
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 

Instituto de Ciências Biológicas 

Programa de Pós-Graduação em Bioquímica e Imunologia 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

JOSIANE TEIXEIRA DE ANDRADE CHAVES 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PAPEL DA UBIQUITINA-LIGASE SMURF1 NA IMUNIDADE INATA E NA 

RESISTÊNCIA DO HOSPEDEIRO CONTRA A INFECÇÃO POR  

SALMONELLA TYPHIMURIUM 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Belo Horizonte 

2025 



 

 

JOSIANE TEIXEIRA DE ANDRADE CHAVES 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PAPEL DA UBIQUITINA-LIGASE SMURF1 NA IMUNIDADE INATA E NA 

RESISTÊNCIA DO HOSPEDEIRO CONTRA A INFECÇÃO POR  

SALMONELLA TYPHIMURIUM 

 

 

 

Versão final 

 

 

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-Graduação em 

Bioquímica e Imunologia da Universidade Federal de 

Minas Gerais, como requisito parcial para obtenção do 

título de Doutor em Bioquímica e Imunologia. 

 

Orientador: Prof. Dr. Luís Henrique Franco  

 

 

 

 

 

 

 

BELO HORIZONTE  

2025 



 

  



 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico este trabalho à minha família, 

em especial Carlos e Helena, por todo amor, 

apoio e inspiração ao longo desta jornada. 

A todos que caminharam comigo, meu sincero 

agradecimento. 



 

AGRADECIMENTOS 

 

Concluir o doutorado é, antes de tudo, o resultado de uma caminhada longa, exigente e 

profundamente transformadora. A cada passo deste percurso, tive a sorte de contar com o apoio, 

a generosidade e a presença de pessoas especiais, às quais sou profundamente grata. 

À minha família, à minha origem e ao meu porto seguro, agradeço por todo o amor, 

compreensão e incentivo incondicional. Em especial, a Carlos e Helena, que estiveram ao meu 

lado nos momentos mais difíceis e celebraram comigo cada pequena conquista. Vocês foram 

minha força, meu alento e minha motivação constante. A vocês, dedico este trabalho com todo 

o meu carinho e gratidão. 

Ao meu orientador, agradeço pela confiança depositada em mim, pela orientação firme e 

respeitosa, e por me proporcionar um ambiente de aprendizado e desenvolvimento científico. 

Sua dedicação foi fundamental para que eu pudesse crescer como pesquisadora e como pessoa. 

Aos membros da banca examinadora, meu agradecimento pela disponibilidade em 

participar desta etapa tão importante da minha formação, pelas contribuições valiosas e pelo 

olhar cuidadoso sobre este estudo. 

Aos amigos que a vida acadêmica me trouxe, agradeço pelas conversas, pelo apoio mútuo 

e pelas trocas de experiências que tornaram essa jornada mais leve e significativa. Levo comigo 

não apenas a ciência, mas também a amizade e o companheirismo que floresceram neste 

caminho. 

Aos professores do departamento, minha admiração e respeito pela formação sólida que 

me proporcionaram. Aos técnicos e funcionários, meu agradecimento pela gentileza, prontidão 

e profissionalismo, sempre essenciais para a realização do trabalho cotidiano. 

Às agências de fomento, CNPq, CAPES e FAPEMIG, agradeço pelo apoio financeiro que 

possibilitou a realização desta pesquisa e a manutenção do meu vínculo acadêmico. 

Por fim, agradeço a Deus, por me sustentar com fé, coragem e serenidade mesmo nos 

momentos mais desafiadores. Sem essa presença constante, nada disso teria sido possível. 

A todos que, de alguma forma, fizeram parte desta trajetória: meu muito obrigada. 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

"Um livro, uma caneta, uma criança e um professor podem mudar o mundo." 

Malala Yousafzai



 

 

RESUMO 

 

A imunidade inata é a primeira linha de defesa do hospedeiro contra infecções bacterianas, 

responsável pelo reconhecimento inicial do patógeno e pela ativação de mecanismos que 

contribuem para sua eliminação. Smurf1 é uma E3 ubiquitina ligase do hospedeiro envolvida 

em diferentes processos biológicos, como desenvolvimento embrionário, remodelamento 

tecidual e regulação da resposta imune. Já foi demonstrado que Smurf1 contribui para a 

resistência contra M. tuberculosis, favorecendo a eliminação do patógeno por autofagia, e que 

também atua na modulação da inflamação e do dano tecidual durante a infecção por 

Betacoronavírus. 

Neste trabalho, investigamos a importância de Smurf1 na imunidade inata contra a infecção 

por Salmonella typhimurium. Nossos dados mostraram que a fagocitose de Salmonella 

opsonizada por proteínas do complemento foi maior em macrófagos deficientes de Smurf1. 

Observamos também que a deleção de Smurf1 reduziu a replicação intracelular de S. 

typhimurium em macrófagos, sem comprometer a viabilidade celular. Esse efeito foi 

acompanhado por menor produção de mediadores inflamatórios. Para avaliar se esse efeito 

estava relacionado à replicação bacteriana, utilizamos S. typhimurium inativada por calor e 

também estímulo com LPS purificado. Nessas condições, os macrófagos Smurf1⁻/⁻ 

apresentaram níveis mais elevados de citocinas inflamatórias do que os macrófagos WT. Nos 

modelos experimentais de infecção, a ausência de Smurf1 resultou em menor carga bacteriana 

no fígado e no baço, reduziu o dano tecidual e a inflamação, o que se refletiu em maior 

sobrevivência dos animais infectados. Já a inibição farmacológica com o A01 reproduziu parte 

desses efeitos: em macrófagos tratados observamos menor replicação bacteriana e menor 

secreção de citocinas, enquanto que em animais infectados o tratamento reduziu a carga 

bacteriana e a inflamação hepática, embora não tenha melhorado a taxa de sobrevivência. Em 

conjunto, nossos resultados indicam que Smurf1 atua como um regulador negativo da resposta 

imune inata do hospedeiro contra infecção por S. typhimurium. Considerando que estudos 

recentes apontam essa proteína como possível alvo terapêutico em diferentes doenças, futuros 

trabalhos poderão avaliar se a sua inibição também pode ser explorada como estratégia 

terapêutica no contexto da infecção bacteriana. 
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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. Smurf1 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 Smurf1 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 Smurf1 in innate immunity against Salmonella 

typhimurium infection. Our data demonstrated that phagocytosis of complement-opsonized 

Salmonella was enhanced in Smurf1-deficient macrophages. We also observed that Smurf1 

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. typhimurium and purified LPS stimulation. Under these conditions, 

Smurf1⁻/⁻ macrophages produced higher levels of inflammatory cytokines than WT 

macrophages. In experimental infection models, Smurf1 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 A01 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 Smurf1 functions as a negative regulator of the innate 

immune response during S. typhimurium 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. 
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1. INTRODUÇÃO 

A imunidade inata constitui a primeira linha de defesa do hospedeiro contra infecções 

bacterianas, atuando de forma rápida e eficaz para limitar a invasão e a disseminação desses 

patógenos (Clough, 2018; Turvey & Broide, 2010). Sua principal função consiste em identificar 

estruturas conservadas desses microrganismos, conhecidas como padrões moleculares 

associados aos patógenos (PAMPs), através de receptores de reconhecimento de padrões 

(PRRs). Esses receptores podem estar presentes na superfície de células do sistema imune inato, 

como macrófagos e células dendríticas, nos endossomos, ou ainda no citoplasma, para detecção 

de bactérias invasoras ou componentes bacterianos durante a infecção. Esse reconhecimento 

imediato desencadeia a ativação de vias de sinalização que resultam na produção de citocinas 

inflamatórias e quimiocinas, além da indução de respostas efetoras antimicrobianas que atuam 

em conjunto para limitar a disseminação dos patógenos (Kawai & Akira, 2006; Weiss et al., 

2004; Zaru, 2020). Embora não possua a especificidade da imunidade adaptativa, a resposta 

imune inata é indispensável para a sobrevivência, pois cria um ambiente hostil à proliferação 

microbiana e contribui para a ativação da resposta imune adaptativa (Iwasaki & Medzhitov, 

2015; Newton & Dixit, 2012). 

Entre as diversas células que compõem o sistema imune inato, os macrófagos se 

destacam como elementos centrais na defesa do hospedeiro contra as infecções bacterianas 

(Schroder et al., 2004; Wu et al., 2014). Essas células realizam fagocitose e ativam mecanismos 

microbicidas, como a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), a síntese de óxido 

nítrico (NO) e a indução de xenofagia, fundamentais para a eliminação de patógenos (Sharma 

et al., 2018). Além disso, os macrófagos secretam citocinas inflamatórias que regulam a 

intensidade da resposta imune, garantindo o equilíbrio entre o controle da carga bacteriana e a 

preservação da integridade tecidual (F. C. Fang & Vázquez-Torres, 2019; Oppenheim et al., 

2003; Pacher et al., 2007; Plowden et al., 2004).  

As vias de sinalização intracelulares ativadas durante a resposta imune inata apresentam 

elevada complexidade e precisam ser finamente reguladas para assegurar um equilíbrio 

adequado entre a intensidade da inflamação e a ativação dos mecanismos antimicrobianos. Um 

descontrole nesses processos pode resultar tanto em uma resposta inflamatória exacerbada, com 

consequente dano tecidual, quanto em uma resposta insuficiente, favorecendo a sobrevivência 

e replicação do patógeno. Nesse contexto, a ubiquitinação se destaca como um processo 

fundamental de regulação celular, modulando de maneira dinâmica os componentes dessas vias 
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e garantindo a eficiência e a precisão da resposta imune (Ben-Neriah, 2002; Hu & Sun, 2016; 

Pickart, 2001). 

 

1.1. Ubiquitinação 

A ubiquitinação é uma modificação pós-traducional, reversível, caracterizada pela 

ligação covalente de uma molécula de ubiquitina (Ub) a diferentes alvos, incluindo proteínas e 

componentes lipídicos (Laney & Hochstrasser, 1999; Otten et al., 2021). Esse processo 

participa da regulação de funções celulares fundamentais para a homeostasia, como a 

degradação de proteínas pelo sistema ubiquitina-proteassoma, modulação de vias de sinalização 

e o controle de respostas da imunidade inata (Grumati & Dikic, 2018; Hu & Sun, 2016). 

A Ub é uma proteína altamente conservada, composta por 76 aminoácidos. Ela contém 

sete resíduos de lisina (K6, K11, K27, K29, K33, K48 e K63) que permitem a formação de 

diferentes cadeias de ubiquitinação. Essa conjugação pode ocorrer como monoubiquitinação, 

quando apenas uma molécula de Ub é adicionada ao substrato, ou como poliubiquitinação, 

quando múltiplas moléculas de Ub são ligadas em cadeia. Os diversos tipos de cadeias que 

podem ser formados entre a Ub e o substrato estão associados a diferentes funções celulares, 

sendo as cadeias de poliubiquitinação K48 e K63 as mais abundantes e mais bem caracterizadas. 

As cadeias K48 direcionam seus substratos para degradação via proteassoma, enquanto as 

cadeias K63 regulam processos, como sinalização intracelular e controle das respostas imunes 

(Mallette & Richard, 2012; Ohtake et al., 2016). As demais formas de ligação ainda 

permanecem pouco compreendidas (Akutsu et al., 2016). 

O processo de ubiquitinação ocorre pela ação sequencial de três enzimas: E1 (enzima 

ativadora de Ub), E2 (enzima conjugadora de Ub) e E3 (enzimas Ub ligases). Inicialmente, a 

Ub livre no citoplasma é ativada pela enzima E1 em uma reação dependente de ATP. Em 

seguida, a Ub ativada é transferida de E1 para a enzima E2. Finalmente, a E2, forma um 

complexo com a E3 Ub ligase para promover a transferência direta ou indireta da Ub a resíduos 

de lisina específicos no substrato (figura 1). Nesta última etapa, a enzima E3 ligase é 

responsável por conferir especificidade ao processo, uma vez que reconhece e interage com os 

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 estão classificadas de acordo com suas características 

estruturais e mecanismos de ação (Sun & Chen, 2004). As E3 ligases estão agrupadas em três 



16 

 

 

famílias de proteínas, classificadas conforme a forma que realizam a transferência da Ub ao 

substrato. As E3 ligases do tipo RING (really interesting new gene) transferem a Ub ligada à 

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. Já as E3 ligases da família 

RBR (RING-between-RING) combinam características 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 múltiplos processos celulares, incluindo 

a defesa imunológica contra doenças infecciosas (Campos et al., 2022). 

 

 

 

 

 

Figura 1. Cascata enzimática do processo de ubiquitinação. A Ub é ativada inicialmente 

pela enzima E1 em uma reação dependente de ATP (1), transferida para a enzima conjugadora 

E2 (2). Em seguida, E2 forma um complexo com as E3 ligases para transferência da Ub ao seu 

substrato. As E3 ligases da família RING transferem a Ub diretamente da E2 para o substrato 

(3), enquanto que E3 ligases das famílias HECT e RBR, recebem primeiro a Ub proveniente de 

E2, para então transferi-la ao substrato alvo (4). Adaptado de Souza-Costa et al., 2023. 
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1.2. E3 ligase Smurf1 

Smurf1 (Smad Ubiquitination Regulatory Factor 1) é uma E3 ligase da família HECT, 

inicialmente identificada no final da década de 1990 no contexto da regulação negativa da via 

do TGF-β (Transforming Growth Factor beta). Sua descoberta foi descrita por Zhu et al. (1999), 

que demonstraram que Smurf1 interage diretamente com as proteínas SMAD1 (SMAD family 

member 1) e SMAD5 (SMAD family member 5), promovendo sua ubiquitinação e subsequente 

degradação proteassomal. Essa atividade posicionou Smurf1 como um regulador negativo da 

via de sinalização do TGF-β, com implicações no controle da diferenciação celular, 

desenvolvimento embrionário e homeostase tecidual (Zhu et al., 1999). Trabalhos publicados 

na época, também demonstraram a participação de Smurf1 na regulação da homeostasia óssea 

através da ubiquitinação e degradação de Runx2 (Kaneki et al., 2006; Zhao et al., 2003), e seu 

papel em modular a motilidade e crescimento celular através da regulação da GTPase RhoA 

(H. R. Wang et al., 2003). Com o avanço das pesquisas, foram descobertos substratos de Smurf1 

que atuam na regulação de diferentes processos biológicos importantes do organismo, incluindo 

formação óssea, diferenciação de osteoblastos, crescimento e migração celular, adesão e 

polaridade celular, desenvolvimento embrionário (Cao & Zhang, 2013), autofagia seletiva 

(Franco et al., 2017; Orvedahl et al., 2011), doenças cardiovasculares e cancerígenas (Kwei et 

al., 2011; Roh et al., 2019; Suzuki et al., 2008; Xia et al., 2021), além de esteatose hepática (Lin 

et al., 2022). 

Estruturalmente Smurf1 contém três domínios principais: um domínio C2, responsável 

pela interação com substratos; dois domínios WW, importantes para interações proteína-

proteína; e um domínio HECT, responsável pela atividade catalítica de transferência da Ub para 

substratos. Essa organização estrutural permite que Smurf1 reconheça alvos específicos e regule 

seus destinos celulares (Luiz Pedro Souza-Costa et al., 2023) (figura 2). 
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Figura 2. Domínios estruturais de Smurf1 e suas principais funções. A proteína Smurf1 

apresenta três domínios principais: (1) domínio C2, localizado na região N-terminal, 

responsável pela ligação a substratos e interação com membranas plasmáticas ou fagossomais; 

(2) dois domínios WW, que interagem com substratos contendo motivos ricos em prolina (PY); 

e (3) o domínio HECT, situado na região C-terminal, que interage com enzimas conjugadoras 

E2 e exerce a atividade catalítica de ubiquitinação. Adaptado de Souza-Costa et al., 2023. 

 

 

 Além das funções fisiológicas citadas anteriormente, Smurf1 desempenha um papel na 

regulação da resposta imune por meio da degradação de proteínas-chaves de sinalização da 

imunidade inata. Por exemplo, Smurf1 participa da regulação negativa da via de sinalização de 

TLR9 através da ubiquitinação e degradação de MEKK2 (Mitogen-activated protein kinase 

kinase kinase 2), um membro da família de proteínas MAP3K (MAP kinase kinase kinase) que 

desempenha papéis importantes na transdução de sinais mediados por TLR9 (D. Zhang et al., 

2006). A ubiquitinação e degradação de MEKK2 dependentes de Smurf1 levam à redução da 

ativação de ERK1/2 (Extracellular signal-Regulated Kinases 1 and 2) e à diminuição da 

produção de TNF (Tumor Necrosis Factor) e IL-6 (Interleukin-6) em macrófagos (Wen et al., 

2015). Outro estudo demonstrou que um dos mecanismos inibitórios da sinalização de TLR4 

mediado por TGF- é dependente da ubiquitinação e degradação proteassomal de MyD88 

dependente de Smurf1 (Lee et al., 2011). Smurf1 também pode regular respostas inflamatórias 

suprimindo a transcrição de TNF, ao interagir com USP5, uma deubiquitinase essencial para a 

produção dessa citocina. Em células HEK293, a interação entre Smurf1 e USP5 resultou na 

degradação proteassomal de USP5, e consequente redução na transcrição de TNF (Qian et al., 

2016). Foi demonstrado também, que Smurf1 participa de um mecanismo de regulação de 

inflamação dependente de IL-1β. Esta citocina pró-inflamatória é produzida inicialmente como 



19 

 

 

precursor inativo pró-IL-1β, que após clivagem gera a forma biologicamente ativa (Martinon et 

al., 2002). Smurf1 interage com pró-IL-1β e promove dois tipos distintos de ubiquitinação. 

Enquanto que o tipo K48, direciona pró-IL-1β para degradação proteassomal, o tipo K63, 

favorece o processamento de pró-IL-1β em sua forma biologicamente ativa, indicando que 

Smurf1 pode estimular ou inibir a secreção de IL-1β (Yang et al., 2022). Em respostas imunes 

antivirais, Smurf1 interage com MAVS, uma proteína adaptadora localizada na mitocôndria, 

em um mecanismo dependente de Ndfip1, promovendo sua degradação e reduzindo a ativação 

dos fatores de transcrição que levam à produção de interferons do tipo I (Y. Wang et al., 2012). 

Análises bioquímicas em linhagem de macrófagos RAW264.7 tratados com IFN-γ 

demonstraram que Smurf1 interage fisicamente com STAT1 (Signal Transducer and Activator 

of Transcription 1), promovendo sua degradação proteassomal (Yuan et al., 2012). Além disso, 

macrófagos peritoneais transfectados com shRNA específicos para Smurf1 apresentaram maior 

expressão dos genes Cxcl9, Cxcl10, Irf1 e Nos2, genes induzidos por IFN-γ, evidenciando que 

Smurf1 regula negativamente essa via de sinalização (Yuan et al., 2012). De maneira geral, 

estes trabalhos sugerem que Smurf1 interage especificamente com diversos substratos 

importantes para a sinalização do sistema imune, induzindo sua degradação e potencialmente 

regulando respostas inflamatórias. 

Durante o desenvolvimento desta tese de doutorado, publicamos uma revisão da 

literatura detalhando todos os substratos de Smurf1 que participam da regulação da imunidade 

inata e como Smurf1 atua na regulação da resposta imune (Luiz Pedro Souza-Costa et al., 2023) 

(Anexo 1). 

 

1.3. Smurf1 na regulação da imunidade inata contra microrganismos 

Nos últimos anos, nosso grupo tem se dedicado a investigar o papel de Smurf1 na 

regulação da inflamação e na resistência do hospedeiro contra infecções. 

Demonstramos que Smurf1 exerce papel fundamental na defesa contra a infecção por 

Mycobacterium tuberculosis. Utilizando modelos de infecção in vivo e in vitro, mostramos que 

Smurf1 é essencial em promover a ubiquitinação de vacúolos contendo M. tuberculosis em 

macrófagos e direcioná-los para a via degradativa de autofagia. Macrófagos derivados da 

medula óssea (BMDMs) de animais deficientes para Smurf1 (Smurf1-/-) apresentaram defeito 

em ubiquitinar vacúolos contendo não apenas o M. tuberculosis, mas também Listeria 

monocytogenes, sugerindo que o papel de Smurf1 na ubiquitinação 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 Smurf1-/-  foram mais permissivos à 

replicação bacteriana. De forma consistente, em experimentos in vivo, animais Smurf1⁻/⁻ 

apresentaram maior carga de M. tuberculosis nos pulmões durante a fase crônica da infecção 

(120 dias após inoculação) e menor sobrevivência quando comparados aos animais controle 

WT (Wild-type). De maneira geral, este trabalho demonstrou que Smurf1 funciona como um 

mediador da autofagia antibacteriana ao promover a ubiquitinação de vacúolos contendo 

bactérias. 

Posteriormente, nosso grupo avaliou a importância de Smurf1 durante a infecção por 

betacoronavírus. No trabalho publicado por Souza-Costa et al. (2024), foi demonstrado que, em 

macrófagos infectados com o vírus da hepatite murina cepa A59 (MHV-A59), Smurf1 regula 

negativamente a produção de citocinas pró-inflamatórias, como TNF e CXCL1 (C-X-C motif 

chemokine ligand 1). Em modelo murino de infecção por MHV-A59, a presença de Smurf1 foi 

importante para atenuar o dano hepático e contribuir para a preservação da arquitetura tecidual, 

indicando que Smurf1 atua como regulador da resposta inflamatória sistêmica durante a 

infecção por betacoronavírus (Luiz P. Souza-Costa et al., 2024). 

Em conjunto, esses estudos mostram que Smurf1 atua de forma integrada na resposta 

imune, participando tanto da eliminação de patógenos intracelulares, como M. tuberculosis, 

quanto da regulação da inflamação em infecções virais, como no caso dos betacoronavírus. Essa 

dupla função sugere que Smurf1 contribui para equilibrar mecanismos de defesa antimicrobiana 

e preservação da integridade tecidual. Nesse contexto, Smurf1 tem sido considerada uma 

molécula de interesse para a indústria farmacêutica, já que a modulação de sua atividade pode 

abrir novas possibilidades para o desenvolvimento de estratégias terapêuticas para o tratamento 

de doenças infecciosas e inflamatórias. 

 

1.4. Smurf1 como alvo terapêutico 

Além de suas funções na imunidade e no controle da inflamação, Smurf1 tem sido 

considerado como um alvo terapêutico em diferentes doenças. Essa possibilidade passou a ser 

explorada após a descoberta de inibidores seletivos, capazes de bloquear sua atividade e 

preservar da degradação proteínas regulatórias envolvidas em processos fisiológicos essenciais. 

Pesquisadores identificaram por meio de análises computacionais, o inibidor A01 como uma 
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molécula capaz de bloquear a interação entre Smurf1 e Smad1/5, aumentando a atividade da 

via BMP e a expressão de genes osteogênicos relacionados à formação óssea (Cao et al., 2014).  

Desde então, o efeito com o tratamento com o inibidor A01 vem sendo investigado em 

diferentes modelos experimentais. Em doenças oculares, como catarata fibrótica e degeneração 

macular, o tratamento com A01 reduziu a inflamação local e impediu a progressão 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 lesão pulmonar aguda induzida por LPS, o 

tratamento com A01 preservou a integridade da barreira endotelial, reduziu a infiltração de 

células inflamatórias no tecido pulmonar e atenuou o dano histológico, indicando um efeito 

protetor contra a inflamação exacerbada (Chen et al., 2025).  

De forma complementar, um estudo recente descreveu uma nova geração de inibidores 

alostéricos de Smurf1. Diferentemente do A01, que atua bloqueando a interação entre Smurf1 

e Smad1/5, esses compostos se ligam a regiões regulatórias do domínio HECT, promovendo 

alterações conformacionais que inibem a transferência de Ub para múltiplos substratos de 

Smurf1, e não apenas para Smad1/5. Essa estratégia se mostrou eficaz em restaurar a sinalização 

da via BMP e em reduzir processos inflamatórios em modelos experimentais, reforçando o 

potencial de Smurf1 como alvo molecular (Rothman et al., 2025). 

 

1.5. Infecção por Salmonella typhimurium e a resposta imune inata do hospedeiro 

Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. typhimurium) é uma bactéria gram-

negativa, flagelada e anaeróbia facultativa, pertencente à família Enterobacteriaceae. Trata-se 

de um patógeno intracelular que possui sofisticadas estratégias de evasão do sistema imune, 

sendo capaz de sobreviver e se replicar no interior dos macrófagos (Broz et al., 2012a; Eng et 

al., 2015). Devido a essas características, infecta uma ampla variedade de hospedeiros 

vertebrados, incluindo camundongos e seres humanos. Em modelos murinos, a infecção por S. 

typhimurium mimetiza a febre tifoide humana, o que torna essa bactéria amplamente utilizada 

como modelo experimental de estudo sobre patogênese e regulação imunológica (Akira et al., 

2006; Broz et al., 2012a). S. typhimurium também constitui um importante problema de saúde 

pública, especialmente diante da crescente resistência antimicrobiana observada em cepas 

clínicas, reforçando a necessidade de compreender de forma mais abrangente as interações entre 

patógeno e hospedeiro (Billah & Rahman, 2024). 
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A infecção por S. typhimurium ocorre pela ingestão de alimentos ou água contaminados. 

Ao atravessar o ambiente ácido do estômago, S. typhimurium alcança o intestino delgado, onde 

interage com o epitélio intestinal. Em células epiteliais intestinais, a bactéria utiliza o sistema 

de secreção do tipo III-1 (T3SS-1), codificado pela Salmonella Pathogenicity Island 1 (SPI-1), 

para promover a invasão. Esse sistema é composto por um complexo multiproteico, 

estruturalmente semelhante a seringas moleculares que atravessam a membrana bacteriana e se 

conectam à membrana da célula hospedeira. Por meio dessa estrutura, S. typhimurium injeta 

proteínas efetoras diretamente no citosol das células epiteliais. Esses efetores modulam diversos 

processos celulares, incluindo o remodelamento dinâmico do citoesqueleto de actina, que 

resulta na formação de extensões de membrana, facilitando a internalização bacteriana (Jepson 

et al., 2001). Além disso, a ação coordenada dos efetores do T3SS-1 promove alterações no 

epitélio intestinal, como a reorganização do citoesqueleto de actina, o que aumenta a 

permeabilidade da mucosa a componentes bacterianos e facilita a invasão da bactéria. Essas 

alterações permitem que a S. typhimurium alcance a lâmina própria da mucosa intestinal e 

estimule o recrutamento de neutrófilos e macrófagos para o local da infecção. Ao mesmo tempo, 

os efetores bacterianos ativam vias de sinalização intracelulares, como NF-κB e MAPKs, que 

induzem a produção de citocinas inflamatórias (TNF, IL-1β, IL-6) e quimiocinas (CXCL1, 

CCL2). Dessa forma, a bactéria não apenas facilita sua própria entrada, mas também cria um 

ambiente inflamatório que favorece o estabelecimento da colonização inicial (Broz et al., 

2012a; Geddes et al., 2007). Na lâmina própria, a infecção de macrófagos por S. typhimurium 

desencadeia múltiplas respostas imunes essenciais para o reconhecimento e eliminação do 

patógeno. Entre elas estão a sinalização mediada por receptores do tipo Toll (TLRs) (Akira et 

al., 2006; Broz et al., 2012a; Galán, 2021), a ativação de inflamassomas (Clare, 2021; Han et 

al., 2024) e a indução de formas de morte celular programada, como piroptose e apoptose, que 

contribuem para limitar a disseminação da bactéria (Brokatzky & Mostowy, 2022; Broz & 

Monack, 2011; Eng et al., 2015; Keestra-Gounder et al., 2015). Após atravessar o epitélio 

intestinal, S. typhimurium é fagocitada por células apresentadoras de antígeno (APCs). As 

células dendríticas, migram para os linfonodos mesentéricos transportando a bactéria viável, 

onde a infecção se estabelece (figura 3). Quando a carga bacteriana não é controlada nesse 

estágio, as bactérias presentes nos linfonodos extravasam para a circulação sanguínea, 

desencadeando um quadro de bacteremia, principalmente em indivíduos com estado de saúde 

comprometido. Uma vez na corrente sanguínea, S. typhimurium é fagocitada por macrófagos 
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residentes no fígado (células de Kupffer) e no baço (macrófagos 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 lesões inflamatórias multifocais no fígado e no baço, caracterizadas pelo 

acúmulo de neutrófilos e macrófagos inflamatórios ao redor das bactérias, um achado 

histopatológico típico da infecção bacteriana sistêmica (Mastroeni et al., 2009). 

 

 

 

 

Figura 3. Disseminação de S. typhimurium após invasão intestinal. A bactéria transloca pelo 

epitélio, alcança o tecido subepitelial e se dissemina para linfonodos, sangue, fígado e baço, 

onde infecta populações fagocíticas e se replica em nichos intracelulares. Adaptado de 

Mastroeni et al. (2009). 

 

 

Os macrófagos desempenham papel central no controle da infecção por S. typhimurium 

e constituem um dos principais nichos intracelulares da bactéria (Drecktrah et al., 2006; Wu et 
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and escape of bacteria from the intracel-

lular environment allows further systemic 

dissemination of the bacteria to the blood-

stream, either by entering the blood directly 

or by passing through lymphatic vessels and 

the mesenteric lymph nodes. In the blood, 

S. enterica either exists as an extracellular 

bacterium or is associated with CD18+ leu-

kocytes18. S. enterica can also penetrate the 

gut wall by being engulfed by dendritic cells 

that can open the tight junctions between 

epithelial cells, sample bacteria at the 

mucosal surface and then, in systemic infec-

tions, transport them to distant sites19.

In the circulation, bacteria are opsonized 

but not lysed by complement factors, and are 

rapidly cleared from the blood to reach an 

intracellular location in the liver, spleen or 

bone marrow20–22.

Spatially independent foci of infect ion

From individual infected cells to multicellu-

lar pathological lesions. In systemic salmo-

nelloses, early foci of infection in the spleen 

and liver consist of individual phagocytes 

scattered in the tissues. Later, inflammatory 

polymorphonuclear cells are recruited at 

the infection sites and are spatially sepa-

rated, and multicellular pathological lesions 

develop23. Lesion formation is a dynamic 

process, and polymorphonuclear cells are 

later replaced by bone marrow-derived 

mononuclear cells24. The recruitment of 

these mononuclear cells to the infection  

foci is mediated by adhesion molecules,  

such as intercellular adhesion molecule 1  

(ICAM1)25, and the balanced action of 

cytokines (for example, tumour-necrosis 

factor (TNF), interferon-γ (IFN-γ), inter-

leukin-12 (IL-12), IL-18, IL-4 and IL-15)26–30. 

Activation of the antimicrobial functions of 

the recruited phagocytes is dependent on the 

presence of IFN-γ, which is released by natu-

ral killer cells in the early stages of the infec-

tion and by T cells later on31–33. Most of the 

bacteria are contained in these well-defined 

lesions (FIG. 2). Failure to form pathological 

lesions results in abnormal growth and dis-

semination of the bacteria in the infected 

tissues33–35.

S. enterica must be able to survive 

and grow within cells to be virulent36. 

Phagocytes control the growth of S. enter-

ica using reactive oxygen intermediates 

(ROIs) and reactive nitrogen intermediates 

(RNIs)37–39. Regulation of the flux of diva-

lent cations by the endosome-associated 

phosphoglycoprotein NRAMP1 (natural 

resistance-associated macrophage protein 1; 

also known as Slc11a1), and the functions of 

lysosomal enzymes and defensins also con-

tribute to macrophage-dependent control of 

intracellular S. enterica40–45.

Several S. enterica genes that are needed 

to cope with the intracellular environment 

are upregulated after entry inside phago-

cytes46,47. Genes in Salmonella-pathogenicity 

island 2 inhibit the targeting of ROIs and 

RNIs to the phagosome39,48 and inhibit the 

production of RNIs within cells in vitro49. 

Superoxide dismutases are involved in the 

scavenging of oxygen radicals50. The PhoP/Q 

regulon is involved in the inhibition of 

fusion between lysosomes and Salmonella-

containing vacuoles in macrophages and in 

resistance to defensins40,51. Although it is not 

completely clear which of these mechanisms 

prevail in vivo, it is clear that evasion of 

phagocyte killing plays an important part in 

the virulence of S. enterica.

Bacterial spread to new cells and new foci. 

Counteracting or evading specific intracel-

lular host antimicrobial mechanisms is prob-

ably only one of the mechanisms by which 

S. enterica evades immune control. Direct 

microscopic observation of infected cells 

after in vivo infection has revealed that the 

bacteria spread and are distributed  

in the tissues in parallel with the onset and 

escalation of the host immune response. 

S. enterica growth in tissues results in the 

continuous re-distribution of bacteria to 

uninfected cells and in the spread of the 

microorganisms to new infection foci that 

become pathological lesions52. In a host–

pathogen interaction in which the bacteria 

grow at different rates, the increase in 

the number of infected cells parallels the 

net growth rate of the bacteria. The same 

premise applies to multicellular pathological 

lesions, which increase in number in paral-

lel with the microbial burden, whereas there 

is only a small increase in the size of the 

lesion52. This indicates that the bacteria grow 

within discrete infection foci in an organ 

and escape from these sites to disseminate 

throughout that organ, staying one step 

ahead of the local escalation of the immune 

response that progressively occurs at the 

level of each infection focus52 (FIG. 2).

It is still unclear how bacteria spread 

from one focus of infection to another. 

Necrotic cell lysis, which releases bacteria 

from the intracellular environment and ena-

bles them to be carried randomly to distant 

Figure 1 | Spread of Salmonella enterica in the mouse. S. enterica invades epithelial and M cells 

and is engulfed by resident macrophages and dendritic cells. In the submucosa, the bacteria acti-

vate caspase 1-mediated cell death of resident macrophages, leading to the production of 

interleukin-1β (IL-1β) and IL-18, which mediate the recruitment of polymorphonuclear phagocytes 

(PMNs). The bacteria then reach the mesenteric lymph nodes and the blood before being captured 

by resident phagocytes in the spleen and liver. Hepatic and splenic multicellular pathological lesions 

form at the foci of infection.
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al., 2014). Nessas células, a internalização da bactéria ocorre por fagocitose, processo em que 

receptores presentes na superfície dos macrófagos reconhecem a bactéria diretamente, ou após 

opsonização por proteínas do sistema complemento ou por anticorpos. Diferentemente das 

células epiteliais, onde a invasão é ativamente promovida pelo sistema T3SS-1, nos macrófagos 

a fagocitose constitui o principal mecanismo de entrada bacteriana na célula. O sucesso de 

Salmonella em residir e se multiplicar no interior de macrófagos depende grandemente da sua 

capacidade em modular a formação e a maturação do fagossomo (Akira et al., 2006; Hayashi 

et al., 2001; Korhonen et al., 2005; Weiss et al., 2004).  

Após a fagocitose, a bactéria passa a residir em um vacúolo especializado em suportar 

a replicação bacteriana denominado SCV (vacúolo contendo Salmonella) (Broz et al., 2012b). 

Nesse compartimento, proteínas efetoras bacterianas são injetadas no citoplasma do macrófago 

para modificar o ambiente intracelular, promovendo alterações como a acidificação progressiva 

do vacúolo e o remodelamento da membrana vacuolar. Essas mudanças são cruciais porque a 

ativação do sistema de secreção do tipo III T3SS-2 depende do ambiente ácido do SCV. O 

T3SS-2, codificado pela ilha de patogenicidade SPI-2 (Salmonella Pathogenicity Island-2), é 

um complexo multiproteico que injeta efetores bacterianos diretamente no citoplasma da célula 

hospedeira. Uma vez ativado, o T3SS-2 permite a secreção de efetores especializados que 

reorganizam o tráfego endossômico, limitam a fusão 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 & Galán, 2004; 

Keestra-Gounder et al., 2015). 

Conforme destacado acima, Smurf1 tem sido associado a diversos processos de 

regulação imune, desde a modulação de vias de sinalização inflamatórias até mecanismos de 

autofagia seletiva, desempenhando papel relevante no controle da inflamação e da imunidade 

inata. No entanto, sua participação na defesa do hospedeiro contra infecções bacterianas ainda 

precisa ser mais bem explorado. Com base nessas informações, este trabalho tem como objetivo 

estudar a importância de Smurf1 em regular a imunidade inata e a resistência do hospedeiro 

contra a infecção por S. typhimurium. A hipótese deste trabalho é que Smurf1 desempenha um 

papel importante em regular a ativação da imunidade inata contra Salmonella, e que a 

modulação farmacológica da sua atividade pode ter efeitos cruciais na resistência contra a 

infecção. 
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2. OBJETIVO 

 

2.1. Objetivo geral 

Investigar o papel de Smurf1 na modulação da resposta imune inata e resistência do hospedeiro 

à infecção por S. typhimurium. 

 

 

2.2. Objetivos específicos 

- Avaliar o papel de Smurf1 no processo de entrada de S. typhimurium em macrófagos;  

- Analisar o impacto da deleção genética de Smurf1 na replicação intracelular de                                

S. typhimurium, na viabilidade dos macrófagos infectados e na produção de nitrito; 

- Caracterizar o perfil de citocinas inflamatórias produzidas por macrófagos Smurf1⁻/⁻ em 

resposta à infecção por S. typhimurium; 

- Avaliar como a deleção de Smurf1 afeta a carga bacteriana, a produção citocinas, dano tecidual 

e a sobrevivência de camundongos infectados com S. typhimurium por via oral ou 

intraperitoneal; 

- Investigar os efeitos da inibição farmacológica de Smurf1 na resposta inflamatória e no 

controle bacteriano em modelos de infecção in vitro e in vivo; 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Animais 

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 (animais selvagens, WT) e 

camundongos geneticamente deficientes para Smurf1 (Smurf1⁻/⁻), ambos com fundo genético 

C57BL/6, conforme descrito por Yamashita et al., 2005. Os animais foram mantidos no biotério 

do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), sob 

condições padronizadas de temperatura ambiente (24 ± 2 °C), com um ciclo claro/escuro de 12 

horas. A alimentação foi fornecida ad libitum, assim como o acesso à água filtrada. 

Os experimentos foram conduzidos com camundongos machos ou fêmeas, com idade 

entre 6 e 8 semanas. Todos os procedimentos envolvendo o uso de animais foram realizados em 

conformidade com as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

(CONCEA) e previamente aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

UFMG, sob o protocolo nº 268/2024. 

 

3.2. Crescimento de S. typhimurium e preparo do inóculo para infecção 

A cepa Salmonella enterica serovar Typhimurium (ATCC 14028) foi utilizada em todos 

os experimentos. Para o preparo do inóculo, as bactérias foram inicialmente cultivadas em 10 

mL de meio Luria-Bertani (LB) (KASVI, Brasil), sob agitação constante (180 rpm) a 37 °C em 

cultura overnight, afim de atingir a fase estacionária de crescimento. Nessa fase, o crescimento 

bacteriano desacelera devido à limitação de nutrientes e ao acúmulo de subprodutos 

metabólicos. As culturas obtidas nessa condição foram utilizadas em experimentos específicos, 

conforme indicado nas legendas das figuras. No dia seguinte, uma alíquota da cultura 

estacionária foi diluída na proporção de 1:50 em meio LB estéril e incubada novamente sob 

agitação (180 rpm) a 37 °C por 4 horas, até que as bactérias atingissem a fase logarítmica (fase 

log) de crescimento. Essa fase é caracterizada por alta taxa de divisão celular e elevada 

viabilidade bacteriana, sendo ideal para experimentos que requerem replicação ativa dos 

microrganismos. Além disso, nesse estágio, Salmonella expressa altos níveis de genes 

relacionados ao sistema de secreção do tipo III (T3SS-1), que contribuem para modular a 

resposta inflamatória inicial e iniciar a formação do vacúolo. Após o período de incubação, as 

culturas bacterianas (fase log ou fase estacionária) foram centrifugadas a 5.000 rpm por 10 

minutos. O sedimento bacteriano (pellet) foi cuidadosamente ressuspendido em PBS 1X 

(tampão fosfato salino estéril, pH 7,4) e a densidade óptica da suspensão foi determinada por 
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espectrofotometria a 670 nm. Com base em curvas de crescimento previamente estabelecidas 

no laboratório, os valores de densidade óptica foram convertidos em unidades formadoras de 

colônia por mililitro (CFU/mL), permitindo o ajuste preciso da concentração bacteriana para os 

experimentos (Wu et al., 2014). 

Especificamente para os experimentos que avaliaram os mecanismos de associação e 

entrada bacteriana em macrófagos, foram utilizadas bactérias em três condições: cultivadas na 

fase log, na fase estacionária ou opsonizadas com proteínas do complemento. Para a 

opsonização, as bactérias foram incubadas com soro humano inativado (diluído 1:1 em PBS 

estéril) por 30 minutos a 37 °C, sob leve agitação. Em seguida, foram lavadas duas vezes com 

PBS 1X por centrifugação (5.000 rpm por 5 minutos) para a remoção do excesso de soro e 

imediatamente empregadas nos ensaios de infecção. 

Para os demais experimentos de replicação bacteriana, as bactérias foram cultivadas até 

a fase log, e as suspensões bacterianas foram diluídas para atingir a multiplicidade de infecção 

(MOI, multiplicity of infection) desejada, de acordo com os protocolos específicos de cada 

experimento, seja para infecção de macrófagos ou para infecção em camundongos. Nesta 

condição de cultivo, S. typhimurium apresenta elevada expressão do sistema de secreção T3SS-

1, que permite a invasão ativa nas células hospedeiras por meio da injeção de efetores capazes 

de remodelar o citoesqueleto. Após a internalização, o ambiente intracelular caracterizado por 

baixo magnésio, acidificação e limitação de nutrientes desencadeia a ativação do sistema de 

secreção T3SS-2, cuja ação é essencial para a manutenção do SCV e para a replicação 

bacteriana no interior dos macrófagos. 

Para os experimentos com S. typhimurium inativada por calor, as bactérias foram 

cultivadas até a fase log, as suspensões bacterianas foram ajustadas para MOI 20 e em seguida 

incubadas a 90º por 30 minutos, garantindo a inativação bacteriana antes da utilização nos 

experimentos. Nessa condição, as células são expostas apenas aos PAMPs bacterianos, de modo 

que a ativação ocorre predominantemente por meio do reconhecimento via PRRs presentes nos 

macrófagos. 

 

3.3. Avaliação do crescimento de S. typhimurium na presença do inibidor de Smurf1  

Nos ensaios de inibição farmacológica de Smurf1 utilizamos o inibidor A01 (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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agitação, em cultura overnight, e posteriormente subcultivada até a fase log, conforme descrito 

acima. A suspensão bacteriana foi centrifugada, ressuspensa em LB estéril e distribuída em 

placas de 96 poços (200 µL/poço). O inibidor A01 foi diluído em DMSO (dimethyl sulfoxide, 

diluente de A01) de acordo com as instruções do fabricante e adicionado aos poços em 

concentrações finais de 10 µM ou 50 µM, em quadruplicata. Como controles, foram utilizados 

poços contendo bactérias tratadas apenas com DMSO ou não tratadas. As placas foram 

incubadas a 37 °C com agitação, e a densidade óptica registrada a 670 nm por 6 horas. 

 

3.4. Infecção de macrófagos derivados da medula óssea e quantificação da replicação 

bacteriana 

Macrófagos derivados da medula óssea (BMDMs, bone marrow-derived macrophages) 

foram obtidos a partir de camundongos WT ou Smurf1⁻/⁻. Para isso, os animais foram 

eutanasiados e os fêmures e tíbias foram cuidadosamente dissecados sob condições assépticas. 

As extremidades ósseas foram cortadas e o conteúdo da medula foi extraído 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 óssea 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 L929 (LCCM, L-cell conditioned medium). Esse meio, derivado de 

fibroblastos murinos L929, é rico em M-CSF (Macrophage Colony-Stimulating Factor), fator 

essencial para a diferenciação de macrófagos. As culturas foram mantidas a 37 °C com 5% de 

CO₂, e o 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 poços na densidade de 3 x 10⁵ células por poço. Após 24 horas de incubação adicional 

para adesão e estabilização, os BMDMs foram submetidos ao protocolo de infecção. 

Alternativamente, para os ensaios de inibição de Smurf1 com A01, macrófagos WT foram pré-

tratados por 1 hora com o inibidor A01 (50 µM), diluído em DMSO estéril. Ensaios prévios de 

citotoxicidade por MTT, realizados em nosso grupo de pesquisa com ampla faixa de 

concentrações (0,1–100 µM) demonstraram que 50 µM foi bem tolerado pelos BMDMs ao 

longo de 24 horas, sem induzir morte celular significativa. Assim, esta concentração foi 

selecionada como dose de trabalho (dados não mostrados). Células tratadas apenas com o 

DMSO foram utilizadas como controle negativo do composto. 



29 

 

 

Os BMDMs foram infectados com S.typhimurium com uma MOI de 10. Após infecção, as 

placas foram centrifugadas a 3.000 rpm por 5 minutos. Em seguida, as culturas foram incubadas 

a 37 °C com 5% de CO₂ por 15 minutos para permitir a fagocitose. As células foram então 

lavadas cuidadosamente com PBS 1X estéril para remover as bactérias não internalizadas. Em 

seguida, foi adicionado DMEM suplementado com 10% de FBS e 50 µg/mL de gentamicina 

(Sigma-Aldrich, Brasil) por 20 minutos, com o objetivo de eliminar as bactérias extracelulares. 

Após esse período, o meio foi substituído por DMEM contendo gentamicina a 10 µg/mL, 

concentração 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 poços pelo tempo remanescente da infecção. 

Para a avaliação da replicação bacteriana intracelular, os BMDMs foram lisados nos 

tempos de 0, 4, 18 e 24 horas após infecção com 100 µL de solução de Triton X-100 a 1% 

(Sigma-Aldrich, EUA) em PBS 1X por 5 minutos, para liberação das bactérias viáveis 

intracelulares. As amostras lisadas foram diluídas em série e plaqueadas em ágar LB para 

contagem de CFU após incubação de 24 horas a 37o C. 

 

3.5. Ensaio de associação e entrada bacteriana em macrófagos 

Com o objetivo de investigar o papel de Smurf1 nos mecanismos iniciais de interação 

entre macrófagos e bactéria, realizamos ensaios para avaliar a associação e entrada de S. 

typhimurium em BMDMs de animais WT ou Smurf1⁻/⁻. As bactérias foram cultivadas em três 

condições distintas: 

1.Fase log: as bactérias foram cultivadas até a fase log de crescimento. Nessa condição, a 

internalização ocorre por fagocitose, porém as bactérias se apresentam aos macrófagos com 

elevada expressão do T3SS-1 (Wu et al., 2014); 

2. Fase estacionária: as bactérias foram cultivadas overnight, alcançando a fase estacionária de 

crescimento. Nessa condição, a entrada ocorre por fagocitose, porém há baixa expressão de 

T3SS-1 (Drecktrah et al., 2006); 

3. Condição de fagocitose mediada por receptores do complemento: as bactérias, previamente 

cultivadas até a fase estacionária, foram incubadas por 30 minutos a 37 °C com soro humano 

inativado (14% v/v), o que chamamos de bactérias opsonizadas pelas proteínas do 

complemento. Nessa condição, a internalização da bactéria ocorre predominantemente por 
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receptores de complemento presentes na superfície dos macrófagos (Drecktrah et al., 2006; 

Keestra-Gounder et al., 2015). 

Para este experimento, um total de 3 x 10⁵ células foram plaqueadas em cada poço, em 

placas de 48 poços (Greiner Bio-One, Brasil), no volume final de 200 μL por poço, e incubados 

por 24 horas a 37 °C com 5% de CO₂. Em seguida, as células foram infectadas com S. 

typhimurium nas condições acima descritas, de acordo com MOI indicada nas legendas das 

figuras. As placas foram então centrifugadas a 3.000 rpm por 5 minutos para favorecer o contato 

entre bactérias e células. 

Para o ensaio de associação bacteriana, as células foram incubadas a 37 °C com 5% de 

CO₂ por 20 minutos em meio DMEM suplementado com 10% FBS. Após esse período, as 

células foram lisadas com solução de Triton X-100 a 0,1% em PBS, diluídas em série e 

plaqueadas em ágar LB para contagem de CFU após incubação de 24 horas a 37º C. Este ensaio 

permitiu quantificar as bactérias associadas à superfície dos macrófagos, refletindo aquelas 

aderidas à membrana celular. 

Em continuidade ao experimento, para o ensaio de entrada bacteriana, as células foram 

incubadas a 37 °C com 5% de CO₂ com DMEM suplementado com 10% FBS contendo 

50 µg/mL de gentamicina por 20 minutos. Em seguida, as células foram novamente lavadas 

com PBS 1X, lisadas com Triton X-100 a 0,1% em PBS, diluídas em série e plaqueadas em 

ágar LB para contagem de CFU após incubação de 24 horas a 37ºC. Este ensaio permitiu 

quantificar especificamente as bactérias internalizadas pelos macrófagos, representando o 

número de bactérias localizadas no interior das células. 

 

3.6. Estímulo de macrófagos com LPS 

BMDMs de animais WT ou Smurf1⁻/⁻, obtidos conforme descrito anteriormente, foram 

mantidos em cultura por 24 horas para adesão e estabilização. Posteriormente, as células foram 

lavadas com PBS 1X e estimuladas com lipopolissacarídeo (LPS) de S. typhimurium (Sigma-

Aldrich, EUA), previamente submetido à sonicação por 5 minutos para homogeneização da 

suspensão. As concentrações utilizadas foram 25 ng/mL, 50 ng/mL e 100 ng/mL. Após 7 horas 

de incubação a 37 °C com 5% de CO₂ os sobrenadantes foram coletados e armazenados a -80°C 

para análises subsequentes. 

 

 



31 

 

 

3.7. Ensaio de viabilidade celular 

A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio colorimétrico de MTT (3-[4,5-

dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazólio brometo), que se baseia na capacidade das mitocôndrias 

de células metabolicamente ativas de reduzir o sal de tetrazólio MTT em cristais insolúveis de 

formazan. Para isso, BMDMs WT ou Smurf1-/-, obtidos conforme descrito anteriormente, 

foram semeados em placas de 96 poços (Costar, USA) na densidade de 1 x 10⁵ células por poço 

e mantidos em incubadora a 37 °C com 5% de CO₂ por 24 horas para aderência. Células não 

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 Smurf1 A01 (50μM) ou DMSO por 24 horas. Após os períodos de incubação 

o meio de cultura foi cuidadosamente removido, e cada poço recebeu 100 µL de solução de 

MTT (Thermo Fisher Scientific, EUA) preparada na concentração 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 

CO₂, protegidas da luz. Ao término da incubação, o conteúdo dos poços foi cuidadosamente 

descartado, e os cristais de formazan formados no fundo de cada poço foram solubilizados com 

100 µL de DMSO por poço e a absorbância foi medida a 570 nm. Os valores de absorbância 

foram utilizados para calcular a viabilidade celular, expressa como percentual em relação ao 

grupo controle não infectado. 

 

3.8. Modelo de infecção 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 inóculo. 

Para o modelo de infecção oral, os animais receberam por gavagem 100 µL de PBS 

contendo 1 x 106 CFU de S. typhimurium. Para a infecção intraperitoneal, foi preparado um 

inóculo de 1 x 102 CFU em 100 µL de PBS estéril, sendo administrado nos animais por injeção 

na cavidade peritoneal com agulha de insulina.  

Nos experimentos de tratamento com A01, camundongos WT receberam o A01 na dose 

de 10 mg/kg, diluído em 100 µL de óleo de soja (veículo) por via intraperitoneal. A primeira 

dose foi administrada 1 hora antes da infecção intraperitoneal. Os grupos controle receberam 

exclusivamente o veículo, sem o inibidor. Para assegurar a manutenção da inibição de Smurf1, 

doses adicionais de A01 foram administradas a cada 24 horas, de acordo com o cronograma 
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experimental. Os animais infectados foram eutanasiados em diferentes tempos após infecção 

(48 ou 72 horas), conforme a finalidade do experimento. Após a eutanásia, órgãos alvo como 

fígado e baço foram cuidadosamente dissecados e coletados em condições estéreis para análises 

subsequentes. Para os ensaios de sobrevida, os animais receberam A01 diariamente por três dias 

após infecção. 

 

3.9. Análise de sobrevida 

A análise de sobrevida foi realizada em camundongos infectados com S. typhimurium 

tanto pela via intraperitoneal quanto pela via oral, conforme descrito anteriormente. Nos 

experimentos que incluíram tratamento com A01, os camundongos infectados receberam o 

inibidor A01 por via intraperitoneal 1 hora antes da infecção e durante três dias consecutivos. 

Durante o experimento, foram observados sinais de sofrimento como alterações da pelagem, 

postura, mobilidade, responsividade a estímulos e comportamento. Animais que apresentaram 

perda superior a 20% do peso corporal inicial ou sinais evidentes de sofrimento foram 

submetidos à eutanásia conforme diretrizes éticas. As taxas de sobrevida foram calculadas com 

base nos registros diários de mortalidade dos animais. Os camundongos sobreviventes ao 

término do experimento foram submetidos à eutanásia programada. 

 

3.10. Quantificação da carga bacteriana nos órgãos dos animais infectados 

Para a determinação da carga bacteriana em órgãos alvo, camundongos infectados foram 

eutanasiados em tempos experimentais previamente definidos (48 ou 72 horas após infecção) e 

o fígado e o baço, foram coletados em condições assépticas e pesados individualmente em 

balança analítica. Cada órgão foi transferido para tubos contendo 1 mL de PBS estéril e 

homogeneizado mecanicamente até completa desagregação do tecido. Posteriormente os 

homogenatos teciduais foram diluídos em PBS 1X estéril, e plaqueados em meio LB ágar para 

quantificação do CFU. A carga bacteriana foi normalizada em relação ao peso do órgão 

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

 

3.11. Análise histopatológica 

Para a avaliação das alterações histopatológicas induzidas pela infecção com                       

S. typhimurium, fragmentos dos órgãos alvo (fígado ou baço) foram coletados de animais WT 

ou Smurf1⁻/⁻ sob condições assépticas, imediatamente após a eutanásia. Os tecidos foram 
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imersos em solução de formalina tamponada a 10% (v/v) por 48 horas, à temperatura ambiente, 

para fixação. Após esse período, os fragmentos foram transferidos para solução de etanol a 70% 

e submetidos a processamento histológico automatizado, incluindo desidratação em gradiente 

alcoólico, diafanização em xilol e inclusão em parafina histológica. Os blocos parafinados 

foram então seccionados em micrótomo rotativo, com obtenção de cortes de 4 μm de espessura, 

os quais foram montados em lâminas de vidro e submetidos à coloração por hematoxilina e 

eosina (H&E). A avaliação histopatológica foi realizada de forma cega e independente por dois 

patologistas, que atribuíram escores de acordo com a intensidade da inflamação (0-3), presença 

de áreas de necrose (0-3), presença de êmbolos (0-3) e presença de trombos (0-1). A soma desses 

parâmetros resultou em um escore histopatológico total, com variação de 0 a 8 pontos para cada 

amostra. 

 

3.12. Quantificação de mediadores inflamatórios 

A quantificação de citocinas foi realizada tanto em sobrenadantes de cultura de 

BMDMs, quanto em amostras de órgãos de animais infectados. Nos experimentos in vitro, os 

macrófagos foram estimuladas com S. typhimurium viva ou bactérias inativadas pelo calor 

conforme descrito anteriormente, ou estimuladas com LPS purificado de Salmonella por 7 

horas. A quantificação foi realizada pelo ensaio de ELISA (mouse Duoset, R&D Systems, 

Minneapolis, EUA), de acordo com as instruções do fabricante. As leituras de absorbância 

foram obtidas em leitor de microplacas a 450 nm, e os resultados expressos em valores de 

concentração absoluta (pg/mL). 

Para a quantificação de citocinas nas amostras do fígado 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 citômetro 

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 padrão usando 

regressão logística de 5 parâmetros. 

 

3.13. Dosagem enzimática de mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-β-D-glicosaminidase 

(NAG) 

A infiltração de neutrófilos e macrófagos no fígado dos animais infectados foi 

quantificada indiretamente por meio da atividade enzimática da mieloperoxidase (MPO) e da 
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N-acetil-β-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, Na₃PO₄ 0,02 M e 

Na₂EDTA 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 µL de NaCl 0,2% gelado, 

seguido após 30 segundos por 750 µL de NaCl 1,6% com glicose 5% gelado. As amostras foram 

homogeneizadas novamente e divididas em duas alíquotas iguais (750 µL cada), destinadas às 

dosagens de MPO e NAG. Após nova centrifugação 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 Na₃PO₄ 

0,05 M e brometo de hexadeciltrimetilamônio – HETAB – 0,5% p/v, pH 5,4), para as amostras 

destinadas à dosagem de MPO, ou em solução de Triton X-100 a 0,5% em salina 0,9%, para as 

amostras destinadas à dosagem de NAG. As amostras foram submetidas a três ciclos de 

congelamento em nitrogênio líquido e descongelamento à temperatura ambiente, 

homogeneizadas e então armazenadas a –20 °C até a realização dos ensaios. 

As amostras destinadas à 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 enzimático. Em 

placas de 96 poços, foram adicionados 25 µL de cada amostra (em duplicata), seguidos de 25 

µL de Buffer 2 (controle branco) e 25 µL do substrato cromogênico TMB (3,3’,5,5’-

tetrametilbenzidina, 1,6 mM). Após incubação a 37 °C com 5% de CO₂ por 5 minutos, foram 

adicionados 100 µL de H₂O₂ 0,002%, com nova incubação a 37 °C com 5% de CO₂ por mais 5 

minutos. A reação foi interrompida com a adição de 100 µL de H₂SO₄ 1 M, e a absorbância foi 

lida a 450 nm utilizando leitor de microplacas. Os resultados foram expressos em densidade 

óptica (OD). 

As amostras destinadas à dosagem de NAG foram centrifugadas a 3.000 rpm por 10 

minutos a 4 °C e 100 µL do sobrenadante (diluído, se necessário) foram adicionados em 

duplicata a poços de placas de 96 poços contendo tampão citrato/fosfato (pH 4,5). O controle 

branco foi constituído pelo tampão sem amostra. Em seguida, foram adicionados 100 µL do 

substrato cromogênico p-nitrofenil-N-acetil-β-D-glicosaminídeo (pNP-GlcNAc, 0,767 mg/mL 

em tampão citrato/fosfato), e as placas foram incubadas a 37 °C com 5% de CO₂ por 10 minutos. 

A reação foi interrompida com 100 µL de tampão 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 óptica (OD). 
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3.14. Dosagem de nitrito  

A produção de nitrito nos sobrenadantes dos BMDMs foi avaliada pelo ensaio 

colorimétrico de Griess, método amplamente utilizado como indicador indireto da síntese de 

NO (Giustarini et al., 2008). Para a reação, foram preparados dois reagentes: Solução A, 

contendo sulfanilamida a 1% (p/v) em ácido fosfórico a 2,5% (v/v) e Solução B, composta por 

NED a 0,1% (p/v) em ácido fosfórico a 2,5% (v/v). As soluções foram misturadas na proporção 

1:1 imediatamente antes do uso, originando o reagente de Griess. Paralelamente, uma curva 

padrão foi construída utilizando soluções seriadas de nitrito de sódio (NaNO₂) em PBS 1X, em 

concentrações variando de 0 a 250 µM. O ensaio foi realizado em placas de 96 poços, onde 

foram adicionados 50 µL de amostras ou padrões (em duplicata), seguidos de 100 µL do 

reagente de Griess recém preparado. As placas foram incubadas por 10 minutos à temperatura 

ambiente e protegidas da luz. Em seguida a absorbância foi lida em espectrofotômetro de 

microplacas no comprimento de onda de 540 nm. Os resultados foram expressos em micromolar 

(µM) de nitrito. 

 

3.15. Análise estatística 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). Diferenças 

estatísticas foram avaliadas por ANOVA de duas vias com pós-teste de Sídák, ANOVA de uma 

via, teste de Mann-Whitney, teste de Kruskal-Wallis ou teste t de Student, conforme indicado 

nas legendas das figuras. As análises de sobrevida foram realizadas pelo teste de Log-rank. As 

análises 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. Smurf1 interferiu na fagocitose de S. typhimurium opsonizada por proteínas do 

complemento 

Para investigarmos o papel de Smurf1 na interação entre macrófagos e S. typhimurium, 

realizamos ensaios de associação e entrada bacteriana. Para isso, S. typhimurium foi cultivada 

em três condições distintas: fase log, fase estacionária e opsonizada por proteínas do 

complemento, conforme descrito anteriormente. Nosso objetivo foi avaliar se a forma como a 

bactéria se apresenta ao macrófago no momento inicial da infecção influencia a fagocitose, e 

verificar se Smurf1 desempenha algum papel nesse processo.  

Para definirmos as três condições de cultivo, realizamos uma curva de crescimento de 

S. typhimurium, que foi importante para determinar os diferentes estágios do ciclo bacteriano 

(1-fase lag, 2-fase log e 3-fase estacionária). Para isso, as bactérias foram cultivadas em meio 

LB overnight. No dia seguinte, o crescimento bacteriano foi monitorado por leituras da 

densidade óptica a 670 nm em intervalos de uma hora (figura 4A). Após aproximadamente 3 a 

4 horas de cultivo, observamos que a bactéria atingiu a fase log, caracterizada por crescimento 

exponencial e elevada expressão do sistema de secreção T3SS-1 (figura 4B). Quando 

internalizadas pelos macrófagos nessa condição, as bactérias ativam a expressão do T3SS-2, 

fundamental para a formação do SCV e favorecimento da replicação intracelular. Após cerca 

de 5 horas, S. typhimurium entrou em fase estacionária, momento em que não ocorre mais 

crescimento exponencial, e baixa expressão de T3SS-1 (Drecktrah et al., 2006; Z. Fang & 

Méresse, 2022; Wu et al., 2014).  

Nossos resultados demonstraram que os níveis de associação bacteriana foram 

semelhantes entre os macrófagos WT e Smurf1⁻/⁻ quando as células foram infectadas com S. 

typhimurium cultivada na fase log ou infectadas com as bactérias opsonizadas com proteínas 

do complemento. Por outro lado, quando utilizamos bactérias cultivadas até a fase estacionária, 

observamos níveis mais elevados de associação bacteriana em macrófagos Smurf1⁻/⁻ em 

comparação aos macrófagos WT, sugerindo que a ausência de Smurf1 favoreceu a etapa inicial 

de interação entre a bactéria e a membrana celular (figura 4C). 

No ensaio de entrada bacteriana, observamos que a internalização de S. typhimurium foi 

semelhante entre macrófagos WT e Smurf1⁻/⁻ quando as células foram infectadas com bactérias 

cultivadas nas fases log ou fase estacionária de crescimento. No entanto, quando as bactérias 

foram previamente opsonizadas com proteínas do complemento, observamos um aumento no 
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número de bactérias internalizadas em macrófagos Smurf1⁻/⁻ em comparação aos macrófagos 

WT (Figura 4D). 

Em conjunto, nossos achados sugerem que Smurf1 desempenha um papel na regulação 

da fagocitose via receptores do complemento. 
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Figura 4. Dinâmica de crescimento de S. typhimurium e avaliação da associação e entrada 

bacteriana em BMDMs WT e Smurf1⁻/⁻. (A) Leitura da densidade óptica (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 estacionária. (C) Ensaio 

de associação de S. typhimurium em BMDMs WT ou Smurf1⁻/⁻ cultivadas em três condições: 

fase log (Log), fase estacionária (Estac.) e bactéria opsonizada por proteínas do complemento 

(Opson.). (D) Ensaio de entrada de S. typhimurium em BMDMs WT ou Smurf1⁻/⁻ cultivadas 

em três condições : fase log (Log), fase estacionária (Estac.) e bactéria opsonizada por proteínas 

do complemento (Opson.) As células foram infectadas com MOI 10. As barras representam a 

média ± desvio padrão de triplicatas de amostras. *p < 0,05; **p < 0,01; teste two-way ANOVA. 
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4.2. A ausência de Smurf1 reduziu a replicação intracelular de S. typhimurium em 

macrófagos, independentemente da produção de NO e sem afetar a viabilidade celular 

Para investigar a contribuição da E3 ligase Smurf1 na replicação bacteriana, BMDMs 

de camundongos WT ou Smurf1⁻/⁻ foram infectados com S. typhimurium (MOI 10). A carga 

bacteriana intracelular foi determinada pelo ensaio de CFU. Paralelamente, a produção 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 análise inicial da carga bacteriana demonstrou que imediatamente após a infecção 

(tempo 0 horas), os BMDMs WT e Smurf1⁻/⁻ apresentavam níveis equivalentes de bactérias 

viáveis, indicando que a ausência de Smurf1 não comprometeu os mecanismos de entrada da 

bactéria nas células hospedeiras. De forma semelhante, após 4 horas de infecção, os valores de 

CFU permaneceram próximos entre os dois grupos. Contudo, as diferenças entre os grupos 

tornaram-se evidentes em 18 horas após infecção. Nesse momento, os BMDMs WT exibiram 

um aumento expressivo da replicação intracelular, e os BMDMs Smurf1⁻/⁻ mostraram uma 

carga bacteriana significativamente menor. Esse resultado sugere que Smurf1 atua como um 

fator importante para a replicação intracelular de S. typhimurium. Já em 24 horas após infecção, 

a diferença entre os grupos deixou de ser evidente, pois ambos apresentaram uma redução da 

carga bacteriana intracelular, atingindo níveis semelhantes (figura 5A). De forma geral, este 

resultado de replicação bacteriana sugere que Smurf1 pode tanto facilitar a replicação 

bacteriana quanto inibir a atividade microbicida dos macrófagos. 

Considerando a possibilidade de que Smurf1 pudesse regular mecanismos microbicidas, 

avaliamos os níveis de nitrito nos sobrenadantes de BMDMs infectados com S. typhimurium. 

Curiosamente, nossos resultados revelaram que 4 horas após a infecção, BMDMs WT e 

Smurf1⁻/⁻ apresentaram concentrações semelhantes de nitrito. Porém, no período de 18 horas 

após infecção, ambos os grupos apresentaram um aumento significativo da produção de nitrito, 

sendo que os BMDMs WT apresentaram níveis maiores em comparação aos BMDMs 

Smurf1⁻/⁻. Após 24 horas, os BMDMs WT mantiveram o aumento progressivo na produção de 

nitrito, enquanto nos BMDMs Smurf1⁻/⁻ os valores permaneceram próximos aos observados no 

tempo anterior (figura 5B). Esses resultados sugerem que a maior replicação bacteriana de S. 

typhimurium na presença de Smurf1 provavelmente não decorre de uma inibição, mediada por 

Smurf1, dos mecanismos microbicidas dependentes de NO. 
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Para verificar se a menor replicação bacteriana observada nos BMDMs Smurf1⁻/⁻ 

poderia estar associada a alterações induzidas por S. typhimurium na morte celular, avaliamos 

em paralelo a viabilidade dos macrófagos pelo ensaio de MTT. Esse método permite estimar a 

atividade metabólica mitocondrial das células vivas, funcionando como um indicador indireto 

de sua integridade e viabilidade. Os resultados mostraram que a infecção por S. typhimurium 

reduziu progressivamente a viabilidade celular em ambos os grupos, com queda significativa 

em 18 horas e 24 horas após infecção em relação às células não infectadas (figura 5C). A 

comparação entre os genótipos não revelou diferenças significativas em nenhum dos tempos 

avaliados, indicando que tanto BMDMs WT quanto BMDMs Smurf1⁻/⁻ apresentaram padrões 

semelhantes de morte celular frente à infecção, sugerindo que o mecanismo pelo qual Smurf1 

regula a replicação bacteriana não está relacionado à morte celular dos macrófagos. 

Em conjunto, nossos resultados demonstraram que a ausência de Smurf1 reduziu a 

replicação intracelular de S. typhimurium em macrófagos, sem que esse efeito fosse relacionado 

ao aumento da produção de óxido nítrico, uma vez que os níveis de nitrito foram inferiores nos 

macrófagos Smurf1⁻/⁻ em comparação aos macrófagos WT. Além disso, a menor carga 

bacteriana observada não resultou de redução da viabilidade celular entre os grupos. 
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Figura 5. Replicação intracelular de S. typhimurium, produção de nitrito e viabilidade 

celular em BMDMs WT e Smurf1⁻/⁻ (A) Quantificação de CFU em BMDMs WT e Smurf1⁻/⁻ 

em diferentes tempos após infecção (0, 4, 18 e 24 horas). (B) Dosagem de nitrito no 

sobrenadante das culturas pelo método de Griess. (C) Avaliação da viabilidade celular pelo 

ensaio de MTT em células não infectadas (NI) e após 18 e 24 horas de infecção. As barras 

representam a média ± desvio padrão de triplicatas de amostras. *p<0,05; ***p<0,001; teste 

two-way ANOVA. 
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4.3. A ausência de Smurf1 alterou a produção de citocinas durante a infecção por S. 

typhimurium 

Durante a infecção por S. typhimurium, os macrófagos secretam citocinas que 

desempenham papel central na resposta inflamatória, promovendo a ativação de células do 

sistema imune e contribuindo para o controle da infecção (Broz et al., 2012a; Coburn et al., 

2007). Baseado nessas evidências, buscamos investigar se Smurf1 poderia influenciar a 

produção de citocinas durante a infecção bacteriana. Para isso, BMDMs de animais WT ou 

Smurf1⁻/⁻ foram infectados com S. typhimurium e os níveis de citocinas produzidos foram 

quantificados por ELISA.  

Nossos resultados demonstraram que os BMDMs Smurf1⁻/⁻ apresentaram níveis 

significativamente menores das citocinas inflamatórias TNF e IL-6 já nas primeiras 6 horas 

após a infecção, em comparação aos BMDMs WT (Figuras 6A e 6B). Essa redução se manteve 

nos tempos seguintes, 18 e 24 horas após infecção, incluindo também a diminuição na produção 

das citocinas IL-1β, IL-12, CXCL1 e IL-10 (figuras 6C-6F). Esses dados sugerem que Smurf1 

pode estar envolvido tanto na replicação de Salmonella quanto na produção de citocinas. 

No entanto, estudos já publicados indicam que Smurf1 atua como regulador negativo 

das vias de sinalização inflamatória (Souza-Costa et., 2023). Considerando nossos resultados, 

levantamos a hipótese de que a redução na produção de citocinas observada na ausência de 

Smurf1 decorre da menor replicação bacteriana intracelular e, consequentemente, da redução 

da intensidade dos estímulos inflamatórios, ao invés de um efeito direto de Smurf1 sobre as 

vias de sinalização inflamatórias. Para testar essa hipótese, BMDMs de animais WT ou 

Smurf1⁻/⁻ foram estimulados com S. typhimurium inativada por calor. Nesta condição, as 

bactérias não se replicam e o estímulo inflamatório é reduzido, ocorrendo principalmente por 

meio de PAMPs, como o LPS, sem a ativação prolongada que depende da replicação da bactéria 

viva (Jensen et al., 2016; Kalupahana et al., 2005). Curiosamente, nossos resultados 

demonstraram que BMDMs Smurf1⁻/⁻ expostos à bactéria inativada secretaram níveis maiores 

das citocinas TNF e IL-6, em contraste com a infecção com S. typhimurium viva (figuras 6G e 

6H). De forma complementar, macrófagos foram estimulados com LPS purificado em 

diferentes concentrações (25, 50 e 100 ng/mL). Nossos resultados demonstraram que após 7 

horas de estímulo com LPS, os BMDMs WT e BMDMs Smurf1⁻/ apresentaram aumento 

progressivo na produção das citocinas TNF e IL-10 em relação às células não tratadas. 

Entretanto, na concentração de 100 ng/mL, os BMDMs Smurf1⁻/⁻ secretaram níveis mais 
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elevados de TNF em comparação aos WT. Para a citocina IL-10, as diferenças entre os grupos 

se tornaram evidentes a partir de 50 ng/mL e se mantiveram em 100 ng/mL, com maior 

produção nos BMDMs Smurf1⁻/⁻ (figuras 6I e 6J). Estes resultados indicam que, diante de 

estímulos inflamatórios como o LPS de bactérias inativadas, Smurf1 atua como regulador 

negativo da resposta inflamatória dos macrófagos, em concordância com os estudos já 

publicados.  

Em conjunto, nossos resultados indicaram que Smurf1 desempenha um papel relevante 

durante a infecção por S. typhimurium. A ausência de Smurf1 reduziu a replicação bacteriana 

e, como consequência, levou à menor produção das citocinas inflamatórias. Esses achados 

sugerem que a presença de Smurf1 contribuiu para a criação de um ambiente mais permissivo 

à replicação bacteriana, sem depender da produção de nitrito ou da morte celular durante a 

infecção por S. typhimurium. 
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Figura 6. A ausência de Smurf1 alterou a produção de citocinas durante a infecção por S. 

typhimurium. BMDMs WT ou Smurf1⁻/⁻ 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 concentrações das citocinas foram determinadas por ELISA nos tempos indicados. 

(A) TNF, (B) IL-6, (C) IL-1β, (D) IL-12, (E) CXCL1 e (F) IL-10 após infecção com S. 

typhimurium viva. (G) TNF e (H) IL-6 após estímulo com S. typhimurium inativada por calor. 

(I) TNF e (J) IL-10 após estímulo com LPS. NI= não infectado. NT= não tratado. As barras 

representam a média ± desvio padrão de experimentos realizados em triplicata. Diferenças 

estatísticas foram avaliadas por teste two-way ANOVA. *p < 0,05; **p < 0,01; **p < 0,001. 
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4.4. A deficiência de Smurf1 favoreceu a eliminação de S. typhimurium, reduziu a 

inflamação e o dano tecidual e melhorou a resistência do hospedeiro em um modelo 

experimental de salmonelose 

Nossos resultados in vitro demonstraram que Smurf1 promoveu a replicação de S. 

typhimurium e a produção de citocinas inflamatórias após infecção. Para avaliarmos se esses 

resultados também se reproduziam em um modelo in vivo de infecção, animais WT ou Smurf1⁻/⁻ 

foram infectados por via intraperitoneal e a carga bacteriana foi quantificada no fígado e no 

baço dos animais. Após 48 horas de infecção, observamos que o número de bactérias 

replicativas no fígado foi significativamente menor nos animais Smurf1⁻/⁻ em comparação aos 

animais WT. Esse padrão se manteve de forma ainda mais evidente em 72 horas após infecção, 

quando os animais WT apresentaram maior presença de bactérias no fígado, enquanto os 

animais Smurf1⁻/⁻ exibiram valores reduzidos (figura 7A). Resultado semelhante foi observado 

no baço, onde 72 horas após infecção os animais WT apresentaram maior carga bacteriana, 

enquanto os Smurf1⁻/⁻ mostraram números significativamente inferiores (figura 7B). Esses 

achados indicam que a ausência de Smurf1 está associada a uma menor colonização bacteriana 

nos órgãos alvo avaliados após infecção. 

Em seguida, quantificamos a produção de citocinas inflamatórias nos homogenatos do 

fígado dos animais infectados com S. typhimurium. Após 48 horas de infecção, não foram 

identificadas diferenças entre os grupos. Porém, em 72 horas após infecção, os animais WT 

apresentaram aumento expressivo na produção das citocinas TNF, IL-6, IFN-γ e CCL2, em 

relação aos animais Smurf1⁻/⁻ (figuras 7C-7F). Nos animais Smurf1⁻/⁻, a secreção dessas 

citocinas se manteve menor mesmo após 72 horas de infecção, quando comparado aos níveis 

elevados observados nos animais WT. Em conjunto, estes resultados corroboram com os dados 

observamos in vitro, sugerindo que Smurf1 favorece a replicação bacteriana e intensifica a 

inflamação. 

Durante a infecção sistêmica, a literatura descreve que a replicação de S. typhimurium 

nos tecidos, associada à intensa resposta inflamatória, pode resultar em dano tecidual (Y. T. Li 

et al., 2016). A partir dessas evidências, realizamos uma análise histopatológica do fígado dos 

animais infectados. Nossos resultados demonstraram que 72 horas após infecção, os animais 

WT apresentaram infiltrado inflamatório multifocal distribuído no parênquima hepático, 

composto predominantemente por neutrófilos, além da presença de macrófagos e linfócitos, 

acompanhado de áreas de necrose. Ao avaliarmos o fígado dos animais Smurf1⁻/⁻ observamos 
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menos áreas de inflamação e necrose (figura 7G). O escore histopatológico do fígado dos 

animais infectados demonstrou que os animais Smurf1⁻/⁻ apresentaram maior preservação da 

arquitetura tecidual, enquanto os animais WT exibiram inflamação e dano tecidual 

significativamente maiores (figura 7H). 

De forma complementar, avaliamos se o aumento do infiltrado inflamatório e dos 

escores histopatológicos observado no fígado dos animais estava associado ao acúmulo de 

macrófagos ou neutrófilo nos tecidos. Para isso, realizamos a quantificação indireta da atividade 

enzimática de N-acetilglucosaminidase (NAG), marcador da presença de macrófagos, e de 

mieloperoxidase (MPO), marcador da infiltração neutrofílica, em homogenatos hepáticos dos 

animais infectados. A atividade de NAG se manteve semelhante entre os grupos nos diferentes 

tempos analisados (figura 7I). Porém, a atividade de MPO foi significativamente maior no 

fígado dos animais WT em 72 horas, enquanto que os animais Smurf1⁻/⁻ apresentaram níveis 

reduzidos, indicando menor infiltração neutrofílica (figura 7J). Esses resultados sugerem que o 

aumento do dano hepático nos animais WT pode estar relacionado ao maior recrutamento de 

neutrófilos para o fígado. 

Por fim, avaliamos o impacto da ausência de Smurf1 na resistência do hospedeiro 

durante a infecção por S. typhimurium. Para isso, animais WT ou Smurf1⁻/⁻ foram infectados 

por via intraperitoneal ou via oral. No modelo de infecção intraperitoneal, os camundongos WT 

foram mais susceptíveis à infecção bacteriana, com todos os animais morrendo até o oitavo dia. 

Já a maioria dos camundongos Smurf1⁻/⁻ sobreviveram à infecção, apresentando taxa de 

sobrevida significativamente superior aos animais WT (figura 7L). No modelo de infecção oral, 

observamos um resultado semelhante. Os animais WT apresentaram mortalidade acentuada ao 

longo de 20 dias, enquanto os animais Smurf1⁻/⁻ mantiveram uma sobrevivência prolongada e 

significativamente maior em relação aos animais WT (figura 7K). 

Em conjunto, nossos resultados demonstraram que a ausência de Smurf1 reduziu a 

replicação bacteriana no fígado e baço dos animais infectados, menor produção de citocinas 

pró-inflamatórias, menos infiltração celular e dano hepático, além de menor atividade de MPO 

associada à presença de neutrófilos. Esses dados sugerem que Smurf1 favorece a replicação 

bacteriana e intensifica a inflamação durante a infecção por S. typhimurium, possivelmente 

contribuindo para o dano tecidual e comprometendo a sobrevivência do hospedeiro. 
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Figura 7. Resposta à infecção por S. typhimurium em animais WT ou Smurf1⁻/⁻. (A-B) CFU 

no fígado (A) e baço (B) de animais infectados por via intraperitoneal (100 bactérias/animal), 

48 e 72 horas após infecção. (C-G) Produção de citocinas em homogenatos fígado: TNF (C), 

IL-6 (D), IFN-γ (E), CCL2 (F), quantificadas por CBA. (G-H) Histopatologia hepática: imagens 

representativas em H&E (200x) (G) e escore histopatológico (H). (I-J) Atividade enzimática 

em homogenatos hepáticos: NAG (I) e MPO (J). (K-L) Curvas de sobrevivência após infecção 

oral (1x10⁶ bact./animal; K) e intraperitoneal (100 bact./animal; L). NI= não infectado. As 

barras representam média ± SEM. Diferenças estatísticas foram avaliadas por two-way ANOVA 

(A-F, I-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 inibição farmacológica de Smurf1 reduziu a replicação intracelular de S. 

typhimurium e modulou a produção de citocinas inflamatórias em macrófagos 

Trabalhos publicados anteriormente, descreveram moléculas capazes de interferir na 

atividade da Smurf1 (Cao et al., 2014; Rothman et al., 2025; Y. Zhang et al., 2017). Entre elas, 

se destaca o composto A01, uma pequena molécula identificada por meio de triagem in silico, 

que atua bloqueando o domínio WW de Smurf1. Esse bloqueio impede a ligação da enzima ao 

substrato SMAD1/5 e, consequentemente, evita sua ubiquitinação e a degradação proteassomal 

mediada por Smurf1 (Cao et al., 2014; Y. Zhang et al., 2017). Para confirmarmos o papel de 

Smurf1 na resposta imune inata durante a infecção por S. typhimurium, BMDMs de animais 

WT foram infectados com S. typhimurium e tratados com o composto A01. Para este 

experimento, as células foram tratadas por um período de 24 horas com doses crescentes de 

A01, de 0,1μM a 100μM. Os resultados demonstraram que a maior concentração testada e que 

não induziu citotoxicidade significativa nos macrófagos foi a dose de 50μM (dados não 

mostrados). 

Dessa forma, BMDMs de animais WT foram tratados com A01 por 1 hora seguido da 

infecção. Posteriormente avaliamos a replicação bacteriana e a produção de citocinas 

inflamatórias. Nossos resultados demonstraram que nos tempos de 18 e 24 horas após infecção, 

ocorreu uma redução na carga bacteriana intracelular dos BMDMs tratados com A01 em relação 

aos BMDMs infectados, mas não tratados (figura 8A). 

Para garantirmos que a redução de CFU observada não estivesse relacionada a um efeito 

direto do A01 sobre o crescimento e multiplicação de S. typhimurium, cultivamos a bactéria em 

meio LB contendo A01 ou DMSO e acompanhamos seu crescimento pela medição da densidade 

óptica durante um período de 6 horas. Nosso resultado demonstrou que S. typhimurium cresceu 

da mesma forma nos dois grupos, mostrando que o A01 não interferiu na replicação bacteriana 

(figura 8B). 

Posteriormente, investigamos se a inibição de Smurf1 poderia influenciar a produção de 

citocinas inflamatórias. Para isso, BMDMs de animais WT foram infectados com S. 

typhimurium e tratados com A01 uma hora antes da infecção. A análise dos sobrenadantes 

demonstrou que BMDMs tratados com A01 secretaram níveis significativamente menores das 

citocinas IL-1β e IL-12 em 18 horas e 24 horas após infecção (figuras 8C e 8D), quando 

comparados às células controle não tratadas. 
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Para confirmar que a redução da carga bacteriana e, consequentemente, da produção de 

citocinas nos BMDMs infectados e tratados com o inibidor de Smurf1 não estava associada a 

uma possível diminuição de viabilidade celular após tratamento com A01, realizamos um ensaio 

de MTT. A viabilidade celular foi avaliada após 24 horas de tratamento, e nossos resultados 

demonstraram que os macrófagos tratados com A01 não apresentaram alterações de viabilidade 

em relação às células tratadas com DMSO (figura 8E). 

Em conjunto, nossos resultados demonstraram que a inibição farmacológica de Smurf1 

com o composto A01 reproduziu os efeitos observados em macrófagos deficientes de Smurf1, 

levando à redução da carga bacteriana e da produção de citocinas inflamatórias durante a 

infecção por S. typhimurium. Além disso, tais efeitos não foram provocados por uma ação direta 

do A01 sobre a multiplicação bacteriana ou sobre a viabilidade em macrófagos. Esses dados 

sugerem que a inibição farmacológica de Smurf1 favorece a replicação de S. typhimurium 

durante a infecção. 
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Figura 8. Efeito da inibição de Smurf1 na replicação bacteriana e na produção de citocinas 

inflamatórias após infecção com S. typhimurium (A) Quantificação de CFU em macrófagos 

tratados com DMSO ou tratados com A01 (50 µM) em diferentes nos tempos 0, 18 e 24 após 

infecção.(B) Crescimento de S. typhimurium em meio LB na presença de DMSO ou A01 (50 

µM), monitorado pela densidade óptica (OD 670 nm) ao longo de 6 horas. (C-D) Produção das 

citocinas IL-1β (C) e IL-12 (D) em sobrenadantes de macrófagos tratados com DMSO ou A01 

(50 µM), quantificadas por ELISA. (E) Viabilidade celular de macrófagos tratados com DMSO 

ou A01 (50 µM) avaliada pelo ensaio de MTT. NI: não infectado. As barras representam a média 

± desvio padrão de experimentos independentes. *p < 0,05; ns: não significativo; teste two-way 

ANOVA. 
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4.6. A inibição farmacológica de Smurf1 reduziu a eliminação de Salmonella e a 

produção de citocinas em camundongos infectados 

Com o objetivo de avaliar se a inibição farmacológica de Smurf1 poderia afetar a 

resposta imune in vivo, animais WT foram tratados com A01 (10 mg/kg) por via intraperitoneal 

uma hora antes da infecção com S. typhimurium, sendo mantidas doses adicionais a cada 24 

horas. Após o período de 72 horas da infecção, a carga bacteriana foi quantificada no fígado e 

no baço dos animais. Nossos resultados demonstraram uma redução significativa no número de 

bactérias replicativas em ambos os órgãos em comparação aos animais tratados com o veículo 

(figura 9A). 

Posteriormente, realizamos a quantificação de citocinas inflamatórias nos homogenatos 

hepáticos desses animais, e os resultados demonstraram que os níveis das citocinas TNF, IL-6 

e IFN-γ estavam maiores nos animais infectados e tratados com o veículo, em comparação aos 

animas infectados com S. typhimurium e tratados com A01(figura 9B-9D).  

A análise histopatológica do fígado revelou que os animais infectados e não tratados 

apresentaram extensas áreas de necrose e infiltrado inflamatório intenso, enquanto o fígado dos 

animais infectados e tratados com o veículo ou com A01 mantiveram a arquitetura hepática 

preservada, com sinais mínimos de infiltração inflamatória e sem evidências de necrose intensa 

(figura 9E). A avaliação do escore histopatológico demonstrou que os animais infectados e 

tratados com o veículo exibiram uma redução do escore hepático quando comparado ao grupo 

infectado não tratado, embora essa diferença não tenha sido identificada estatisticamente. 

Porém, observamos que os animais infectados e tratados com A01 apresentaram uma redução 

significativa do escore histopatológico em relação aos animais infectados e não tratados (figura 

9F). 

Posteriormente, realizamos um ensaio de sobrevida com animais infectados via 

intraperitoneal e tratados com A01, em comparação com animais infectados e tratados apenas 

com veículo. Os resultados demonstraram que, apesar da redução da carga bacteriana e da 

resposta inflamatória menos intensa nos animais tratados com A01 observada em experimentos 

anteriores, o tratamento não resultou em aumento significativo na taxa de sobrevida, já que 

todos os animais, em ambos os grupos, acabaram não resistindo à infecção (figura 9G). 

Coletivamente, os resultados dos experimentos in vivo demonstraram que a inibição 

farmacológica de Smurf1 pelo A01 reduziu de forma significativa a carga bacteriana no fígado 

e no baço dos animais infectados, acompanhada de menores níveis de citocinas inflamatórias e 
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preservação da arquitetura hepática. Embora o tratamento, não apresentou aumento na 

sobrevida dos animais infectados, esses resultados indicaram que a inibição de Smurf1 foi capaz 

de atenuar a inflamação e contribuiu para o controle bacteriano, reproduzindo os efeitos 

observados nos animais deficientes de Smurf1. 
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Figura 9. A inibição farmacológica de Smurf1 reduziu a carga bacteriana e protegeu o hospedeiro 

contra inflamação exacerbada após infecção por S. typhimurium. Animais WT tratados com A01 

ou veículo. (A) CFU no fígado e baço após 72 horas da infecção. (B-D) níveis de TNF, IL-6 e IFN-γ 

nos homogeneizados hepáticos. (E) Histopatologia hepática corada com H&E (200x). (F) Escore 

histopatológico. (G) Curva de sobrevida dos animais infectados. NI= não infectado. n= 4-6 

camundongos por grupo (A–F) e n= 10 camundongos por grupo (G). Diferenças estatísticas foram 

avaliadas por teste t de Student (A), teste two-way ANOVA (B-D), Teste Kruskal–Wallis (F) e Teste 

Log-rank (G). Os dados representam média ± desvio padrão de dois experimentos independentes. 

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ns: não significativo. 
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5. DISCUSSÃO 

 A imunidade inata representa a primeira linha de defesa do organismo contra infecções 

bacterianas. Esse sistema é capaz de reconhecer rapidamente estruturas conservadas presentes 

nos microrganismos, conhecidas como PAMPs. Esse reconhecimento é realizado por receptores 

PRRs, localizados na superfície celular, em endossomos ou no citoplasma, permitindo a 

detecção eficiente das bactérias em diferentes compartimentos celulares. Uma vez ativados, 

esses receptores desencadeiam cascatas de sinalização intracelular que levam ativação da 

inflamação e de mecanismos microbicidas, como por exemplo, a síntese de NO. Esses processos 

são essenciais porque controlam a replicação bacteriana, limitam a disseminação do patógeno e 

garantem uma resposta rápida e eficaz do sistema imune inato. Entender como os fatores do 

hospedeiro atuam para modular as respostas imunes inatas é fundamental para o 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas contra doenças infecciosas e inflamatórias. 

 Os resultados apresentados nessa tese, demonstraram que Smurf1, uma E3 Ub ligase 

do hospedeiro importante para o processo de ubiquitinação, regula a imunidade inata durante 

a infecção por S. typhimurium. Nossos achados indicaram que a ausência de Smurf1 favoreceu 

a fagocitose de bactérias opsonizadas pelas proteínas do complemento, sem interferir em 

outros mecanismos de entrada de S. typhimurium nos macrófagos, sugerindo seu envolvimento 

nas etapas iniciais da infecção bacteriana. Também demonstramos que Smurf1 contribuiu para 

maior replicação intracelular de S.typhimurium e maior produção de citocinas inflamatórias 

tanto em BMDMs quanto em animais infectados. Em concordância com esses achados, os 

dados obtidos em um modelo experimental de infecção por S. typhimurium mostraram que a 

presença de Smurf1 favoreceu a replicação de S. typhimurium no fígado e no baço dos animais, 

resultando em maior carga bacteriana nesses órgãos. Esse efeito esteve associado ao aumento 

da produção de citocinas inflamatórias, à intensificação do dano tecidual e à redução da 

sobrevivência dos animais. Enquanto que a inibição farmacológica de Smurf1 reduziu a 

replicação bacteriana e a produção de mediadores inflamatórios, preservando a integridade 

dos tecidos durante a infecção bacteriana. Nossos achados demonstraram que Smurf1 atua 

como um fator do hospedeiro que favorece a infecção por S. typhimurium, ao promover a 

replicação bacteriana e intensificar o dano tecidual inflamatório. 

 Nossos resultados sugerem que Smurf1 possa exercer uma função específica no 

controle da fagocitose mediada por receptores de complemento. Na fagocitose mediada por 

receptores de complemento, a ligação da bactéria opsonizada aos receptores não apenas 
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promove o reconhecimento, mas também ativa moléculas sinalizadoras como PI3K, Syk e 

membros da família das Rho GTPases (Rac1, Cdc42 e RhoA), que controlam a polimerização 

e remodelamento do citoesqueleto de actina e a formação de prolongamentos de membrana 

que envolvem a bactéria. Assim, Smurf1 poderia atuar direcionando para degradação algumas 

dessas proteínas reguladoras, interferindo no rearranjo do citoesqueleto e, consequentemente, 

na eficiência da fagocitose mediada por complemento. Embora as evidências da literatura 

sobre a participação direta de Smurf1 na fagocitose sejam limitadas, estudos prévios já 

demonstraram que Smurf1 interage com RhoA, uma proteína da família das GTPases que 

regula a reorganização do citoesqueleto de actina, promovendo o remodelamento dinâmico 

dos filamentos de actina que permite a formação de prolongamentos de membrana e a 

fagocitose (H. R. Wang et al., 2006). Esse estudo caracterizou a interação entre Smurf1 e 

RhoA em nível bioquímico, sem avaliar esse processo em um contexto de infecção bacteriana. 

Smurf1 reconheceu formas inativas de RhoA, promoveu sua ubiquitinação e direcionou essa 

proteína para degradação, controlando a disponibilidade de RhoA nos prolongamentos 

celulares. Como RhoA é um regulador central da remodelação da actina, esse mecanismo 

garantiu a formação de prolongamentos da membrana, a dinâmica das adesões celulares e a 

organização da superfície plasmática. Dessa forma, é possível supor que a ausência de Smurf1 

possa levar ao acúmulo de RhoA e consequente alteração da organização do citoesqueleto, 

comprometendo a eficiência da internalização das bactérias opsonizadas pelo complemento. 

Esse mecanismo ajuda a explicar por que nos nossos experimentos, observamos aumento na 

entrada da bactéria quando opsonizada pelas proteínas do sistema do complemento em 

BMDMs Smurf1⁻/⁻, mas não nas outras formas de fagocitose avaliadas (fase log ou fase 

estacionária). Portanto, a participação de Smurf1 na fagocitose mediada pelo sistema do 

complemento sugere que Smurf1 possa influenciar a interação inicial entre macrófagos e S. 

typhimurium. Esse achado abre perspectivas para investigações futuras, uma vez que a 

fagocitose mediada por receptores de complemento é um dos principais mecanismos de defesa 

do hospedeiro contra bactérias opsonizadas. Ensaios de bloqueio de CR3/CR4 com anticorpos 

específicos em macrófagos WT ou Smurf1⁻/⁻ infectados com S. typhimurium poderiam 

confirmar se o aumento da entrada de bactérias opsonizadas observado na ausência de Smurf1 

depende diretamente desses receptores de complemento. Além disso, experimentos de 

imunoprecipitação durante a infecção com S. typhimurium permitiriam avaliar se Smurf1 

interage com RhoA ou outras proteínas associadas ao remodelamento da actina, permitindo 
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entender de que forma Smurf1 influencia a fagocitose mediada por complemento e a resposta 

do hospedeiro à infecção bacteriana. 

 O papel das E3 ligases na defesa do hospedeiro contra infecções por Salmonella já 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 infecção por Salmonella devido 

à sua capacidade de reconhecer e marcar proteínas bacterianas para degradação. Um exemplo 

é o efetor bacteriano SseK3, codificado pela ilha de patogenicidade 2 (SPI-2) de Salmonella, 

que é fundamental para a formação 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 poliubiquitinação de SseK3, direcionando-o para 

degradação, o que bloqueia a formação das SIFs e reduz a capacidade de replicação bacteriana. 

Dessa forma, a TRIM32 atua como um mecanismo de defesa do hospedeiro, restringindo a 

ação de um efetor bacteriano essencial para a virulência da Salmonella (Meng et al., 2023). 

Outro exemplo de E3 ligase descrita como um fator importante da defesa do hospedeiro contra 

patógenos intracelulares é a proteína Parkin. Durante a infecção, Parkin adiciona cadeias de 

Ub ao redor das bactérias que alcançam o citosol, marcando-as para eliminação pela via 

degradativa da autofagia. Esse processo foi demonstrado em diferentes modelos de infecção. 

Em estudos com Drosophila, a ausência de Parkin levou a uma maior suscetibilidade à 

infecção por S. typhimurium. Os experimentos demonstraram menor sobrevivência dos insetos 

infectados e aumento da carga bacteriana nos tecidos, evidenciando que Parkin é necessária 

para restringir a replicação da bactéria e contribuir para o controle da infecção. Resultados 

semelhantes foram observados durante a infecção com L. monocytogenes, mostrando que a 

atuação de Parkin na imunidade inata é ampla e evolutivamente preservada. Esses achados 

reforçam que, ao marcar patógenos para degradação, Parkin contribui diretamente para a 

redução da replicação bacteriana e para a manutenção do equilíbrio da resposta imune 

(Manzanillo et al., 2013). A E3 Ub ligase RNF213 também desempenha um papel central na 

defesa celular contra S. typhimurium. Em experimentos usando fibroblastos embrionários 

murinos (MEFs) infectados com Salmonella, RNF213 é recrutada para a superfície das 

bactérias que escapam do vacúolo e alcançam o citosol. Nesse local, RNF213 promove a 

ubiquitinação do LPS, gerando um sinal que direciona o recrutamento de outras E3 ligases, 

como o complexo LUBAC, e de receptores de autofagia seletiva. Na ausência de RNF213, a 

ubiquitinação do LPS é deficiente, os adaptadores não são recrutados de forma adequada e a 
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célula perde a capacidade de controlar a replicação intracelular de S. typhimurium, 

confirmando sua importância na defesa do hospedeiro contra a infecção bacteriana (Otten et 

al., 2021). 

 Entretanto, nossos resultados demonstraram que Smurf1 favoreceu a replicação 

bacteriana durante a infecção por S. typhimurium, e pode atuar de maneira diferente das E3 

ligases descritas anteriormente. É possível que a forma como Smurf1 regule as respostas 

antimicrobianas esteja ligada ao contexto da infecção. Trabalhos publicados por nosso grupo 

demonstraram que durante a infecção por Betacoronavírus, Smurf1 reduz a produção de 

citocinas em macrófagos e protege contra o dano hepático animais infectados com MHV-A59 

(Souza-Costa et al., 2024). Além deste trabalho, foi demonstrado que Smurf1 facilita a 

eliminação autofágica de M. tuberculosis e é essencial para a resistência do hospedeiro durante 

a infecção (Franco et al., 2017) . Nossos achados sugerem que as diferentes funções de Smurf1 

em distintos modelos de infecção podem estar relacionadas à sua capacidade de ubiquitinar 

diferentes proteínas do hospedeiro. Dessa forma, o papel de Smurf1 na defesa do hospedeiro 

pode variar de acordo com os substratos envolvidos e com o tipo de infecção. Estudos futuros 

com técnicas bioquímicas, como ensaios de ubiquitinação in vitro, serão importantes para 

identificar quais proteínas são alvo de Smurf1 durante a infecção por S. typhimurium e 

entender melhor como Smurf1 regula a resposta imune. 

 Enquanto estudos anteriores indicam que Smurf1 atua como um regulador negativo da 

sinalização inflamatória (Souza-Costa et al., 2023), nossos resultados iniciais com infecção 

utilizando a bactéria viva apontaram para um efeito oposto. Para investigar se esse efeito 

dependia da replicação bacteriana, realizamos experimentos utilizando S. typhimurium 

inativada por calor e observamos aumento da resposta inflamatória em macrófagos deficientes 

de Smurf1. Isso sugere que a menor produção de mediadores inflamatórios observada nos 

macrófagos deficientes de Smurf1 durante a infecção com bactérias vivas pode estar 

relacionado à menor replicação bacteriana. De forma complementar, realizamos um 

experimento de estímulo de macrófagos com LPS purificado, que levou a uma resposta 

inflamatória mais intensa nos BMDMs Smurf1⁻/⁻ em comparação aos BMDMs WT. Dessa 

forma, os resultados observados na infecção com a bactéria viva não parecem refletir um efeito 

direto de Smurf1 na secreção das citocinas, mas sim a influência da replicação bacteriana sobre 

o estímulo inflamatório. 

 Nossos dados sugerem que Smurf1 possa atuar de forma distinta, funcionando como 
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um regulador negativo da resposta inflamatória induzida por PAMPs, como o LPS, enquanto 

que, por outro lado promove a replicação e a sobrevivência intracelular de Salmonella em 

macrófagos. Um possível mecanismo que possa explicar o menor perfil inflamatório 

observado nos macrófagos Smurf1⁻/⁻ seria a produção de NO pelos macrófagos do hospedeiro 

nos estágios iniciais da infecção. Estudos prévios já demonstraram que, embora o NO seja 

reconhecido amplamente como uma molécula microbicida importante no controle de 

infecções bacterianas, em estágios iniciais da infecção, S. typhimurium pode explorar esse 

composto produzido pelos macrófagos como um sinal do hospedeiro para ativar os genes da 

ilha de patogenicidade 2, SPI-2 (L. Jiang et al., 2023). Essa ativação favorece a montagem do 

complexo T3SS-2 e promove a replicação intracelular de S. typhimurium. Assim, níveis 

elevados de nitrito observamos em nossos experimentos com macrófagos WT podem não ter 

resultado em maior efeito microbicida, mas sim em maior ativação de genes de virulência, 

criando um ambiente mais permissivo à replicação bacteriana. 

 Estudos anteriores demonstraram que S. typhimurium desenvolveu estratégias 

sofisticadas para sobreviver e se multiplicar dentro das células hospedeiras (Galán, 2021; 

Hurley et al., 2014; Keestra-Gounder et al., 2015). Esse processo depende principalmente de 

dois sistemas de secreção do tipo III (T3SS), ativados em momentos distintos da infecção. O 

T3SS codificado pela ilha de patogenicidade 1 (SPI-1) atua nos estágios iniciais, permitindo a 

bactéria invadir células epiteliais através da injeção 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 favorável para a sobrevivência e replicação bacteriana (Haraga et al., 2008). Alguns 

desses efetores podem interagir e modular a atividade de E3 ligases do hospedeiro, 

promovendo a ubiquitinação e degradação de substratos envolvidos na sinalização 

inflamatória e em vias antimicrobianas (Herhaus & Dikic, 2018; Zhou & Zhu, 2015). Estas 

evidências nos levaram a considerar que Smurf1 possa ser explorado pelos efetores de 

Salmonella para facilitar a replicação bacteriana em macrófagos, fenômeno já observado em 

outros modelos de infecção. Nossa hipótese é apoiada por estudos em M. tuberculosis, nos 

quais a proteína PPE36, um efetor bacteriano, é capaz de recrutar Smurf1 para promover a 

ubiquitinação do adaptador MyD88, levando à sua degradação proteassomal. Como 

consequência, há redução da ativação das vias NF-κB e MAPKs, o que resulta em menor 
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produção de citocinas inflamatórias e maior carga bacteriana em macrófagos e em animais 

infectados (Peng et al., 2022). Assim, é possível considerar que S. typhimurium também utilize 

alguns de seus efetores para subverter Smurf1, criando um ambiente mais favorável à sua 

replicação. 

 Estudos recentes têm demonstrado que pequenas moléculas podem modular a atividade 

de Smurf1, reforçando seu potencial como alvo terapêutico. Em modelos experimentais de 

hipertensão arterial pulmonar, inibidores alostéricos de Smurf1 restauraram a sinalização da 

via BMP e reverteram alterações vasculares associadas à doença (Rothman et al., 2025). Além 

disso, a inibição farmacológica de Smurf1 com o composto A01 mostrou efeito protetor em 

um modelo de lesão pulmonar aguda induzida por LPS, reduzindo inflamação e dano tecidual 

(Chen et al., 2025). Estes trabalhos demonstraram que a inibição de Smurf1 pode ser explorada 

como estratégia terapêutica, contribuindo para o desenvolvimento de abordagens de 

tratamento contra doenças inflamatórias e infecciosas. 

Inicialmente, avaliamos o efeito do A01 em macrófagos infectados com S. typhimurium 

e observamos que o tratamento reduziu a replicação bacteriana intracelular e diminuiu a 

secreção de citocinas inflamatórias. Com base nesses achados in vitro realizamos um modelo 

experimental de infecção in vivo para investigar se a inibição farmacológica de Smurf1 

reproduziria efeitos semelhantes. Os animais tratados com A01 apresentaram uma redução da 

carga bacteriana no fígado e no baço após infecção, e menores níveis de citocinas inflamatórias 

no fígado, resultados consistentes com os resultados obtidos em nossos experimentos com 

animais deficientes para Smurf1. No entanto, apesar dessa diminuição da replicação bacteriana 

e da resposta inflamatória local, não foram observadas diferenças significativas no escore 

histopatológico no fígado desses animais, e nem melhora na taxa de sobrevida entre os animais 

tratados com A01 e aqueles que receberam o veículo. Esses achados sugerem que a inibição 

farmacológica de Smurf1 contribuiu para o controle da infecção e para a redução da 

inflamação inicial. As diferenças entre os animais tratados com A01 e aqueles deficientes para 

Smurf1, se deve provavelmente, ao fato do composto A01 não bloquear totalmente a atividade 

de Smurf1, podendo agir sobre alvos ainda não identificados, ou falha em bloquear a atividade 

de Smurf1 sobre substratos específicos, que atuam exclusivamente no contexto de infecção 

por Salmonella. Isso acontece porque o A01 age de forma seletiva, bloqueando apenas a 

interação da Smurf1 com SMAD1/5, mas não interfere em todas as suas funções. Assim, é 

provável que, durante a infecção bacteriana, outros alvos de Smurf1, além de SMAD1/5, 
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também sejam regulados por ubiquitinação, o que não foi afetado pelo tratamento com A01. 

Dessa forma, estudos futuros serão importantes para identificar quais são esses substratos 

envolvidos na infecção por Salmonella e para testar inibidores mais potentes, capazes de 

bloquearem de forma mais ampla a atividade de Smurf1. 
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6. CONCLUSÃO 

Os resultados desta tese demonstraram que Smurf1 exerce funções distintas durante a 

infecção por S. typhimurium. De um lado, atua como regulador negativo da resposta 

inflamatória provocada por PAMPs, como o LPS, ajudando a manter o equilíbrio imunológico. 

De outro, contribuiu para a replicação e sobrevivência intracelular de S. typhimurium em 

macrófagos. Dessa forma, este trabalho amplia o conhecimento sobre os múltiplos papéis de 

Smurf1 e abre caminho para estudos futuros que busquem entender seu mecanismo de ação 

durante a infecção por Salmonella. 
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