela troca de isotipo (CSR, do inglés Class Switch Recombination) e

hipermuta¢do somatica (HS, do inglés Somatic Hypermutation). No foliculo estas
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células passam por intensa proliferacdo e sdo constantemente selecionadas para o
aumento da afinidade ao antigeno ap6s o processo de HS (Figura 1). Como produto
final sdo gerados plasmdcitos de vida longa, capazes de produzirem constantemente
altos niveis de anticorpos, e células B de memdria, capazes de proliferarem
rapidamente e se diferenciarem em plasmacitos apds reencontro com seu antigeno

cognato (4, 7) (Figura 1).
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CENTRO GERMINATIVO

Figura 1 - Ativacdo de células B T-dependente. Ap6s reconhecimento do antigeno, células B sdo
ativadas e migram para fora do foliculo, onde podem proliferar rapidamente. Entretanto, algumas
das células B recém ativadas podem retornar ao foliculo (regido azul) por meio do auxilio de células
Tru. No foliculo, células B passam por intensa proliferagido (regido azul escura) e pelos processos de
HS e CSR, sendo assim selecionadas por afinidade ao antigeno. Desta maneira as células que nio
foram capazes de aumentar a afinidade ao antigeno entram em apoptose por ndo conseguirem
competir pelos sinais de sobrevivéncia (regiao azul claro). Células B com alta afinidade ao antigeno
podem entdo se diferenciar tanto em plasmécitos de vida longa, os quais produzem anticorpos de
alta afinidade, como em células B de memoria. Adaptado de Basso et al. 2015 (8).

1.1 Ativacao classica de células B

Células B apresentam receptores de reconhecimento de padrdes moleculares
(PRRs, do inglés Pattern Recognition Receptors), pertencentes ao grupo dos
Receptores do tipo Toll (TLRs, do inglés Toll-like Receptors), que desempenham um
papel crucial na ativacdo destas células (9). Grande parte dos TLRs sinalizam via a
molécula adaptadora myeloid differentiation primary response 88 (MyD88).

Entretanto TLR3 sinaliza apenas via TIR-domain-containing adapter-inducing
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interferon-f (TRIF), enquanto que TLR4 sinaliza através de ambas proteinas (9). Em
uma resposta T-independente, TLRs desempenham papel essencial na resposta
humoral, como na produgao de IgM. Por outro lado, em uma resposta T-dependente,
TLRs atuam como adjuvantes (10, 11). Além do reconhecimento de patégenos por
PRRs, células B apresentam em sua superficie receptores de células B (BCRs, do
inglés B Cell Receptors), os quais sdo capazes de se ligarem diretamente a antigenos,
promoverem sua endocitose e consequente apresentacdo para células T.

BCRs estdo associados com as cadeias Iga e Igf3, as quais estao também
associadas ao Motivo de Ativagdo do Imunorreceptor Baseado em Tirosina (ITAM,
do inglés Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) (12). Quando o BCR se
liga a um antigeno multivalente ocorre a ativagdo de tirosina quinases da familia do
Src (Fyn, Blk e Lyn), que fosforilam os ITAMs. Os ITAMs fosforilados permitem a
ligacdo da tirosina quinase Syk (12). Apds isso, Syk ativada é capaz de fosforilar
outros alvos como BLNK que, por sua vez, é capaz de ativar a Bruton’s tyrosine kinase
(Btk) (12). Btk pode entdo fosforilar a Fosfolipase C y (PLC-y, do inglés
Phospholipase C), a qual clivara Fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP2, do inglés
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) em Diacilglicerol (DAG) e Inositol 1,4,5-
trifosfato (IP3, do inglés Inositol 1,4,5-triphosphate) (12). Esta cascata levara a
sinalizacdo via calcio e outras quinases que resultarao na ativacao de fatores de
transcricdo e moléculas de expressdo essenciais para proliferacdo e diferenciacao
de células B em plasmocitos, tais como Blimp1 e CD138 (12).

Sabe-se que Syk além de ativar BLNK, é também capaz de fosforilar o co-
receptor de células B CD19 e o B-cell PI3K adaptor (BCAP), o que permite a ligacdo
da quinase fosfoinositideo 3-quinase (PI3K, do inglés Phosphoinositide 3-kinase) e
sua posterior ativacdo (13, 14) (Figura 2). A ativacdo da quinase PI3K também
ocorre apos ativacdo de TLRs, embora o mecanismo ainda ndo esteja completamente
elucidado.

A ativacao da via PI3K/AKT em células B tem ganhado grande atencao devido
ao papel critico que exerce na atividade metabolica destas células (15). Por exemplo,
a inibicao de PI3K com o composto Ly294002 ou a deficiéncia em uma das
subunidades de PI3K foi capaz de reduzir significativamente a expressdao do
transportador de glicose Glutl e o transporte de glicose em células B apés estimulo

com anti-IgM (16). Atualmente, sabe-se que a ativa¢do das células do sistema imune,
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incluindo as células B, envolve mecanismos muito mais complexos do que a ativacao
cladssica, como aqui anteriormente apresentada. Ap6s a ativacdo das vias de
sinalizacdo de células B ocorrem também profundas alteracdes metabolicas, as
quais sdo cuidadosamente reguladas por vias especificas como a de PI3K/AKT (15).
0 metabolismo celular ndo é apenas essencial para o crescimento e proliferacao
celular, mas é finamente regulado e capaz de ditar muitas das func¢des efetoras de
células B. Trabalhos sugerem que a atividade mitocondrial e a sintese lipidica de
células B, por exemplo, estdo diretamente relacionadas a formacdo de
plasmablastos/plasmacitos e produgdo de anticorpos (17, 18). O impacto das vias
metabolicas na funcao efetora de células do sistema imune e, consequentemente, no
desfecho da resposta inflamatdria tem ganhado grande relevancia atualmente a
ponto de ter se tornado uma nova area na Imunologia conhecida como

Imunometabolismo.

1.2 mTOR como sensor metabdlico e seus impactos diretos na fun¢ido imune

de células B

Como mencionado, a via PI3K/AKT é capaz de modular a atividade
metabolica de células do sistema imune, isto ocorre por meio da acao de sensores
metabolicos, como a proteina alvo da rapamicina (mTOR, em inglés Mechanistic
Target of Rapamycin) (19, 20) (Figura 2).

mTOR, é uma serina treonina quinase descoberta apds observacao dos efeitos
imunossupressores de um composto isolado de Streptomyces hygroscopicus, mais
tarde chamado de rapamicina (21). Os esfor¢os para a compreensdo dos
mecanismos de agao da rapamicina levaram a descoberta de mTOR, o qual é seu alvo
principal (22, 23). mTOR é transcrito de um unico gene, cujo produto proteico é
componente central de dois complexos distintos, n”TORC1 e mTORC2 (24). mTORC1
é composto por cinco subunidades: mTOR (unidade catalitica), regulatory-
associated protein of mTOR (Raptor); mammalian lethal with Sec1l3 protein8
(mLST8); the proline rich AKT substrate 40 kDa (PRAS40); DEP-domain-containing
mTOR-interacting protein (Deptor). JA mTORC2 é composto por seis subunidades:
mTOR, rapamycin-insensitive companion of mTOR (Rictor); mammalian stress-

activated protein kinase interacting protein (mSIN1); protein observed with Rictor-1
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(Protor-1); mLST8; Deptor (24). A via do mTOR é capaz de integrar fatores
ambientais para regular crescimento, proliferacdo e sobrevivéncia celular, tanto por
meio do aumento da atividade glicolitica quanto da expressao de transportadores
de aminodacidos nas células. (25, 26). Além disso, fatores de crescimento e citocinas
podem ativar a molécula, bem como a ativacao de células B por meio de TLRs e BCRs,
como ja mencionado (27) (Figura 2).

A ativacdo de mTORC1 é conhecida em maiores detalhes, enquanto a de mTORC2
ainda é pouco explorada (27). Com relagio a mTORC1, sabe-se que a ativacao de
PI3K gera o mensageiro secundario PIP3, o qual pode ativar a Phosphoinositide-
dependent kinase-1 (PDK1) (28). PDK1 é entdo capaz de fosforilar AKT em seu sitio
catalitico na Treonina 308 (T-loop-Tre308) (28) (Figura 2). A fosforilagdao de AKT
leva a fosforilacao e inativacdo do complexo da esclerose tuberosa (TSC, do inglés
Tuberous Sclerosis Complex), regulador negativo de mTOR (29). Apesar da ativacao
de mTORC2 ser menos conhecida, o complexo, diferentemente de mTORC1, é
também capaz de fosforilar AKT no sitio C-terminal hydrophobic motif na Serina 473
(HM-Ser473) (30, 31).

O papel exercido por mTOR, mais especificamente de mTORC1, em células B tem
sido estudado desde 1990 com o uso do seu inibidor rapamicina. Os estudos iniciais
mostraram que rapamicina é capaz de inibir a ativacao de células B e impedir sua
proliferacdo por uma variedade de estimulos, tais como anti-IgM, LPS, Fator
ativador de células B (BAFF, do inglés B-cell-activating factor of the tumour-necrosis-
factor Family) e anti-CD40 (32-35). Além disso, rapamicina foi capaz de inibir a
formacdo de plasmocitos de vida curta, bem como a producdo de anticorpos (36,
37). Entretanto, em outro estudo foi observado que células B tratadas com
rapamicina e incubadas com LPS ou LPS na presenca de IL4, elevaram a frequéncia
de células B IgM* (38). Além disso, foi relatado que o uso de rapamicina ou de
animais contendo apenas células B deficientes de mTORC1 promoveu protecdo
contra diferentes cepas letais de Influenza devido a reatividade cruzada dos
anticorpos apds vacinacdo (38). Foi observado que estes animais ndo desenvolviam
anticorpos IgG1 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 de Influenza (38). Este ultimo trabalho
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destaca o impacto de mTORC1 em atuar negativamente na producao de IgM, cuja
inibicao da proteina foi capaz de promover protecao.

Ha também na literatura estudos que relatam o impacto da reducao da atividade
de mTORC2 em células B. E descrito que animais contendo células B deficientes de
mTORC2 apresentavam capacidade de sobrevivéncia e de proliferacdo celular
afetadas, bem como uma redu¢ao na geracao de células produtoras de anticorpos e
menores niveis de IgM e IgG apds serem imunizados (39). Em contraste, em outro
trabalho foi descrito que células B deficientes de mTORC2 ndo apresentavam
alteracdes na sobrevivéncia, proliferagcdo e nem na formacao de plasmablastos apos
estimulo in vitro com LPS e elevavam a troca de isotipo de IgM para IgG1 (40). Dentre
as explicagdes plausiveis para as diferencas encontras sobre o papel de mTORC2 no
processo de ativagdo das células B estdo os diferentes modelos animais utilizados
pelos pesquisadores, e os niveis distintos de reducao na atividade de mTORC2 em
células B.

Como descrito, mTOR é capaz de controlar uma série de func¢oes efetoras de
células B, embora o mecanismo de acdo nem sempre seja evidenciado. Por outro
lado, ha na literatura um ndmero significativo de estudos, como os envolvendo
células T, que reportam a acdo de sensores metabolicos nas fungdes efetoras destas
células por meio de alteracbes nas vias metabdlicas (27, 41, 42). Com base em
estudos de células T é plausivel levantar a hipétese de que as alteragdes na funcao
efetora de células B decorrentes da atividade de mTOR sejam consequéncia de
modificagdes provocadas por este sensor em suas vias metabdlicas, uma vez que ndo
ha estudos detalhados que relatem o impacto de mTOR diretamente nas vias
metabdlicas de células B.

De modo geral, mTORC1 e mTORC2 possuem efeitos diretos nas vias
metabolicas de células do sistema imune, sendo uma das mais impactadas a via

glicolitica (43-45).
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Figura 2 - Ativacido da via PI3K-AKT-mTOR em células B. Representacio da ativagio da via PI3K-
AKT em células B. Células B podem ser ativadas de diferentes maneiras, como por meio da ligacdo de
antigenos ao BCR ou reconhecimento de PAMPs por PRRs presentes nestas células. A ativagao de
PI3K via BCR ndo é completamente conhecida. Entretanto, sabe-se que pode ocorrer ap6s ativagdo
de BCR/Syk, o que leva a ativacdo de BLNK, o qual é capaz de fosforilar o co-receptor de células B
CD19 e BCAP. A fosforilagdo de CD19 e BCAP pode ativar a quinase PI3K. Os mecanismos pelos quais
PI3K é ativado via TLR4 também ndo sdo totalmente conhecidos. Apds ativacdo, PI3K é capaz de gerar
o mensageiro secundario PIP3, o qual pode ativar PDK1. PDK1 ¢, entdo, capaz de fosforilar AKT em
seu sitio catalitico na Treonina 308. AKT pode ainda ser fosforilada por mTORC2 na Serina 473. A
ativagdo de AKT por meio da fosforiacdo de seus sitios cataliticos é entdo capaz de ativar mTORC1.
Adaptado de: Okkenhaugh & Vanhaesebroeck, 2003 (19).

1.3 Principais vias metabdlicas em células B: glicolise aerdbica versus OXPHOS

Varias vias metabélicas sdo essenciais para manter as atividades e fun¢oes
das células do sistema imune, sendo que a glicélise e o ciclo do acido tricarboxilico
(TCA) sdo as mais conhecidas. A glicose é transportada para as células por meio de
transportadores de glicose, como o GLUT1, principal transportador em linfécitos
(46, 47). Cada molécula de glicose metabolizada pela via glicolitica gera duas
moléculas de piruvato e um saldo positivo de duas moléculas de Adenosina

trifosfato (ATP) (47). O piruvato pode ser transportado para a mitocondria e iniciar
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o TCA para gerar diferentes fatores, entre eles NADH* e FADH2*, os quais podem
transferir elétrons para a cadeia transportadora de elétrons e gerar um elevado
numero de moléculas de ATP pelo processo conhecido como fosforilagao oxidativa
(OXPHOS) (47). Por outro lado, para manutencdo do fluxo glicolitico e de
biossintese, o piruvato pode ser reduzido a lactato, gerando um saldo positivo de
duas moléculas de ATP e um elevado numero de intermedidrios metabdlicos,
essenciais para sintese e proliferacdo celular. Este processo normalmente ocorre
apenas na auséncia de oxigénio (uma vez que ele é energeticamente desfavoravel),
sendo conhecido como fermentacao (47, 48). Entretanto, a reducdo de piruvato a
lactato pode ocorrer mesmo na presenca de oxigénio. A escolha da célula em
preferencialmente realizar glicélise em detrimento do TCA, mesmo na presenca de
oxigénio, é chamada de glicolise aerdbica ou Warburg Effect, inicialmente descrito
em células tumorais (48) (Figura 3).

O TCA pode ainda ser alimentado pela oxidacdo de lipideos e pela
glutamindlise. Lipideos de cadeia curta podem acessar passivamente a mitocéndria,
enquanto lipideos de cadeia média e longa necessitam primeiro ser conjugados a
carnitina pela enzima mitocondrial Carnitine Palmitoyl Transferase I (CPT1a) (49).
Uma vez localizados na mitocondria estes lipidios podem ser oxidados por um
processo conhecido como (3-oxidag¢ao, o que gerara grande quantidade de acetil-CoA,

NADH e FADH: (50) (Figura 3).

Durante o TCA, o citrato é produzido e pode ser utilizado na sintese de
lipideos apoés seu transporte para o citoplasma. A enzima ATP cytrate lyase (ACLY) é
a responsavel pela conversado do citrato gerado na mitocondria em acetil-CoA no
citoplasma. Acetil-CoA pode entdo ser carboxilado e gerar malonil-CoA. Na
sequéncia, a enzima Fatty Acid Synthase (FASN) pode entdo catalisar a elongacao da

crescente cadeia de lipideos (51) (Figura 3).
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Figura 3 - Representacio das principais vias metabdlicas para geracido de ATP em células B. O
ATP pode ser gerado de diferentes formas, uma das mais eficientes é por meio do TCA e da cadeia
respiratoria de elétrons (OXPHOS) (areas laranja e marrom, respectivamente). O TCA pode ser
alimentado por diferentes vias, uma das mais comuns é por meio da glicélise (verde). A glicose, ap6s
capturada pela célula, pode entrar na via glicolitica e ser convertida em lactato, o que gerara um saldo
positivo de apenas 2 ATPs. Por outro lado, o piruvato pode ser transportado do citoplasma para a
mitocondria, onde entrara no TCA (laranja) e ser convertido em acetyl-CoA. Durante o TCA sera
gerado uma série de agentes reduzidos, cujos elétrons serdo utilizados para alimentar a OXPHOS
(marrom), o que levard a um alto rendimento energético. Alternativamente a glicélise pode produzir
uma série de intermediarios que auxiliarao no crescimento e proliferagio celular, como na produgio
de nucleotideos por meio da via das pentoses e da biossintese de serina, (azul e vermelho,
respectivamente). O TCA pode ser alimentado ainda pela glutaminélise (roxo) e pela oxidacao lipidica
(cinza). Além disso, o TCA também pode suportar a sintese de aminoacidos por meio do oxaloacetato
produzido, ou ainda a sintese lipidica (azul) por meio da conversio do citrato produzido no TCA em
acetil-CoA no citoplasma. Adaptado de Buck et al. 2015 (41)
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1.4 Vias metabélicas e seus impactos nas células B

A ativacdo de células B leva a alteracdes metabdlicas apds interpretacao de
sinais presentes no meio, tais como citocinas e fatores de crescimento, por sensores
metabdlicos, como mTOR (27). Estes sinais determinam quais alteragdes
metabolicas devem ocorrer afim de que as demandas das células recém ativadas
sejam atendidas (27). Entretanto, os estudos sobre o controle de fun¢des efetoras
de células B por meio de alteracdes metabolicas desencadeadas pelo mTOR ainda
sdo escassos. O impacto de mTOR nas vias metabdlicas como causa de alteracdes na
funcdo efetora foi descrito em maiores detalhes em células T. Estas células, apos
ativacdo, elevam significativamente os niveis de glicélise aerébica e de OXPHOS, com
especial aumento nas taxas da primeira via (52, 53). Estudos apontam que o
aumento da atividade glicolitica nestas células ocorre ap6s ativacdo dos fatores de
transcricao HIF1la e MYC por mTORC1, os quais induzem a transcricdo de genes
relacionados a transportadores de glicose e da via glicolitica (43, 44). Pollizzi e
colaboradores também reportaram que células T CD8* deficientes de mTORC1 ou
mTORC2 aumentam as taxas de OXPHOS, o que mostra que mTOR
preferencialmente beneficia a glicélise aerobica em detrimento da OXPHOS (54).
Uma vez tendo ocorrido a eliminagdo do antigeno, a maior parte das células T
efetoras morrem e uma subpopulacdo de células T de memodria permanece. Esta
subpopulacao sobrevivente é especialmente dependente da atividade mitocondrial,
em especial da oxidacao lipidica para sua manutenc¢do e ndo de glicolise aerdbica
(55). Quando células T sdo impedidas de adotarem vias metabdlicas especificas,
como a glicélise aerdbica, sua diferenciacdo e funcdo efetora podem ser afetadas,
bem como o desfecho da resposta imune (53, 55).

Em células B, sabe-se que essas também passam por significativas alteragoes
metabdlicas, muitas das quais essenciais para suas fun¢des efetoras, embora nao
tenha sido descrito o impacto de mTOR nestas vias. Células B, assim como células T,
elevam significativamente os niveis de captacao de glicose extracelular apos
ativacdo, a qual é metabolizada pela via glicolitica (56). Apesar de células B elevarem
significativamente as taxas de glicolise aerodbica, estas células também elevam a
OXPHOS a taxas similares, diferentemente de células T efetoras que priorizam

apenas a glicélise aerdbica (56). A glicolise aerdbica tem sido apontada como
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fundamental para a proliferacdo e produgao de anticorpos (56, 57). Por outro lado,
ja foi descrito que a diferenciagdo de células B em células produtoras de anticorpos
€ acompanhada por uma redugao da atividade glicolitica e aumento no consumo de
glutamina (18). Além disso, outro estudo apontou o papel essencial exercido pela
glicose para a sintese lipidica, isto é, o aumento da importacdo de piruvato para a
mitocondria foi descrito como fundamental para a expansio de membranas,
expressao de marcadores de plasmécitos, como CD138 e Blimp-1, e produgdo de
anticorpos (17, 56). Estes resultados indicam que a dependéncia de vias metabolicas
especificas antes, durante e apds a ativacao de células B sdo alteradas. Estes estudos
destacam ainda uma dependéncia pronunciada da atividade mitocondrial e sintese
lipidica para a formagdo de plasmablastos. Interessantemente, em estudo recente
foi possivel distinguir plasmécitos de vida curta e de vida longa por meio da
definicao do perfil metabdlico apresentado por estas células. Plasmdcitos de vida
longa apresentam niveis aumentados de transporte de glicose com relagdo a
plasmocitos de vida curta. (58, 59). Foi demonstrado que 90% da glicose capturada
por plasmécitos de vida longa é destinada para glicosilagdo de anticorpos, por meio
da via das hexosaminas (59). A via das hexosaminas é uma pequena ramificacdo da
glicdlise, capaz de fornecer agucares utilizados para a glicosilagdo de proteinas e
lipideos (60). Entretanto, o restante capturado é crucial para a sobrevivéncia destas
células por meio da geracdo e importacao de piruvato para a mitocéndria (59). Desta
maneira, mais estudos sao necessarios para melhor compreender os papéis exatos
da glicolise aerdbica, de outras fontes de alimentacdo da mitocondria e mesmo de
OXPHOS em cada etapa da ativagdo de células B, como proliferacdo, diferenciacao de
plasmablastos/plasmacitos e producao de anticorpos.

Os estudos recentes de metabolismo em células B aproximaram suas fungoes
efetoras de suas vias metabolicas (61). Desta maneira, alteragdes especificas nas
vias metabodlicas ou nas vias que as controlam como a via PI3K/AKT/mTOR podem
beneficiar a resposta humoral e sobrevivéncia de plasmdcitos. Com base nos
trabalhos anteriormente apresentados é sabido que a deficiéncia de mTOR em
células B beneficia OXPHOS em detrimento da glicdlise aerdbica. Sabe-se também
que a atividade mitocondrial é essencial para a diferenciacdo de células B em
plasmablastos. Desta maneira, a interferéncia na viado mTOR pode servir como uma

nova estratégia para aumentar a resposta a patdgenos e no desenvolvimento de
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vacinas por meio do aumento da formacdo de plasmécitos e producido de anticorpos.
Por outro lado, as vias metabdlicas também abrem porta para um melhor controle
da resposta humoral, como por meio do uso de drogas que interfiram em pontos
especificos destas vias, para que assim possam alterar o estado de ativacdo das
células bem como a produgdo de anticorpos, beneficiando pacientes com doencas
autoimunes e também pacientes transplantados. Anticorpos, por exemplo,
continuam sendo um dos empecilhos para o sucesso na sobrevida de diversos
transplantes (3). Desta maneira, a regulacao de vias e de sensores metabdlicos
podem ser utilizados como uma nova abordagem no contexto de imunossupressao

para controle da resposta humoral.

1.5 Papel das células B e de vias metabdlicas no contexto do transplante

Transplantes sao utilizados como tratamento para pacientes com diferentes
complicagdes, normalmente faléncia de 6rgdos em estagio terminal, cancer e
doencas autoimunes. O transplante consiste na transferéncia de células, tecidos ou
6rgdos de um individuo para outro que resulta em significativo aumento da
sobrevida e da qualidade de vida do paciente transplantado (62, 63). No Brasil,
segundo o Ministério da Sauide, no ano de 2016 o namero de pacientes na lista de
espera para receber um transplante de 6rgaos foi superior a 43.500. Além do alto
numero de pessoas na lista para receber um transplante, altos custos sdo gerados,
especialmente com o uso de drogas imunossupressoras. Nos Estados Unidos, por
exemplo, o custo anual médio em medicamentos prescritos no contexto do
transplante esta entre 10 e 14 mil délares por paciente (64).

O processo de rejeicdo ao transplante pode ser classificado em trés categorias,
de acordo com a resposta imune efetora prioritaria humoral e celular. Sao elas:

a) Rejeicdo hiperaguda: mediada por anticorpos naturais presentes no
receptor. Também € possivel que o receptor ja tenha sido pré-sensibilizado
com o Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC, do inglés Major
Histocompatibility Complex) do doador por doacdes de sangue, gravidez,
infecgdes ou transplantes anteriores, por exemplo. Essa rejeicdo pode ser

observada em minutos ou horas apds o transplante.
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b) Rejeicao aguda: consiste no reconhecimento de tecido do doador como nao
proprio pelo sistema imune do receptor. Isso se deve principalmente a
diferencas entre as moléculas de MHC, as quais sido extremamente
polimérficas.

c) Rejeicdo cronica: caracterizada por uma perda lenta e gradual da fun¢do do
6rgdo, com perda da arquitetura tecidual por fibrose. Uma explicacao
plausivel é a ativacdo e infiltracdo de células T CD4* e células B, as quais
ativam macrofagos e os estimulam a secretarem fatores de crescimento
ativando e induzindo a diferenciacao de miofibroblastos (65).

A falta de métodos apropriados para controlar a rejeicao do 6rgao foi e continua
sendo um dos maiores obstaculos para a manutencdo dos aloenxertos,
especialmente a longo prazo, apesar dos avancos obtidos com novas drogas
imunossupressoras (62, 63, 66). Portanto, o retransplante se faz necessario em um
numero significativo de casos. Grande parte das drogas imunossupressoras atuais
visam reduzir a proliferacao e atividade efetora de células T de maneira inespecifica,
sendo elas as principais responsaveis pela rejeicao aguda (67). O uso de drogas com
interferéncia nas vias metabdlicas, como a rapamicina, droga que interfere na
atividade de mTOR, ja sdo utilizadas na clinica ha anos (68). Os maiores sucessos
relacionados ao uso da rapamicina estdo relacionados a reduc¢ado de infecgoes e de
cancer nos pacientes transplantados, uma vez que a droga é também capaz de
interferir na proliferacdo de células tumorais (68-71). Entretanto, novas abordagem
para diminuir as taxas de rejeicdo e com enfoque na reducao dos efeitos adversos
das drogas imunossupressoras classicas sdo necessarias, uma nova alternativa
consiste em explorar as vias metabdlicas e/ou seus sensores de maneira mais
especifica e eficiente que apenas o uso da rapamicina (72).

Como descrito nas se¢des anteriores, o controle das vias metabélicas é crucial
para modificar o curso das respostas imunes (55). De modo interessante, um estudo
recente utilizou uma terapia tripla em modelos experimentais de transplante de
pele e de coracdo, cujo regime de drogas interfere negativamente na via glicolitica e
na glutamindlise (73). Constatou-se neste estudo um aumento significativo na
sobrevida dos transplantes de pele e de coracao, o que esteve relacionado a uma

expansao de células T reguladoras e diminuicdo de células T efetoras (73).
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Como citado anteriormente, apesar dos grandes avangos no controle de rejeicdao
aos transplantes, ainda aproximadamente 20% dos pacientes na lista de espera para
receber um transplante renal ja foram transplantados anteriormente e necessitam
de um novo 6rgao devido a perda do aloenxerto causada por rejeicao (74). De modo
importante, estes pacientes sdo sensibilizados por antigenos presentes no doador
anterior e apresentam, portanto, anticorpos especificos anti-doador (DAS, do inglés
Donor Specific Antibodies)(74). Células B apresentam um papel significativo no
processo de rejeicdo, o qual é classicamente associado com a produg¢do de DSA (3,
75,76). De modo geral, células B sdo caracterizadas por uma mobilizagdo e ativagdao
ndo apropriadamente controladas apés o transplante (75). E conhecida a
especificidade de grande parte dos aloanticorpos produzidos, sendo estes
principalmente contra as moléculas do MHC presentes no aloenxerto, ou ainda pela
presenca de DSA pré-formados nos casos de sensibilizacdao prévia ao antigeno (77).
O National Institute of Health caracterizou as etapas da rejeicdo mediada por
anticorpos em quatro estagios (78). Estagio I, geracdo de novo de anticorpos
reativos contra o enxerto. Estagio I, fixacao e ativacdo do complemento no enxerto,
sem a presenca de sinais de danos patologicos e/ou clinicos. Estagio III, além da
fixacdo do complemento observado no estagio anterior, ocorre alteracdes
patoldgicas no enxerto, embora suas funcoes estejam preservadas. Finalmente, no
estagio IV, além da fixacdo do complemento e de danos patolégicos observados,
ocorre a disfuncao do enxerto.

Com o objetivo de melhor avaliar o papel desempenhado por anticorpos no
contexto da rejeicdo, Wasowska et al utilizaram um modelo de transplante cardiaco
alogénico em camundongos deficientes para Imunoglobulina (IgKO). Estes
apresentaram taxas de sobrevida do enxerto significativamente maiores em relacdo
a animais controle (76). Foi mostrado ainda que a transferéncia de IgG2b foi capaz
de reconstituir a rejeicao aguda em animais IgKO (76). Os DSA podem levar a fixacao
do sistema complemento e elevar desta maneira a probabilidade de rejeicao ao
aloenxerto (3, 75). Sabe-se que a presenca de anticorpos incapazes de fixarem o
complemento facilitam a acomodacdao do enxerto e evitam sua rejeicao e que
reguladores do complemento sdo capazes de impedir rejeicao hiperaguda mediada
por anticorpos (79, 80). Desta maneira, estes resultados indicam o papel critico

desempenhado por anticorpos, por meio da fixacdo do complemento na rejeicao
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hiperaguda e aguda mediada por anticorpos, além de representarem um empecilho
para realizacao de retransplantes.

Tendo em vista o papel crucial desempenhado por células B no contexto do
transplante, ha uma urgente necessidade de se descobrirem novas estratégias
terapéuticas, tais como alvos que participem da fisiopatologia da rejeicdo de modo
a promover a aceitacdo do 6rgdo recém recebido e de controlar a resposta imune
humoral. O estudo de Lee e colaboradores, 2015 por meio de uma terapia tripa, cujos
alvos foram as vias metabdlicas, representou um novo horizonte para o
desenvolvimento de drogas imunossupressoras (73). Entretanto, estudos
direcionados ao controle de células B e de sua diferenciagdo em plasmablastos e

plasmadcitos, a fim de controlar a resposta imune humoral ainda sdo necessarios

1.6 Justificativa

A regulagdo precisa do estado de ativacdo de células B é essencial para
controlar a producao de anticorpos e, consequentemente, determinar o desfecho da
resposta imune. Entretanto, apesar dos avangos obtidos sobre o conhecimento e o
controle da resposta humoral, as op¢oes disponiveis para modular efetivamente a
resposta de células B em diversas doengas inflamatérias permanecem pouco
significativas. Atualmente, a dinamica das vias metabdlicas em células do sistema
imune tem sido bastante explorada, sendo o metabolismo em si um potencial alvo
para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas. Sabe-se que as vias
metabdlicas ndo estdo apenas envolvidas no crescimento e proliferagao celular, mas
estdo intimamente relacionadas com a funcao efetora das células do sistema imune
e que toda esta rede metabdlica é amplamente regulada por sensores metabdlicos
intracelulares. Embora estudos descrevam as alteracdes metabdlicas envolvidas no
processo de ativacdo de células B, existem poucos relatos sobre quais sensores
metabdlicos coordenam estes processos, bem como suas possiveis implica¢cdes na
diferenciacao destas células em plasmécitos. O sensor metabdélico mTOR tem
mostrado ser um regulador mestre sobre o metabolismo de células T, promovendo
a glicélise aerdbica em detrimento da oxidagdo lipidica e OXPHOS e é um potencial
candidato para atuar em diferentes etapas de ativacao de células B. Acredita-se que

a compreensao deste processo auxiliara o desenvolvimento de novas estratégias
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que visem controlar a resposta imune humoral, auxiliando pacientes com doencgas
inflamatérias mediadas por células B, como em certas infec¢des, doencas

autoimunes e em pacientes transplantados.
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1.7 Hipotese

Acreditamos que mTORC1 e mTORC2 favorecem a glic6lise aerébica em
detrimento de OXPHOS, o que reduziria a formacao de plasmablastos/plasmdcitos
e, consequentemente, a producao de anticorpos. Desta maneira, estas altera¢des nas
funcdes efetoras de células B poderiam apresentar relevancia clinica, como na

sobrevida de transplantes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o perfil metabdlico e a fungdo efetora de células B deficientes de mTORC1 ou

mTORC2 in vitro e em modelo de transplante de pele.

2.2 Objetivos especificos:

e (Caracterizar células B deficientes de mTORC1 ou mTORC2 metabolicamente,
bem como seu perfil de ativacdo, troca de isotipo e diferenciacio em
plasmablastos in vitro;

e Avaliar o impacto da glicélise, oxidagdo lipidica e OXPHOS no perfil de
ativacdo de células B mTORC1 ou mTORC2 deficientes e em sua capacidade
de diferenciacao em plasmablastos in vitro;

e Diferenciar metabolicamente células B de plasmablastos in vitro;

e C(Caracterizar metabolicamente plasmablastos deficientes de mTORC1 ou
mTORC2, bem como sua capacidade de secre¢do de anticorpos in vitro;

e Avaliar o impacto da oxidagdo lipidica na producdo de anticorpos por
plasmablastos in vitro;

e Comparar a sobrevida do transplante de pele de animais que apresentam
exclusivamente células B deficientes de mTORC1 ou mTORC2 com animais
controle, bem como as populacdes de células B e plasmécitos no bago e

linfonodos drenantes do enxerto.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Para os experimentos foram utilizados animais selvagens (WT, do inglés wild
type) C57BL/6 e animais de fundo C57BL/6 com deficiéncia de mTORC1 (Raptor2B)
ou mTORC2 (Rictor2B) exclusivamente em células B. e animais controle (CT)
(detalhado na secdo 3.2). Os animais foram gerados pela The Jackson Laboratory e
mantidos no Biotério de Camundongos Isogénicos da Universidade de Sao Paulo,
com excec¢do dos animais WT que foram mantidos no Centro de Desenvolvimento de
Modelos Experimentais para Biologia e Medicina da Universidade Federal de Sao
Paulo. Para os experimentos in vitro foram utilizados animais machos e fémeas de
idade entre 6 e 8 semanas e para os experimentos in vivo apenas animais machos de
mesma idade. Os animais foram mantidos em condig¢des livre de patégenos, em
gaiolas com microisoladores autoclavados (no maximo 5 animais por caixa).
Temperatura e fotoperiodo foram controlados, e racdo e dgua esterilizados. Os
procedimentos realizados estdo de acordo com os principios propostos pela
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio/Colégio Brasileiro para
Experimentacio Animal (SBCAL/COBEA) e foram aprovados pelo Comité de Etica
no Uso de Animais do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP (protocolo n°
8/2016) e adendo aprovado em 28 de marco de 2017 e pelo Comité de Etica da
Universidade Federal de Sao Paulo (protocolo n® 5811280716).

3.2 Geracao dos animais deficientes de mTORC1 e mTORC2 e genotipagem

Com o objetivo de gerar os animais Rictor2B e Raptor2B foi feito uso da técnica
de Cre/lox. Para isso, animais contendo a enzima Cre, a qual expressa uma DNA
recombinase sob o promotor CD19 (expresso majoritariamente por células B) foram
cruzados com animais Raptor-flox ou Rictor-flox, componentes essenciais para a
funcdo de mTORC1 e mTORC2, respectivamente (24, 81). A enzima Cre é capaz de
reconhecer a sequéncia flox, realizando assim a excisao destes genes apenas em

células que expressam o gene CD19. Para gera¢do destes animais foram mantidas as
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sequéncias flox de Raptor e Rictor em homozigose (Figura 4 A e B) e a sequéncia de
Cre nas células CD19 em heterozigose (Figura 4 C e D), uma vez que sua
manuten¢do em homozigose leva a efeitos deletérios nas células B (82). Os animais
CT foram gerados de modo a ndo apresentarem sequéncias flox, mas apenas a
enzima Cre em heterozigose. Desta maneira, podemos assegurar que as respostas

observadas nao sdo devido a efeitos off-target da enzima Cre recombinase.

Para a caracterizagdo do genotipo dos animais, foram coletados fragmentos
de orelha, os quais tiveram o DNA extraido. Em seguida, foram realizadas reagdes de
PCR com o uso do Kit RED Extract-N-Amp™ Tissue PCR (Sigma, EUA) conforme
instrucées do fornecedor. A sequéncia de primers utilizadas para Rictor-flox e
Raptor-flox foram as mesmas daquelas disponibilizadas pela Jackson Laboratory
(JAX, Bar Harbor, EUA) (Tabela 1). Resumidamente, avaliou-se a presenca da
sequéncia génica mutante (com a presenca do gene da enzima cre recombinase)
e/ou WT (sem a presenca do gene da enzima cre recombinase) no DNA dos animais
em estudo por reacdes de PCR seguido de eletroforese em gel de agarose. O tamanho
dos fragmentos de DNA observados em gel de agarose 3 % foram os seguintes:
Rictor mutante: 554 pares de base (pb); Rictor WT: 466 pb (Figura 4 A); Raptor
mutante: 180 pb; Raptor WT: 141 pb (Figura 4 B); CD19 WT: 477 pb (Figura 4 C) ;
Cre recombinase: 100 pb (Figura 4 D). Conforme mencionado anteriormente, os
animais estudados apresentaram Raptor e Rictor-flox em homozigose e a enzima
Cre recombinase em heterozigose, isto é, foram detectadas em cada animal
fragmentos génicos na reacao da Cre recombinase, CD19 WT e fragmentos tnicos
localizados na regido de 554 pb ou 180 pb nas reacdes de Rcitor-flox e Raptor-flox,
respectivamente (Figura 4 C e D). Para determinacdao da massa molecular foi
utilizado o padao de massa molecular 100 base pairs DNA Ladder (Sinapse, Brasil).
Animais CT ndo apresentam sequéncias Rictor ou Raptor mutantes, apenas a enzima

Cre recombinase em heterozigose.
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Genes Sequéncia Sense (5’ - 3’) Sequéncia Anti-sense (5’ - 3’)
Rictor-flox ACTGAATATGTTCATGGTTGT GAAGTTATTCAGATGGCCCAGC
Raptor-flox CTCAGTAGTGGTATGTGCTCAG | GGGTACAGTATGTCAGCACAG
Cre genérico GCGGTCTGGCAGTAAAAACTATC | GTGAAACAGCATTGCTGTCACTT
WT CCTCTCCCTGTCTCCTTCCT TGGTCTGAGACATTGACAATCA

Tabela 1 - Sequéncia de primers utilizados para a geracao dos animais Rictor2B e Raptor2B,
Sequéncia dos primers sense e anti-sense para a genotipagem dos genes Rictor flox, Raptor flox, Cre
genérico e CD19 WT.

A B
C D

Figura 4 - Géis de agarose representativos das reagdes de genotipagens utilizadas para a
geracao dos animais Rictor2E e Raptor2B. Apds extracdo de DNA proveniente de fragmentos de
orelha dos animais CD19-Cre cruzados com Rictor-flox ou Raptor-flox, esses foram genotipados para
avaliacdo posterior da expressdo, em gel de agarose, dos seguintes alvos: (A) Rictor flox, (B) Raptor
flox, (C) CD19 WT e (D) Cre genérico. Os tamanhos das bandas foram comparados ao Ladder padrao
de 100 pb utilizado (localizado na esquerda dos géis). O tamanho das bandas sdo: (A) Rictor mutante:
554 pb; Rictor WT: 466 pb, (B) Raptor mutante: 180 pb; Raptor WT: 141 pb (C) CD19 WT: 477 pbe
(D) Cre genérico: 100 pb.

3.3 Sorting de células B CD19+

Animais WT, CT, Rictor2B, e Raptor?B foram eutanasiados e tiveram seus
bacos removidos assepticamente. Meio RPMI1640 (Gibco-Invitrogen, EUA), com pH
ajustado entre 7,2 e 7,4, foi utilizado durante o processamento dos ba¢os e durante
a técnica de cell sorting. O meio foi suplementado com 10 % de Soro Fetal Bovino
(SFB), 25 mM de aminoacidos ndo essenciais (MEM non-essential amino acid

solution, Sigma-Aldrich), 10,9 mM de HEPES, 2 mM de L-glutamina, 1 mM de
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piruvato de s6dio, 500 uM de 3-mercaptoetanol, 50 U/mL de penicilina e 50 ug/mL
de streptomicina (Gibco-Invitrogen, EUA). Apds remocgao, bagcos foram macerados
com o uso de cell strainer (40 uM ou 70 pM), hemadcias lisadas com tampao de lise e
contagem realizada em hemdcitometro, com o uso de Azul de Tripan 0,4% para
exclusao de células mortas. 108 células/mL foram incubadas com anti-CD19 (1D3-
AF647) por 30 minutos a 4 °C e lavadas na sequéncia. Células foram entdo
resuspendidas em uma concentragao de 107 células/mL para separacao das células

CD19* pela técnica de cell sorting em BD FACSAria™ III (BD Bioscience, EUA).

Para isolamento de B células CD19* por beads magnéticas foi seguido o
mesmo protocolo inicial para o processamento dos bagos. Apds a contagem de
esplendcitos, células foram lavadas com tampao contendo BSA (0,5 %) e EDTA (200
mM) diluidos em PBS 1x, e entdo resuspendidas em 90 pL de tampao para cada 107
células, sendo adicionado 10 uL de CD19 MicroBeads (Miltenyi Biotec) para cada
107 células. Células foram incubadas entre 15 e 30 minutos a 4 °C, e entdo
resuspendidas em tampdo (até 108 em 500 pL). Na sequéncia, células foram
positivamente selecionadas por coluna magnética (MACS) e lavadas com tampao
(selecao de células CD19+). Pureza das células foi verificada ap6s separacao por

citometria de fluxo.

3.4 Estimulo de células B CD19* e incubac¢iao com Etomoxir

Células B CD19+ obtidas por cell sorting ou por beads magnéticas foram
incubadas com LPS (10 pg/mL) (proveniente de Escherichia Coli, 0111:B4 , Sigma,
EUA) e/ou LPS na presencga de IL4 (50 ng/mL) em placas de 6, 12 ou 24 pogos, por
72 horas na concentragdo de 10° células/mL, em condi¢des apropriadas de cultura
celular (5 % COz, 37 °C). Para os experimentos de forcamento de OXPHOS foi feito
uso de meio de cultura sem glicose, com todos os outros suplementos anteriormente
descritos. Todos os estimulos foram adicionados no momento de incubacdo e
mantidos por todo o periodo, sem troca de meio. Por fim, para inibicao da oxidagao
lipidica foi utilizado Etomoxir sodium salt hydrate (200 uM) (Sigma Aldrich, EUA),

o qual é capaz de inibir a enzima CPT1a, durante todo o periodo de cultura.
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3.5 Western blot

Células B CD19+ obtidas por cell sorting foram incubadas na concentragdo de
106 células/mL com LPS por uma hora em condi¢des apropriadas de cultura celular
(5 % CO2, 37 °C). Na sequéncia, para obtencdo de proteinas, células foram lisadas
com tampdo de extragdo proteica na presenca de inibidores de fosfatases (Roche,
Alemanha) e proteases (Roche, Alemanha). Foi entdo realizada a quantificacdo de
proteinas pelo método de biureto (LabTest, Brasil) sendo que 40 pg de proteinas
totais por amostra (diluidas em lemille com dTT) foram desnaturadas por
aquecimento por 5 minutos a 95 °C, e entdo separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida 10 %. As proteinas foram entdo transferidas para membrana de
nitrocelulose, seguido de bloqueio da membrana com leite em p6 5 % diluido em
Tris-Buffered Saline na presenca de 0,5 % de Tween-20 (TBS-T), para posterior
incubagdo com anticorpos primarios overnight. Os anticorpos primarios utilizados
foram anti-pSer473, anti-pTre308, anti-AKT (total), anti-pS6, anti-S6 (total). Todos
os anticorpos primarios foram utilizados na diluicdo de 1 : 1000 e foram obtidos da
empresa Cell Signaling Technology (EUA), enquanto que a diluicdo para o anticorpo

anti-f3-actina foi utilizado na dilui¢ao de 1 : 5000 (Sigma-Aldrich, EUA).

Apés incubagdo com os anticorpos primarios, as membanas foram lavadas e
incubadas com anticorpos secundarios biotinilados na dilui¢dao de 1 : 10000, sendo
eles: anti-rabbit (Cell Signaling Technology, EUA) para as membanas previamente
incubadas com anti-pSer473, anti-pTre308, anti-AKT, anti-pSé6 e anti-S6; e com anti-
mouse para as membranas previamente incubadas com anti-f-actina. Para
determinac¢do da massa molecular foi utilizado o paddao de massa molecular Rainbow
(BioRad Laboratories, EUA). A detecgdo das proteinas 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 quimiluminescéncia detectada com o uso do Image Quant LAS500

(GE Healthcare Life Science, EUA).
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3.6 Captacao de glicose

Células B mantidas em cultura, foram lavadas com PBS 1x e incubadas com
PBS 1x contendo 50 pM do analogo fluorescente de glicose, 2-(N-(7-Nitrobenz-2-
oxa-1,3-diazol-4-yl)Amino)-2-Deoxyglucose (2-NBDG), 2 mM de L-glutamina, 1 mM
de piruvato de s6dio e 500 pM de (-mercaptoetanol, por 45 minutos em condi¢cbes
de cultura. Células foram entao lavadas com tampao PBS 1x contendo 2 % de SFB.
Na sequéncia, as células foram incubadas com outros anticorpos, especificados na

secao 3.9.

3.7 Massa mitocondrial e potencial de membrana mitocondrial

Células B mantidas em cultura foram lavadas com meio RPMI11640 sem soro
e suplementos e, entdo, incubadas com 200 nM de MitoTracker Deep Red FM
(Thermo Fisher Scientific, EUA) e 200 nM de Mitocondrial Membrane Potential Assay
Kit, TMRE (Abcam, Inglaterra) diluido em meio RPM], por 20 minutos em condig¢des
de cultura, para deteccao de massa e potencial mitocondrial, respectivamente.
Células foram entdo lavadas com tampdo PBS contendo 2 % de SFB. Para os
experimentos em que foram também utilizados anticorpos e ou corante de
viabilidade, a incubacdo com estes foi realizada a 4 °C antes da incubacdao com as

sondas.

3.8 Citometria de Fluxo

Células B CD19+ obtidas por cell sorting ou por selecao positiva por beads
magnéticas foram marcadas com anticorpos para imunofenotipagem e
caracterizacgao celular. Para isso, utilizaram-se os seguintes anticorpos: CD19 (1D3-
AF647, PE ou FITC), B220 (RA3-6B2-FITC), CD138 (281-2-PeCy7), IgM (RMM-1-
APCCy7), IgGl (HIG-632-FITC), CD21/CD35 (7E9-APC), CD23 (B3B4-FITC).
Também foram utilizados marcadores especificos para moléculas co-estimuladoras,

CD40 (3//23-PE ou PERCP) e CD86 (GL-1- PE ou PerCP-Cy5.5). Para exclusdo de
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células mortas foi utilizado Live&Dead (Aqua Dead Cell Stain, 405 nm Thermo
Fischer Scientific). Para os experimentos consideramos plasmablastos como células
CD19+CD138* ou alternativamente B220*CD138*. Sempre que possivel excluimos a
populacdo de plasmablastos quando o objetivo era avaliar especificamente células
B. Nestes casos, consideramos células B como CD19+CD138- ou alternativamente
B220*CD138- . Para auxiliar na definicio das gates utilizamos a estratégia

“fluorescéncia menos uma” (FMO, do inglés Fluorescence minus one) para CD138.

3.9 Expressao génica de células B incubadas com LPS

Células B CD19+*isoladas por cell sorting ou beads magnéticas estimuladas ou
ndo com LPS tiveram seu RNA extraido e purificado com o uso do RNA minikit
(Qiagen, Alemanha), segundo instrug¢des do fabricante. A quantificagdo do RNA foi
realizada em NanoDrop® ND1000 (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, EUA).
cDNA foi entdo sintetizado a partir de 1 ug de RNA purificado. Para a reacao foi
utilizado, a enzima Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase- MMLV
(Promega, Madison, WI, EUA) e primer oligo-dT. Syber Real time PCR foi utilizado
com os seguintes primers: ACLY, CPT1la, Hexokinase 2 (HK2), Pyruvate
dehydrogenase kinase (PDK1), Fosfofrutoquinase I (PFKI) e SLC2A1 (Tabela 2). A
amplificacao para qPCR foi realizada no equipamento Quant Studio 12K Flex (Life

Technologies), e a expressao relativa de todos os genes foi determinada pelo método

2-AACE.
Sequéncia Sense (5’ - 3’) Sequéncia Anti-sense (5’ - 3’)
ACLY CTCCAAGAAGCCAAATCTTATC | ATATTCATCAGCTTCCTCCC
CPT1a GGGAGGAATACATCTACCTG GAAGACGAATAGGTTTGAGTTC
HK?2 CAAGCTACAGATCAAAGAGAAG | CATGAGACCAAGAAACTCTC
PDK1 AGGATCTGACTGTGAAGATG TGGAAGTACTGTGCATAGAG
PFK1 AAGAGACTGATTTTGAGCAC CTCAGAAACCCTTGTCTATG
SLC2A1 AAGTCCAGGAGGATATTCAG CTACAGTGTGGAGATAGGAG
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Tabela 2 - Sequéncia de primers utilizados para caracterizagao metabdlica de células B por
gPCR. Sequéncia dos primers para as regides sense e anti-sense dos seguintes genes: ACLY, CPT1a,
HK2, PDK1, PFK1 e SLC2A1.

3.10 Avaliagdo de estresse mitocondrial e glicolitico

Células B mantidas em cultura por 72 horas na presenca de LPS foram
submetidas a contagem em camara de Neubauer para plaqueamento em placas de
24 pocos apropriadas para a técnica de Seahorse (XF24-Bioscience, EUA) em meio
de cultura RPMI1640 na auséncia de bicarbonato. Duas horas antes do
plaqueamento, foi realizado o coating das placas com Poli-D lisina (100 pg/ml) para
que as células pudessem aderir ao fundo da placa. Um total de 2,5x105> células foram
utilizadas por poco para o experimento de estresse mitocondrial e um total de 5x10°
para o experimento de estresse glicolitico para a formagao de uma monocamada de
células no fundo da placa. Ap6s o plaqueamento, as células foram incubadas a 37 °C

na auséncia de COz por pelo menos 30 minutos antes da analise.

Para avaliarmos as taxas de consumo de oxigénio (OCR, do inglés Oxygen
Consumption Rates) por meio do teste de estresse mitocondrial foram utilizadas as
drogas seguindo as respectivas ordem de injecdo: oligomicina (1mM), cianeto de
carbonilo p-trifluorometoxi-fenil-hidrazona (FCCP) (1.5mM) e rotenona (100 uM)
juntamente com antimicina A (1mM) (Sigma, EUA). Na sequéncia foi realizada a
leitura pelo analisador XF24 (XF24-Bioscience, EUA). Para realiza¢do desta técnica
foram seguidas as recomendac¢des sugeridas no protocolo de van der Windt, 2016

(83).

O estresse mitocondrial realizado consistiu no seguinte racional:
inicialmente foram realizadas quatro leituras para avaliacdo do OCR basal das
células B. Na sequéncia foi injetada a oligomicina, a qual é capaz de inibir o complexo
V (ATP sintase) da cadeia respiratoria mitocondrial. Desta maneira é possivel
indicar quanto do OCR esta relacionado com a produc¢do de ATP. A adi¢do de FCCP
ap6s a oligomicina é utilizada para determinar o OCR maximo da célula. Ela permite
que os protons movam do espago intermembranar para a matriz mitocondrial de

maneira independente da atividade da ATP sintase. Para manutencao do potencial
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de membrana mitocondrial, a ATP sintase eleva, entdo, ao maximo o transporte de
elétrons afim de permitir que os prétons retornem para a regido intermembranar.
A relacdo entre o OCR maximo e minimo é conhecido como capacidade respiratéria
reserva (SRC, do inglés Spare Respiratory Capacity) da célula, a qual é utilizada em
situacdo de intenso trabalho ou estresse celular (84-86). Por fim, a adicdo da
Rotenona e Antimicina A inibem os complexos I e IIl da cadeia transportadora de
elétrons (ETC, do inglés Electron Transport Chain), respectivamente, abolindo assim
completamente a atividade de ETC e, consequentemente, o consumo de oxigénio. A
deteccao de consumo de oxigénio apds a adicdo de rotenona e antimicina A é

proveniente de atividade nao-mitocondrial.

Para interrogarmos a capacidade glicolitica das células B foi utilizado o
ensaio de deteccdo de taxas de acidificacdo extracelular (ECAR, do inglés
Extracellular Acidification Rates) por meio do teste de estresse glicolitico. Para isso
foram utilizadas drogas na respectiva ordem: Glicose (10 mM) oligomicina (1 mM)
e 2-deoxiglicose (2-DG). O protocolo seguido foi o0 mesmo ao realizado para o
estresse mitocondrial, porém foi utilizado meio RPMI 1640 sem a presenca de

glicose.

O estresse glicolitico consistiu no seguinte racional: quatro leituras iniciais
foram realizadas para detec¢do do ECAR basal em meio com glicose (10 mM) para
verificar o quanto as células direcionam o substrato para a glicélise aerébica. Quanto
maior a produgdo de lactato liberado pelas células, maior a taxa de acidificagcdo
extracelular do meio, que pode ser detectado por meio de sensores especificos. Na
sequéncia, foi utilizada a oligomicina, inibidor da ATP sintase. Isso faz com que a
célula eleve ao maximo sua atividade glicolitica, pois esta passara a ser a principal
via para obtencdo de energia pela célula, o que nos permite determinar o ECAR

maximo das células (capacidade glicolitica maxima).

3.11 Dosagem de lactato e glicose do sobrenadante de cultura

Sobrenadante do meio de cultura das células B apés diferentes tempos de

estimulacao foi coletado apds centrifugacao das células e armazenado a -80 °C. Para
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os testes foram utilizados os seguintes Kits especificos (Glicose Liquiform e Lactato
Liquiform, Labtest), seguindo instru¢des do fabricante. Resumidamente, as
amostras foram incubadas com reagentes fornecidos pelos kits e deixados por 5
minutos (lactato) ou 10 minutos (glicose) em banho-maria a 37 °C. As leituras foram
realizadas em espectrofotometro (Synergy™ Mx Microplate Reader; BioTek)
acoplado ao software Gen5™ (BioTek) nos comprimentos de onda de 550 nm
(lactato) e 505 nm (glicose). Os calculos para determinagdo das concentragdes
foram os seguintes: [Glicose] = (absorbancia da amostra/ absorbancia do padrao) x
100; [Lactato] = (absorbancia da amostra/absorbancia do padrdo) x 40. A relagdo
lactato liberado no meio/ glicose consumida do meio também foi calculada pois o

resultado da razao é sugestivo de maior atividade glicolitica pelas células.

3.12 Determinacao dos niveis de IgM no sobrenadante de cultura por ELISA:

Apés incubacio das células B CD19* com LPS por 72 horas, o sobrenadante
de cultura foi coletado e utilizado para determinacao dos niveis de IgM por ELISA
(Invitrogen, EUA), de acordo com as especificacdes do fabricante. A concentrac¢ao de
IgM foi determinada em pg/mL a partir da diluicdo seriada do padrao (fornecido
pelo fabricante). A leitura das placas foi realizada a 550 nM em espectrofotometro

(Synergy™ Mx Microplate Reader; BioTek) acoplado ao software Gen5™ (BioTek).

3.13 Microscopia confocal

Células B ap6s 72 horas de cultura com LPS foram incubadas com as sondas
TMRE e MitoTracker. Além disso, foi utilizado o marcador de DNA Hoechst (10
ug/mL) (Thermo Fisher Scientific, EUA). Apés incubagdo, imagens das células foram
obtidas com o uso do sistema confocal Zeiss LSM-780 (Carl Zeiss, Alemanha). As
imagens foram coletadas em objetiva de 63x/1.4 NA Oil e 0 zoom de 3 x em imagens

de 1024 x 1024 pixels.
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3.14 Transplante de pele:

Animais Balb/c foram eutanasiados e tiveram sua cauda removida e dividida
em pedacdes similares (aproximadamente 1 cm de didmetro). A pele foi mantida em
PBS 1x gelado até o momento do transplante. Em paralelo, camundongos receptores
(fundo C57BL/6) foram anestesiados e tiveram o dorso depilado, com assepsia do
local realizada. Na sequéncia, uma area de derme e epiderme, até o musculo
intrinseco, equivalente ao tamanho da pele do doador foi cortada no receptor,
formando assim, uma “cama” para receber o enxerto. Os enxertos foram entdo
suturados na “cama” com fio de nylon e cobertos com gaze. O aceite do enxerto foi
considerado apds sua incorporacao ao camundongo receptor. Por outro lado, a
rejeicdo do transplante foi considerada quando a propor¢do de necrose foi superior
a 90 % (>90 %). Os transplantes foram avaliados todos os dias ap6s a cirurgia até o
dia 10, momento em que os animais foram eutanasiados. Apds eutanasia, bagos e
linfonodos axilares e braquiais (linfonodos drenantes do enxerto) foram removidos,
sendo as células de ambos submetidas a captacdo de glicose e marcadas para

moléculas presentes em células B e plasmdcitos.

3.15 Analises estatisticas:

A andlise estatistica foi realizada por meio do programa Graphpad Prism®.
Em todas as varidveis foram testadas a distribuicdo normal e a variancia
homogénea. Para comparacgdes entre dois grupos foi utilizado o teste T Two-Tailed.
Para mais de dois grupos foi utilizado o One-Way ANOVA seguido por Bonferroni’s
multiple comparisons tests. As diferencas observadas foram consideradas

significativas quando p<0,05 (5 %).
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3.16 Sintese dos modelos experimentais

Trés modelos experimentais principais foram utilizados para o
desenvolvimento deste trabalho. O objetivo do modelo experimental 1 foi avaliar
altera¢des metabdlicas e na func¢do efetora de células B provenientes de CT, Rictor2B
e Raptor2B apds estimulo com LPS ou LPS na presenca de IL- 4 por 72 horas in vitro,
para isso foram utilizadas as técnicas de qPCR, citometria de fluxo, Seahorse, Elisa e
dosagem de glicose e lactato no sobrenadante de cultura. (Figura 5). O modelo
experimental 2 consistiu em melhor avaliar os impactos da OXPHOS na funcao
efetora de células B provenientes de de CT, Rictor2B e Raptor2B. Para isso, células
foram forcadas a respirar com o uso de meio sem glicose e estimuladas com LPS por
72 horas in vitro. Na sequéncia, foi avaliado por citometria de fluxo alteracdes na
funcdo efetora destas células por citometria de fluxo, bem como mudancas
metabdlicas por meio da dosagem de glicose e lactato no sobrenadante de cultura
(Figura 6). Por fim, com o modelo experimental trés buscamos avaliar os possiveis
impactos clinicos da deficiéncia de mTORC2 em células B. Para isso realizou-se
transplante de pele nos animais CT ou Rictor2B,e na sequéncia as taxas de sobrevida
do enxerto, bem como as popula¢des de células B e plasmécitos foram entdo

avaliadas por citometria de fluxo (Figura 7).
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Figura 5 - Modelo experimental 1. Células B CD19+ foram isoladas de animais CT, Rictor2® ou
Raptor2B e mantidas em cultura por 72 horas na presenca de LPS apenas ou LPS na presenca de IL4.
Ap6s incubagdo foram realizadas as técnicas de PCR para avaliagdo de genes relacionados as vias
metabdlicas, Seahorse para deteccio de ECAR e OCR, citometria de fluxo para avaliacdo de
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marcadores de ativacdo, troca de isotipo e de plasmablastos, Elisa para dosagem de IgM e por fim
foram mensurados os niveis de lactato e de glicose no sobrenadante de cultura.

(aa iuj
T L
: Citometria (ativagio de células B e
72 horas | . | formacdo de plasmablastos)
wlr ------------------- — — T
. ﬁ'—! \! M ‘ﬂ ‘ Dosagem de glicose e lactato ‘
CT

e .

Rictor2® | LPS - sem glicose |

Figura 6 - Modelo experimental 2. Células CD19+ isoladas de animais WT, CT ou Rictor2B foram
estimuladas com LPS e mantidas em cultura por 72 horas em meio de cultura com glicose (10mM)
ou na auséncia de glicose. Apds a cultura, as células foram submetidas a citometria de fluxo para
avaliacdo de moléculas de ativacdo e de plasmablastos e no sobrenadante de cultura foram
mensurados os niveis de glicose e lactato.
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Figura 7 - Modelo experimental 3. Animais CT ou Rictor®® foram transplantados com pele
proveniente de animais Balb/c e tiveram a curva de sobrevida do enxerto avaliada durante os 10 dias
ap6s o transplante. Apos este periodo, foi realizada citometria para avaliagdo das populagdes de
células B e de plasmécitos no bago e linfonodos drenantes do enxerto.
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4 RESULTADOS

4.1 Células B estimuladas com LPS foram eficientemente ativadas

O objetivo central do nosso trabalho foi avaliar como altera¢gdes metabdlicas
em células B alteram sua funcao efetora, como na expressdo de moléculas de
ativacdo e sua diferenciagdo em plasmablastos. Desta maneira, nés incialmente
definimos o estimulo para nossos modelos experimentais in vitro. Optamos pelo uso
de LPS, pelo fato deste estimulo ter sido empregado na avaliacao de alteracdes
metabolicas em células B em outros estudos, e principalmente por ativar a via que
possuimos interesse em estudar, a PI3K/AKT/mTOR (17, 56). Conforme ja descrito
na literatura, LPS é capaz de ser reconhecido pelo TLR4 e levar a ativacao de células
B e da via PI3K/AKT/mTOR, tendo como resultados da ativagao a inducao da
proliferacdo e diferenciacdo destas em plasmablastos. Desta forma, inicialmente
avaliamos se o LPS na concentrag¢do de 10 pg/mL seria eficiente em ativar células B
isoladas do baco de animais CT por meio da técnica de cell sorting ou beads
magnéticas. Para isto, células estimuladas ou ndao com LPS foram avaliadas por
citometria de fluxo e a analise foi realizada conforme ilustrado na Figura 8 A e B.
Dentro da populagdo de células B CD19* observamos que houve aumento na
expressao dos marcadores de ativacao por meio de histogramas, tais como CD86,
CD40 e IgM de membrana apds estimulo com LPS (Figura 8 C, D e E). Foi constatado
ainda que células ativadas aumentam a captacdo de glicose por meio do uso do
analogo de glicose, 2NBDG em comparagdao com as células ndo-estimuladas.
Aumento na massa mitocondrial também foi observado, ap6s avaliacao com a sonda
MitoTracker (Figura 8 F e G). Uma populacdo de plasmablastos também pode ser
definida apo6s estimulo de células B por 72 horas com LPS (Figura 8 H). Por fim,
também foi possivel observar por microscopia éptica que as células B proliferaram
e aumentaram o tamanho celular apds estimulo (Figura 8 I). Em conjunto, esses
resultados sugerem que LPS foi capaz de ativar células B em nossos experimentos e
promover sua diferenciacdo em plasmablastos, bem como de levar a alteragdes

metabolicas, tais como aumento na captacdo de glicose e de massa mitocondrial.
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Figura 8 - LPS foi capaz de ativar eficientemente células B. Estratégia de gating adotada para (A)
células ndo estimuladas e (B) estimuladas com LPS na seguinte ordem:da esquerda para direita: gate
englobando células, single cells, exclusdo de células mortas e gate definindo células B CD19+
Histograma representativo de (C) CD86, (D) CD40, (E) IgM, (F) 2NBDG e (G) Mitotracker em células
B CD19+ nido estimuladas (preto) e de células estimuladas com LPS (azul) provenientes de CT. (H).
Dot plot ilustrativo de células B CD19+CD138- e de plasmablastos CD19+CD138* em células ndo
estimuladas (painel esquerdo) e estimuladas com LPS (painel direito) provenientes de CT. I. Imagem
obtida por microscopia éptica obtida de células CD19+ ndo estimuladas apés 72 horas de cultura
(esquerda) e de células CD19+ estimuladas com LPS (direita) ap6s 72 horas de cultura, ambas
provenientes de CT (aumento de 400 x).
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4.2 Células B estimuladas com LPS e IL4 foram eficientemente ativadas

Dado o fato da estimulagio com LPS induzir a diferenciagio em
plasmablastos e alteracdes metabdlicas, e nds querermos também avaliar a troca de
isotipo, nds adicionamos IL4 ao LPS, uma vez que a combinacao destes é capaz de
promover a troca de isotipo de IgM para IgG1l (38). Sabe-se que a IL4 sozinha,
diferentemente do LPS, ndo leva a proliferacdo de células B, mas é capaz de
promover sobrevivéncia e levar ao aumento do tamanho celular (15). Entretanto,
LPS em combinacao com IL4 é capaz de promover proliferacdo e a troca de isotipo
(38). Além disso, a IL4 ja foi descrita como capaz de elevar a glicdlise de maneira
independente de PI3K, e dependente de STAT6 (87). Desta maneira, as combinac¢des
destes estimulos além de terem sido utilizadas para induzir troca de isotipo, também

foram aplicados para elevar os niveis de atividade glicolitica de células B.

Antes de realizarmos experimentos para avaliacdo de alteracdes nas vias
metabolicas e na funcao efetora destas células, nds avaliamos se a combinacgado de
LPS na concentragdo de 10 pg/mL de LPS com 50 ng/mL de IL4 apés 72 horas de
estimulo era capaz de eficientemente ativar células B. A estratégia de gating adotada
esta representada na figura Figura 9 A e B. Na sequéncia, avaliamos por meio de
histogramas obtidos por citometria de fluxo que a expressdao de moléculas de
ativacao, como CD86, CD40 e IgM, em células B CD19* ap6s incubagao com LPS e [L4
por 72 horas estava significativamente elevada em comparacdo a células ndo-
estimuladas (Figura 9 C, D e E). Houve também aumento na captacao de glicose e
da massa mitocondrial em células estimuladas com LPS+IL4 em compara¢do com
células nao estimuladas (Figura 9 F e G). A combinac¢do destes dois estimulos
também foi capaz de elevar a troca de isotipo para IgG1l em nossos experimentos,
como observado por meio do aumento na frequéncia de células B CD19+
expressando IgGl em sua superficie, 0 mesmo nao podendo ser observado em
células ativadas apenas com LPS, como ja esperado (Figura 9 H). Constatou-se ainda
por microscopia Optica que apds estimulo de LPS e IL4 por 72 horas as células B
proliferaram e elevaram o tamanho celular em comparacdo as células nao

estimuladas (Figura 9 I). Esses dados sugerem que LPS na presenca de IL4 em
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nossos experimentos foi capaz de eficientemente ativar células B e induzir a troca

de isotipo.
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Figura 9 - LPS na presenca de IL4 ativou eficientemente células B. Estratégia de gating adotada
para (A) células nao estimuladas e (B) estimuladas com LPS e IL4 na seguinte ordem:da esquerda
para direita: gate englobando células, single cells, exclusdo de células mortas e gate definindo células
B CD19+. Histograma representativo de (C) CD86, (D) CD40, (E) IgM, (F) 2NBDG e (G) Mitotracker
em células B CD19+ nao estimuladas (preto) e de células estimuladas com LPS e IL4 (azul)
provenientes de CT. (H). Dot plotilustrativo de células CD19+IgG* ndo estimuladas (painel esquerdo),
estimuladas com LPS (painel central) e estimuladas com LPS e IL4 (painel direito) provenientes de
CT. (I) Imagem de microscopia 6ptica de células B CD19+ndo estimuladas apo6s 72 horas de cultura
(esquerda) e de células estimuladas com LPS e IL4 (direita) apés 72 horas de cultura, ambas

provenientes de CT (aumento de 400x).
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4.3 Células B provenientes de Rictor2B apresentam reducio na atividade de

mTORC2

Nossos resultados até aqui demonstraram que a ativacdo de células B por LPS
e LPS+IL4 promoveram modificagbes metabolicas nessas células, tais como
aumento na massa mitocondrial e aumento na captacao de glicose. Portanto,
procuramos entender qual seria o impacto das proteinas mTORC1 e mTORC?2,
sabidamente envolvidas no controle de vias metabodlicas, sobre a funcdo efetora de
células do sistema imune. Inicialmente, confirmamos se a atividade de mTORC2
estava reduzida nas células B destes animais. Para isso, células B de animais CT ou
Rictor2B foram isoladas por cell sorting ou beads magnéticas e estimuladas ou ndo
com LPS. Avaliamos por Western blot os niveis de fosforilacdo de AKT na Ser 473,
sitio alvo de mTORC2. Confirmamos que a fosforilagio de AKT na Ser 473 estava
reduzida em células B Rictor28 quando comparadas a células de animais CT apoés
estimulo (Figura 10 A). E como esperado, as fosforilagbes de AKT na Ser 473
estavam reduzidas em células ndo-estimuladas tanto de CT quanto de RictorAB em
relacdo a células de animais CT estimuladas (Figura 10 A). Estes dados indicam uma
reducao da atividade de mTORC2 em células B Rictor2B apds ativacao. Entretanto,
também foi observado uma reducdo nos niveis de AKT total em animais Rictor2B,
mas ndo nos niveis de [3-actina, o que indica que quantidades similares de proteina
foram usadas (Figura 10 C e D). A reducdo em AKT total ndo nos permite garantir
uma reducdo exclusiva da atividade de mTORC2, para isso foi avaliado se o outro
sitio de fosforilacdo de AKT, a Tre308, cuja fosforilacao é independente de mTORC2
também estava diminuida. E assim, observamos que a fosforilacdo na Tre308 nao
estava reduzida como na Ser473 em células B Rictor2B (Figura 10B), o que indica
que apesar de AKT total estar reduzida, sua atividade esta sendo controlada

principalmente por mTORC2 por meio da diminui¢do na fosforilagao da Ser473.
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Figura 10 - Células B Rictor2Bapresentam reducio na atividade de mTORC2. Anélise de Western
blot realizado com o uso de proteinas extraidas de células B CT (esquerda) ou Rictor2B (direita) apos
estimulagao ou ndo com LPS por duas horas. Marcagdo para (A) AKT p-Ser473, (B) AKT p-Tre308,
(C) AKT total e (D) B- actina. Dados representativos de 2 experimentos independentes. n.e.: nao
estimulado

4.4 Células B deficientes em mTORC2 apresentam redu¢ao nos niveis de
glicolise aerdbica e aumento em OXPHOS apds 72 horas de cultura com

LPS

Nossa observacao de que células B Rictor2® estimuladas com LPS
apresentavam menor fosforilacdo de AKT na Serina 473 sugeriu que mTORC2
poderia participar na ativagdo de células B ao controlar suas fun¢gdes metabdlicas.
Portanto, antes de avaliarmos qualquer alteragdo na func¢do efetora em células B
provenientes de Rictor2B, verificamos se nossa hipotese de que OXPHOS estaria
elevada em detrimento da glicdlise aerdbica em células B na deficiéncia de mTORC2
estava correta. Com este objetivo, células B CD19* foram isoladas de animais
Rictor2B ou CT e, entdo, mantidas por 72 horas na presenga de LPS em condigdes de
cultura. Apds incubagdo, a expressao de genes relacionados a atividade glicolitica foi
avaliada, tais como o transportador de glicose Glut1 (Slc2al) e enzimas envolvidas
na glicélise, tais como HK2 e PFK1 (Figura 11 A, B e C). Observou-se que as
expressdes de todos os genes estavam elevadas apds 72 horas em células B
provenientes de Rictor8 em comparacao ao CT. Sabe-se que ao final da glicélise, a
glicose consumida pela célula é convertida em piruvato, o qual pode ser
transportado para a mitocondria ou reduzido a lactato, sendo este ultimo um
indicativo de glicdlise aerdbica. Deste modo, nos verificamos se o piruvato estaria

indo preferencialmente para o TCA ou glicélise aerdbica. Obtivemos um indicativo
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de que menos piruvato era importado para a mitocondria em Rictor28, uma vez que
foi observado um aumento da expressdo de PDK1 (Figura 11 D), o qual é um
regulador negativo de PDH (enzima responsavel pelo transporte do piruvato do
citoplasma para a mitocondria). Desta maneira, fomos avaliar se a glicélise aerdbica
estaria sendo entdo elevada nas células B Rictor2B, o que contrariaria nossa hipétese
inicial de reducdo da atividade da via. Para isso, os niveis de glicose e lactato no
sobrenadante da cultura celular foram avaliados. De modo interessante, observou-
se que apos as 72 horas de cultura, as células B obtidas de Rictor2B consumiram
menos glicose do meio e produziram menores niveis de lactato quando comparadas
com aquelas provenientes de animais CT (Figura 11 E e F). Além disso, a relacdo
glicose consumida/lactato liberado no sobrenadante, outro indicativo de glicélise

aer6bica, também estava diminuido em Rictor2B (Figura 11 G).

Para entdo confirmar se as taxas de glicélise aerdbica estavam diminuidas em
células B provenientes de Rictor?B apés as 72 horas de cultura com LPS, nés
avaliamos as taxas de ECAR ao longo do tempo com o uso da técnica de Seahorse.
Confirmou-se desta maneira que o ECAR de Rictor2B é inferior ao de CT (Figura 11
H eI), bem como o ECAR maximo avaliado apés a adi¢do de oligomicina (Figura 11
H e ]J), um inibidor da ATP sintase, forcando a célula a aumentar sua atividade
glicolitica. Estes dados indicam que ha uma diminuicdo das taxas de glicdlise
aerdbica em células B provenientes de Rictor2® em comparacao ao CT ap6s 72 horas

de cultura com LPS.
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Figura 11 - Células B Rictor2B apresentam niveis reduzidos de glicdlise aerdbica. Células B
CD19+* isoladas de animais CT ou Rictor2® foram incubadas por 72 horas na presenca de LPS.
Expressao relativa de (A) Slc2al, (B) PFK1, (C) HK2 e (D) PDK1. Dosagem de (E) lactato e (F) glicose
no sobrenadante de cultura apds 72 horas de cultura, e (G) relagio lactato liberado no meio / glicose
consumida do meio. (H) grafico representativo das taxas de acidificacdo extracelular ECAR
(indicador de glic6lise aer6bica) obtido por Seahorse antes e ap6s adi¢do de oligomicina, (I) ECAR
basal e (J) ECAR maximo (obtido apés injecdo de oligomicina). n=2 amostras por grupo. Dados
representativos de 3 experimentos independentes. *p<0,05.

Na sequéncia fomos avaliar se OXPHOS estaria sendo beneficiada em células
B na deficiéncia de mTORC2. Uma vez que é sugerido que o abastecimento da
mitocondria pela glicolise esta diminuido, devido ao aumento de PDK1 (Figura 11
D), nés resolvemos avaliar a expressao de genes relacionados a outras fontes de
alimentacao da mitocéndria em células B de CT e Rictor2B apds 72 horas de cultura
em LPS. Para isso, avaliamos a participacdo da (-oxidacdo lipidica, por meio da
expressdo de CPT1a, que se mostrou aumentada nas células de animais Rictor2B em
comparacao ao CT (Figura 12 A). Além disso, foi observado aumento da expressao
de ACLY, o que sugere elevacdo da sintese lipidica (Figura 12 B). Sabe-se que

altera¢des na expressdo génica podem nao refletir a atividade metabdlica da célula
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naquele momento. Portanto, nés propomos assim avaliar a atividade mitocondrial
de células B deficientes de Rictor® de modo a observar se ela estava aumentada.
Para tais fins, foram utilizados ensaios que melhor refletissem a atividade da célula
naquele momento. Apds 72 horas de cultura com LPS, avaliamos parametros como
OXPHOS por Seahorse e modificacbes de massa e potencial de membrana por
citometria de fluxo e microscopia confocal. Observou-se que as taxas de OXPHOS em
células B provenientes de RictorB eram maiores em relacdo as de CT, conforme
mensurado pelo OCR com o uso do Seahorse (Figura 12 C e D). Também foi
observado um aumento na capacidade respiratéria reserva, SRC, obtida pela técnica
de Seahorse (Figura 12 C e F). SRC é uma capacidade extra disponivel na
mitocondria em caso de necessidade como em situagdes de estresse celular, sendo
mensurada ap6s o uso do desacoplador de elétrons FCCP (84-86). Entretanto, ndo
foram observadas diferencas na massa mitocondrial e nem no potencial de
membrana apds o uso das sondas Mitotracker e TMRE, respectivamente, nem por
citometria de fluxo e nem por microscopia confocal (Figura 12 F, G e H). Para a
construcdo dos histogramas e avaliagdo do MFI de Mitotracker e TMRE pela técnica
de citometria de fluxo, foram excluidos plasmablastos (CD19+*CD138*), uma vez que
0 uso desta técnica permitiu realizarmos a distin¢do entre as populagdes de células
B e plasmablastos. Desta maneira, eliminamos qualquer possivel interferéncia de
plasmablastos na analise. Em conjunto, nossos dados sugerem que a deficiéncia de
mTORC2 em células B eleva as taxas de OXPHOS em detrimento da glicdlise
aerdbica, sendo a [(-oxidacdo lipidica uma provavel fonte de alimentacdo da

mitocondria para o aumento de OXPHOS.
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Figura 12 - Células B Rictor2B elevam os niveis de OXPHOS. Células B CD19+ isoladas de animais
CT ou Rictor2B foram incubadas por 72 horas na presenca de LPS. Expressao relativa de (A) CPT1lae
(B) ACLY. (C) Taxas de consumo de oxigénio (OCR) basal de células B, e ap6s inje¢do de Oligomicina,
FCCP e rotenona na presenca de antimicina. (D) ECAR basal e (E) ECAR maximo (obtido apés adi¢do
de FCCP e subtraido do consumo de oxigénio ndo mitocondrial apés a adi¢do de rotenona e
antimicina). Histograma representativo (esquerda) e MFI (direita) de (F) Mitotracker e (G) TMRE
obtidos por citometria de fluxo. (I) Imagens obtidas por microscopia confocal: Mitotracker
(vermelho), TMRE (verde) e Hoechst (azul). Dados representativos de 2 ou 3 experimentos
independentes. *p<0,05.
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4.5 Aumento em OXPHOS beneficia a formacao de plasmablastos

Uma vez que observamos que células B Rictor2B elevam OXPHOS em
detrimento da glicélise aerdbica, nés fomos inicialmente observar se OXPHOS
exerceria um papel na ativacdo de células B WT e em sua diferenciagdo em
plasmablastos. Sabe-se que OXPHOS ndo é essencial para a proliferagdo de células
B, entretanto ndo ha estudos que reportem o efeito direto de OXPHOS no processo
de diferenciacdo de células B em plasmablastos. Para avaliarmos o impacto de
OXPHOS na ativacdo de células B e na formac¢do de plasmablastos, células B CD19+
foram isoladas de animais WT, e forcadas a respirarem durante 72 horas de cultura
na presenca de LPS. Para isso, as células foram mantidas em meio de cultura na
presenca ou auséncia de glicose. Sabe-se que a auséncia de glicose ou a presenca de
galactose na auséncia de glicose forcam OXPHOS (53). Foi observado que células B
B220+*CD138- (Figura 13 A) ap6s incuba¢do em meio sem glicose estavam mais
ativadas quando comparadas as incubadas em meio com glicose, uma vez que
aumentaram em maior grau a expressao de CD40 e IgM, e em menor grau a de CD86,
com base no MFI obtido por citometria de fluxo (Figura 13 A, B e C). Também foi
observado que as células em meio sem glicose elevaram sua diferenciacao em
plasmablastos (B220+CD138+), em relacdo a incubacdo em meio com glicose
(Figura 13 D). Entretanto, o uso do inibidor glicolitico, 2DG, impediu o aumento da
expressdo de moléculas de ativacdo por células B e sua diferenciacdo em
plasmablastos (Figura 13). Para confirmarmos se os efeitos observados eram
exclusivos do uso do 2DG, utilizamos 2DG em meio sem glicose e a ativa¢do das
células B e diferenciacdo em plasmablastos foi inibida novamente (Figura 13). Estes
dados sugerem que a elevacdo de OXPHOS exerce um papel na formagdo de
plasmablastos, embora nao possamos afirmar os impactos diretos da via glicolitica

neste processo.
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Figura 13 - OXPHOS beneficia a ativacdo de células B e sua diferenciacio em plasmablastos.
Células B CD19* foram isoladas de animais WT e mantidas em cultura na presenca de LPS por 72
horas na presenca ou auséncia de glicose e/ou de 2DG. MFI de (A) CD40, (B), CD86 e (C) IgM em
células BB220+CD138-, e (D) density plot representativo de plasmablastos B220*CD138* (esquerda)
e frequéncia de plasmablastos (direita). n=1 amostra por grupo. Dados representativos de 1
experimento. *p<0,05.

4.6 Células B Rictor2B sio mais ativadas e apresentam niveis de diferenciacao

em plasmablastos e troca de isotipo aumentados

Nosso experimento realizado com células B provenientes de animais WT
demonstrou que OXPHOS beneficia a ativacdo de células B e a formacao de
plasmablastos. Desta maneira, nés formulamos a hipétese que o aumento de
OXPHOS em detrimento da glicélise aerdbica em Rictor2B beneficiaria a maior
ativacdo de células B e sua diferenciagdo em plasmablastos. Para verificarmos esta
hipotese, células B provenientes de CT ou Rictor2B foram incubadas por 72 horas na
presenca de LPS para avaliacdo da expressiao de moléculas de ativacdo e de
plasmablastos por citometria. Observou-se que células B CD19+ CD138- de Rictor2B
apos incubacdo expressavam niveis elevados de IgM e expressdes similares de CD40
(Figura 14 A e C). Entretanto, estas mesmas células apresentavam niveis reduzidos
de CD86 em relacdo ao CT, com base em histogramas e MFI obtidos por citometria

de fluxo (Figura 14 B).
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Figura 14 - Células B Rictor2B elevam a expressao de IgM. Células B CD19+ isoladas de animais CT
ou Rictor2B foram incubadas por 72 horas na presenca de LPS. Histograma (superior) e MFI (inferior)
de (A) CD40, (B) CD86 e (C) IgM obtidos de células B CD19+CD138- por citometria de fluxo. Dados
representativos de 3 experimentos independentes. *p<0,05.

Apés 72 horas de cultura com LPS, verificou-se também que células B
provenientes de Rictor?B apresentam maior diferenciagdo em plasmablastos
(CD19+CD138*) em comparagdo ao CT tanto na frequéncia quanto no nimero
absoluto (Figura 15 A). Para avaliar se a troca de isotipo também estaria sendo
beneficiada nas células B provenientes de Rictor2B, estas foram incubadas com LPS
na presenca de L4, estimulos que, como mencionado, sdo conhecidos por induzirem
troca de isotipo de IgM para IgG1l. Observou-se que a frequéncia de células B
provenientes de Rictor2B, CD19+*CD138-, expressando IgG1l em sua membrana era
significativamente maior com relacdao ao CT (Figura 15 B). Nossos resultados
sugerem que a deficiéncia de mTORC2Z regula positivamente OXPHOS em
detrimento da glicolise aerdbica, facilitando a formacdo de plasmablastos e a troca

de isotipo de IgM para IgG1.
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Figura 15 - Células B Rictor2B possuem diferenciacio elevada em plasmablastos e de troca de
isotipo. Células B CD19+ isoladas de animais CT ou Rictor2® foram incubadas por 72 horas na
presenca de LPS. (A) Density plot representativo (esquerda), frequéncia (centro) e nimero absoluto
(direita) de plasmablastos CD19+CD138* obtidos por citometria de fluxo. Células B CD19+* isoladas de
animais CT ou Rictor2B foram incubadas por 72 horas na presenca de LPS e IL4. (B) Density plot
(esquerda) e frequéncia (direita) de células B CD19+CD1381gG1* obtidos por citometria de fluxo.
Dados representativos de 5 ou 2 experimentos independentes. *p<0,05.

4.7 Reducao nas taxas de glicdlise aerdbica e aumento de OXPHOS é essencial

para o aumento de plasmablastos observado em RictorAB

Para verificarmos se o aumento nos niveis de glicolise aerébica em Rictor2B
estdo relacionados com o aumento na formag¢ado de plasmablastos, nds elevamos os
niveis da atividade glicolitica de células B obtidas de Rictor® com o uso de LPS na
presenca de IL4. Sabe-se por meio de outros estudos que a IL4 é capaz de elevar a
atividade glicolitica de células B (87), o que também pode ser observado por meio
da maior producao de lactato por RictorE apds incubacdao com LPS e IL4 em
comparacao com LPS apenas (Figura 16 A). Além disso, observou-se que a razao
glicose consumida/lactato liberado no sobrenadante foi equivalente entre células B
de Rictor2B e CT incubadas com LPS e IL4 (Figura 16 B). Verificou-se entdo que o
aumento na formagdo de plasmablastos em Rictor2B presente quando estas células
eram incubadas apenas com LPS foi perdido, sendo que na presenca de LPS e IL4 os
niveis de diferenciacdo em plasmablastos foram equivalentes entre CT e RictorB

apo6s 72 horas de incubacao (Figura 16 C).
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Figura 16 - Aumento nas taxas de glicolise aerdbica é essencial para o aumento de
plasmablastos observado em Rictor2B .Células B CD19+ isoladas de animais CT ou Rictor2B foram
incubadas por 72 horas na presenca de LPS ou LPS e IL4. (A) lactato no sobrenadante de células
Rictor2B incubadas na presenca de LPS ou LPS e IL4. (B) Razao lactato/glicose no sobrenadante de
células B CT ou Rictor28 apds incubagdo com LPS e IL4. (C) Plasmablastos de CT e Rictor2B
CD19+CD138* gerados ap6s 72 horas de incubagdo com LPS e IL4. Dados representativos de 2
experimentos independentes. *p<0,05.

Na sequéncia, interrogamos se OXPHOS estaria diretamente relacionada com
o aumento na formacao de plasmablastos em Rictor2B. Para isso n6s mantivemos
células B provenientes de CT ou Rictor2B em cultura por 72 horas na presenca de
LPS e na presenca ou auséncia de glicose no meio de cultura. A auséncia de glicose,
como ja mencionado anteriormente, é capaz de forcar OXPHOS. Para confirmarmos
se a auséncia de glicose foi eficiente na elevacdao da atividade mitocondrial, estas
células foram incubadas com as sondas Mitotracker e TMRE, as quais sdo capazes de
detectar a massa e potencial de membrana mitocondrial, respectivamente. Os
resultados obtidos por MFI ap6s a citometria de fluxo confirmam que ambos
estavam elevados em células cultivadas em meio sem glicose, o que indica que
OXPHOS deve ter sido elevada (Figura 17 A e B). Desta forma, constatou-se que o
aumento de OXPHOS é capaz de elevar ainda mais a diferenciagdo de células B

provenientes de Rictor®® em plasmablastos. Estes resultados corroboram nossa
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hipétese inicial, apesar da diferenca na populacdo de plasmablastos ndo ser

significativa entre Rictor2B com e sem glicose (Figura 17 C).
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Figura 17 - Aumento de OXPHOS eleva ainda mais a diferenciacio de plasmablastos em
Rictor2B, Células B CD19+ isoladas de animais CT ou RictorAB foram incubadas com LPS por 72 horas
na presenca ou auséncia de glicose. MFI de (A) Mitotracker e (B) TMRE de células B CD19+CD138-
obtidos por citometria de fluxo. Density plot ilustrativo (esquerda) e frequéncia (direita) de
plasmablastos CD19+CD138*. Dados representativos de 1 experimento. *p<0,05.

Na sequéncia, n0s nos questionamos qual seria a fonte energética que estaria
abastecendo OXPHOS e contribuindo para o aumento na formac¢ao de plasmablastos
em Rictor2B, Como apds 72 horas de cultura com LPS a expressao de PDK1 estava
elevada em células B provenientes de Rictor2B (Figura 12 D), o que indicaria uma
reducdo na importagdo de piruvato do citosol para a mitocondria e que a expressao
de CPT1a também estava elevada (Figura 13 A), o que indica um aumento de
oxidacdo lipidica, nds resolvemos investigar se a 3-oxidacdo seria importante para
o ciclo do TCA e OXPHOS. Para isso, foi utilizada uma droga que inibe a atividade de
CPT1a chamada etomoxir. Os resultados mostraram que a inibicdo da oxidacdo
lipidica foi capaz de diminuir significativamente a frequéncia e o numero de
plasmablastos formados ap6s 72 horas de cultura com LPS em Rictor2B a niveis

comparaveis ao CT (Figura 18). Estes resultados sugerem que [-oxidacdo é
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essencial para o aumento de plasmablastos observado em Rictor2, e que a elevacdo

de OXPHOS em detrimento da glicélise aerdbica beneficiam a diferenciagao.
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Figura 18 - Inibicdo da oxidacao lipidica inibe o aumento observado em plasmablastos de
Rictor2B, Células B CD19+ isoladas de animais CT ou Rictor2B foram incubadas com LPS por 72 horas
na presenca ou auséncia do inibidor de CPT1a, Etomoxir. Density plot (superior), frequéncia (inferior
esquerda) e nimero (inferior direita) de plasmablastos CD19+CD138* obtidos por citometria de
fluxo. Dados representativos de 2 experimentos independentes. *p<0,05.

4.8 Células B provenientes de Rictor2® aumentam a atividade glicolitica e
diminuem sua massa e fun¢ao mitocondrial apés diferenciacio em

plasmablastos

Tendo formulado anteriormente a hipétese de que o aumento na expressao
de genes relacionados a via glicolitica ap6s 72 horas de cultura com LPS nao estaria
representando a atividade das células B naquele momento, nés suspeitamos que
estas células poderiam alterar seu perfil metabélico a medida que a diferenciacao
em plasmablastos se tornasse mais acentuada. Desta maneira, apds as 72 horas de
cultura em LPS, o meio de cultura das células, tanto de CT quanto de Rictor28, foi
trocado por novo e mantido por mais 48 horas na presenca de LPS e entdo o lactato
foi mensurado no sobrenadante (totalizando 120 horas em cultura com uma troca
de meio ap0ds 72 horas). Apos as 72 horas, foram observadas as mesmas alteragdes

descritas anteriormente: células B obtidas de Rictor2B reduziram as taxas de
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glicélise aerdbica, como indicado pela reducdo nos niveis de lactato no sobrenadante
de Rictor2B (Figura 19 A). Entretanto, nas 48 horas subsequentes (120 horas apés
estimulo inicial) a producao de lactato liberado no sobrenadante foi equivalente
entre os grupos (Figura 19 A), indicando que o aumento inicial de genes
relacionados a glicélise em Rictor2B apds 72h de estimulo estejam refletindo
alteragcdes metabolicas ocorrendo apds este periodo, ou seja, a glicdlise aerdbica
(inicialmente diminuida) é restaurada apés 72h de estimulo. Corroborando estes
resultados, a captacdo de glicose, avaliada com o uso do analogo fluorescente da
glicose 2NBDG, estava aumentada em plasmablastos de Rictor2B apos 72 horas de

cultura, embora a diferenca ndo seja estatisticamente significativa. (Figura 19 B).
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Figura 19 -. Diferenciacdo de células B em plasmablastos eleva os niveis de glicdlise aerdbica
e de captacdo de glicose. Células B CD19+* isoladas de animais CT ou Rictor2B foram incubadas com
LPS por 72 horas ou 120 horas. (A) Lactato mensurado no sobrenadante de cultura apés 72 horas
(esquerda) ou 120 horas de cultura, apds troca de meio apds 72 horas de cultura (direita). (B)
Histograma representativo (esquerda) e MFI (direita) da captacdo de glicose com o uso do analogo
fluorescente de glicose 2NBDG em plasmablastos CD19+CD138+* obtidos por citometria de fluxo.
Dados representativos de 2 experimentos independentes. *p<0,05.

Estes dados nos levaram a interrogar como estaria a atividade mitocondrial
de plasmablastos em Rictor28 CD19+*CD138*, uma vez que é provavel que estas
células estejam modulando vias metabdlicas apds diferenciacao, de acordo com os
dados obtidos pela dosagem de lactato (Figura 19 A). Para isso, avaliamos
plasmablastos diferenciados a partir de células B Rictor2B e CT incubados por 72
horas com LPS, com as sondas Mitotracker e TMRE, respectivamente. Foi observado
que os plasmablastos de Rictor®E reduzem tanto a massa quanto o potencial de
membrana (Figura 20 A e B). Estes resultados indicam que mTORC2

aparentemente exerce papel oposto em plasmablastos em comparagao com células



70

B, pois a atividade mitocondrial é beneficiada sobre a glicolise aerdbica em

plasmablastos Rictor2B.
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Figura 20 - Células B Rictor2B reduzem a massa e potencial de membrana apos diferenciacio
em plasmablastos. Células B CD19+ isoladas de animais CT ou Rictor2B foram incubadas com LPS
por 72 horas. Histograma representativo (superior) e MFI (inferior) de (A) Mitotracker e (B) TMRE
em plasmablastos CD19+CD138+* obtidos por citometria de fluxo. Dados representativos de 2
experimentos independentes. *p<0,05.

4.9 Células Breduzem a massa e potencial mitocondrial apés diferenciacdo em

plasmablastos

O fato de células B provenientes de Rictor2B alterarem o seu perfil metabdlico
apos diferenciacao em plasmablastos nos levou a questionar se plasmablastos em si
diferem metabolicamente das células B CT. Para isso, avaliamos a massa e o
potencial de membrana mitocondrial de células B (CD19+*CD138-) e plasmablastos
(CD19+*CD138*) provenientes de CT. Os resultados obtidos por histogramas e MFI
ap6s citometria de fluxo revelam que plasmablastos reduzem significativamente a
massa e potencial de membrana mitocondrial apés este periodo em comparacgao as
células B (Figura 22 A e B). Estes resultados sugerem que naturalmente ocorre uma
alteracao metabdlica apés diferenciacdo de células B em plasmablastos, com uma
significativa reducdo na massa e fun¢do mitocondrial, sendo que esta reducdo é mais

acentuada na deficiéncia de mTORC2.
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Figura 21 - Plasmablastos apresentam menor massa e potencial de membrana em relacao as
células B. Células B CD19+ isoladas de animais CT foram incubadas com LPS por 72 horas.
Histograma representativo (superior) e MFI (inferior) de (A) Mitotracker e (B) TMRE em células B
(preto) e plasmablastos (cinza) obtidos por citometria de fluxo. Dados representativos de 2
experimentos independentes. *p<0,05.

4.10 Células B Rictor?B elevam a producao total de IgM, mas possuem a
capacidade de produzir anticorpos reduzida apés diferenciacao em

plasmablastos

Considerando que a formacdo de plasmablastos é elevada em células B
provenientes de Rictor2B em comparacdo ao CT, nés avaliamos se a produgdo de
anticorpos estaria sendo também beneficiada ou ndo, uma vez que apoés
diferenciacdo de Rictor2B em plasmablastos ocorrem alteragdes so6lidas no perfil
metabolico destas células. Constatou-se que a producdo total de IgM detectada no
sobrenadante de células B provenientes de Rictor apés 72 horas de cultura com LPS
foi maior em comparacao ao CT (Figura 21 A). Entretanto, quando a razao da média
de anticorpos produzidos por plasmablasto foi realizada, é possivel observar que a
capacidade individual de produciao de anticorpos por cada plasmablasto
proveniente de célula B isoladas de Rictor2B é reduzida em relagdo ao CT (Figura 21

B). Estes resultados indicam que o aumento na produc¢do de anticorpos totais em
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Rictor2B é reflexo direto do aumento no nimero de plasmablastos neste grupo e ndo

da maior capacidade de produgdo individual dos plasmablastos.

A B
- 20- 2.51
z E *
g 154 x E 201 T
.g o = E_ 1.5
1.0
Eﬂ > E 0.5-
2 ® 0.0

cCcT B Rictor®

Figura 22 - Plasmablastos diferenciados de células B Rictor2® apresentam producio de
anticorpos afetada. Células B CD19+ isoladas de animais CT ou Rictor2B foram incubadas com LPS
por 72 horas. (A) IgM secretada (ng/mL) e (B) IgM secretada por plasmablasto no sobrenadante de
cultura detectado por Elisa. Dados representativos de 2 experimentos independentes. *p<0,05.

4.11 Inibicio da oxidacao lipidica afeta negativamente a producao de

anticorpos por plasmablastos

Uma vez que plasmablastos sdo os responsaveis pela secrecao de anticorpos
e ao se diferenciarem reduzem a massa e funcao mitocondrial, nés poderiamos
formular a hipétese que a mitocondria exerce um papel critico apenas antes ou
durante a diferenciagdo e nao para a secrecao de anticorpos por plasmablastos.
Entretanto, como plasmablastos diferenciados de células B provenientes de Rictor2B
apresentam aumento na atividade glicolitica e reducdo na massa e funcdo
mitocondrial e, concomitantemente, possuem menor capacidade de producao de
anticorpos por plasmablasto (Figura 21 B), nds nos questionamos se a atividade
mitocondrial continuaria sendo fundamental, desta vez, para a produc¢do de
anticorpos. Desta maneira, a producdo de anticorpos ap6s incubacdo de células B
provenientes de CT com LPS por 72 horas na presenc¢a de etomoxir foi avaliada.
Como esperado a producao de IgM total foi reduzida (Figura 23 A), uma vez que
como ja mostrado o inibidor reduz significativamente a formacdo de plasmablastos
(Figura 18 A). Entretanto, a capacidade individual de produgdo de anticorpos por

plasmablasto também foi afetada (Figura 23 B). Estes resultados sugerem que a
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atividade mitocondrial nao é somente fundamental para a formacdo de

plasmablastos, mas também para a secre¢do de anticorpos.
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Figura 23 - Inibicdo da oxidacao lipidica reduz a producio de anticorpos. Células B CD19+
isoladas de animais CT foram incubadas com LPS por 72 horas. (A) IgM secretada (pg/mL) e (B)
Relacdo de IgM secretada por plasmablasto no sobrenadante de cultura detectado por Elisa. Dados
representativos de 1 experimento. *p<0,05.

4.12 Células B provenientes de Raptor2Bapresentam reduc¢io na atividade de

mTORC1

Nés nos questionamos se as alteracdes observadas na deficiéncia de mTORC2
também seriam observadas na deficiéncia de mTORC1, tanto metabdlicas quanto na
funcdo efetora destas células. Para isso, realizamos testes similares aos realizados
com mTORC2. Inicialmente observamos que a atividade de mTORC1 estava
reduzida nos animais Raptor2B por meio da avaliacao da fosforilacao do alvo
downstream de mTORC1, S6, com o uso da técnica de western blot. Desta maneira,
confirmamos reducao na atividade de mTORC1, por meio da redugdo na fosforilacao

de S6 (Figura 24).
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Figura 24 - Células B Raptor?B apresentam reducido na atividade de mTORC1. Analise de
Western blot realizado com o uso de proteinas extraidas de células B CT (esquerda) ou Raptor2B
(direita) apos estimulo com LPS por duas horas, ap6s marcagdo para p-Sé6 (superior) e S6 total
(inferior). Dados representativos de 2 experimentos independentes.

4.13 Células B provenientes de Raptor2B apresentam reducao nos niveis de

glicolise aerobica apés 72 horas de cultura com LPS

Na sequéncia, avaliamos se as células B Raptor2B beneficiam OXPHOS em
detrimento da glicélise aerdbica assim como células B Rictor2B. Com este objetivo,
avaliamos os niveis de glicose e lactato no sobrenadante de células B deficientes de
mTORC1 para verificarmos se os niveis de glicolise aer6bica poderiam estar
alterados. Constatou-se que apds 72 horas de cultura, as células B obtidas de
Raptor2B estimuladas com LPS consumiram niveis menores de glicose do meio e
produziram niveis menores de lactato quando comparadas as células B de animais
CT (Figura 25 A e B). Esta reducdo também é evidente quando a relacao lactato
liberado no meio/glicose consumida do meio é avaliada (Figura 25 C), o que nos
indica que a glicélise aerdbica durante o periodo de incubacao é reduzida em células
B de Raptor2B assim como observado em Rictor2B (Figura 12). Na sequéncia, assim
como realizamos com células B provenientes de Rictor2B, para confirmarmos de uma
maneira direta se as taxas de glicélise aerdbica estavam diminuidas, as taxas de
ECAR ao longo do tempo foram avaliadas ap6s 72 horas de cultura com LPS.
Confirmou-se desta maneira que o ECAR de Raptor2B é inferior ao de CT, bem como

o ECAR maximo avaliado ap0s a adi¢ao de oligomicina (Figura 25 D, E e F).
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Figura 25 - Células B RaptorAB apresentam niveis reduzidos de glicdlise aerdbica. Células B
CD19+* isoladas de animais CT ou Raptor2B foram incubadas por 72 horas na presenca de LPS.
Dosagem de (A) lactato e (B) glicose no sobrenanadante de cultura e (C) relagio de lactato liberado
e glicose consumida do sobrenadante de cultura. (D) Taxas de acidificagdo extracelular ECAR
(indicador de glicolise aerdbica) obtido por Seahorse antes a ap6s adicdo de oligomicina, (E) ECAR
basal e (F) ECAR maximo (ECAR maximo obtido ap6és inje¢do de oligomicina). Dados representativos
de 1 ou 2 experimentos independentes. *p<0,05.

Além disso, assim como em células B derivadas de Rictor2B, as células B
originadas de Raptor2B ndo apresentaram diferencas na massa mitocondrial e nem
no potencial de membrana (Figura 26 A e B). Para avaliacdo do MFI de MitoTracker
e TMRE por citometria de fluxo foram excluidos plasmablastos da analise
(CD19+CD138*). Nossos resultados apontam que tanto na deficiéncia de mTORC2
quanto de mTORC1 ocorre uma reducao nas taxas de glicolise aerébica em células

B.
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Figura 26 - Células B Raptor2B nio alteram massa e potencial mitocondrial. Células B CD19+
isoladas de animais CT ou Raptor2E foram incubadas por 72 horas na presenca de LPS. Histograma
representativo (esquerda) e MFI (direita) de (A) Mitotracker e (B) TMRE obtidos por citometria de
fluxo. (C) Imagens de microscopia confocal marcadas com Mitotracker (vermelho), TMRE (verde) e
DAPI (azul). Dados representativos de 2 experimentos independentes. *p<0,05.

4.14 Células B Raptor2B sio mais ativadas e aumentam a diferenciacio em

plasmablastos, mas reduzem a troca de isotipo

Até o momento, nos observamos que a deficiéncia de mTORC1 em células B
traz os mesmos efeitos que a delecio de mTORC2Z, uma vez que as alteragoes
metabolicas foram similares entre os dois grupos. Para observar se Raptor2B
também exerce efeitos sobre a ativacao como em Rictor2B, células B provenientes de
CT ou Raptor2B foram incubadas por 72 horas na presenca de LPS para avaliacdao da
expressdo de moléculas de ativacdo e de plasmablastos por citometria. Observou-se
que células B, CD19+CD138- (células B com exclusdo de plasmablastos) de Raptor2B
expressavam niveis elevados de IgM e de CD40 ap6s incubagao, embora os aumentos
ndo tenham sido significativos (Figura 27 A e B). Observamos ainda que células B
provenientes de Raptor2B apresentam maior diferenciacdo em plasmablastos

(CD19+CD138*) em comparacdo ao CT, tanto a frequéncia quanto o nimero absoluto
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estavam elevados (Figura 27 C). Para avaliarmos os impactos na troca isotipo nas
células B provenientes de Raptor2B, estas foram incubadas com LPS na presencga de
IL4. Observou-se que a frequéncia de células B provenientes de Raptor2B,
CD19+*CD138-, expressando IgG1l em sua membrana era significativamente menor
com relacdo ao CT (Figura 27 D). Nossos resultados sugerem que tanto a
deficiéncia de mTORC2 quanto de mTORC1 elevam a ativacdo e diferenciacdo de
células B em plasmablastos, provavelmente devido a alteracdes metabdlicas

similares entre os dois grupos, entretanto atuam de maneiras opostas na troca de

isotipo.
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Figura 27 - Células B Raptor2B sio mais ativadas e elevam a diferenciacdo em plasmablastos,
mas reduzem a troca de isotipo. Células B CD19+ isoladas de animais CT ou Raptor2E foram
incubadas por 72 horas na presenca de LPS. Histograma (esquerda) e MFI (direita) de (A) CD40 e
(B) IgM obtidos de células B CD19+CD138- por citometria de fluxo. (C) Density plot representativo
(esquerda), frequéncia (centro) e nimero absoluto (direita) de plasmablastos CD19+CD138* obtidos
por citometria de fluxo. Células B CD19+ isoladas de animais CT ou Rictor®8 foram incubadas por 72
horas na presenca de LPS e IL4. Density plot (esquerda) e frequéncia (direita) de (D) células B
CD19+IgG1+ obtidas por citometria de fluxo. Dados representativos de 2 experimentos
independentes. *p<0,05.



78

4.15 Inibicdo da oxidacdo lipidica reduz o aumento da formacao de

plasmablastos provenientes de células B de RaptorAB

Assim como foi questionado anteriormente sobre o papel da oxidac¢ao lipidica
como fonte de alimentacdo da mitocondria e como a responsavel pelo aumento de
plasmablastos em Rictor2B, o mesmo foi feito para Raptor2B. Ao bloquear a oxidacao
lipidica com etomoxir, inibidor de CPT1a, a frequéncia e o numero de plasmablastos
formados apds 72 horas de cultura com LPS em Raptor?B foi reduzido a niveis
comparaveis ao CT (Figura 28). Estes resultados sugerem que o aumento na
formacao de plasmablastos a partir de células B deficientes tanto em mTORC2

quanto em mTORC1 esta relacionado a (3-oxidagao lipidica.
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Figura 28 - Inibicdo da oxidacao lipidica inibe o aumento observado em plasmablastos de
Raptor3B, Células B CD19+isoladas de animais CT ou Raptor2B foram incubadas com LPS por 72 horas
na presenca ou auséncia do inibidor de CPT1a, etomoxir. Density plot (superior), frequéncia (inferior
esquerda) e nuimero (inferior direita) de plasmablastos CD19+CD138* obtidos por citometria de
fluxo. Dados representativos de 2 experimentos independentes. *p<0,05.
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4.16 Células B provenientes de RaptorAB aumentam a captacio de glicose e
diminuem sua massa e funcio mitocondrial apés diferenciacio em

plasmablastos

Para avaliar se o perfil metabodlico de células B Raptor2E apés diferenciacdo em
plasmablastos, assim como de Rictor2B, beneficiam a via glicolitica em detrimento
da atividade mitocondrial, n6s avaliamos a captagao de glicose nestas células, bem
como a massa e potencial de membrana mitocondrial. Para isso, células B Raptor2B
e CT foram incubados por 72 horas com LPS e, apds este periodo, avaliados a
captacao de glicose, massa e potencial mitocondrial. Foi observado que os
plasmablastos de Raptor?B possuem captacdo de 2NBDG elevada e apresentam
reducdao tanto na massa quanto no potencial de membrana em relacdao ao CT,
embora os valores ndo sejam estatisticamente significativos (Figura 29 A, B e C).
Estes resultados indicam que os plasmablastos de células B deficientes de mTORC2
e mTORC1 passam por alteracdes metabdlicas similares, isto é, priorizam a via
glicolitica ao invés de OXPHOS, embora ja tenhamos mostrado que a oxidagdo

lipidica é crucial para a producao de anticorpos.
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Figura 29 - Células B Raptor2B apds diferenciacio em plasmablastos reduzem a massa e
potencial de membrana e elevam a captac¢ao de glicose. Células B CD19+ isoladas de animais CT
ou Raptor2B foram incubadas com LPS por 72 horas. Histograma representativo (superior) e MFI
(inferior) de (A) 2NBDG, (B) Mitotracker e (C) TMRE em plasmablastos CD19+CD138* obtidos por
citometria de fluxo. Dados representativos de 2 experimentos independentes. *p<0,05.
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4.17 Animais Rictor2B submetidos a transplante de pele apresentam niveis de

rejeicdo similares a animais CT

Uma vez que a deficiéncia de mTORC2 em células B elevou sua diferenciacao
em plasmablastos e a producao total de anticorpos in vitro, apesar da capacidade
reduzida de produgdo de anticorpos por plasmablasto, nds levantamos a hipdtese
de que a maior produgdo de anticorpos poderia apresentar relevancia clinica. Desta
maneira, nos utilizamos o modelo de transplante de pele para avaliarmos se os
animais Rictor2B apresentariam uma reduc¢do na sobrevida do enxerto devido a uma
maior producdo de anticorpos. Para isso, animais CT e Rictor2B de fundo C57BIl6
foram transplantados com pele de animais Balb/c, realizando assim um transplante
alogénico. Entretanto, ambos os grupos, Rictor® e CT, apresentaram niveis de
rejeicao similares, (necrose >90%) por volta do dia 7 (Figura 30 A e B). Desta
maneira, fomos avaliar em maior profundidade as células B nestes animais, uma vez
que é possivel que mTORC2 também interfira no desenvolvimento e na manutencao
destas células na periferia. Observamos que animais Rictor2B apresentavam uma
reducao significativa em frequéncia e nimero de células B CD19* no bago apés o
transplante, bem como na populacdo de células B FO, embora as células B ZM
estejam inalteradas (Figura 30 C e D). Estes dados indicam que possivelmente
mTORC2 esteja negativamente interferindo no desenvolvimento e ou manutenc¢do
destas células na periferia, uma vez que a reducdo em células B no bago também foi

observado em animais nao-transplantados (ndo mostrado).
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Figura 30 - Animais Rictor2B apresentam taxas de rejeicdo de transplante de pele similares a

animais CT. Animais CT e Rictor2B foram transplantados com pele proveniente de animais BAlb/c.
(A) Curva de sobrevida de animais CT e RictorAB transplantados. (B). Fotos representativas dos
transplantes de pele em animais CT (esquerda) e RictorAB (Direita) nos dias 0 (superior) e no dia 7
(inferior) ap6s serem transplantados com pele de animais Balb/c. (C) Density plot representativo
(esquerda), frequéncia (centro). e nimero absoluto (direita); de células B (CD19+) no bago de animais
CT e Rictor®B 10 dias ap6s serem transplantados com pele de animais Balb/c. (C) Frequéncia
(esquerda) e numero absoluto (direita) de células B foliculares (CD19+IgMlewCD21midCD23+)
(superior) e células B da zona marginal (CD19+IgMhighCD21highCD23-) (inferior) no baco de animais
CT e Rictor2B 10 dias apds serem transplantados com pele de animais Balb/c. n=4 ou 5 animais por
grupo. Dados representativos de 2 experimentos independentes. *p<0,05.

Na sequéncia, n6s decidimos interrogar as populacoes de células B e de
plasmocitos nos linfonodos drenantes do enxerto de pele (linfonodos braquiais e
axilares) em animais Rictor2® apds 10 dias da cirurgia. Constatou-se que a
frequéncia de células B esteva reduzida também nestes linfonodos em Rictor2B
(Figura 31 B). Para avaliacdo dos plasmécitos foram utilizadas duas populagdes

distintas, uma descrita como CD19midCD138- e outra como CD19-CD138* (Figura 31



82

A). Observou-se que a populagdo de plasmécitos CD19midCD138* estava reduzida,
entretanto a populacdo de plasmécitos CD19-CD138* era comparavel aos dos CT
(Figura 31 C e D). Nossos dados sugerem que in vivo assim como in vitro a
diferenciacdo de plasmablastos e plasmécitos, respectivamente é elevada na
deficiéncia de mTORC2. Entretanto, nosso modelo experimental devido a limita¢cdes
como reducdo de células B na periferia, ndo foi satisfatério em avaliar impactos

clinicos.
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Figura 31 - Animais Rictor2B apresentam elevada diferenciacao em plasmoécitos em resposta
ao transplante de pele. (A) Dot plot representativo das populagdes de plasmocitos avaliados nos
linfonodos drenantes do transplante (CD19midCD138* e CD19-CD138*) de animais CT (esquerda) e
Rictor2B (direita) 10 dias apds serem transplantados com pele de animais Balb/c. (B) Frequéncia de
células B (CD19+) (C) plasmécitos (CD19midCD138+) e (D) plasmécitos (CD19-CD138*) nos linfonodos
drenantes do transplante de animais CT e RictorAB 10 dias apds serem transplantados com pele de
animais Balb/c. Dados representativos de um experimento. *p<0,05.
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5. DISCUSSAO

A imunidade humoral desempenha um papel crucial no combate a infec¢coes
e é a base de inimeras vacinas. Por outro lado, ela pode representar uma ameaga,
como no contexto de doengas autoimunes e no processo de rejeicdao ao transplante.
Sabe-se que a fungao efetora de células B é definida logo apds sua ativacdo, momento
critico para expansdo clonal e para sua diferenciagdo em células produtoras de
anticorpos. Este processo é guiado via sinalizacdo por receptores de superficie e

intracelulares, tais como BCR, TLRs, CD40 e IL4R (61).

Atualmente é sabido que os mecanismos envolvidos ap6s a ativacao de
células B sdo muito mais complexos do que se tinha conhecimento (15, 41, 42). Sabe-
se que as vias metabdlicas ndo estdo apenas relacionadas com sobrevivéncia,
crescimento e proliferacdo celular em células B, mas estdo intimamente ligadas com
a ativacdo e fungdo efetora destas células (15, 42). Os processos metabdlicos sdo
controlados por sensores intracelulares especificos, tais como o mTORC1 e
mTORC2. Neste estudo, nds reportamos que a deficiéncia do complexo mTORC2 em
células B prejudica a via glicolitica e aumenta a OXPHOS em células B ativadas por
LPS. Ainda, observamos que a deficiéncia de mTORC1 também prejudica a glicolise
nestas células. No entanto, se mTORC1 possui agcdo sobre a OXPHOS, ainda necessita
ser investigado. Nossos resultados corroboram as alteracdes metabdlicas
observadas em estudos de células T deficientes de mTORC2 e mTORC1 (45, 54, 56).
Como mencionado, alteragdes metabdlicas modificam tanto a diferenciagao como as
funcdes efetoras das células do sistema imune (42). De fato, nés verificamos que a
diferenciacdo de plasmablastos foi elevada a partir de células B provenientes de
camundongos Raptor2B e Rictor2B, bem como a produgdo de IgM total. Alteracdes
como estas impactam a resposta imune contra diferentes patégenos, bem como
influenciam em doengas autoimunes e na rejeicao a transplantes. Desta maneira,
buscamos compreender quais alteracdes metabdlicas decorrentes da atividade de
mTOR foram as responsaveis pelas modificagdes nas fun¢des efetoras observadas

nas células B deficientes de mTORC1 e mTORC2.

Para confirmarmos se OXPHOS possui impacto direto no aumento da

formacao de plasmablastos, células B Rictor2B foram for¢adas a respirar com o uso
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de meio sem glicose. A indug¢do de OXPHOS elevou ainda mais a formacao de
plasmablatos em células B Rictor2B, o que sugere um impacto positivo direto de
OXPHOS no processo de diferenciacdo. Suportando nossa hipotese, nés também
observamos a elevacdo da atividade mitocondrial em células B Rictor®® em
detrimento da glicélise aerdbica e esta alteracdo metabdlica mostrou-se responsavel
pelo aumento da diferenciacao de plasmablastos observado nestas células. Outros
estudos ja apontaram que a atividade mitocondrial esta relacionada com a formagao
de plasmablastos. Foi reportado que células B, ao se diferenciarem em
plasmablastos/plasmoécitos, passam por uma reprogramacdao metabdlica, com
reducao da glicdlise aerdbica e aumento do metabolismo da glutamina (18). Além
disso, Dufort et al. descreveram que a sintese lipidica também é essencial para o
sucesso na diferenciagcdo de plasmablastos (55). Foi descrito que a maior parte do
citrato gerado no TCA e utilizado na sintese lipidica provém do piruvato gerado na
glicélise (55). Estes dois trabalhos sugerem que a alimentacao do TCA, tanto pela
glutaminédlise quanto pela glicélise desempenham um papel na formacdo de

plasmablastos e/ou na prépria fun¢ao dos plamablastos.

Desta maneira, nossa proxima pergunta foi qual fonte de alimentacao da
mitocondria seria a principal responsavel pelo aumento da OXPHOS e maior
formacao de plamablastos em Rictor2B. Nossos dados sugerem que a importacao de
piruvato gerado pela glicélise para a mitocondria estava reduzida, uma vez que a
expressao da enzima PDK1 foi aumentada, o qual é um regulador negativo de PDH,
uma das enzimas do complexo piruvato quinase responsavel pela conversao do
piruvato em acetil-CoA. Por outro lado, como foi observado um aumento na
expressdao de CPT1a nas células B deficientes de mTORC2, um indicativo de maior
oxidacao lipidica, e somado ao fato de que sabidamente a deficiéncia de mTORC1 ou
mTORC2 em células T CD8* também elevarem a expressao de CPT1a, cuja inibicao
de mTORC2 beneficia a formagao de células TCD8* de memoria (54), nos fizeram
levantar a hipotese de que esta via poderia estar relacionada ao aumento de
plasmablastos em Rictor2B. De fato, os resultados subsequentes demonstraram o
envolvimento da via da -oxidacdo lipidica, uma vez que a sua inibicdo levou a

diminuicao da formacgdo de plasmablastos em Rictor2B a niveis comparaveis ao CT.
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Além disso, n6s observamos que tanto a reducdo da atividade glicolitica como
o aumento de OXPHOS em células B deficientes de mTORC2 é imprescindivel para a
elevacdo da formacgdo plasmablastos. Para elevarmos a atividade glicolitica em
células B Rictor2B, foi utilizado LPS na presenca de IL4. A IL4 é capaz de induzir o
aumento na captacao de glicose, expressao de Glutl e da atividade glicolitica por
meio de uma via independente de PI3K/AKT e dependente de STAT6 (82). Com o
aumento da atividade glicolitica apés adicdo de IL4, as células B Rictor2B
efetivamente diminuiram a frequéncia de plasmablastos, confirmando nossa

hipétese considerada inicialmente.

Na sequéncia, fomos avaliar em mais detalhes a necessidade de cada via para
a producao de anticorpos por plasmablasto. O fato de termos observado que o
aumento de OXPHOS em detrimento da glicélise aerdbica em células B Rictor2B
estaria relacionado a um aumento na formacao de plasmablastos e maior produgao
de anticorpos, nos levou a questionar se a produ¢do de anticorpos era apenas
decorrente da maior formagdo de plasmablastos no grupo ou se eles também teriam
maior capacidade de secretar anticorpos. N6s observamos que a capacidade
individual de secrecdo de anticorpos por plasmablasto originados de células B
Rictor2B foi afetada em relagdo ao CT. Inesperadamente, observamos que tanto a
massa como atividade mitocondrial em plasmocitos originados de Raptor?B e
Rictor2B, estavam diminuidas nestes grupos. Desta maneira, acreditamos que a
reducao na massa e funcao mitocondrial em plasmablastos Rictor2B possa ter
afetado sua capacidade de producao de anticorpos. Estudos ja apontaram que
plasmablastos, diferentemente de células B, utilizam predominantemente a via
mitocondrial sobre a glicolise (18), entretanto nenhum estudo avaliou esta
dependéncia em maiores detalhes. Ainda, n6s mostramos que a inibi¢cao da oxidagao
lipidica reduziu significativamente a producdo de anticorpos por plasmablasto
originados de células B CT, o que mostra que a alimenta¢do da mitocéndria por esta
via é fundamental para a secrecdo de anticorpos. Portanto, acreditamos que a
diminuicdo da massa e funcdo mitocondrial em Rictor2® esteja diretamente
relacionada a sua menor capacidade de producdo de anticorpos, possivelmente por

uma diminuicdo da alimentac¢ao da mitocondria pela [3-oxidac¢ao lipidica.
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Nés ndo exploramos em detalhes as vias metabodlicas necessarias para a
manutencdo de células B naive e nem para a proliferacdo ap6s encontro com um
antigeno, momentos anteriores a sua diferenciacdo em plasmablastos e secrecao de
anticorpos. Entretanto, observamos que o uso de 2DG foi capaz de eficientemente
inibir a ativacao de células B, bem como a formacgao de plasmablastos, o que mostra
uma possivel dependéncia de células B na via glicolitica em um momento anterior a
sua diferenciacdo em plasmablastos. De acordo com estes resultados esta o de Caro.
Maldonado et al. que revelou que a glicdlise aerdbica, mas ndo a atividade
mitocondrial, é a principal rota metabdlica utilizada para a proliferacdo de células B
e secrecdo de anticorpos, embora nao fique claro se a menor produgdo de anticorpos
é resultado de uma menor proliferacio ou menor capacidade de producao de
anticorpos (56). Entretanto, quando incubamos células B em meio sem glicose, com
0 objetivo inicial de forcar OXPHOS, estas foram eficientemente ativadas e se
diferenciaram em plasmablastos. Nés esperariamos que o 2DG e o uso de meio sem
glicose apresentassem resultados similares, caso a glicose fosse realmente essencial
para a ativacdo e proliferacao de células B, uma vez que o meio sem glicose seria
incapaz de diretamente alimentar a via glicolitica. Uma hipétese plausivel para estes
resultados € que a célula, na auséncia de glicose, consiga realizar gliconeogénese,
como ja reportado ocorrer em macrofagos, e assim manter uma producdo
satisfatoria de glicose para permitir ativacdo e proliferacdo celular (88). A
gliconeogénese permitiria a formacao de glicose a partir de outros compostos que
ndo sdo agucares, desta maneira células B na auséncia de glicose poderiam alimentar
a glicdlise, enquanto as incubadas com o inibidor 2DG ndo. Além disso, nao podemos
descartar que 2DG esteja exercendo efeitos off-target, o que ja foi descrito ocorrer
com o uso desta droga (89). Por outro lado, OXPHOS nao mostrou exercer impacto
no desenvolvimento ou sobrevivéncia de células B, ao contrario de células T que sdo
dependentes de OXPHOS (57). Estes estudos iniciais relatam que a glicélise parece
desempenhar um papel chave em um momento inicial, como no desenvolvimento,
sobrevivéncia e proliferacao de células B. Entretanto, com base no nosso estudo e
em trabalhos publicados acreditamos que os processos de diferenciacao de células
B em plasmablastos, bem como a producao de anticorpos sdo majoritariamente
dependentes da atividade mitocondrial. Além disso, descrevemos que a via de

mTORC2 possa ser utilizada no futuro como um possivel alvo terapéutico em células
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B para aprimorar a diferenciacdo em plasmablastos por meio de um aumento da
funcdo mitocondrial, entretanto mMTORCZ2 exerce um papel oposto em
plasmablastos, reduzindo a atividade mitocondrial e prejudicando a sua capacidade
de producao de anticorpos. Desta maneira, estudos in vivo ainda precisam avaliar os
impactos desta delecdo em células especificas e acompanhar o desfecho de

respostas humorais.

Para avaliarmos a troca de isotipo em células B, incubamos estas células na
presenca de LPS e IL4, os quais, em combinacao, sdo conhecidos por induzirem esse
fendmeno. Observamos que a deficiéncia de mTORC2 elevou a troca de isotipo de
IgM para IgG1l e a de mTORC1 a reduziu. Nossos resultados corroboram com os
estudos presentes na literatura, os quais descrevem o mesmo fendomeno (38, 40). Ha
também descri¢cdes que a via PI3K-AKT esta diretamente relacionada com a troca de
isotipo e hipermutag¢do somatica (90). Como ja mencionado, AKT pode ser ativada
por meio da fosforilagdo em dois sitios, sendo o sitio HM (Ser473) fosforilado por
mTORC2 (30, 31). Estudos relataram que quando a hiperativacdo de AKT é induzida,
como por meio da delecao de PTEN (fosfatase que desfosforila PIP3) em células B,
ocorre uma redug¢do na troca de isotipo, bem como reducao nos niveis da enzima
AID (90). A atividade de AID esta diretamente relacionada com a troca de isotipo e
hipermutag¢do somatica (91). A diminui¢do da atividade de AID no nucleo, por sua
vez, € resultado da inativacdo de um dos alvos de AKT, FOXO01, cuja fosforilacao o
torna inativo e capaz de sequestrar AID para o citoplasma, onde ambos podem ser
degradados (92). Portanto, sugere-se que a hiperativacdao de AKT pode levar a
hiperfoforilacdo de FOXO1, o qual ao se tornar inativo, sequestra AID para
degradacdo no citoplasma, o que resulta em reducdao na troca de isotipo e
hipermuta¢do somatica (92). Além disso, Lazorchak e colaboradores enfatizam o
papel de mTORC2 na fosforilagdo de AKT no sitio de HM, para que FOXO1 possa ser
fosforilado com sucesso por AKT (93) e AID, assim, degradada. Estes resultados
corroboram nossos achados e os de Limon e colaboradores, uma vez que na auséncia
de mTORC?2 funcional, a inativacdo de FOXO1 e sequestro de AID para o citoplasma
estariam comprometidos, o que poderia beneficiar a troca de isotipo em células de
Rictor2B (40). Portanto, a auséncia de um mTORC2 funcional poderia acarretar em

mais FOXO1 ativo no nucleo e, consequentemente, maior atividade de AID, o que



88

poderia ser a razdo do aumento em frequéncia de células B IgG1* provenientes de
animais RictorB. Por outro lado, a redugao na troca de isotipo para IgG1 observada
em células B deficientes de mTORC1 deve ocorrer devido ao fato de FOXO1 estar

sendo hiperfosforilado por AKT na auséncia de mTORC1 (38, 40).

Uma vez que nos experimentos in vitro foi observada uma maior
diferenciacao de células B em plasmablastos, uma maior producao total de IgM e
maior troca de isotipo em células B deficientes de mTORC2, imaginou-se que
animais Rictor?B poderiam rejeitar mais rapidamente o transplante de pele em
relacdo a animais CT. Entretanto, ndo foi observada diferenca estatistica na
sobrevida do enxerto entre animais Rictor2B e CT, sendo que ambos tiveram rejeicao
maior que 90% por volta do dia 7. Todavia, assim como nos animais deficientes de
Glutl utilizados por Caro-Maldonado et al. (56), n6s também observamos uma
diminuicdo significativa na frequéncia de células B no baco e linfonodos drenantes
em animais Rictor2B, indicativo de que mTORC2 apresenta impactos no
desenvolvimento e/ou manuten¢do destas células. Nossos resultados também
corroboram os observados por um estudo que fez uso do modelo Vav-Cre transgene
(39), no qual Rictor foi deletado em células hematopoiéticas ap6s tratamento com
tamoxifeno. Supreendentemente, em outro estudo, no qual o mesmo modelo
utilizado em nosso estudo foi empregado, nao foi observada alteracdo significativa
nas populacoes de células B (40). As diferencas observadas provavelmente

ocorreram por diferentes niveis de delecdo de Rictor nas células B.

Apesar de nossos animais Rictor2B apresentarem reduc¢do na populagdo de
células B, a populagdo de plasmocitos (CD19-CD138*) formada nos linfonodos
drenantes do enxerto sdao comparaveis entre os grupos. Estes resultados indicam
que um numero superior de células B provenientes de animais Rictor2B se
diferenciaram em plasmoécitos. Desta maneira, apesar de uma provavel maior
diferenciacao, a avaliagdo dos impactos diretos de mTORCZ2 na formacgdo de
plasmdcitos e producdo de anticorpos in vivo em nosso modelo se torna dificil, uma
vez que animais Rictor2B naive ja apresentam reducdo no numero de células B na
periferia. Acreditamos que mTORC2 interfira em estagios anteriores nestas células,

como em vias fundamentais para a manutencao de células B na periferia.
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O papel das células B no processo de rejeicdo de transplantes foi inicialmente
subestimado, sendo as células T consideradas as principais mediadoras. Isso se deve
ao fato de apenas a transferéncia de linfécitos sensibilizados ao receptor do enxerto
levar a rejeicdo de transplante de pele, mas ndo a transferéncia passiva de
anticorpos no momento do transplante (78). Entretanto, em 1975, Gerlaq e colegas,
relataram que soro contendo DSA foi capaz de promover rejeicao quando injetado
entre os dias 5 e 10 ap6s transplante de pele, e ndo nos dias antecedentes (94). A
auséncia de rejeicdo inicialmente relatada foi justificada pela falta de perfusdo dos
vasos do enxerto durante os primeiros dias apds o transplante (94). Apos este
periodo, o enxerto comec¢a a ser perfundido por vasos do receptor e perde a
sensibilidade por anticorpos injetados (95). Estes dados nos levam a outro ponto a
ser considerado em nosso modelo. Como nossos animais transplantados nunca
estiveram em contato com os antigenos presentes no doador, estes necessitam ainda
produzirem plasmécitos produtores de DSA, o que deve levar mais de 10 dias. Desta
maneira, no momento da produ¢do maxima de anticorpos, é provavel que o enxerto
tenha sido perfundido por vasos do doador e o processo de rejeicao ficar a cargo de

células T, principalmente.

Portanto, nossos dados sugerem uma nova abordagem para o controle da
resposta de células B, por meio da interferéncia nos complexos de mTOR. O uso de
drogas especificas para estas vias apresenta potencial terapéutico para o controle
de respostas ndao somente in vitro, mas também in vivo, o que podera beneficiar a
resposta imune contra inimeros patégenos, bem como em doencas autoimunes e na

rejeicdo ao transplante.
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6 CONCLUSOES

Nossos resultados indicam que:

mTORC2 favorece a glicélise aerdbica em detrimento de OXPHOS,
prejudicando a ativacdo de células B e sua diferenciacdo em plasmablastos.
Por outro lado, mTORC2 eleva a atividade mitocondrial de plasmablastos e a
secregdo de anticorpos.

mTORC1 favorece a glicolise aerdbica, prejudicando a ativagdo de células B e

sua diferenciacao em plasmablastos.
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Esquema ilustrativo da hipétese de ativacdo de células B (esquerda) CT (superior) ou Rictor2B
(centro) ou Raptor2B (inferior) estimuladas com LPS antes e apds sua diferenciacdo em
plasmablastos (direita). Células B provenientes de CT apresentam niveis elevados de glicélise
aerdbica (seta grossa de piruvato para lactato) em comparacgdo com células B Rictor2B e Raptor2B
(seta fina de piruvato para lactato). Por outro lado, células B Rictor2B apresentam niveis elevados de
OXPHOS, oxidacao e sintese lipidica (setas grossas). Estas alteracdes metabdlicas beneficiam a
formacdo de plasmablastos em Rictor2B e Raptor2B (seta grossa de célula B para plasmablasto). Por
outro lado, plasmablastos Rictor2B e Raptor2B apresentam reducdo na atividade mitocondrial (seta
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fina) em comparagdo a plasmablastos CT (seta grossa), acreditamos que esta reducido seja a
responsavel pela diminuicdo de sua capacidade de secrecdo de IgM em Rictor2® (verde). Nao
possuimos dados para determinar a secrecdo de IgM por Raptor2B. A grossura das setas compara a
intensidade de cada via metabolica entre os grupos e entre células B e plasmablastos de cada grupo.
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