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RESUMO

A imunidade inata ¢ a primeira linha de defesa do hospedeiro contra infecgdes bacterianas,
responsavel pelo reconhecimento inicial do patdégeno e pela ativagdo de mecanismos que
contribuem para sua eliminacao. Smurfl ¢ uma E3 ubiquitina ligase do hospedeiro envolvida
em diferentes processos biologicos, como desenvolvimento embrionario, remodelamento
tecidual e regulacdo da resposta imune. J& foi demonstrado que Smurfl contribui para a
resisténcia contra M. tuberculosis, favorecendo a eliminagdo do patdégeno por autofagia, e que
também atua na modulagdo da inflamacdo e do dano tecidual durante a infec¢do por
Betacoronavirus.

Neste trabalho, investigamos a importancia de Smurfl na imunidade inata contra a infec¢ao
por Salmonella typhimurium. Nossos dados mostraram que a fagocitose de Salmonella
opsonizada por proteinas do complemento foi maior em macrdofagos deficientes de Smurfl.
Observamos também que a delecdo de Smurfl reduziu a replicagdo intracelular de S.
typhimurium em macroéfagos, sem comprometer a viabilidade celular. Esse efeito foi
acompanhado por menor producdo de mediadores inflamatdrios. Para avaliar se esse efeito
estava relacionado a replicagdo bacteriana, utilizamos S. typhimurium inativada por calor e
também estimulo com LPS purificado. Nessas condi¢des, os macrofagos Smurfl/
apresentaram niveis mais elevados de citocinas inflamatdrias do que os macréfagos WT. Nos
modelos experimentais de infec¢do, a auséncia de Smurf] resultou em menor carga bacteriana
no figado e no bacgo, reduziu o dano tecidual e a inflamagdo, o que se refletiu em maior
sobrevivéncia dos animais infectados. Ja a inibicao farmacologica com o A01 reproduziu parte
desses efeitos: em macrofagos tratados observamos menor replicagdo bacteriana e menor
secrecdo de citocinas, enquanto que em animais infectados o tratamento reduziu a carga
bacteriana e a inflamacao hepatica, embora nao tenha melhorado a taxa de sobrevivéncia. Em
conjunto, nossos resultados indicam que Smurfl atua como um regulador negativo da resposta
imune inata do hospedeiro contra infeccdo por S. typhimurium. Considerando que estudos
recentes apontam essa proteina como possivel alvo terapéutico em diferentes doengas, futuros
trabalhos poderdo avaliar se a sua inibi¢do também pode ser explorada como estratégia
terapéutica no contexto da infec¢ao bacteriana.

Palavras-chave: Smurfl, Salmonella typhimurium, imunidade inata, macrofagos.



ABSTRACT

Innate immunity represents the first line of defense against bacterial infections, being
responsible for the initial recognition of pathogens and the activation of mechanisms that
contribute to their elimination. Smurfl is an E3 ubiquitin ligase involved in various biological
processes, including embryonic development, tissue remodeling, and regulation of immune
responses. It has been shown that Smurfl contributes to resistance against Mycobacterium
tuberculosis by promoting pathogen clearance through autophagy, and that it also modulates
inflammation and tissue damage during Betacoronavirus infection.

In this study, we investigated the importance of Smurfl in innate immunity against Salmonella
typhimurium infection. Our data demonstrated that phagocytosis of complement-opsonized
Salmonella was enhanced in Smurfl-deficient macrophages. We also observed that Smurfl
deletion reduced the intracellular replication of S. typhimurium in macrophages without
affecting cell viability. This effect was accompanied by decreased production of inflammatory
mediators. To determine whether this effect was specifically related to bacterial replication, we
employed heat-killed S. #yphimurium and purified LPS stimulation. Under these conditions,
Smurfl~/~ macrophages produced higher levels of inflammatory cytokines than WT
macrophages. In experimental infection models, Smurf] deficiency resulted in lower bacterial
burden in the liver and spleen, reduced tissue damage and inflammation, and ultimately
improved survival of infected animals. Pharmacological inhibition with AO1 recapitulated part
of these effects: in treated macrophages, we observed reduced bacterial replication and cytokine
secretion, while in infected animals, treatment decreased bacterial load and hepatic
inflammation, although survival rates were not improved.

Collectively, our findings indicate that Smurfl functions as a negative regulator of the innate
immune response during S. #yphimurium infection. Considering that recent studies have
highlighted this protein as a potential therapeutic target in different diseases, future
investigations may assess whether its inhibition could also be explored as a therapeutic strategy
in the context of bacterial infections.

Keywords: Smurfl, Salmonella typhimurium, innate immunity, macrophages.
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1. INTRODUCAO

A imunidade inata constitui a primeira linha de defesa do hospedeiro contra infec¢des
bacterianas, atuando de forma rapida e eficaz para limitar a invasao ¢ a disseminagao desses
patogenos (Clough, 2018; Turvey & Broide, 2010). Sua principal funcao consiste em identificar
estruturas conservadas desses microrganismos, conhecidas como padrdoes moleculares
associados aos patdogenos (PAMPs), através de receptores de reconhecimento de padrdes
(PRRs). Esses receptores podem estar presentes na superficie de células do sistema imune inato,
como macrofagos e células dendriticas, nos endossomos, ou ainda no citoplasma, para detecgao
de bactérias invasoras ou componentes bacterianos durante a infeccao. Esse reconhecimento
imediato desencadeia a ativagdo de vias de sinalizagdo que resultam na producdo de citocinas
inflamatoérias e quimiocinas, além da indugdo de respostas efetoras antimicrobianas que atuam
em conjunto para limitar a disseminacdo dos patoégenos (Kawai & Akira, 2006; Weiss et al.,
2004; Zaru, 2020). Embora nao possua a especificidade da imunidade adaptativa, a resposta
imune inata ¢ indispensavel para a sobrevivéncia, pois cria um ambiente hostil a proliferacao
microbiana e contribui para a ativagdo da resposta imune adaptativa (Iwasaki & Medzhitov,
2015; Newton & Dixit, 2012).

Entre as diversas células que compdem o sistema imune inato, os macrofagos se
destacam como elementos centrais na defesa do hospedeiro contra as infecgdes bacterianas
(Schroder et al., 2004; Wu et al., 2014). Essas cé€lulas realizam fagocitose e ativam mecanismos
microbicidas, como a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), a sintese de 6xido
nitrico (NO) e a indugdo de xenofagia, fundamentais para a eliminac¢do de patégenos (Sharma
et al,, 2018). Além disso, os macrofagos secretam citocinas inflamatorias que regulam a
intensidade da resposta imune, garantindo o equilibrio entre o controle da carga bacteriana e a
preservacao da integridade tecidual (F. C. Fang & Vazquez-Torres, 2019; Oppenheim et al.,
2003; Pacher et al., 2007; Plowden et al., 2004).

As vias de sinalizagdo intracelulares ativadas durante a resposta imune inata apresentam
elevada complexidade e precisam ser finamente reguladas para assegurar um equilibrio
adequado entre a intensidade da inflamacao e a ativagao dos mecanismos antimicrobianos. Um
descontrole nesses processos pode resultar tanto em uma resposta inflamatoria exacerbada, com
consequente dano tecidual, quanto em uma resposta insuficiente, favorecendo a sobrevivéncia
e replicacdo do patdgeno. Nesse contexto, a ubiquitinacdo se destaca como um processo

fundamental de regulacdo celular, modulando de maneira dindmica os componentes dessas vias
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e garantindo a eficiéncia e a precisdo da resposta imune (Ben-Neriah, 2002; Hu & Sun, 2016;

Pickart, 2001).

1.1.  Ubiquitinac¢ao

A ubiquitinagdo ¢ uma modificagdo pods-traducional, reversivel, caracterizada pela
ligacdo covalente de uma molécula de ubiquitina (Ub) a diferentes alvos, incluindo proteinas e
componentes lipidicos (Laney & Hochstrasser, 1999; Otten et al., 2021). Esse processo
participa da regulacdo de funcdes celulares fundamentais para a homeostasia, como a
degradagdo de proteinas pelo sistema ubiquitina-proteassoma, modulacdo de vias de sinaliza¢ao
e o controle de respostas da imunidade inata (Grumati & Dikic, 2018; Hu & Sun, 2016).

A Ub ¢ uma proteina altamente conservada, composta por 76 aminoacidos. Ela contém
sete residuos de lisina (K6, K11, K27, K29, K33, K48 ¢ K63) que permitem a formagao de
diferentes cadeias de ubiquitina¢do. Essa conjugagdo pode ocorrer como monoubiquitinacao,
quando apenas uma molécula de Ub ¢ adicionada ao substrato, ou como poliubiquitinagao,
quando multiplas moléculas de Ub sdo ligadas em cadeia. Os diversos tipos de cadeias que
podem ser formados entre a Ub e o substrato estdo associados a diferentes funcdes celulares,
sendo as cadeias de poliubiquitinacdo K48 e K63 as mais abundantes e mais bem caracterizadas.
As cadeias K48 direcionam seus substratos para degradagdo via proteassoma, enquanto as
cadeias K63 regulam processos, como sinalizagdo intracelular e controle das respostas imunes
(Mallette & Richard, 2012; Ohtake et al., 2016). As demais formas de ligacdo ainda
permanecem pouco compreendidas (Akutsu et al., 2016).

O processo de ubiquitinacao ocorre pela acdo sequencial de trés enzimas: E1 (enzima
ativadora de Ub), E2 (enzima conjugadora de Ub) e E3 (enzimas Ub ligases). Inicialmente, a
Ub livre no citoplasma ¢ ativada pela enzima E1 em uma reagcdo dependente de ATP. Em
seguida, a Ub ativada ¢ transferida de E1 para a enzima E2. Finalmente, a E2, forma um
complexo com a E3 Ub ligase para promover a transferéncia direta ou indireta da Ub a residuos
de lisina especificos no substrato (figura 1). Nesta ultima etapa, a enzima E3 ligase ¢
responsavel por conferir especificidade ao processo, uma vez que reconhece e interage com 0s
substratos-alvo a serem ubiquitinados (Pickart, 2001; Welchman et al., 2005).

Durante o desdobramento do projeto genoma humano foram identificadas
aproximadamente 600 E3 ligases, que estdo classificadas de acordo com suas caracteristicas

estruturais e mecanismos de acdo (Sun & Chen, 2004). As E3 ligases estdo agrupadas em trés
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familias de proteinas, classificadas conforme a forma que realizam a transferéncia da Ub ao
substrato. As E3 ligases do tipo RING (really interesting new gene) transferem a Ub ligada a
enzima E2 diretamente para substrato, as E3 ligases do tipo HECT (homologous to E6AP C-
terminus) recebem a Ub de E2 e em seguida, a transfere ao substrato. Ja as E3 ligases da familia
RBR (RING-between-RING) combinam caracteristicas das duas anteriores (Chesarino et al.,
2015; d’Azzo et al., 2005; Kim et al., 2013; Smit et al., 2014). Esses mecanismos distintos
permitem que as E3 ligases participem do controle de multiplos processos celulares, incluindo

a defesa imunoldgica contra doencas infecciosas (Campos et al., 2022).

ubiquitina
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ubiquitina o
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Figura 1. Cascata enzimatica do processo de ubiquitinacdo. A Ub ¢ ativada inicialmente
pela enzima E1 em uma reacdo dependente de ATP (1), transferida para a enzima conjugadora
E2 (2). Em seguida, E2 forma um complexo com as E3 ligases para transferéncia da Ub ao seu
substrato. As E3 ligases da familia RING transferem a Ub diretamente da E2 para o substrato
(3), enquanto que E3 ligases das familias HECT e RBR, recebem primeiro a Ub proveniente de
E2, para entdo transferi-la ao substrato alvo (4). Adaptado de Souza-Costa et al., 2023.
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1.2. E3 ligase Smurfl

Smurfl (Smad Ubiquitination Regulatory Factor 1) ¢ uma E3 ligase da familia HECT,
inicialmente identificada no final da década de 1990 no contexto da regulacao negativa da via
do TGF-B (Transforming Growth Factor beta). Sua descoberta foi descrita por Zhu et al. (1999),
que demonstraram que Smurfl interage diretamente com as proteinas SMAD1 (SMAD family
member 1) e SMADS (SMAD family member 5), promovendo sua ubiquitinacdo e subsequente
degradacao proteassomal. Essa atividade posicionou Smurfl como um regulador negativo da
via de sinalizagdo do TGF-B, com implicagdes no controle da diferenciacao celular,
desenvolvimento embrionario e homeostase tecidual (Zhu et al., 1999). Trabalhos publicados
na época, também demonstraram a participacdo de Smurfl na regulacdo da homeostasia dssea
através da ubiquitinacdo e degradacdo de Runx2 (Kaneki et al., 2006; Zhao et al., 2003), e seu
papel em modular a motilidade e crescimento celular através da regulacdo da GTPase RhoA
(H. R. Wang et al., 2003). Com o avango das pesquisas, foram descobertos substratos de Smurfl
que atuam na regulacao de diferentes processos biologicos importantes do organismo, incluindo
formagdo Ossea, diferenciagdo de osteoblastos, crescimento e migracdo celular, adesdo e
polaridade celular, desenvolvimento embrionario (Cao & Zhang, 2013), autofagia seletiva
(Franco et al., 2017; Orvedahl et al., 2011), doengas cardiovasculares e cancerigenas (Kwei et
al., 2011; Roh et al., 2019; Suzuki et al., 2008; Xia et al., 2021), além de esteatose hepatica (Lin
et al., 2022).

Estruturalmente Smurfl contém trés dominios principais: um dominio C2, responsavel
pela interagdo com substratos; dois dominios WW, importantes para interagdes proteina-
proteina; e um dominio HECT, responsavel pela atividade catalitica de transferéncia da Ub para
substratos. Essa organizacao estrutural permite que Smurfl reconheca alvos especificos e regule

seus destinos celulares (Luiz Pedro Souza-Costa et al., 2023) (figura 2).
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Dominios estruturais de Smurf1
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ou fagossdmicas ubiquitinac3o

Figura 2. Dominios estruturais de Smurfl e suas principais fun¢des. A proteina Smurfl
apresenta trés dominios principais: (1) dominio C2, localizado na regido N-terminal,
responsavel pela ligacdo a substratos e interacdo com membranas plasmaticas ou fagossomais;
(2) dois dominios WW, que interagem com substratos contendo motivos ricos em prolina (PY);
e (3) o dominio HECT, situado na regido C-terminal, que interage com enzimas conjugadoras
E2 e exerce a atividade catalitica de ubiquitinacdo. Adaptado de Souza-Costa et al., 2023.

Além das fungoes fisiologicas citadas anteriormente, Smurfl desempenha um papel na
regulacdo da resposta imune por meio da degradacdo de proteinas-chaves de sinalizagdao da
imunidade inata. Por exemplo, Smurf] participa da regulagdo negativa da via de sinalizacdo de
TLRY através da ubiquitinagdo e degradagao de MEKK?2 (Mitogen-activated protein kinase
kinase kinase 2), um membro da familia de proteinas MAP3K (MAP kinase kinase kinase) que
desempenha papéis importantes na transducao de sinais mediados por TLR9 (D. Zhang et al.,
2006). A ubiquitinacao e degradacdo de MEKK?2 dependentes de Smurfl levam a reducao da
ativacdo de ERK1/2 (Extracellular signal-Regulated Kinases 1 and 2) e a diminui¢do da
producdo de TNF (Tumor Necrosis Factor) e 1L-6 (Interleukin-6) em macréfagos (Wen et al.,
2015). Outro estudo demonstrou que um dos mecanismos inibitdrios da sinalizacdo de TLR4
mediado por TGF- ¢ dependente da ubiquitinacdo e degradag¢do proteassomal de MyD8&8
dependente de Smurfl (Lee et al., 2011). Smurf] também pode regular respostas inflamatorias
suprimindo a transcri¢do de TNF, ao interagir com USPS5, uma deubiquitinase essencial para a
producao dessa citocina. Em células HEK293, a interacdo entre Smurfl e USPS5 resultou na
degradacdo proteassomal de USP5, e consequente reduc¢do na transcri¢gdo de TNF (Qian et al.,
2016). Foi demonstrado também, que Smurfl participa de um mecanismo de regulacdo de

inflamacao dependente de IL-1p. Esta citocina pro-inflamatoéria € produzida inicialmente como
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precursor inativo pro-IL-1p, que apos clivagem gera a forma biologicamente ativa (Martinon et
al., 2002). Smurfl interage com pro-IL-1B e promove dois tipos distintos de ubiquitinagdo.
Enquanto que o tipo K48, direciona pro-IL-1p para degradagdo proteassomal, o tipo K63,
favorece o processamento de pro-IL-1p em sua forma biologicamente ativa, indicando que
Smurfl pode estimular ou inibir a secre¢do de IL-1p (Yang et al., 2022). Em respostas imunes
antivirais, Smurfl interage com MAVS, uma proteina adaptadora localizada na mitocondria,
em um mecanismo dependente de Ndfip1, promovendo sua degradacao e reduzindo a ativagao
dos fatores de transcri¢do que levam a producao de interferons do tipo I (Y. Wang et al., 2012).
Anadlises bioquimicas em linhagem de macrofagos RAW264.7 tratados com IFN-y
demonstraram que Smurfl interage fisicamente com STAT1 (Signal Transducer and Activator
of Transcription 1), promovendo sua degradacdo proteassomal (Yuan et al., 2012). Além disso,
macrofagos peritoneais transfectados com shRNA especificos para Smurfl apresentaram maior
expressao dos genes Cxcl9, Cxcll0, Irfl e Nos2, genes induzidos por IFN-y, evidenciando que
Smurfl regula negativamente essa via de sinalizagdo (Yuan et al., 2012). De maneira geral,
estes trabalhos sugerem que Smurfl interage especificamente com diversos substratos
importantes para a sinalizagdo do sistema imune, induzindo sua degradacgdo e potencialmente
regulando respostas inflamatorias.

Durante o desenvolvimento desta tese de doutorado, publicamos uma revisdo da
literatura detalhando todos os substratos de Smurfl que participam da regulacao da imunidade

inata e como Smurf] atua na regulagdo da resposta imune (Luiz Pedro Souza-Costa et al., 2023)

(Anexo 1).

1.3.  Smurfl na regulacio da imunidade inata contra microrganismos

Nos ultimos anos, nosso grupo tem se dedicado a investigar o papel de Smurfl na
regulagdo da inflamacgdo e na resisténcia do hospedeiro contra infeccdes.

Demonstramos que Smurfl exerce papel fundamental na defesa contra a infecgao por
Mycobacterium tuberculosis. Utilizando modelos de infec¢do in vivo e in vitro, mostramos que
Smurfl ¢é essencial em promover a ubiquitinagdo de vactiolos contendo M. tuberculosis em
macrofagos e direciond-los para a via degradativa de autofagia. Macrofagos derivados da
medula 6ssea (BMDMs) de animais deficientes para Smurfl (Smurf17/) apresentaram defeito
em ubiquitinar vactolos contendo ndo apenas o M. tuberculosis, mas também Listeria

monocytogenes, sugerindo que o papel de Smurfl na ubiquitinagdo de bactérias intracelulares
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pode ser conservado entre as diferentes espécies bacterianas (Franco et al., 2017). Devido ao
comprometimento na autofagia, BMDMs de animais Smurfl”/ foram mais permissivos a
replicacdo bacteriana. De forma consistente, em experimentos in vivo, animais Smurfl /-
apresentaram maior carga de M. tuberculosis nos pulmdes durante a fase cronica da infecgdo
(120 dias apos inoculacdo) e menor sobrevivéncia quando comparados aos animais controle
WT (Wild-type). De maneira geral, este trabalho demonstrou que Smurfl funciona como um
mediador da autofagia antibacteriana ao promover a ubiquitinagdo de vacuolos contendo
bactérias.

Posteriormente, nosso grupo avaliou a importancia de Smurfl durante a infec¢do por
betacoronavirus. No trabalho publicado por Souza-Costa et al. (2024), foi demonstrado que, em
macrofagos infectados com o virus da hepatite murina cepa A59 (MHV-A459), Smurfl regula
negativamente a producdo de citocinas pro-inflamatorias, como TNF e CXCL1 (C-X-C motif
chemokine ligand ). Em modelo murino de infec¢do por MHV-AS59, a presenca de Smurfl foi
importante para atenuar o dano hepatico e contribuir para a preservagao da arquitetura tecidual,
indicando que Smurfl atua como regulador da resposta inflamatdria sistémica durante a
infec¢do por betacoronavirus (Luiz P. Souza-Costa et al., 2024).

Em conjunto, esses estudos mostram que Smurfl atua de forma integrada na resposta
imune, participando tanto da eliminag¢do de patogenos intracelulares, como M. tuberculosis,
quanto da regulagdo da inflamag¢do em infecg¢des virais, como no caso dos betacoronavirus. Essa
dupla fun¢do sugere que Smurfl contribui para equilibrar mecanismos de defesa antimicrobiana
e preservacdo da integridade tecidual. Nesse contexto, Smurfl tem sido considerada uma
molécula de interesse para a indistria farmacéutica, ja que a modulagdo de sua atividade pode
abrir novas possibilidades para o desenvolvimento de estratégias terap€uticas para o tratamento

de doengas infecciosas e inflamatorias.

1.4. Smurfl como alvo terapéutico

Além de suas fungdes na imunidade e no controle da inflamacao, Smurfl tem sido
considerado como um alvo terapéutico em diferentes doengas. Essa possibilidade passou a ser
explorada apds a descoberta de inibidores seletivos, capazes de bloquear sua atividade e
preservar da degradagdo proteinas regulatérias envolvidas em processos fisiologicos essenciais.

Pesquisadores identificaram por meio de analises computacionais, o inibidor AO1 como uma
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molécula capaz de bloquear a interagdo entre Smurfl e Smadl/5, aumentando a atividade da
via BMP e a expressdo de genes osteogénicos relacionados a formagao ossea (Cao et al., 2014).

Desde entdo, o efeito com o tratamento com o inibidor A0l vem sendo investigado em
diferentes modelos experimentais. Em doengas oculares, como catarata fibrotica e degeneragao
macular, o tratamento com AO1 reduziu a inflamagao local e impediu a progressao de processos
de remodelamento tecidual, preservando a integridade estrutural e funcional da retina (F. Jiang
et al., 2024; D. Li et al., 2023). Em modelos de lesao pulmonar aguda induzida por LPS, o
tratamento com AO1 preservou a integridade da barreira endotelial, reduziu a infiltracdo de
células inflamatdrias no tecido pulmonar e atenuou o dano histoloégico, indicando um efeito
protetor contra a inflamag¢ao exacerbada (Chen et al., 2025).

De forma complementar, um estudo recente descreveu uma nova geragdo de inibidores
alostéricos de Smurfl. Diferentemente do A01, que atua bloqueando a intera¢do entre Smurfl
e Smadl/5, esses compostos se ligam a regides regulatérias do dominio HECT, promovendo
alteragdes conformacionais que inibem a transferéncia de Ub para multiplos substratos de
Smurf1, e ndo apenas para Smad1/5. Essa estratégia se mostrou eficaz em restaurar a sinalizacao
da via BMP e em reduzir processos inflamatérios em modelos experimentais, refor¢ando o

potencial de Smurfl como alvo molecular (Rothman et al., 2025).

1.5. Infeccao por Salmonella typhimurium e a resposta imune inata do hospedeiro
Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. typhimurium) ¢ uma bactéria gram-
negativa, flagelada e anaerobia facultativa, pertencente a familia Enterobacteriaceae. Trata-se
de um patdgeno intracelular que possui sofisticadas estratégias de evasdo do sistema imune,
sendo capaz de sobreviver e se replicar no interior dos macrofagos (Broz et al., 2012a; Eng et
al., 2015). Devido a essas caracteristicas, infecta uma ampla variedade de hospedeiros
vertebrados, incluindo camundongos e seres humanos. Em modelos murinos, a infec¢ao por S.
typhimurium mimetiza a febre tifoide humana, o que torna essa bactéria amplamente utilizada
como modelo experimental de estudo sobre patogénese e regulagdo imunoldgica (Akira et al.,
2006; Broz et al., 2012a). S. typhimurium também constitui um importante problema de satde
publica, especialmente diante da crescente resisténcia antimicrobiana observada em cepas
clinicas, refor¢ando a necessidade de compreender de forma mais abrangente as interagdes entre

patogeno e hospedeiro (Billah & Rahman, 2024).



22

A infecgdo por S. typhimurium ocorre pela ingestdo de alimentos ou 4gua contaminados.
Ao atravessar o ambiente acido do estomago, S. typhimurium alcanga o intestino delgado, onde
interage com o epitélio intestinal. Em células epiteliais intestinais, a bactéria utiliza o sistema
de secrecao do tipo III-1 (T3SS-1), codificado pela Salmonella Pathogenicity Island 1 (SPI-1),
para promover a invasdo. Esse sistema ¢ composto por um complexo multiproteico,
estruturalmente semelhante a seringas moleculares que atravessam a membrana bacteriana e se
conectam a membrana da célula hospedeira. Por meio dessa estrutura, S. typhimurium injeta
proteinas efetoras diretamente no citosol das células epiteliais. Esses efetores modulam diversos
processos celulares, incluindo o remodelamento dindmico do citoesqueleto de actina, que
resulta na formagao de extensdes de membrana, facilitando a internalizacdo bacteriana (Jepson
et al., 2001). Além disso, a a¢do coordenada dos efetores do T3SS-1 promove alteragdes no
epitélio intestinal, como a reorganizacdo do citoesqueleto de actina, o que aumenta a
permeabilidade da mucosa a componentes bacterianos e facilita a invasdo da bactéria. Essas
alteragdes permitem que a S. #yphimurium alcance a lamina préopria da mucosa intestinal e
estimule o recrutamento de neutréfilos e macrofagos para o local da infec¢do. Ao mesmo tempo,
os efetores bacterianos ativam vias de sinalizagdo intracelulares, como NF-kB ¢ MAPKs, que
induzem a produc¢do de citocinas inflamatérias (TNF, IL-1B, IL-6) e quimiocinas (CXCLI,
CCL2). Dessa forma, a bactéria ndo apenas facilita sua propria entrada, mas também cria um
ambiente inflamatorio que favorece o estabelecimento da colonizagdo inicial (Broz et al.,
2012a; Geddes et al., 2007). Na lamina propria, a infecgdo de macréfagos por S. typhimurium
desencadeia multiplas respostas imunes essenciais para o reconhecimento e eliminagdo do
patogeno. Entre elas estdo a sinalizacdo mediada por receptores do tipo Toll (TLRs) (Akira et
al., 2006; Broz et al., 2012a; Galan, 2021), a ativa¢do de inflamassomas (Clare, 2021; Han et
al., 2024) e a indugdo de formas de morte celular programada, como piroptose € apoptose, que
contribuem para limitar a disseminacdo da bactéria (Brokatzky & Mostowy, 2022; Broz &
Monack, 2011; Eng et al., 2015; Keestra-Gounder et al., 2015). Apds atravessar o epitelio
intestinal, S. #yphimurium ¢ fagocitada por células apresentadoras de antigeno (APCs). As
células dendriticas, migram para os linfonodos mesentéricos transportando a bactéria viavel,
onde a infeccdo se estabelece (figura 3). Quando a carga bacteriana ndo ¢ controlada nesse
estagio, as bactérias presentes nos linfonodos extravasam para a circulagdo sanguinea,
desencadeando um quadro de bacteremia, principalmente em individuos com estado de saude

comprometido. Uma vez na corrente sanguinea, S. typhimurium ¢ fagocitada por macrofagos
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residentes no figado (células de Kupffer) e no bago (macréfagos da polpa vermelha e da zona
marginal). Entretanto, em vez de serem eliminadas, muitas dessas bactérias conseguem
sobreviver e se replicar no interior dessas células, estabelecendo nichos intracelulares. Esse
processo resulta em lesdes inflamatorias multifocais no figado e no bago, caracterizadas pelo
acimulo de neutrdfilos e macréfagos inflamatérios ao redor das bactérias, um achado

histopatologico tipico da infec¢do bacteriana sistémica (Mastroeni et al., 2009).
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Figura 3. Disseminacio de S. typhimurium apos invasao intestinal. A bactéria transloca pelo
epitélio, alcanca o tecido subepitelial e se dissemina para linfonodos, sangue, figado e bago,
onde infecta populagdes fagociticas e se replica em nichos intracelulares. Adaptado de
Mastroeni et al. (2009).

Os macroéfagos desempenham papel central no controle da infec¢ao por S. typhimurium

e constituem um dos principais nichos intracelulares da bactéria (Drecktrah et al., 2006; Wu et
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al., 2014). Nessas células, a internalizacdo da bactéria ocorre por fagocitose, processo em que
receptores presentes na superficie dos macrofagos reconhecem a bactéria diretamente, ou apos
opsonizagdo por proteinas do sistema complemento ou por anticorpos. Diferentemente das
células epiteliais, onde a invasao ¢ ativamente promovida pelo sistema T3SS-1, nos macréfagos
a fagocitose constitui o principal mecanismo de entrada bacteriana na célula. O sucesso de
Salmonella em residir e se multiplicar no interior de macréfagos depende grandemente da sua
capacidade em modular a formagao e a maturagcdo do fagossomo (Akira et al., 2006; Hayashi
et al., 2001; Korhonen et al., 2005; Weiss et al., 2004).

Apos a fagocitose, a bactéria passa a residir em um vacuolo especializado em suportar
a replicagdo bacteriana denominado SCV (vactolo contendo Salmonella) (Broz et al., 2012b).
Nesse compartimento, proteinas efetoras bacterianas sao injetadas no citoplasma do macrofago
para modificar o ambiente intracelular, promovendo alteragdes como a acidificacdo progressiva
do vacuolo e o remodelamento da membrana vacuolar. Essas mudangas sdo cruciais porque a
ativacdo do sistema de secrecdo do tipo III T3SS-2 depende do ambiente 4acido do SCV. O
T3SS-2, codificado pela ilha de patogenicidade SPI-2 (Salmonella Pathogenicity Island-2), ¢
um complexo multiproteico que injeta efetores bacterianos diretamente no citoplasma da célula
hospedeira. Uma vez ativado, o T3SS-2 permite a secrecao de efetores especializados que
reorganizam o trafego endossdmico, limitam a fusdo com lisossomos e estabelecem um nicho
replicativo intravacuolar. Esse processo garante que a bactéria obtenha nutrientes e sobreviva
ao ataque antimicrobiano da célula hospedeira (Boumart et al., 2014; Hueffer & Galan, 2004;
Keestra-Gounder et al., 2015).

Conforme destacado acima, Smurfl tem sido associado a diversos processos de
regulagdo imune, desde a modulagdo de vias de sinalizagdo inflamatorias até mecanismos de
autofagia seletiva, desempenhando papel relevante no controle da inflamagao e da imunidade
inata. No entanto, sua participa¢do na defesa do hospedeiro contra infec¢des bacterianas ainda
precisa ser mais bem explorado. Com base nessas informacdes, este trabalho tem como objetivo
estudar a importancia de Smurfl em regular a imunidade inata e a resisténcia do hospedeiro
contra a infec¢@o por S. typhimurium. A hipotese deste trabalho ¢ que Smurfl desempenha um
papel importante em regular a ativacdo da imunidade inata contra Salmonella, e que a
modulagdo farmacolédgica da sua atividade pode ter efeitos cruciais na resisténcia contra a

infecgao.
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo geral
Investigar o papel de Smurfl na modulacao da resposta imune inata e resisténcia do hospedeiro

a infeccdo por S. typhimurium.

2.2.  Objetivos especificos

- Avaliar o papel de Smurfl no processo de entrada de S. typhimurium em macrofagos;

- Analisar o impacto da delegdo genética de Smurfl na replicacdo intracelular de
S. typhimurium, na viabilidade dos macrofagos infectados e na produgao de nitrito;

- Caracterizar o perfil de citocinas inflamatorias produzidas por macréfagos Smurfl/~ em
resposta a infec¢do por S. typhimurium;

- Avaliar como a dele¢@o de Smurf1 afeta a carga bacteriana, a produgao citocinas, dano tecidual
e a sobrevivéncia de camundongos infectados com S. #yphimurium por via oral ou
intraperitoneal;

- Investigar os efeitos da inibicdo farmacologica de Smurfl na resposta inflamatoria e no

controle bacteriano em modelos de infec¢do in vitro e in vivo,
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 (animais selvagens, WT) e
camundongos geneticamente deficientes para Smurfl (Smurfl /"), ambos com fundo genético
C57BL/6, conforme descrito por Yamashita et al., 2005. Os animais foram mantidos no biotério
do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), sob
condig¢des padronizadas de temperatura ambiente (24 + 2 °C), com um ciclo claro/escuro de 12
horas. A alimentagdo foi fornecida ad libitum, assim como o acesso a agua filtrada.

Os experimentos foram conduzidos com camundongos machos ou fémeas, com idade
entre 6 ¢ 8 semanas. Todos os procedimentos envolvendo o uso de animais foram realizados em
conformidade com as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) e previamente aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFMG, sob o protocolo n° 268/2024.

3.2. Crescimento de S. typhimurium e preparo do inoéculo para infeccio

A cepa Salmonella enterica serovar Typhimurium (ATCC 14028) foi utilizada em todos
os experimentos. Para o preparo do indculo, as bactérias foram inicialmente cultivadas em 10
mL de meio Luria-Bertani (LB) (KASVI, Brasil), sob agita¢dao constante (180 rpm) a 37 °C em
cultura overnight, afim de atingir a fase estacionaria de crescimento. Nessa fase, o crescimento
bacteriano desacelera devido a limitagdo de nutrientes e ao acumulo de subprodutos
metabolicos. As culturas obtidas nessa condi¢@o foram utilizadas em experimentos especificos,
conforme indicado nas legendas das figuras. No dia seguinte, uma aliquota da cultura
estaciondria foi diluida na propor¢ao de 1:50 em meio LB estéril e incubada novamente sob
agitacdo (180 rpm) a 37 °C por 4 horas, até que as bactérias atingissem a fase logaritmica (fase
log) de crescimento. Essa fase ¢ caracterizada por alta taxa de divisdo celular e elevada
viabilidade bacteriana, sendo ideal para experimentos que requerem replicacdo ativa dos
microrganismos. Além disso, nesse estagio, Salmonella expressa altos niveis de genes
relacionados ao sistema de secrecdo do tipo III (T3SS-1), que contribuem para modular a
resposta inflamatdria inicial e iniciar a formagao do vactolo. Apos o periodo de incubagdo, as
culturas bacterianas (fase log ou fase estacionaria) foram centrifugadas a 5.000 rpm por 10
minutos. O sedimento bacteriano (pellet) foi cuidadosamente ressuspendido em PBS 1X

(tampao fosfato salino estéril, pH 7,4) e a densidade dptica da suspensdo foi determinada por
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espectrofotometria a 670 nm. Com base em curvas de crescimento previamente estabelecidas
no laboratdrio, os valores de densidade Optica foram convertidos em unidades formadoras de
colonia por mililitro (CFU/mL), permitindo o ajuste preciso da concentragao bacteriana para os
experimentos (Wu et al., 2014).

Especificamente para os experimentos que avaliaram os mecanismos de associagao e
entrada bacteriana em macréfagos, foram utilizadas bactérias em trés condigdes: cultivadas na
fase log, na fase estacionaria ou opsonizadas com proteinas do complemento. Para a
opsonizagdo, as bactérias foram incubadas com soro humano inativado (diluido 1:1 em PBS
estéril) por 30 minutos a 37 °C, sob leve agitacdo. Em seguida, foram lavadas duas vezes com
PBS 1X por centrifugacdo (5.000 rpm por 5 minutos) para a remoc¢ao do excesso de soro e
imediatamente empregadas nos ensaios de infec¢ao.

Para os demais experimentos de replicacdo bacteriana, as bactérias foram cultivadas até
a fase log, e as suspensdes bacterianas foram diluidas para atingir a multiplicidade de infec¢do
(MOI, multiplicity of infection) desejada, de acordo com os protocolos especificos de cada
experimento, seja para infec¢do de macrdéfagos ou para infeccdo em camundongos. Nesta
condi¢do de cultivo, S. typhimurium apresenta elevada expressao do sistema de secre¢ao T3SS-
1, que permite a invasao ativa nas células hospedeiras por meio da inje¢ao de efetores capazes
de remodelar o citoesqueleto. Apods a internalizagdo, o ambiente intracelular caracterizado por
baixo magnésio, acidificagdo e limitacdo de nutrientes desencadeia a ativacdo do sistema de
secrecdo T3SS-2, cuja agdo ¢ essencial para a manutengdo do SCV e para a replicagdo
bacteriana no interior dos macrofagos.

Para os experimentos com S. typhimurium inativada por calor, as bactérias foram
cultivadas até a fase log, as suspensdes bacterianas foram ajustadas para MOI 20 e em seguida
incubadas a 90° por 30 minutos, garantindo a inativagdo bacteriana antes da utilizacdo nos
experimentos. Nessa condigdo, as células sdo expostas apenas aos PAMPs bacterianos, de modo
que a ativagao ocorre predominantemente por meio do reconhecimento via PRRs presentes nos

macrofagos.

3.3. Avaliacdo do crescimento de S. fyphimurium na presenca do inibidor de Smurf1
Nos ensaios de inibicdo farmacoldgica de Smurfl utilizamos o inibidor A0l (Axon
Medchem BV, Groningen, Holanda). Para avaliar se o composto poderia interferir no

crescimento bacteriano, S. typhimurium foi inicialmente cultivada em meio LB a 37 °C sob
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agitacdo, em cultura overnight, e posteriormente subcultivada até a fase log, conforme descrito
acima. A suspensao bacteriana foi centrifugada, ressuspensa em LB estéril e distribuida em
placas de 96 pogos (200 uL/pogo). O inibidor A01 foi diluido em DMSO (dimethyl sulfoxide,
diluente de AO1) de acordo com as instrugdes do fabricante e adicionado aos pogos em
concentragdes finais de 10 uM ou 50 pM, em quadruplicata. Como controles, foram utilizados
pogos contendo bactérias tratadas apenas com DMSO ou ndo tratadas. As placas foram

incubadas a 37 °C com agitagao, ¢ a densidade Optica registrada a 670 nm por 6 horas.

3.4. Infeccdo de macrofagos derivados da medula 6ssea e quantificacio da replicaciao
bacteriana

Macroéfagos derivados da medula 6ssea (BMDMs, bone marrow-derived macrophages)
foram obtidos a partir de camundongos WT ou Smurfl/~. Para isso, os animais foram
eutanasiados e os fémures e tibias foram cuidadosamente dissecados sob condicdes assépticas.
As extremidades Osseas foram cortadas e o contetido da medula foi extraido por lavagem com
meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; Gibco, EUA) estéril, utilizando seringa
com agulha calibre 25, conforme protocolo previamente descrito (Souza-Costa et al.,2024). As
células da medula 6ssea obtidas foram semeadas em placas de Petri e cultivadas por sete dias
em DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS; Gibco, Brasil) e 20% de meio
condicionado de células L.929 (LCCM, L-cell conditioned medium). Esse meio, derivado de
fibroblastos murinos L929, ¢ rico em M-CSF (Macrophage Colony-Stimulating Factor), fator
essencial para a diferenciagdo de macrdofagos. As culturas foram mantidas a 37 °C com 5% de
CO2, e 0 meio foi renovado no quarto dia de cultivo. No sétimo dia, as células diferenciadas
foram removidas e lavadas com PBS estéril. Em seguida, as células foram semeadas em placas
de 48 pocos na densidade de 3 x 10° células por pogo. Apos 24 horas de incubagdo adicional
para adesdo e estabilizacdo, os BMDMs foram submetidos ao protocolo de infec¢ao.
Alternativamente, para os ensaios de inibi¢ao de Smurfl com A01, macrofagos WT foram pré-
tratados por 1 hora com o inibidor AO1 (50 uM), diluido em DMSO estéril. Ensaios prévios de
citotoxicidade por MTT, realizados em nosso grupo de pesquisa com ampla faixa de
concentragdes (0,1-100 uM) demonstraram que 50 uM foi bem tolerado pelos BMDMs ao
longo de 24 horas, sem induzir morte celular significativa. Assim, esta concentracdo foi
selecionada como dose de trabalho (dados ndo mostrados). Células tratadas apenas com o

DMSO foram utilizadas como controle negativo do composto.
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Os BMDMs foram infectados com S.#yphimurium com uma MOI de 10. Apos infecgdo, as
placas foram centrifugadas a 3.000 rpm por 5 minutos. Em seguida, as culturas foram incubadas
a 37°C com 5% de CO: por 15 minutos para permitir a fagocitose. As células foram entdo
lavadas cuidadosamente com PBS 1X estéril para remover as bactérias nao internalizadas. Em
seguida, foi adicionado DMEM suplementado com 10% de FBS e 50 pg/mL de gentamicina
(Sigma-Aldrich, Brasil) por 20 minutos, com o objetivo de eliminar as bactérias extracelulares.
Apos esse periodo, o meio foi substituido por DMEM contendo gentamicina a 10 pg/mL,
concentracgdo suficiente para impedir o crescimento bacteriano extracelular sem comprometer
a viabilidade das células, permanecendo até o final do experimento. Nos ensaios de tratamento
com A01, o meio contendo DMEM suplementado com 10% de FBS e inibidor foi adicionado
aos pogos pelo tempo remanescente da infecgao.

Para a avaliagdo da replica¢do bacteriana intracelular, os BMDMs foram lisados nos
tempos de 0, 4, 18 e 24 horas apos infecgdo com 100 pL de solugdo de Triton X-100 a 1%
(Sigma-Aldrich, EUA) em PBS 1X por 5 minutos, para liberagdo das bactérias vidveis
intracelulares. As amostras lisadas foram diluidas em série e plaqueadas em agar LB para

contagem de CFU ap0s incubacdo de 24 horas a 37° C.

3.5. Ensaio de associacio e entrada bacteriana em macréfagos

Com o objetivo de investigar o papel de Smurf]l nos mecanismos iniciais de interagdao
entre macrofagos e bactéria, realizamos ensaios para avaliar a associa¢do e entrada de S.
typhimurium em BMDMs de animais WT ou Smurf1/". As bactérias foram cultivadas em trés
condig¢oes distintas:
1.Fase log: as bactérias foram cultivadas até a fase log de crescimento. Nessa condigdo, a
internalizacdo ocorre por fagocitose, porém as bactérias se apresentam aos macrofagos com
elevada expressdo do T3SS-1 (Wu et al., 2014);
2. Fase estacionaria: as bactérias foram cultivadas overnight, alcangando a fase estaciondria de
crescimento. Nessa condicdo, a entrada ocorre por fagocitose, porém ha baixa expressao de
T3SS-1 (Drecktrah et al., 2006);
3. Condi¢ao de fagocitose mediada por receptores do complemento: as bactérias, previamente
cultivadas até a fase estacionaria, foram incubadas por 30 minutos a 37 °C com soro humano
inativado (14% v/v), o que chamamos de bactérias opsonizadas pelas proteinas do

complemento. Nessa condic¢do, a internalizagdo da bactéria ocorre predominantemente por
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receptores de complemento presentes na superficie dos macrofagos (Drecktrah et al., 2006;
Keestra-Gounder et al., 2015).

Para este experimento, um total de 3 x 10° células foram plaqueadas em cada pogo, em
placas de 48 pogos (Greiner Bio-One, Brasil), no volume final de 200 pL por pogo, € incubados
por 24 horas a 37°C com 5% de CO.. Em seguida, as células foram infectadas com S.
typhimurium nas condi¢cdes acima descritas, de acordo com MOI indicada nas legendas das
figuras. As placas foram entdo centrifugadas a 3.000 rpm por 5 minutos para favorecer o contato
entre bactérias e células.

Para o ensaio de associagdo bacteriana, as células foram incubadas a 37 °C com 5% de
CO:2 por 20 minutos em meio DMEM suplementado com 10% FBS. Apos esse periodo, as
células foram lisadas com solucdo de Triton X-100 a 0,1% em PBS, diluidas em série e
plaqueadas em agar LB para contagem de CFU apds incubagdo de 24 horas a 37° C. Este ensaio
permitiu quantificar as bactérias associadas a superficie dos macrofagos, refletindo aquelas
aderidas a membrana celular.

Em continuidade ao experimento, para o ensaio de entrada bacteriana, as células foram
incubadas a 37 °C com 5% de CO: com DMEM suplementado com 10% FBS contendo
50 ug/mL de gentamicina por 20 minutos. Em seguida, as c€lulas foram novamente lavadas
com PBS 1X, lisadas com Triton X-100 a 0,1% em PBS, diluidas em série e plaqueadas em
agar LB para contagem de CFU apo6s incubacdo de 24 horas a 37°C. Este ensaio permitiu
quantificar especificamente as bactérias internalizadas pelos macrdéfagos, representando o

numero de bactérias localizadas no interior das células.

3.6. Estimulo de macréfagos com LPS

BMDMs de animais WT ou Smurfl /-, obtidos conforme descrito anteriormente, foram
mantidos em cultura por 24 horas para adesao e estabilizagdo. Posteriormente, as células foram
lavadas com PBS 1X e estimuladas com lipopolissacarideo (LPS) de S. typhimurium (Sigma-
Aldrich, EUA), previamente submetido a sonicacdo por 5 minutos para homogeneiza¢ao da
suspensdo. As concentragdes utilizadas foram 25 ng/mL, 50 ng/mL e 100 ng/mL. Apds 7 horas
de incubagdo a 37 °C com 5% de CO: os sobrenadantes foram coletados e armazenados a -80°C

para analises subsequentes.
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3.7.  Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio colorimétrico de MTT (3-/4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio brometo), que se baseia na capacidade das mitocondrias
de células metabolicamente ativas de reduzir o sal de tetrazolio MTT em cristais insoltveis de
formazan. Para isso, BMDMs WT ou Smurfl-/-, obtidos conforme descrito anteriormente,
foram semeados em placas de 96 pogos (Costar, USA) na densidade de 1 x 10° células por pogo
e mantidos em incubadora a 37 °C com 5% de CO- por 24 horas para aderéncia. Células ndo
infectadas foram usadas como controle negativo, enquanto que células tratadas com Triton X-
100 a 0,1% foram utilizadas como controle positivo. Alternativamente, células foram tratadas
com o inibidor de Smurfl A01 (50uM) ou DMSO por 24 horas. Apos os periodos de incubagao
o meio de cultura foi cuidadosamente removido, € cada pogo recebeu 100 puL de solugao de
MTT (Thermo Fisher Scientific, EUA) preparada na concentracdo final de 0,5 mg/mL em meio
DMEM sem vermelho de fenol. As placas foram incubadas de 3 a 4 horas a 37 °C com 5% de
CO., protegidas da luz. Ao término da incubagdo, o contetido dos pogos foi cuidadosamente
descartado, e os cristais de formazan formados no fundo de cada pogo foram solubilizados com
100 uL de DMSO por pogo e a absorbancia foi medida a 570 nm. Os valores de absorbancia
foram utilizados para calcular a viabilidade celular, expressa como percentual em relacdo ao

grupo controle nao infectado.

3.8. Modelo de infec¢do in vivo com S. typhimurium

Camundongos WT ou Smurf1/~ foram infectados com S. typhimurium por duas vias
distintas: oral ou intraperitoneal. A bactéria foi cultivada até a fase log e ressuspendida em PBS
estéril para preparo do inoculo.

Para o modelo de infec¢do oral, os animais receberam por gavagem 100 uL de PBS
contendo 1 x 10° CFU de S. #yphimurium. Para a infecgdo intraperitoneal, foi preparado um
inéculo de 1 x 10> CFU em 100 uL de PBS estéril, sendo administrado nos animais por injecio
na cavidade peritoneal com agulha de insulina.

Nos experimentos de tratamento com A01, camundongos WT receberam o AO1 na dose
de 10 mg/kg, diluido em 100 pL de 6leo de soja (veiculo) por via intraperitoneal. A primeira
dose foi administrada 1 hora antes da infeccdo intraperitoneal. Os grupos controle receberam
exclusivamente o veiculo, sem o inibidor. Para assegurar a manuten¢do da inibicdo de Smurfl,

doses adicionais de AO1 foram administradas a cada 24 horas, de acordo com o cronograma
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experimental. Os animais infectados foram eutanasiados em diferentes tempos ap6s infec¢ao
(48 ou 72 horas), conforme a finalidade do experimento. Apos a eutanasia, 6rgaos alvo como
figado e bago foram cuidadosamente dissecados e coletados em condigdes estéreis para analises
subsequentes. Para os ensaios de sobrevida, os animais receberam A01 diariamente por trés dias

apos infecgao.

3.9. Analise de sobrevida

A andlise de sobrevida foi realizada em camundongos infectados com S. typhimurium
tanto pela via intraperitoneal quanto pela via oral, conforme descrito anteriormente. Nos
experimentos que incluiram tratamento com AO1, os camundongos infectados receberam o
inibidor AO1 por via intraperitoneal 1 hora antes da infec¢do e durante trés dias consecutivos.
Durante o experimento, foram observados sinais de sofrimento como alteragcdes da pelagem,
postura, mobilidade, responsividade a estimulos e comportamento. Animais que apresentaram
perda superior a 20% do peso corporal inicial ou sinais evidentes de sofrimento foram
submetidos a eutandsia conforme diretrizes éticas. As taxas de sobrevida foram calculadas com
base nos registros didrios de mortalidade dos animais. Os camundongos sobreviventes ao

término do experimento foram submetidos a eutanasia programada.

3.10. Quantificacido da carga bacteriana nos orgaos dos animais infectados

Para a determinagao da carga bacteriana em 6rgaos alvo, camundongos infectados foram
eutanasiados em tempos experimentais previamente definidos (48 ou 72 horas apds infeccdo) e
o figado e o bago, foram coletados em condi¢des assépticas e pesados individualmente em
balanca analitica. Cada 6rgdo foi transferido para tubos contendo 1 mL de PBS estéril e
homogeneizado mecanicamente até completa desagregacdo do tecido. Posteriormente os
homogenatos teciduais foram diluidos em PBS 1X estéril, e plaqueados em meio LB 4gar para
quantificagdo do CFU. A carga bacteriana foi normalizada em relacdo ao peso do orgao

analisado e expressa como nimero de CFU por miligrama de tecido (CFU/mg de tecido).

3.11. Analise histopatologica
Para a avaliagdo das alteragdes histopatologicas induzidas pela infeccdo com
S. typhimurium, fragmentos dos 6rgaos alvo (figado ou bago) foram coletados de animais WT

ou Smurfl/~ sob condigdes assépticas, imediatamente apds a eutandsia. Os tecidos foram
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imersos em solugdo de formalina tamponada a 10% (v/v) por 48 horas, a temperatura ambiente,
para fixagdo. Apos esse periodo, os fragmentos foram transferidos para solugdo de etanol a 70%
e submetidos a processamento histologico automatizado, incluindo desidratacdo em gradiente
alcoodlico, diafanizagdo em xilol e inclusdo em parafina histoldgica. Os blocos parafinados
foram entdo seccionados em micrétomo rotativo, com obtengdo de cortes de 4 um de espessura,
os quais foram montados em laminas de vidro e submetidos a coloragdo por hematoxilina e
eosina (H&E). A avaliagdo histopatologica foi realizada de forma cega e independente por dois
patologistas, que atribuiram escores de acordo com a intensidade da inflamagao (0-3), presenca
de areas de necrose (0-3), presencga de Embolos (0-3) e presenca de trombos (0-1). A soma desses
parametros resultou em um escore histopatologico total, com variagao de 0 a 8 pontos para cada

amostra.

3.12. Quantificacdo de mediadores inflamatorios

A quantificacdo de citocinas foi realizada tanto em sobrenadantes de cultura de
BMDMs, quanto em amostras de 6rgaos de animais infectados. Nos experimentos in vitro, 0s
macrofagos foram estimuladas com S. #yphimurium viva ou bactérias inativadas pelo calor
conforme descrito anteriormente, ou estimuladas com LPS purificado de Salmonella por 7
horas. A quantificacdo foi realizada pelo ensaio de ELISA (mouse Duoset, R&D Systems,
Minneapolis, EUA), de acordo com as instrugdes do fabricante. As leituras de absorbéancia
foram obtidas em leitor de microplacas a 450 nm, e os resultados expressos em valores de
concentragdo absoluta (pg/mL).

Para a quantificacao de citocinas nas amostras do figado dos camundongos infectados,
foi utilizado o ensaio Cytometric Bead Array (CBA Mouse Inflammation Kit, BD Biosciences
Pharmingen, San Diego, CA, EUA). Foram adquiridos 400 eventos por amostra em citometro
FACSVerse™ (BD Bioscience, EUA), e os dados analisados no software FCAP Array (Soft
Flow, EUA). Os resultados foram expressos em pg/mL, com base em curvas padrdo usando

regressao logistica de 5 parametros.

3.13. Dosagem enzimatica de mieloperoxidase (MPQO) e N-acetil-p-D-glicosaminidase
(NAG)
A infiltragdo de neutréfilos e macréfagos no figado dos animais infectados foi

quantificada indiretamente por meio da atividade enzimatica da mieloperoxidase (MPO) e da
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N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG), conforme protocolo previamente padronizado (Souza et
al., 2002). Brevemente, amostras de tecido (aproximadamente 100 mg) foram homogeneizadas
em Buffer 1 gelado (1 mL/100 mg de tecido; composto por NaCl 0,1 M, NasPO4 0,02 M ¢
Na:EDTA 0,01 M, pH 4,7), e em seguida centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi desprezado e, ao precipitado adicionaram-se 750 pL de NaCl 0,2% gelado,
seguido ap6s 30 segundos por 750 pL de NaCl 1,6% com glicose 5% gelado. As amostras foram
homogeneizadas novamente e divididas em duas aliquotas iguais (750 uL cada), destinadas as
dosagens de MPO e NAG. Apos nova centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 minutos a 4 °C, os
precipitados foram ressuspendidos em Buffer 2 (1 mL/100 mg de tecido; composto por NasPOa
0,05 M e brometo de hexadeciltrimetilamoénio — HETAB — 0,5% p/v, pH 5.,4), para as amostras
destinadas a dosagem de MPO, ou em solucao de Triton X-100 a 0,5% em salina 0,9%, para as
amostras destinadas a dosagem de NAG. As amostras foram submetidas a trés ciclos de
congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento a temperatura ambiente,
homogeneizadas e entdo armazenadas a —20 °C até a realizagdo dos ensaios.

As amostras destinadas a dosagem de MPO foram centrifugadas a 10.000 rpm por 15
minutos a 4 °C, e o sobrenadante foi coletado para uso imediato no ensaio enzimatico. Em
placas de 96 pocos, foram adicionados 25 pL de cada amostra (em duplicata), seguidos de 25
pL de Buffer 2 (controle branco) e 25 puL do substrato cromogénico TMB (3,3°,5,5’-
tetrametilbenzidina, 1,6 mM). Apods incubacao a 37 °C com 5% de CO: por 5 minutos, foram
adicionados 100 pL de H20: 0,002%, com nova incubacdo a 37 °C com 5% de CO: por mais 5
minutos. A reacdo foi interrompida com a adi¢do de 100 pL de H.SO4 1 M, e a absorbancia foi
lida a 450 nm utilizando leitor de microplacas. Os resultados foram expressos em densidade
optica (OD).

As amostras destinadas a dosagem de NAG foram centrifugadas a 3.000 rpm por 10
minutos a 4°C e 100 pL do sobrenadante (diluido, se necessario) foram adicionados em
duplicata a pogos de placas de 96 pocos contendo tampao citrato/fosfato (pH 4,5). O controle
branco foi constituido pelo tampao sem amostra. Em seguida, foram adicionados 100 puL do
substrato cromogénico p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosaminideo (pNP-GlcNAc, 0,767 mg/mL
em tampao citrato/fosfato), e as placas foram incubadas a 37 °C com 5% de CO: por 10 minutos.
A reagdo foi interrompida com 100 pL de tampao glicina 0,2 M (pH 10,6, preparado a 4 °C), e

a leitura foi realizada a 405 nm. Os resultados foram expressos em densidade optica (OD).
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3.14. Dosagem de nitrito

A produgdo de nitrito nos sobrenadantes dos BMDMs foi avaliada pelo ensaio
colorimétrico de Griess, método amplamente utilizado como indicador indireto da sintese de
NO (Giustarini et al., 2008). Para a reagdo, foram preparados dois reagentes: Solugao A,
contendo sulfanilamida a 1% (p/v) em acido fosforico a 2,5% (v/v) e Solugao B, composta por
NED a 0,1% (p/v) em acido fosforico a 2,5% (v/v). As solugdes foram misturadas na proporcao
1:1 imediatamente antes do uso, originando o reagente de Griess. Paralelamente, uma curva
padrao foi construida utilizando solugdes seriadas de nitrito de sddio (NaNO:) em PBS 1X, em
concentragdes variando de 0 a 250 pM. O ensaio foi realizado em placas de 96 pocos, onde
foram adicionados 50 pL de amostras ou padrdes (em duplicata), seguidos de 100 pL do
reagente de Griess recém preparado. As placas foram incubadas por 10 minutos a temperatura
ambiente e protegidas da luz. Em seguida a absorbancia foi lida em espectrofotometro de
microplacas no comprimento de onda de 540 nm. Os resultados foram expressos em micromolar

(uM) de nitrito.

3.15. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média =+ erro padrdo da média (EPM). Diferencas
estatisticas foram avaliadas por ANOVA de duas vias com pds-teste de Sidak, ANOVA de uma
via, teste de Mann-Whitney, teste de Kruskal-Wallis ou teste ¢ de Student, conforme indicado
nas legendas das figuras. As analises de sobrevida foram realizadas pelo teste de Log-rank. As
analises foram conduzidas no software GraphPad Prism 10.0 (GraphPad Software, San Diego,

EUA), sendo consideradas significativas quando p < 0,05.
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4. RESULTADOS
4.1. Smurfl interferiu na fagocitose de S. fyphimurium opsonizada por proteinas do
complemento

Para investigarmos o papel de Smurfl na interagdo entre macréfagos e S. typhimurium,
realizamos ensaios de associacdo e entrada bacteriana. Para isso, S. typhimurium foi cultivada
em trés condigdes distintas: fase log, fase estaciondria e opsonizada por proteinas do
complemento, conforme descrito anteriormente. Nosso objetivo foi avaliar se a forma como a
bactéria se apresenta ao macrofago no momento inicial da infec¢do influencia a fagocitose, e
verificar se Smurfl desempenha algum papel nesse processo.

Para definirmos as trés condi¢des de cultivo, realizamos uma curva de crescimento de
S. typhimurium, que foi importante para determinar os diferentes estagios do ciclo bacteriano
(1-fase lag, 2-fase log e 3-fase estacionaria). Para isso, as bactérias foram cultivadas em meio
LB overnight. No dia seguinte, o crescimento bacteriano foi monitorado por leituras da
densidade optica a 670 nm em intervalos de uma hora (figura 4A). Apds aproximadamente 3 a
4 horas de cultivo, observamos que a bactéria atingiu a fase log, caracterizada por crescimento
exponencial e elevada expressdo do sistema de secrecdo T3SS-1 (figura 4B). Quando
internalizadas pelos macrofagos nessa condi¢do, as bactérias ativam a expressao do T3SS-2,
fundamental para a formacdo do SCV e favorecimento da replicacao intracelular. Apds cerca
de 5 horas, S. typhimurium entrou em fase estacionaria, momento em que nao ocorre mais
crescimento exponencial, e baixa expressdo de T3SS-1 (Drecktrah et al., 2006; Z. Fang &
Meéresse, 2022; Wu et al., 2014).

Nossos resultados demonstraram que os niveis de associagdo bacteriana foram
semelhantes entre os macrofagos WT e Smurfl /- quando as células foram infectadas com S.
typhimurium cultivada na fase log ou infectadas com as bactérias opsonizadas com proteinas
do complemento. Por outro lado, quando utilizamos bactérias cultivadas até a fase estacionaria,
observamos niveis mais elevados de associacdo bacteriana em macrofagos Smurfl /- em
comparagao aos macrofagos WT, sugerindo que a auséncia de Smurfl favoreceu a etapa inicial
de interagdo entre a bactéria e a membrana celular (figura 4C).

No ensaio de entrada bacteriana, observamos que a internalizagao de S. typhimurium foi
semelhante entre macrofagos WT e Smurf1/~ quando as células foram infectadas com bactérias
cultivadas nas fases log ou fase estacionaria de crescimento. No entanto, quando as bactérias

foram previamente opsonizadas com proteinas do complemento, observamos um aumento no
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nimero de bactérias internalizadas em macrofagos Smurfl/~ em comparagdo aos macrofagos
WT (Figura 4D).
Em conjunto, nossos achados sugerem que Smurfl desempenha um papel na regulagao

da fagocitose via receptores do complemento.
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Figura 4. Dinamica de crescimento de S. fyphimurium e avaliagao da associacio e entrada
bacteriana em BMDMs WT e Smurf17/". (A) Leitura da densidade optica (OD 670 nm) obtida
a cada hora de cultivo bacteriano. (B) Curva de crescimento de S. typhimurium em meio LB,
indicando as fases de desenvolvimento: 1-fase lag; 2-fase log; 3-fase estacionaria. (C) Ensaio
de associacdo de S. typhimurium em BMDMs WT ou Smurf1/~ cultivadas em trés condicdes:
fase log (Log), fase estacionaria (Estac.) e bactéria opsonizada por proteinas do complemento
(Opson.). (D) Ensaio de entrada de S. typhimurium em BMDMs WT ou Smurfl/ cultivadas
em trés condicdes : fase log (Log), fase estacionaria (Estac.) e bactéria opsonizada por proteinas
do complemento (Opson.) As células foram infectadas com MOI 10. As barras representam a
média + desvio padrao de triplicatas de amostras. *p <0,05; **p <0,01; teste two-way ANOVA.



39

4.2. A auséncia de Smurfl reduziu a replicacio intracelular de S. tyyphimurium em
macrofagos, independentemente da producido de NO e sem afetar a viabilidade celular

Para investigar a contribui¢cdo da E3 ligase Smurfl na replicagdao bacteriana, BMDMs
de camundongos WT ou Smurfl/- foram infectados com S. typhimurium (MOI 10). A carga
bacteriana intracelular foi determinada pelo ensaio de CFU. Paralelamente, a produgdo de NO
foi estimada indiretamente pela dosagem de nitrito nos sobrenadantes celulares por meio do
ensaio de Griess, servindo como marcador da atividade microbicida (Chakravortty & Hensel,
2003; Korhonen et al., 2005).

A andlise inicial da carga bacteriana demonstrou que imediatamente apds a infec¢ao
(tempo 0 horas), os BMDMs WT e Smurfl-/~ apresentavam niveis equivalentes de bactérias
viaveis, indicando que a auséncia de Smurfl ndo comprometeu os mecanismos de entrada da
bactéria nas células hospedeiras. De forma semelhante, ap6s 4 horas de infecgao, os valores de
CFU permaneceram proximos entre os dois grupos. Contudo, as diferengas entre os grupos
tornaram-se evidentes em 18 horas apos infec¢do. Nesse momento, os BMDMs WT exibiram
um aumento expressivo da replicagdo intracelular, e os BMDMs Smurfl/~ mostraram uma
carga bacteriana significativamente menor. Esse resultado sugere que Smurfl atua como um
fator importante para a replicacdo intracelular de S. typhimurium. J4 em 24 horas apos infecgao,
a diferenga entre os grupos deixou de ser evidente, pois ambos apresentaram uma reducao da
carga bacteriana intracelular, atingindo niveis semelhantes (figura 5A). De forma geral, este
resultado de replicagdo bacteriana sugere que Smurfl pode tanto facilitar a replicagdo
bacteriana quanto inibir a atividade microbicida dos macrofagos.

Considerando a possibilidade de que Smurfl pudesse regular mecanismos microbicidas,
avaliamos os niveis de nitrito nos sobrenadantes de BMDMs infectados com S. typhimurium.
Curiosamente, nossos resultados revelaram que 4 horas apds a infec¢do, BMDMs WT e
Smurfl /- apresentaram concentra¢des semelhantes de nitrito. Porém, no periodo de 18 horas
apos infeccdo, ambos os grupos apresentaram um aumento significativo da producao de nitrito,
sendo que os BMDMs WT apresentaram niveis maiores em comparacao aos BMDMs
Smurfl /. Ap6s 24 horas, os BMDMs WT mantiveram o aumento progressivo na producao de
nitrito, enquanto nos BMDMs SmurfI /- os valores permaneceram proximos aos observados no
tempo anterior (figura 5B). Esses resultados sugerem que a maior replicagdo bacteriana de S.
typhimurium na presenca de Smurfl provavelmente nao decorre de uma inibicao, mediada por

Smurfl, dos mecanismos microbicidas dependentes de NO.
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Para verificar se a menor replicacdo bacteriana observada nos BMDMs Smurfl-/-
poderia estar associada a alteragdes induzidas por S. typhimurium na morte celular, avaliamos
em paralelo a viabilidade dos macréfagos pelo ensaio de MTT. Esse método permite estimar a
atividade metabolica mitocondrial das células vivas, funcionando como um indicador indireto
de sua integridade e viabilidade. Os resultados mostraram que a infec¢do por S. typhimurium
reduziu progressivamente a viabilidade celular em ambos os grupos, com queda significativa
em 18 horas e 24 horas apos infeccdo em relagdao as células ndo infectadas (figura 5C). A
comparagao entre os gendtipos nao revelou diferencas significativas em nenhum dos tempos
avaliados, indicando que tanto BMDMs WT quanto BMDMs Smurf1-/~ apresentaram padroes
semelhantes de morte celular frente a infec¢@o, sugerindo que o mecanismo pelo qual Smurfl
regula a replicacdo bacteriana ndo esté relacionado a morte celular dos macrdofagos.

Em conjunto, nossos resultados demonstraram que a auséncia de Smurfl reduziu a
replicagdo intracelular de S. typhimurium em macréfagos, sem que esse efeito fosse relacionado
ao aumento da producdo de 6xido nitrico, uma vez que os niveis de nitrito foram inferiores nos
macrofagos Smurfl/~ em comparacdo aos macrofagos WT. Além disso, a menor carga

bacteriana observada ndo resultou de reducao da viabilidade celular entre os grupos.
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Figura 5. Replicacdo intracelular de S. fyphimurium, producio de nitrito e viabilidade
celular em BMDMs WT e Smurf17/ (A) Quantificagdo de CFU em BMDMs WT e Smurfl /-
em diferentes tempos apos infeccdo (0, 4, 18 e 24 horas). (B) Dosagem de nitrito no
sobrenadante das culturas pelo método de Griess. (C) Avaliacao da viabilidade celular pelo
ensaio de MTT em células ndo infectadas (NI) e apds 18 e 24 horas de infeccdo. As barras
representam a média = desvio padrao de triplicatas de amostras. *p<0,05; ***p<0,001; teste
two-way ANOVA.
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4.3. A auséncia de Smurfl alterou a producao de citocinas durante a infeccio por S.
typhimurium

Durante a infec¢do por S. #yphimurium, os macrofagos secretam citocinas que
desempenham papel central na resposta inflamatdria, promovendo a ativagao de células do
sistema imune e contribuindo para o controle da infeccdo (Broz et al., 2012a; Coburn et al.,
2007). Baseado nessas evidéncias, buscamos investigar se Smurfl poderia influenciar a
producao de citocinas durante a infec¢do bacteriana. Para isso, BMDMs de animais WT ou
Smurfl~/- foram infectados com S. typhimurium e os niveis de citocinas produzidos foram
quantificados por ELISA.

Nossos resultados demonstraram que os BMDMs Smurfl 7/~ apresentaram niveis
significativamente menores das citocinas inflamatérias TNF e IL-6 ja nas primeiras 6 horas
apos a infec¢do, em comparacdo aos BMDMs WT (Figuras 6A e 6B). Essa reducdo se manteve
nos tempos seguintes, 18 e 24 horas apds infec¢ao, incluindo também a diminui¢@o na produgao
das citocinas IL-1P, IL-12, CXCL1 e IL-10 (figuras 6C-6F). Esses dados sugerem que Smurfl
pode estar envolvido tanto na replicagdo de Salmonella quanto na producao de citocinas.

No entanto, estudos ja publicados indicam que Smurfl atua como regulador negativo
das vias de sinalizagdo inflamatéria (Souza-Costa et., 2023). Considerando nossos resultados,
levantamos a hipotese de que a redugdo na producdo de citocinas observada na auséncia de
Smurfl decorre da menor replicacdo bacteriana intracelular e, consequentemente, da redugao
da intensidade dos estimulos inflamatorios, ao invés de um efeito direto de Smurfl sobre as
vias de sinalizagdo inflamatorias. Para testar essa hipotese, BMDMs de animais WT ou
Smurfl/- foram estimulados com S. typhimurium inativada por calor. Nesta condicdo, as
bactérias ndo se replicam e o estimulo inflamatorio € reduzido, ocorrendo principalmente por
meio de PAMPs, como o LPS, sem a ativac¢do prolongada que depende da replicagdo da bactéria
viva (Jensen et al., 2016; Kalupahana et al., 2005). Curiosamente, nossos resultados
demonstraram que BMDMs Smurfl /- expostos a bactéria inativada secretaram niveis maiores
das citocinas TNF e IL-6, em contraste com a infec¢do com S. #yphimurium viva (figuras 6G e
6H). De forma complementar, macréfagos foram estimulados com LPS purificado em
diferentes concentragdes (25, 50 e 100 ng/mL). Nossos resultados demonstraram que apos 7
horas de estimulo com LPS, os BMDMs WT e BMDMs Smurfl/ apresentaram aumento
progressivo na produ¢do das citocinas TNF e IL-10 em relacdo as células ndo tratadas.

Entretanto, na concentracdo de 100 ng/mL, os BMDMs Smurfl 7/~ secretaram niveis mais
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elevados de TNF em comparagao aos WT. Para a citocina IL-10, as diferencas entre os grupos
se tornaram evidentes a partir de 50 ng/mL e se mantiveram em 100 ng/mL, com maior
producao nos BMDMs Smurfl /- (figuras 61 e 6J). Estes resultados indicam que, diante de
estimulos inflamatoérios como o LPS de bactérias inativadas, Smurfl atua como regulador
negativo da resposta inflamatoria dos macrofagos, em concordancia com os estudos ja
publicados.

Em conjunto, nossos resultados indicaram que Smurfl desempenha um papel relevante
durante a infecgdo por S. typhimurium. A auséncia de Smurfl reduziu a replicagdo bacteriana
e, como consequéncia, levou a menor producdo das citocinas inflamatorias. Esses achados
sugerem que a presenga de Smurfl contribuiu para a criagdo de um ambiente mais permissivo
a replicacdo bacteriana, sem depender da produgdo de nitrito ou da morte celular durante a

infecgdo por S. typhimurium.
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Figura 6. A auséncia de Smurf1 alterou a produgao de citocinas durante a infec¢ao por S.
typhimurium. BMDMs WT ou Smurfl~/~ foram infectados com S. typhimurium viva (MOI 10),
S. typhimurium inativada por calor (MOI 20) ou estimulados com LPS purificado (25, 50 e100
ng/mL). As concentracdes das citocinas foram determinadas por ELISA nos tempos indicados.
(A) TNF, (B) IL-6, (C) IL-1B, (D) IL-12, (E) CXCLI e (F) IL-10 ap6s infeccdo com S.
typhimurium viva. (G) TNF e (H) IL-6 apos estimulo com S. typhimurium inativada por calor.
(I) TNF e (J) IL-10 apos estimulo com LPS. NI= ndo infectado. NT= ndo tratado. As barras
representam a média + desvio padrdo de experimentos realizados em triplicata. Diferengas
estatisticas foram avaliadas por teste two-way ANOVA. *p <0,05; **p <0,01; **p < 0,001.



46

4.4. A deficiéncia de Smurfl favoreceu a eliminacio de S. typhimurium, reduziu a
inflamacio e o dano tecidual e melhorou a resisténcia do hospedeiro em um modelo
experimental de salmonelose

Nossos resultados in vitro demonstraram que Smurfl promoveu a replicacdo de S.
typhimurium e a producdo de citocinas inflamatdrias apds infecg¢@o. Para avaliarmos se esses
resultados também se reproduziam em um modelo in vivo de infec¢do, animais WT ou Smurf1 7/~
foram infectados por via intraperitoneal e a carga bacteriana foi quantificada no figado e no
baco dos animais. Ap6és 48 horas de infeccdo, observamos que o numero de bactérias
replicativas no figado foi significativamente menor nos animais Smurfl 7/~ em comparacao aos
animais WT. Esse padrao se manteve de forma ainda mais evidente em 72 horas ap6s infec¢ao,
quando os animais WT apresentaram maior presenca de bactérias no figado, enquanto os
animais Smurfl /- exibiram valores reduzidos (figura 7A). Resultado semelhante foi observado
no bago, onde 72 horas apos infecgdo os animais WT apresentaram maior carga bacteriana,
enquanto os Smurfl/~ mostraram numeros significativamente inferiores (figura 7B). Esses
achados indicam que a auséncia de Smurfl estd associada a uma menor colonizagdo bacteriana
nos orgaos alvo avaliados ap6s infecgao.

Em seguida, quantificamos a produ¢do de citocinas inflamatorias nos homogenatos do
figado dos animais infectados com S. typhimurium. Apds 48 horas de infeccao, ndo foram
identificadas diferencas entre os grupos. Porém, em 72 horas ap6s infec¢do, os animais WT
apresentaram aumento expressivo na producdo das citocinas TNF, IL-6, IFN-y e CCL2, em
relacdo aos animais Smurfl /- (figuras 7C-7F). Nos animais Smurfl/, a secrecdo dessas
citocinas se manteve menor mesmo apos 72 horas de infeccdo, quando comparado aos niveis
elevados observados nos animais WT. Em conjunto, estes resultados corroboram com os dados
observamos in vitro, sugerindo que Smurfl favorece a replicagdo bacteriana e intensifica a
inflamacao.

Durante a infeccao sistémica, a literatura descreve que a replicacdo de S. typhimurium
nos tecidos, associada a intensa resposta inflamatoria, pode resultar em dano tecidual (Y. T. Li
et al., 2016). A partir dessas evidéncias, realizamos uma analise histopatoldgica do figado dos
animais infectados. Nossos resultados demonstraram que 72 horas apds infeccdo, os animais
WT apresentaram infiltrado inflamatério multifocal distribuido no parénquima hepatico,
composto predominantemente por neutrofilos, além da presenga de macrofagos e linfocitos,

acompanhado de areas de necrose. Ao avaliarmos o figado dos animais Smurfl /- observamos
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menos areas de inflamagdo e necrose (figura 7G). O escore histopatologico do figado dos
animais infectados demonstrou que os animais Smurfl 7/~ apresentaram maior preservagdo da
arquitetura tecidual, enquanto os animais WT exibiram inflama¢ao e dano tecidual
significativamente maiores (figura 7H).

De forma complementar, avaliamos se o aumento do infiltrado inflamatério e dos
escores histopatologicos observado no figado dos animais estava associado ao acumulo de
macrofagos ou neutrofilo nos tecidos. Para isso, realizamos a quantificagao indireta da atividade
enzimatica de N-acetilglucosaminidase (NAG), marcador da presenga de macréfagos, e de
mieloperoxidase (MPO), marcador da infiltracao neutrofilica, em homogenatos hepaticos dos
animais infectados. A atividade de NAG se manteve semelhante entre os grupos nos diferentes
tempos analisados (figura 71). Porém, a atividade de MPO foi significativamente maior no
figado dos animais WT em 72 horas, enquanto que os animais Smurfl /- apresentaram niveis
reduzidos, indicando menor infiltragdo neutrofilica (figura 7J). Esses resultados sugerem que o
aumento do dano hepatico nos animais WT pode estar relacionado ao maior recrutamento de
neutrofilos para o figado.

Por fim, avaliamos o impacto da auséncia de Smurfl na resisténcia do hospedeiro
durante a infec¢ao por S. typhimurium. Para isso, animais WT ou Smurfl /- foram infectados
por via intraperitoneal ou via oral. No modelo de infec¢do intraperitoneal, os camundongos WT
foram mais susceptiveis a infec¢ao bacteriana, com todos os animais morrendo até o oitavo dia.
J& a maioria dos camundongos Smurfl/~ sobreviveram a infec¢do, apresentando taxa de
sobrevida significativamente superior aos animais WT (figura 7L). No modelo de infeccao oral,
observamos um resultado semelhante. Os animais WT apresentaram mortalidade acentuada ao
longo de 20 dias, enquanto os animais Smurfl /- mantiveram uma sobrevivéncia prolongada e
significativamente maior em rela¢do aos animais WT (figura 7K).

Em conjunto, nossos resultados demonstraram que a auséncia de Smurfl reduziu a
replicagdo bacteriana no figado e bagco dos animais infectados, menor producdo de citocinas
pré-inflamatérias, menos infiltragao celular e dano hepatico, além de menor atividade de MPO
associada a presenca de neutrofilos. Esses dados sugerem que Smurfl favorece a replicagao
bacteriana e intensifica a inflamacdo durante a infec¢do por S. typhimurium, possivelmente

contribuindo para o dano tecidual e comprometendo a sobrevivéncia do hospedeiro.
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Figura 7. Resposta a infecciio por S. typhimurium em animais WT ou Smurf17/". (A-B) CFU
no figado (A) e baco (B) de animais infectados por via intraperitoneal (100 bactérias/animal),
48 e 72 horas apos infecc¢do. (C-G) Producao de citocinas em homogenatos figado: TNF (C),
IL-6 (D), IFN-y (E), CCL2 (F), quantificadas por CBA. (G-H) Histopatologia hepatica: imagens
representativas em H&E (200x) (G) e escore histopatologico (H). (I-J) Atividade enzimatica
em homogenatos hepaticos: NAG (I) e MPO (J). (K-L) Curvas de sobrevivéncia apds infec¢ao
oral (1x10¢ bact./animal; K) e intraperitoneal (100 bact./animal; L). NI= ndo infectado. As
barras representam média £ SEM. Diferencas estatisticas foram avaliadas por two-way ANOVA
(A-F, 1-J), Mann-Whitney test (H) e log-rank test (K-L). *p < 0,05; **p < 0,01; ***p <0,001;
n= 4-6 animais por grupo (A-J); n=25 animais por grupo (K-L).
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4.5. A inibicdo farmacoldgica de Smurfl reduziu a replicacio intracelular de S.
typhimurium e modulou a producio de citocinas inflamatorias em macrofagos

Trabalhos publicados anteriormente, descreveram moléculas capazes de interferir na
atividade da Smurfl (Cao et al., 2014; Rothman et al., 2025; Y. Zhang et al., 2017). Entre elas,
se destaca o composto AO1, uma pequena molécula identificada por meio de triagem in silico,
que atua bloqueando o dominio WW de Smurfl. Esse bloqueio impede a ligagdo da enzima ao
substrato SMADI1/5 e, consequentemente, evita sua ubiquitinagdo e a degradagao proteassomal
mediada por Smurfl (Cao et al., 2014; Y. Zhang et al., 2017). Para confirmarmos o papel de
Smurfl na resposta imune inata durante a infeccdo por S. typhimurium, BMDMs de animais
WT foram infectados com S. typhimurium e tratados com o composto AOl. Para este
experimento, as células foram tratadas por um periodo de 24 horas com doses crescentes de
AO01, de 0,1uM a 100uM. Os resultados demonstraram que a maior concentragdo testada e que
ndo induziu citotoxicidade significativa nos macrofagos foi a dose de 50uM (dados nao
mostrados).

Dessa forma, BMDMs de animais WT foram tratados com AO1 por 1 hora seguido da
infeccdo. Posteriormente avaliamos a replicacdo bacteriana e a produgdo de citocinas
inflamatoérias. Nossos resultados demonstraram que nos tempos de 18 e 24 horas apos infecgao,
ocorreu uma redu¢do na carga bacteriana intracelular dos BMDMs tratados com AO1 em relagao
aos BMDMs infectados, mas ndo tratados (figura 8A).

Para garantirmos que a redug¢do de CFU observada nao estivesse relacionada a um efeito
direto do AO1 sobre o crescimento e multiplicagdo de S. typhimurium, cultivamos a bactéria em
meio LB contendo AO1 ou DMSO e acompanhamos seu crescimento pela medigao da densidade
optica durante um periodo de 6 horas. Nosso resultado demonstrou que S. typhimurium cresceu
da mesma forma nos dois grupos, mostrando que o AO1 ndo interferiu na replica¢do bacteriana
(figura 8B).

Posteriormente, investigamos se a inibigdo de Smurfl poderia influenciar a producao de
citocinas inflamatérias. Para isso, BMDMs de animais WT foram infectados com .
typhimurium e tratados com A0l uma hora antes da infeccdo. A analise dos sobrenadantes
demonstrou que BMDMs tratados com A01 secretaram niveis significativamente menores das
citocinas IL-1B e IL-12 em 18 horas e 24 horas apds infeccao (figuras 8C e 8D), quando

comparados as células controle nao tratadas.
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Para confirmar que a redugdo da carga bacteriana e, consequentemente, da produgao de
citocinas nos BMDMs infectados e tratados com o inibidor de Smurfl ndo estava associada a
uma possivel diminui¢do de viabilidade celular ap6s tratamento com A01, realizamos um ensaio
de MTT. A viabilidade celular foi avaliada ap6s 24 horas de tratamento, e nossos resultados
demonstraram que os macréfagos tratados com AO1 ndo apresentaram alteragdes de viabilidade
em relacdo as células tratadas com DMSO (figura 8E).

Em conjunto, nossos resultados demonstraram que a inibi¢do farmacoldgica de Smurfl
com o composto AO1 reproduziu os efeitos observados em macrofagos deficientes de Smurfl,
levando a redugdo da carga bacteriana e da producgdo de citocinas inflamatdrias durante a
infeccdo por S. typhimurium. Além disso, tais efeitos ndo foram provocados por uma agao direta
do A01 sobre a multiplicagdo bacteriana ou sobre a viabilidade em macréfagos. Esses dados
sugerem que a inibigdo farmacoldgica de Smurfl favorece a replicagdo de S. typhimurium

durante a infecgao.



A)

52

-& S. typhimurium

250 B) & S. typhimurium + DMSO
— = DMSO -6~ S. typhimurium + A01 (50 pM)
200+ 1 A01 0.8+
% *
X 150 —
| o 0.6
E c
=) 1009 ns S
&5 — © 04+
O .
50 a
© 0.2
0_
R 00T
S. typhimurium (horas) 0 1 2 3 4 5 6
Tempo (horas)
0 D)
800 = DMSO
\ s 3 A0 25007 . . == DMSO
— 600 2000 = 1 — 1 AO01
5 2
(o)) = -
£ 4004 > 1500
[c=N =
5 & 1000+
— 200+ -
500 ’:L‘ |l|
0_ O T T T
NI 18 24 NI 18 24
S. typhimurium (horas) S. typhimurium (horas)
E) 125+
9
< 100+
<
S
© 75+
&)
[0)
® 504
9
& 254
>
0-

DMSO  A01
(50 uM)

Figura 8. Efeito da inibi¢cao de Smurfl na replicacio bacteriana e na producio de citocinas
inflamatorias apés infeccio com S. typhimurium (A) Quantificacdo de CFU em macréfagos
tratados com DMSO ou tratados com A0l (50 uM) em diferentes nos tempos 0, 18 e 24 apds
infec¢do.(B) Crescimento de S. typhimurium em meio LB na presenca de DMSO ou A01 (50
uM), monitorado pela densidade optica (OD 670 nm) ao longo de 6 horas. (C-D) Produgao das
citocinas IL-1fB (C) e IL-12 (D) em sobrenadantes de macrofagos tratados com DMSO ou A01
(50 uM), quantificadas por ELISA. (E) Viabilidade celular de macrofagos tratados com DMSO
ouAO1 (50 uM) avaliada pelo ensaio de MTT. NI: ndo infectado. As barras representam a média
+ desvio padrdo de experimentos independentes. *p < 0,05; ns: ndo significativo; teste two-way

ANOVA.
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4.6. A inibicdo farmacologica de Smurfl reduziu a eliminacio de Salmonella e a
producio de citocinas em camundongos infectados

Com o objetivo de avaliar se a inibigao farmacologica de Smurfl poderia afetar a
resposta imune in vivo, animais WT foram tratados com A01 (10 mg/kg) por via intraperitoneal
uma hora antes da infec¢do com S. typhimurium, sendo mantidas doses adicionais a cada 24
horas. Apos o periodo de 72 horas da infeccdo, a carga bacteriana foi quantificada no figado e
no bago dos animais. Nossos resultados demonstraram uma reducao significativa no nimero de
bactérias replicativas em ambos os 0rgdos em comparacao aos animais tratados com o veiculo
(figura 9A).

Posteriormente, realizamos a quantificagdo de citocinas inflamatdrias nos homogenatos
hepaticos desses animais, e os resultados demonstraram que os niveis das citocinas TNF, IL-6
e [FN-y estavam maiores nos animais infectados e tratados com o veiculo, em comparacgio aos
animas infectados com S. fyphimurium e tratados com AO1(figura 9B-9D).

A analise histopatoldgica do figado revelou que os animais infectados e ndo tratados
apresentaram extensas areas de necrose e infiltrado inflamatdrio intenso, enquanto o figado dos
animais infectados e tratados com o veiculo ou com A0l mantiveram a arquitetura hepatica
preservada, com sinais minimos de infiltracdo inflamatdria e sem evidéncias de necrose intensa
(figura 9E). A avaliagdao do escore histopatologico demonstrou que os animais infectados e
tratados com o veiculo exibiram uma redugdo do escore hepatico quando comparado ao grupo
infectado nao tratado, embora essa diferenga nao tenha sido identificada estatisticamente.
Porém, observamos que os animais infectados e tratados com A0l apresentaram uma reducdo
significativa do escore histopatologico em relagao aos animais infectados e ndo tratados (figura
9F).

Posteriormente, realizamos um ensaio de sobrevida com animais infectados via
intraperitoneal e tratados com A01, em comparagdo com animais infectados e tratados apenas
com veiculo. Os resultados demonstraram que, apesar da reducdo da carga bacteriana e da
resposta inflamatoria menos intensa nos animais tratados com A01 observada em experimentos
anteriores, o tratamento ndo resultou em aumento significativo na taxa de sobrevida, ja que
todos os animais, em ambos os grupos, acabaram nao resistindo a infec¢do (figura 9G).

Coletivamente, os resultados dos experimentos in vivo demonstraram que a inibigao
farmacologica de Smurfl pelo AO1 reduziu de forma significativa a carga bacteriana no figado

e no baco dos animais infectados, acompanhada de menores niveis de citocinas inflamatdrias e
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preservacdo da arquitetura hepatica. Embora o tratamento, ndo apresentou aumento na
sobrevida dos animais infectados, esses resultados indicaram que a inibi¢do de Smurf1 foi capaz
de atenuar a inflamagao e contribuiu para o controle bacteriano, reproduzindo os efeitos

observados nos animais deficientes de Smurfl.
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5. DISCUSSAO

A imunidade inata representa a primeira linha de defesa do organismo contra infecgdes
bacterianas. Esse sistema ¢ capaz de reconhecer rapidamente estruturas conservadas presentes
nos microrganismos, conhecidas como PAMPs. Esse reconhecimento ¢ realizado por receptores
PRRs, localizados na superficie celular, em endossomos ou no citoplasma, permitindo a
detecgao eficiente das bactérias em diferentes compartimentos celulares. Uma vez ativados,
esses receptores desencadeiam cascatas de sinalizagdo intracelular que levam ativagdo da
inflamagdo e de mecanismos microbicidas, como por exemplo, a sintese de NO. Esses processos
sdo essenciais porque controlam a replicacdo bacteriana, limitam a dissemina¢@o do patogeno e
garantem uma resposta rapida e eficaz do sistema imune inato. Entender como os fatores do
hospedeiro atuam para modular as respostas imunes inatas ¢ fundamental para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas contra doencas infecciosas e inflamatorias.

Os resultados apresentados nessa tese, demonstraram que Smurfl, uma E3 Ub ligase
do hospedeiro importante para o processo de ubiquitinagdo, regula a imunidade inata durante
a infecgdo por S. typhimurium. Nossos achados indicaram que a auséncia de Smurf1 favoreceu
a fagocitose de bactérias opsonizadas pelas proteinas do complemento, sem interferir em
outros mecanismos de entrada de S. typhimurium nos macréfagos, sugerindo seu envolvimento
nas etapas iniciais da infec¢@o bacteriana. Também demonstramos que Smurfl contribuiu para
maior replicagdo intracelular de S.#yphimurium e maior producao de citocinas inflamatorias
tanto em BMDMs quanto em animais infectados. Em concordancia com esses achados, os
dados obtidos em um modelo experimental de infec¢ao por S. typhimurium mostraram que a
presenca de Smurfl favoreceu a replicagao de S. typhimurium no figado e no bago dos animais,
resultando em maior carga bacteriana nesses 0rgaos. Esse efeito esteve associado ao aumento
da producdo de citocinas inflamatérias, a intensificagdo do dano tecidual e a redugdo da
sobrevivéncia dos animais. Enquanto que a inibi¢do farmacoldgica de Smurfl reduziu a
replicacdo bacteriana e a produgdo de mediadores inflamatorios, preservando a integridade
dos tecidos durante a infec¢do bacteriana. Nossos achados demonstraram que Smurfl atua
como um fator do hospedeiro que favorece a infeccdo por S. fyphimurium, ao promover a
replicacdo bacteriana e intensificar o dano tecidual inflamatorio.

Nossos resultados sugerem que Smurfl possa exercer uma fun¢do especifica no
controle da fagocitose mediada por receptores de complemento. Na fagocitose mediada por

receptores de complemento, a ligacdo da bactéria opsonizada aos receptores ndo apenas
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promove o reconhecimento, mas também ativa moléculas sinalizadoras como PI3K, Syk e
membros da familia das Rho GTPases (Racl, Cdc42 e RhoA), que controlam a polimerizagao
e remodelamento do citoesqueleto de actina e a formagdo de prolongamentos de membrana
que envolvem a bactéria. Assim, Smurfl poderia atuar direcionando para degradacao algumas
dessas proteinas reguladoras, interferindo no rearranjo do citoesqueleto e, consequentemente,
na eficiéncia da fagocitose mediada por complemento. Embora as evidéncias da literatura
sobre a participagao direta de Smurfl na fagocitose sejam limitadas, estudos prévios ja
demonstraram que Smurfl interage com RhoA, uma proteina da familia das GTPases que
regula a reorganizacdo do citoesqueleto de actina, promovendo o remodelamento dindmico
dos filamentos de actina que permite a formagdo de prolongamentos de membrana e a
fagocitose (H. R. Wang et al., 2006). Esse estudo caracterizou a intera¢do entre Smurfl e
RhoA em nivel bioquimico, sem avaliar esse processo em um contexto de infec¢do bacteriana.
Smurfl reconheceu formas inativas de RhoA, promoveu sua ubiquitinagdo e direcionou essa
proteina para degradagdo, controlando a disponibilidade de RhoA nos prolongamentos
celulares. Como RhoA ¢ um regulador central da remodelagdo da actina, esse mecanismo
garantiu a formacao de prolongamentos da membrana, a dindmica das adesdes celulares e a
organizacao da superficie plasmatica. Dessa forma, € possivel supor que a auséncia de Smurfl
possa levar ao acimulo de RhoA e consequente alteragdo da organizag¢do do citoesqueleto,
comprometendo a eficiéncia da internalizacdo das bactérias opsonizadas pelo complemento.
Esse mecanismo ajuda a explicar por que nos nossos experimentos, observamos aumento na
entrada da bactéria quando opsonizada pelas proteinas do sistema do complemento em
BMDMs Smurfl /-, mas ndo nas outras formas de fagocitose avaliadas (fase log ou fase
estaciondria). Portanto, a participacdo de Smurfl na fagocitose mediada pelo sistema do
complemento sugere que Smurfl possa influenciar a interag¢do inicial entre macréfagos e S.
typhimurium. Esse achado abre perspectivas para investigagdes futuras, uma vez que a
fagocitose mediada por receptores de complemento € um dos principais mecanismos de defesa
do hospedeiro contra bactérias opsonizadas. Ensaios de bloqueio de CR3/CR4 com anticorpos
especificos em macroéfagos WT ou Smurfl /- infectados com S. typhimurium poderiam
confirmar se o aumento da entrada de bactérias opsonizadas observado na auséncia de Smurfl
depende diretamente desses receptores de complemento. Além disso, experimentos de
imunoprecipitacao durante a infeccdo com S. typhimurium permitiriam avaliar se Smurfl

interage com RhoA ou outras proteinas associadas ao remodelamento da actina, permitindo
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entender de que forma Smurfl influencia a fagocitose mediada por complemento e a resposta
do hospedeiro a infec¢do bacteriana.

O papel das E3 ligases na defesa do hospedeiro contra infec¢des por Salmonella jé foi
descrito anteriormente (Tripathi-Giesgen et al., 2021). A E3 ligase TRIM32 tem se destacado
como um importante fator de defesa do hospedeiro durante a infec¢ao por Sa/monella devido
a sua capacidade de reconhecer e marcar proteinas bacterianas para degradagao. Um exemplo
¢ o efetor bacteriano SseK3, codificado pela ilha de patogenicidade 2 (SPI-2) de Salmonella,
que ¢ fundamental para a formacdo dos filamentos intracelulares (Salmonella-induced
filaments — SIFs). Esses filamentos ajudam a bactéria a se replicar e a se manter dentro das
células hospedeiras. TRIM32 promove a poliubiquitinagdo de SseK3, direcionando-o para
degradacdo, o que bloqueia a formacao das SIFs e reduz a capacidade de replicacdo bacteriana.
Dessa forma, a TRIM32 atua como um mecanismo de defesa do hospedeiro, restringindo a
acao de um efetor bacteriano essencial para a viruléncia da Salmonella (Meng et al., 2023).
Outro exemplo de E3 ligase descrita como um fator importante da defesa do hospedeiro contra
patdgenos intracelulares ¢ a proteina Parkin. Durante a infec¢@o, Parkin adiciona cadeias de
Ub ao redor das bactérias que alcangam o citosol, marcando-as para eliminacdo pela via
degradativa da autofagia. Esse processo foi demonstrado em diferentes modelos de infecgao.
Em estudos com Drosophila, a auséncia de Parkin levou a uma maior suscetibilidade a
infeccdo por S. typhimurium. Os experimentos demonstraram menor sobrevivéncia dos insetos
infectados e aumento da carga bacteriana nos tecidos, evidenciando que Parkin ¢ necessaria
para restringir a replicacdo da bactéria e contribuir para o controle da infec¢do. Resultados
semelhantes foram observados durante a infeccdo com L. monocytogenes, mostrando que a
atuagdo de Parkin na imunidade inata ¢ ampla e evolutivamente preservada. Esses achados
reforgam que, a0 marcar patdogenos para degradagdo, Parkin contribui diretamente para a
redugdo da replicacdo bacteriana e para a manutencao do equilibrio da resposta imune
(Manzanillo et al., 2013). A E3 Ub ligase RNF213 também desempenha um papel central na
defesa celular contra S. fyphimurium. Em experimentos usando fibroblastos embrionarios
murinos (MEFs) infectados com Salmonella, RNF213 ¢ recrutada para a superficie das
bactérias que escapam do vacuolo e alcangam o citosol. Nesse local, RNF213 promove a
ubiquitinagdo do LPS, gerando um sinal que direciona o recrutamento de outras E3 ligases,
como o complexo LUBAC, e de receptores de autofagia seletiva. Na auséncia de RNF213, a

ubiquitinagdo do LPS ¢ deficiente, os adaptadores ndo sdo recrutados de forma adequada e a
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célula perde a capacidade de controlar a replicagdo intracelular de S. typhimurium,
confirmando sua importancia na defesa do hospedeiro contra a infec¢ao bacteriana (Otten et
al., 2021).

Entretanto, nossos resultados demonstraram que Smurfl favoreceu a replicagdo
bacteriana durante a infec¢do por S. fyphimurium, e pode atuar de maneira diferente das E3
ligases descritas anteriormente. E possivel que a forma como Smurfl regule as respostas
antimicrobianas esteja ligada ao contexto da infecgao. Trabalhos publicados por nosso grupo
demonstraram que durante a infeccdo por Betacoronavirus, Smurfl reduz a producdo de
citocinas em macrofagos e protege contra o dano hepatico animais infectados com MHV-A59
(Souza-Costa et al., 2024). Além deste trabalho, foi demonstrado que Smurfl facilita a
eliminagdo autofagica de M. tuberculosis e ¢ essencial para a resisténcia do hospedeiro durante
a infecgdo (Franco et al., 2017) . Nossos achados sugerem que as diferentes fun¢des de Smurf1l
em distintos modelos de infeccdo podem estar relacionadas a sua capacidade de ubiquitinar
diferentes proteinas do hospedeiro. Dessa forma, o papel de Smurfl na defesa do hospedeiro
pode variar de acordo com os substratos envolvidos e com o tipo de infec¢ao. Estudos futuros
com técnicas bioquimicas, como ensaios de ubiquitina¢do in vitro, serdo importantes para
identificar quais proteinas sdo alvo de Smurfl durante a infeccdo por S. fyphimurium e
entender melhor como Smurf1 regula a resposta imune.

Enquanto estudos anteriores indicam que Smurfl atua como um regulador negativo da
sinalizagdo inflamatdria (Souza-Costa et al., 2023), nossos resultados iniciais com infec¢ao
utilizando a bactéria viva apontaram para um efeito oposto. Para investigar se esse efeito
dependia da replicagdo bacteriana, realizamos experimentos utilizando S. typhimurium
inativada por calor e observamos aumento da resposta inflamatéria em macréfagos deficientes
de Smurfl. Isso sugere que a menor produgdo de mediadores inflamatorios observada nos
macrofagos deficientes de Smurfl durante a infeccdo com bactérias vivas pode estar
relacionado a menor replicagdo bacteriana. De forma complementar, realizamos um
experimento de estimulo de macrofagos com LPS purificado, que levou a uma resposta
inflamatéria mais intensa nos BMDMs Smurfl /- em comparagdo aos BMDMs WT. Dessa
forma, os resultados observados na infec¢ao com a bactéria viva nao parecem refletir um efeito
direto de Smurf1 na secrecdo das citocinas, mas sim a influéncia da replicag@o bacteriana sobre
o estimulo inflamatorio.

Nossos dados sugerem que Smurfl possa atuar de forma distinta, funcionando como
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um regulador negativo da resposta inflamatéria induzida por PAMPs, como o LPS, enquanto
que, por outro lado promove a replicacdo e a sobrevivéncia intracelular de Salmonella em
macrofagos. Um possivel mecanismo que possa explicar o menor perfil inflamatério
observado nos macrofagos Smurf1 7/ seria a produgao de NO pelos macrofagos do hospedeiro
nos estagios iniciais da infec¢do. Estudos prévios ja demonstraram que, embora o NO seja
reconhecido amplamente como uma molécula microbicida importante no controle de
infec¢des bacterianas, em estagios iniciais da infecgdo, S. typhimurium pode explorar esse
composto produzido pelos macrofagos como um sinal do hospedeiro para ativar os genes da
ilha de patogenicidade 2, SPI-2 (L. Jiang et al., 2023). Essa ativagdo favorece a montagem do
complexo T3SS-2 e promove a replicagdo intracelular de S. typhimurium. Assim, niveis
elevados de nitrito observamos em nossos experimentos com macréfagos WT podem nio ter
resultado em maior efeito microbicida, mas sim em maior ativacdo de genes de viruléncia,
criando um ambiente mais permissivo a replicacao bacteriana.

Estudos anteriores demonstraram que S. #yphimurium desenvolveu estratégias
sofisticadas para sobreviver e se multiplicar dentro das células hospedeiras (Galan, 2021;
Hurley et al., 2014; Keestra-Gounder et al., 2015). Esse processo depende principalmente de
dois sistemas de secregdo do tipo III (T3SS), ativados em momentos distintos da infec¢do. O
T3SS codificado pela ilha de patogenicidade 1 (SPI-1) atua nos estdgios iniciais, permitindo a
bactéria invadir células epiteliais através da injecao de efetores que remodelam o citoesqueleto
e facilitam sua entrada. Uma vez no interior das células, a bactéria passa a expressar o T3SS-
2, codificado pela ilha de patogenicidade 2 (SPI-2). Esse sistema secreta efetores capazes de
alterar o SCV, bloqueando mecanismos microbicidas essenciais do hospedeiro e criando um
ambiente favoravel para a sobrevivéncia e replicagdo bacteriana (Haraga et al., 2008). Alguns
desses efetores podem interagir e modular a atividade de E3 ligases do hospedeiro,
promovendo a ubiquitinagdo e degradagdo de substratos envolvidos na sinalizagdo
inflamatéria e em vias antimicrobianas (Herhaus & Dikic, 2018; Zhou & Zhu, 2015). Estas
evidéncias nos levaram a considerar que Smurfl possa ser explorado pelos efetores de
Salmonella para facilitar a replicacdo bacteriana em macrofagos, fendmeno ja observado em
outros modelos de infec¢do. Nossa hipotese € apoiada por estudos em M. tuberculosis, nos
quais a proteina PPE36, um efetor bacteriano, ¢ capaz de recrutar Smurfl para promover a
ubiquitinagdo do adaptador MyD8S8, levando a sua degradagdo proteassomal. Como

consequéncia, hd reducdo da ativacdo das vias NF-kB e MAPKs, o que resulta em menor
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producdo de citocinas inflamatorias e maior carga bacteriana em macréfagos e em animais
infectados (Peng et al., 2022). Assim, ¢ possivel considerar que S. typhimurium também utilize
alguns de seus efetores para subverter Smurfl, criando um ambiente mais favoravel a sua
replicagdo.

Estudos recentes t€ém demonstrado que pequenas moléculas podem modular a atividade
de Smurfl, refor¢gando seu potencial como alvo terapéutico. Em modelos experimentais de
hipertensao arterial pulmonar, inibidores alostéricos de Smurfl restauraram a sinaliza¢ao da
via BMP e reverteram alteracdes vasculares associadas a doenca (Rothman et al., 2025). Além
disso, a inibi¢ao farmacolégica de Smurfl com o composto AO1 mostrou efeito protetor em
um modelo de lesdo pulmonar aguda induzida por LPS, reduzindo inflamagao e dano tecidual
(Chen et al., 2025). Estes trabalhos demonstraram que a inibicdo de Smurfl pode ser explorada
como estratégia terapéutica, contribuindo para o desenvolvimento de abordagens de
tratamento contra doengas inflamatorias e infecciosas.

Inicialmente, avaliamos o efeito do AO1 em macrofagos infectados com S. typhimurium
e observamos que o tratamento reduziu a replicacdo bacteriana intracelular e diminuiu a
secrecao de citocinas inflamatorias. Com base nesses achados in vitro realizamos um modelo
experimental de infeccdo in vivo para investigar se a inibi¢do farmacologica de Smurfl
reproduziria efeitos semelhantes. Os animais tratados com A01 apresentaram uma redugdo da
carga bacteriana no figado e no bago apds infec¢ao, e menores niveis de citocinas inflamatorias
no figado, resultados consistentes com os resultados obtidos em nossos experimentos com
animais deficientes para Smurfl. No entanto, apesar dessa diminui¢ao da replicagdo bacteriana
e da resposta inflamatéria local, ndo foram observadas diferengas significativas no escore
histopatologico no figado desses animais, € nem melhora na taxa de sobrevida entre os animais
tratados com AO1 e aqueles que receberam o veiculo. Esses achados sugerem que a inibigao
farmacologica de Smurfl contribuiu para o controle da infec¢do e para a redugdo da
inflamagao inicial. As diferengas entre os animais tratados com A01 e aqueles deficientes para
Smurfl, se deve provavelmente, ao fato do composto AO1 nao bloquear totalmente a atividade
de Smurfl, podendo agir sobre alvos ainda nao identificados, ou falha em bloquear a atividade
de Smurfl sobre substratos especificos, que atuam exclusivamente no contexto de infecgao
por Salmonella. Isso acontece porque o A0l age de forma seletiva, bloqueando apenas a
interacao da Smurfl com SMAD1/5, mas nao interfere em todas as suas fun¢oes. Assim, €

provavel que, durante a infec¢do bacteriana, outros alvos de Smurfl, além de SMADI1/5,
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também sejam regulados por ubiquitinacdo, o que nao foi afetado pelo tratamento com AO1.
Dessa forma, estudos futuros serdo importantes para identificar quais sdo esses substratos
envolvidos na infec¢do por Salmonella e para testar inibidores mais potentes, capazes de

bloquearem de forma mais ampla a atividade de Smurfl.
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6. CONCLUSAO

Os resultados desta tese demonstraram que Smurfl exerce fungdes distintas durante a
infeccdo por S. typhimurium. De um lado, atua como regulador negativo da resposta
inflamatoéria provocada por PAMPs, como o LPS, ajudando a manter o equilibrio imunologico.
De outro, contribuiu para a replicacdo e sobrevivéncia intracelular de S. typhimurium em
macrofagos. Dessa forma, este trabalho amplia o conhecimento sobre os multiplos papéis de
Smurfl e abre caminho para estudos futuros que busquem entender seu mecanismo de acao

durante a infecgao por Salmonella.
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Uncovering new insights into
the role of the ubiquitin ligase
Smurfl on the regulation of
innate immune signaling and
resistance to infection

Luiz Pedro Souza-Costa’', Josiane Teixeira Andrade-Chaves™',
Juvana Moreira Andrade’®, Vivian Vasconcelos Costa*®
and Luis Henrigue Franco™
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Innate immunity & the body's first line of defense against infections. Innate
immune cells express pattern recognition receptors In distinct ceflular
compartments that are responsible to detect either pathogens-associated
molecules or cellular components derived from damaged cells, to trigger
Intraceliular signaling pathways that lead to the activation of inflammatory
responses. Inflammation s essential to coordinate immune cell recruitment,
pathogen eiimination and to keep normal tissue homeostasis. However,
uncontrofied misplaced or aberrant inflammatory responses could lead to
tissue damage and drive chronic inflammatory diseases and autoimmunity. In
this context. molecular mechanisms that tightly regulate the expression of
moiecules required for the signaling of innate immune receptors are crucial to
prevent pathological immune responses. In this review, we discuss the
ubiquitination process and its importance In the regulation of innate iImmune
signaling and Inflammation. Then, we summarize the roles of Smurfl, a protein
that works on ubiquitination, on the regulation of innate immune signaling and
antimicrobial mechanisms, emphasizing its substrates and highlighting its
potential as a therapeutic target for infectious and inflammatory conditions.
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Abstract T?:Bublqmtmhgmm Senurfl catalyzes the ubiguitination and prot al degradation of
several p lated to indl tory xsyomes and antiviral signaling. This study inves-
tigated the roke of Smurf] in modulating nfl induced by Betacoronavirus infection. Bone
marrow-derived macrophages (BMDM:.) from CS7BLY 6 (wild-type) or Smurfl-deficient (Smorfl -/ -)
mice wem infected with MHV-AS9 to evaluate the inflammatory response in vitro. Smurfl was
found to be requined to downmegulate the macrophage production of pro-inflammatory mediators,
inchuding TNE and CXCL]; to control viral mlease from infected cells; and to increase cell viability.
To assess the impact of Smurf 1in vivo, we evaluated the infection of mice with MHV-A59 through
the intranasal route. ST~/ — mice infected with a kethal inoculum of MHV-A5Y succumbed eadier
to infection. Intranasal inoculation with a 10-fold lower dose of MHV-A59 resulied in hematological
parameter alkerations in Smurfl ~/ ~ mice suggestive of exacerbased systemic inflammation. In the
lung parenchy ma, Smurfl expression was essential to promose viral clearance, downregulating [FN-8
mERNA and controlling the inflammatory profile of macrophages and neutrophils. Conversely, Smurfl
did not affect IFN-8 mRNA regulation in the liver, but it was required to increase TNF and iNOS
expression in neutrophils and decrease TNFexpression in macrophages. In addition, Smurfl —/— mice
exhibited augmented liver injuries, accompanied by high serum leve ks of alanine aminotransé rase
(ALT). These findings suggest that Smurﬂ plays a critical rode in regulating the inflammatory response
in macroph, and atb ting sy ic infl tion during Betacoronavirus infection

PHes (2

Keywords: Smurfl; Betacoronavinus; MHV-ASY; inflammation; macrophages
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Abstract

Background

Smurfl is an E3 ubiquitin ligase involved in a wide range of biological processes, including cell development and
migration. bone formation. cancer progression. and unmune responses. Smurfl has been shown to play a role in host
resistance to Mycoebactertum tuberculosis infection, as well as in the regulation of inflammatory responses and tisswe
damage during Betacoronavins mfection.
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