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RESUMO

A inflamagdo ¢ um componente essencial da imunidade inata desencadeada
durante infecgcdes bacterianas. Células da imunidade inata utilizam de diversos
Receptores de Reconhecimento Padrao (PRR), incluindo a familia de receptores do Tipo
Toll (TLR) para detectar os padrdoes moleculares associados aos patdégenos (PAMP).
Uma vez ativadas por componentes bacterianos, as células da imunidade inata
respondem através da secrecdo de citocinas inflamatorias e expressdo de mecanismos
microbicidas importantes no controle inicial da infec¢do. Enquanto o controle
apropriado da resposta imune inata ¢ importante no combate a infec¢des bacterianas,
uma resposta exacerbada pode levar a danos teciduais e a uma variedade de condigdes
patolégicas como cancer, doencas autoimunes e choque séptico. Trabalhos prévios
demonstraram que Smurfl, uma E3 ubiquitina-ligase, desempenha um papel importante
em regular a resposta imune e a resisténcia do hospedeiro contra infec¢des bacterianas.
Além disso, outros estudos evidenciaram que Smurfl direciona para degradagao
proteassomal diversos substratos importantes na sinaliza¢ao do sistema imune. Porém, o
papel de Smurfl na regulacdo da resposta imune contra infecgdes microbianas ainda
ndo esta totalmente esclarecido. Portanto, o objetivo deste trabalho ¢ estudar o papel de
Smurfl na sinalizagdo de receptores da imunidade inata em macrdéfagos e na resisténcia
do hospedeiro contra infeccdes bacterianas. Nossos resultados mostraram que
macrofagos Smurfl-- apresentaram maior produ¢do de TNF-a e IL-10 e niveis de
fosforilagdo aumentados de ERK1/2 ap6s tratamento com LPS. Animais Smurfl--
infectados com Salmonella typhimurium apresentaram numeros menores de bactérias
replicativas no figado em comparagdo com os animais WT e a andlise histopatoldgica
do figado dos animais Smurfl-- apresentou menor acometimento inflamatorio. Esses
resultados sugerem que Smurfl pode atuar como um regulador negativo da ativagdo da
via de ERK1/2 em macréfagos e desempenhar um papel importante na regulacdo da
imunidade inata contra infeccdo por Salmonella typhimurium. Esse trabalho abre
perspectivas para o desenvolvimento de terapias contra doencas infecciosas e
inflamatorias.

Palavras-chaves: sinalizacdo intracelular; Smurfl; regulacao da resposta imune inata.



ABSTRACT

Inflammation is an essential component of the innate immunity triggered during
bacterial infections. Innate immunity cells utilize several Pattern Recognition Receptors
(PRR), including Toll-like receptors (TLR), to detect pathogen-associated molecular
patterns (PAMP). Once activated by bacterial components, innate immunity cells
respond through the secretion of inflammatory cytokines and expression of microbicidal
mechanisms important in the initial control of the infection. While proper control of the
innate immune response is important in combating bacterial infections, an exacerbated
response can lead to tissue damage and a variety of pathological conditions, such as
cancer, autoimmune diseases, and septic shock. Previous research has shown that
Smurfl, an E3 ubiquitin ligase, plays an important role in regulate the immune response
and host resistance against bacterial infections. Furthermore, other studies have shown
that Smurfl directs several important substrates of immune system signaling to
proteasomal degradation; however, its role in regulating the immune response against
microbial infections is not fully understood. Therefore, this work aims at studying the
role of Smurfl in signaling innate immunity receptors in macrophages and in host
resistance against bacterial infections. Our results indicate that Smurf1-- macrophages
showed higher TNF-a and IL-10 production and increased phosphorylation levels of
ERK1/2 after LPS treatment. Smurfl-- animals infected with Salmonella typhimurium
showed lower numbers of replicative bacteria in the liver compared to the WT animals
and the histopathological analysis of the liver of the animals showed less inflammatory
involvement. These results suggest that Smurfl may act as a negative regulator of
ERK1/2 pathway activation in macrophages and plays an important role in regulating
innate immunity against Salmonella typhimurium infection. Thus, this study opens new
therapeutic prospects for treating infectious and inflammatory diseases.

Keywords: intracellular signaling; Smurf1; regulation of the innate immune response.
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1. Introducao

1.1. Imunidade inata e resisténcia contra infeccoes bacterianas

As bactérias sdo os microrganismos que mais frequentemente causam patologias
no homem. Doengas como pneumonia, meningite, infec¢des gastrointestinais graves e
outras enfermidades sdo causadas por bactérias. Em 2020, a Organizacdo Mundial de
Satde (OMS) fez um alerta sobre a necessidade do desenvolvimento de novas terapias
que estimulem a resposta imunoldgica do paciente contra infec¢des bacterianas devido
as dificuldades de progresso no desenvolvimento de novos medicamentos
antimicrobianos e ao surgimento de cepas resistente a multiplas drogas (Antimicrobial
Resistance Division & Partnership, 2020). Frente a uma possivel infec¢do bacteriana o
sistema imune dispde de uma série de mecanismos fisioldogicos com o objetivo de
combater e eliminar esses microrganismos. Essa defesa imunoldgica ¢ mediada pelas
reacdes iniciais da imunidade inata e respostas tardias da imunidade adaptativa (Hoebe

et al., 2004).

A imunidade inata caracteriza-se pela rapida resposta a infec¢do e contribui para
a indug¢do da resposta imune adaptativa. As células envolvidas na imunidade inata
incluem macrofagos, células dendriticas, mastocitos, neutrofilos, eosinédfilos e células
NK (natural killer). Processos como fagocitose, liberagdo de mediadores inflamatoérios,
ativacdo de proteinas do complemento, producdo de citocinas e quimiocinas sio
caracteristicos da resposta imune inata (Clough, 2018; Turvey & Broide, 2010). Além
disso, o sistema imune inato também conta com barreiras fisicas e quimicas (por
exemplo, o tecido epitelial que reveste o trato respiratorio, gastrointestinal e
geniturindrio) e peptideos antimicrobianos para auxiliar na defesa do organismo. Os
mecanismos imunes inatos atuam também na eliminacdo de células danificadas ou
mortas resultantes do processo infeccioso, além de apresentar papel fundamental na

resolugdo do processo inflamatorio e restabelecimento da homeostasia tecidual

(STUART E. TURVEY et al., 2009).
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A detecg@o da presenca de bactérias ou componentes bacterianos pelas células do
sistema imune inato ocorre através do reconhecimento de Padrdes Moleculares
Associados ao Patogeno (PAMP) realizado pelos Receptores de Reconhecimento
Padrdao (PRR) (Zaru, 2020). Os PRR sao receptores com a capacidade de reconhecerem
uma ampla gama de componentes bacterianos, incluindo seu material genético e
componentes de parede celular, e uma vez ativados sinalizam para o inicio da resposta
imune inata. Além de componentes microbianos, o sistema imune inato também
reconhece moléculas enddgenas que sdo produzidas ou liberadas pelas células
danificadas ou mortas. Essas moléculas sao chamadas de DAMP (Padrdes Moleculares
Associados ao Dano). Assim, o sistema imune inato utiliza de seus PRR, presentes em
diferentes componentes celulares, para reconhecer os PAMP e os DAMP (Akira et al.,
2006; Turvey & Broide, 2010). Na Tabela 1 estao descritos os principais PRR expressos
em c¢lulas imunes inatas e que sdo responsaveis pelo reconhecimento de componentes

bacterianos.

FAMILIAS DE PRR IMPORTANTES NA IMUNIDADE ANTIBACTERIANA

RECONHECIMENTO
PAMP/DAMP

FAMILIA LOCALIZACAO

Membranas plasmaticas € membranas
Virias moléculas

TLR endossomais das células dendriticas,

microbianas, incluindo
(Toll Like macrofagos, neutrofilos, células B,

LPS bacteriano e
Receptors) células endoteliais e outros tipos

peptidoglicanos.

celulares

NLR

Citosol de fagocitos, células epiteliais  Peptidoglicanos da
(Receptores Tipo

e outras células parede celular bacteriana.
NOD)
CDSs
(Sensores de Citosol e muitos tipos celulares DNA bacteriano

DNA citosolico)
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Carboidratos da

CLRs

superficie microbiana
Receptores de Membranas plasmaticas de fagocitos

com terminal de manose
Lectina Tipo C

e frutose
Receptores Diacilgliceridios

Membrana plasmatica de fagdcitos

Scavenger bacterianos

Tabela 1. Principais PRR responsaveis pelo reconhecimento de componentes bacterianos.

1.2. Receptores do Tipo Toll e imunidade antibacteriana

Dentre os diferentes tipos de PRR expressos pelas células da imunidade inata,
destacamos os TLR (7oll Like Receptors) que reconhecem uma grande variedade de
componentes bacterianos. At¢é o momento, foram identificados 11 membros da familia
TLR em humanos e 13 em camundongos, sendo que cada um ¢é responsavel em

reconhecer diferentes PAMPs (Taro Kawai & Akira, 2010).

Os TLR sao expressos em varias células imunes, incluindo macréfagos, células
dendriticas, células B, tipos especificos de células T e até mesmo em células ndo imunes
como fibroblastos e células epiteliais. Esses receptores estdo presentes tanto em meio
externo quanto intracelular. Os TLR 1, 2, 4, 5 e 6 sdo expressos nas membranas
plasmaticas e atuam no reconhecimento de PAMP que estdo presentes no meio
extracelular. Ja os tipos 3, 7, 8 ¢ 9 sdo expressos nas membranas endossomais € no
reticulo endoplasmatico e atuam no reconhecimento de PAMP liberados dentro desses

compartimentos intracelulares (Taro Kawai & Akira, 2010).

Virios estudos evidenciam a importancia dos TLR na defesa do organismo
contra infecgdes bacterianas, sendo que o modelo experimental de infeccdo por
Salmonella typhimurium (S. typhimurium) ¢ um dos mais utilizados para estudos de

imunidade inata (Korneev, 2019; Mathur et al., 2012; Santos et al., 2001).
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Salmonella ¢ uma bactéria flagelada gram-negativa, em forma de bastonete, que
pertence a familia Enterobacteriaceac. Cerca de 2.600 sorotipos diferentes de
Salmonella ja foram identificados e quase todas as cepas s3o patogénicas. Pessoas com
o sistema imune comprometido (bebés, criancas menores de 5 anos e idosos) sdo as
mais propensas a apresentarem sintomas graves. A Sal/monella consegue invadir, se
replicar e sobreviver em células hospedeiras humanas, causando diarréia, febre, fortes
dores abdominais, calafrios, febre tifoide, intoxicacdo alimentar grave, choque séptico e
pode até mesmo levar o individuo a morte, caso ndo receba tratamento em tempo habil.
Estudos ja demonstram cepas resistentes aos antibidticos em uso, levando a uma
preocupacdo mundial quanto ao aumento das taxas de mortalidade causadas por essa
bactéria. Medidas preventivas como saneamento basico e restricdo ao uso
indiscriminado de antibidticos sao as mais efetivas contra a salmonelose (Eng et al.,

2015).

Dentre os diversos componentes da S. typhimurium envolvidos na ativacao da
resposta imune inata, destacamos o LPS, as flagelinas e lipoproteinas, que ativam

diferentes TLR no organismo a fim de combater a infeccdo bacteriana (Broz et al.,

2012).

O LPS, principal componente da membrana externa das salmonelas, ¢
responsavel pela ativagdo de TLR4 (S. T. Qureshi et al., 1999; Royle et al., 2003).
Estudos j4 demonstraram que camundongos deficientes de TLR, especialmente do
TLR4 e TLR2, sdo mais suscetiveis a infec¢do por S. typhimurium (Seibert et al., 2010;
Weiss et al., 2004); as flagelinas, que sdo componentes estruturais do flagelo das
salmonelas, sdo reconhecidas pelo TLR5 (Hajam et al., 2017); além disso, as proteinas
de viruléncia T3SS presentes nas salmonelas sdo reconhecidas por outros tipos de PRR

(Miao & Warren, 2010).
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1.3. Ativacao e Sinalizacio dos TLR

O reconhecimento dos componentes bacterianos pelos TLR resulta na ativagao
de vias de sinalizagdo e fatores de transcri¢cdo, induzindo a expressao de genes que
codificam citocinas inflamatorias e expressao de mecanismos microbicidas importantes
no controle inicial da infeccdo. A ativagdo dos TLR por ligantes bacterianos ativa
cascatas intracelulares distintas com o recrutamento de moléculas adaptadoras
diferentes. Todos os TLR desencadeiam vias de sinalizagdo dependentes de MyD88
(myeloid differentiation primary response 88), com excecao de TLR3 que sinaliza por
uma via dependente de TRIF (tir-domain-containing adapter-inducing interferon-pf) (T.
Kawai & Akira, 2006). Além disso, a sinalizacdo do TLR4 pode ocorrer tanto via TRIF
quanto via MyDS88 (Y. C. Lu et al., 2008; Peri et al., 2010).

A sinalizagdo da via de MyD88, desencadeada pela ativagao do TLR4, resulta na
ativacdo de duas cascatas intracelulares e ativacao de fatores de transcricdo distintos,
que migram para o nucleo e comandam a transcricdo de genes relacionados com a
ativacdo da imunidade inata. Nessa via, apds a ativagao de TLR4, MyD88 interage com
a IRAK-4 (proteina quinase) e ativa outros membros da familia IRAK, como IRAK-1.
Esse processo resulta no recrutamento e ativacao de TRAF6, o qual, em seguida, ativa o
complexo contendo TAK1/TAB desencadeando as vias de sinalizagdo MAPK e NF-«xB.
Na via de NF-xB, as proteinas IKK-p, IKK-a ¢ NEMO formam o complexo IKK que
atuam na fosforilacdo de IxB-a para ser ubiquitinado e degradado, liberando NF-xB
para se deslocar ao nucleo e iniciar a transcri¢do de genes de citocinas inflamatorias. Na
via MAPK, a ativagdo do complexo TAKI1/TAB resulta na ativacdo de quinases
importantes na producao de citocinas, como ERK1/2, JNK1 e p38 (Figura 1) (Brown et
al., 2011).
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Figura 1. Vias de sinalizacio mediadas por TLR. A sinaliza¢do dos TLR ocorre via MyD88 ou TRIF e
ha posteriormente, a translocagdo de fatores de transcrigdo (NF-kB, AP-1 e IRFs) para o nucleo onde
ativam a transcri¢@o de genes envolvidos na producédo de citocinas inflamatorias, quimiocinas ¢ Interferon
Tipo 1. A sinalizacdo do TLR4, um dos principais receptores que reconhecem o LPS bacteriano, pode
ocorrer tanto via TRIF quanto via MyD88. Adaptado de British Society for Immunology, 2009.

TLR4 também pode atuar de forma independente de MyD88 para producao de
IFNs tipo I. Nessa situacao, TLR4 requer a participagdo de TRAM para ativacdo de
TRIF que se associa a TRAF3 ativando TBK1 e IKKi, levando a transloca¢do nuclear
de IRF3 e a producdo de IFN-B (Brown et al., 2011; T. Kawai & Akira, 2006; Zaru,
2020). A ativagdo de TRAF3 esta envolvida na produgdo de IFN tipo I e da citocina
anti-inflamatdria 1L-10. Para a sinalizacdo independente de MyD88, que envolve o
TLR3, ha o recrutamento de TRIF, apds o reconhecimento do ligante e o desdobramento
se assemelha a cascata do TLR4 descrita anteriormente para producdo de IFN tipo I e

IL-10 (British Society for Immunology, 2019; Brown et al., 2011).
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Além da produg¢do de citocinas inflamatérias, a sinalizagdo dos TLR
intracelulares também ativa a producdo de moléculas efetoras como o 6xido nitrico,
prostaglandinas, proteinas de fase aguda, quimiocinas e peptideos antimicrobianos ou
estimula mecanismos microbicidas como a xenofagia para auxiliarem na defesa do
organismo contra infecgdes bacterianas (Oppenheim et al., 2003; Tyrrell, 2009; Z. Wang
& Li, 2020).

1.4. Ubiquitinacio e Ubiquitina-Ligases

O sistema imune inato ¢ essencial para a defesa do organismo contra infec¢des
bacterianas. As vias de sinalizagdo intracelulares ativadas na resposta inata apresentam
um funcionamento complexo e devem ser rigidamente controladas (Saitoh & Akira,
2010). As modificagdes pos-traducionais de proteinas estdo envolvidas na regulagao
fisiologica de diversos processo imunes. Dentre esses mecanismos, destacamos o
processo de ubiquitinacao que direciona para a degradacdo proteassomal substratos
alvos importantes do sistema inato para garantir a homeostasia imunologica (Bibeau-

Poirier & Servant, 2008; Hu & Sun, 2016).

Ubiquitinacdo ¢ um processo pos-traducional que consiste na ligacdo covalente
de ubiquitina (Ub) a residuos de lisina em proteinas-alvos. Proteinas ubiquitinadas sao
direcionadas para degradacdo proteassomal ou regulam a transducdo de sinais da
maioria dos receptores celulares (Finley & Chau, 1991). O processo de ubiquitinacao ¢
catalisado pela agdo sequencial de trés classes de enzimas: enzimas ativadoras de
ubiquitina ou El, importantes em promover a ativagdo da Ub livre no citoplasma;
enzimas conjugadoras de ubiquitina ou E2, as quais recebem a Ub ativada por El; e as
enzimas ubiquitinas-ligases ou E3, as quais apresentam a fun¢do de transferir a Ub das
enzimas E2 e promover a ligagdo especifica ao substrato (Figura 2) (J. Li et al., 2016;

Welchman et al., 2005).

Dentre as trés etapas que ocorrem durante a ubiquitinagdo do substrato, as E3

ubiquitinas-ligases desempenham um papel essencial nesse processo. Essa classe de
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ubiquitina-ligases ¢ responsavel em garantir a especificidade de ligagdo da Ub a seu
substrato (Weber et al., 2019). Por atuar em um ponto critico da cascata de
ubiquitinagdo, as E3 ubiquitinas-ligases tém atraido a aten¢do da industria farmacéutica
no desenvolvimento de medicamentos contra doencas tumorais (Nalepa et al., 2006;

Petroski, 2008; Weber et al., 2019).

Durante o desdobramento do projeto genoma, foram encontradas
aproximadamente 500 E3 ubiquitina-ligases, o que demonstra a importidncia dessa
classe de proteinas nos processos celulares (Sun & Chen, 2004). Essas ubiquitina-
ligases sdo agrupadas em categorias que se diferem em estrutura e mecanismos de agao,
embora mantenham a mesma funcdo de catalisar a ligacdo entre a Ub e seu substrato. As
trés classes sdo divididas da seguinte forma: RING (really interesting new gene),
HECTs (homologous to the E6-AP carboxy terminus) ¢ RBR (ring-IBR-ring ligase)
(Smit et al., 2014).

A familia de E3-ligases que fazem parte da classe HECTs sao formadas por
aproximadamente 350 aminoacidos e estdo descritos 28 tipos de HETCs em humanos
divididos em trés familias: NEDD4 (9 membros), HERC (6 membros) e outros HECTs
(13 membros) (Figura 3) (Sluimer & Distel, 2018). Dentre essas familias, os membros
pertencentes a NEDD4 sdo os mais estudados, principalmente quanto a estrutura

molecular dessas enzimas (Fajner et al., 2017).

Além de enzimas com a fun¢do de enviar as proteinas para degradagdo através
do complexo proteassomal, as E3-ligases da categoria HECTs regulam o trafego de
receptores, canais transportadores e proteinas virais. Apesar de pesquisas demonstrarem
que essa superfamilia estd envolvida na regulacdo de processos fisiologicos e patologias
(cancer, doengas neuroldgicas e disturbios imunoldgicos), os mecanismos funcionais de
algumas dessas enzimas ainda requerem mais estudos (Rotin & Kumar, 2009; Weber et

al., 2019).
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Figura 2. Processo de ubiquitinacio. A ubiquitina (Ub) ¢ ativada pela enzima de ativag@o de ubiquitina
(E1; etapa 1) e transferida para uma enzima de conjugagéo de ubiquitina (E2; etapa 2). E2 e o substrato se
ligam especificamente a uma determinada ubiquitina-proteina ligase (E3) e a por¢do da ubiquitina ativada
¢ entdo transferida para o substrato da proteina (etapa 3). A conjugacao sucessiva de por¢des de ubiquitina
formam uma cadeia de poliubiquitinagdo que funciona como um sinal para direcionar o substrato para
degradacdo via proteassoma 26S (etapa 4). O substrato ¢ degradado em peptideos (etapa 5) e a Ub ¢
liberada para o citosol pela agdo de enzimas desubiquitilantes (DUBs; etapa 6). P i, fosfato
inorganico; PP i, pirofosfato. Adaptado de Welchman., 2005, Nature.
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Figura 3. E3 Ligases do dominio HECT. Existem 28 tipos de HECT humanas que sdo divididas em 3
familias: NEED4, HERC e outras HECT. Essas familias apresentam dominios semelhantes entre si, com
excecdo da familia outras HECT. Os membros da familia NEDD4 sao caracterizados pela presenga dos
dominios WW e C2. A familia HERC t€m em comum o dominio RLD. As outras ligases possuem

dominios distintos. Adaptado de Sluimer., 2018 Cellular and Molecular Life Sciences.
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A Ub ¢ composta por sete residuos de lisina (K6, K11, K27, K29, K33, K48 ¢
K63) que sdo responsaveis em formar as cadeias de poliubiquitina. Os substratos podem
ser ubiquitinados com a adi¢do de uma tunica cadeia de Ub (monoubiquitinagdo) ou
varias cadeias de Ub (poliubiquitina¢do) ao substrato. Os vdrios tipos de cadeias que
podem ser formadas entre a Ub e o substrato estdo associados a diferentes func¢des
celulares, sendo as cadeias de poliubiquitina ligadas a K48 e K63 os tipos mais
abundantes. As cadeias K48 direcionam os substratos para degradagdo via proteassoma,
enquanto as cadeias K63 direcionam os substratos para sinalizacdo e controle de
respostas imunes (Mallette & Richard, 2012; Ohtake et al., 2016). As fungdes das
demais ligacdes que podem ser formadas pela Ub sdo alvos de estudos para melhor

compreensdo de como essas cadeias de Ub regulam os processos celulares (Akutsu et

al., 2016).

1.5. E3 UB-Ligase SMURF1 na Regulacio da Resposta imune e Resisténcia a
Infecgoes

Smurfl (smad ubiquitylation regulatory factor-1) ¢ uma E3 ubiquitina-ligase
pertencente a familia NEDD4 do grupo das HECTs (Zhu et al., 1999). Smurf1 surgiu no
inicio da evolugdo dos metazodrios e ¢ expresso em todos os estagios de
desenvolvimento, desde o embrido ao adulto e em muito 6rgdos (ossos, cartilagem,
coragdo, pulmao, sistema nervoso e Orgdos genitais) (Cao & Zhang, 2013a).
Estruturalmente, Smurfl contém um dominio catalitico C-terminal denominado HECT,
dois dominios WW e um dominio C2 N-terminal (Figura 4). O dominio HECT ¢
responsavel pela atividade catalitica de Smurfl e a mutacdo pela troca do residuo de
cisteina na posi¢do 699 por um residuo de alanina (C699A) demonstrou que houve
inativacdo de sua atividade ubiquitina-ligase (Cheng et al., 2011; M. Wang et al., 2014;
Yuan et al., 2012). Os dominios WW promovem a ligagdo de Smurfl com seu substrato
e o dominio C2 ¢ importante para mediar a interagdo de Smurfl com membranas

celulares ou com substratos (Fei et al., 2014; K. Lu et al., 2011).
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Desde sua descoberta Smurfl tem sido associado a vérios processos biologicos
importantes. Suas fungdes foram inicialmente descritas como a capacidade de
ubiquitinar SMAD1 e SMADS durante o processo de sinaliza¢do celular de BMPs
(bone morphogenetic proteins) (Cao & Zhang, 2013a; Ying et al., 2003; Zhu et al.,
1999).

Smurf1
AS O ~
N S g §¢ & 3 R
C2 wWwW ww HECT
dominio C2 dominios WW dominio HECT
interagdo de Smurf1 com interagdo de Smurfl atividade  ubiquitina
membranas celulares ou com substratos ligase
substratos

Figura 4: Estrutura molecular de Smurfl. Representacdo esquematica dos trés dominios estruturais de
Smurfl humano. Os nimeros representam a posi¢do e o intervalo dos residuos de aminoacidos que
compdem cada dominio. C2: N-terminal; HECT: C-terminal.

Smurfl promove a homeostasia dssea através da ubiquitinagcdo e degradacao de
Runx2 (Kaneki et al., 2006; Yamashita et al., 2005; Zhao et al., 2003) ¢ modula a
motilidade e crescimento celular através da degradagdo da GTPase RhoA (Narimatsu et
al., 2009; Ozdamar et al., 2005; H. R. Wang et al., 2003). Smurfl foi identificado

também como um oncogene em canceres humanos (Ke et al., 2017; Kwon et al., 2013).

Evidéncias experimentais sugerem que Smurfl pode atuar na regulacdo da
resposta imune direcionando para degradagdo proteassomal proteinas importantes na
sinalizagdo do sistema imune através de um mecanismo dependente de ubiquitinagao do
tipo K48. Andélises bioquimicas em células HEK (human embryonic kidney)

superexpressando Smurfl demonstraram que Smurfl interagiu fisicamente com STAT1
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(fator de transcricdo ativado em resposta ao IFN-y) induzindo sua ubiquitinacdo e
degradacao (Yuan et al., 2012). Em outros modelos utilizando células HEK, Smurfl
interagiu fisicamente com MAVS (proteina adaptadora da via de sinalizacdo de RIG-I),
com MEKK2 (MAPK importante na sinalizacio de TLR9Y) ou com TBRI (uma das
subunidades do receptor de TGF-B), induzindo a ubiquitinacio e degradacao
proteassomal destes substratos (Ebisawa et al., 2001; Y. Wang et al., 2012; Wen et al.,
2015). Esses dados sugerem que Smurfl regula negativamente a sinalizacdo de IFN-y,
RIG-I, TLR9 e TGF-B. Outro estudo demonstrou também que um dos mecanismos
inibitorios da sinalizacdo de TLR4 mediado por TGF-B ¢ dependente da ubiquitinagdo e

degradacdo proteassomal de MyD88 mediada por Smurfl (Lee et al., 2011).

Também foi demonstrado que Smurfl tem um papel importante na defesa do
hospedeiro contra infec¢des bacterianas pela modulagdo do processo de autofagia. A
autofagia ¢ um processo de degradacdo celular altamente conservado, importante na
resisténcia do hospedeiro contra infeccdo por Mycobacterium tuberculosis (M.
tuberculosis), o agente causador da tuberculose humana (Gutierrez et al., 2004).
Pesquisas recentes demonstraram que Smurfl é essencial em promover a ubiquitinagdo
de vacutolos contendo M. tuberculosis em macrofagos e direciond-los para a via
degradativa da autofagia (Franco et al., 2017). Nesse trabalho, macréfagos derivados da
medula 6ssea de animais deficientes de Smurfl (Smurfl--) apresentaram um defeito ao
ubiquitinar vactolos contendo ndo apenas M. tuberculosis, mas também Listeria
monocytogenes (L. monocytogenes), sugerindo que o papel de Smurfl na ubiquitinagao
de bactérias intracelulares pode ser conservado entre diferentes espécies. Além disso,
macrofagos derivados da medula 6ssea de animais Smurfl-- apresentaram também um
defeito no recrutamento da proteina autofadgica LC3 (proteina essencial na formacao do
autofagossoma) para vacuolos contendo M. tuberculosis ou L. monocytogenes,
indicando que Smurfl ¢ importante em mediar a autofagia antibacteriana dependente de
ubiquitinagdo. Devido a falha na autofagia, macrofagos derivados da medula dssea de
animais Smurfl-- foram mais permissivos a replicacdo de M. tuberculosis ou L.
monocytogenes. De acordo com esses resultados in vitro, animais Smurfl--

apresentaram maior replicagdo bacteriana nos pulmdes na fase cronica da infec¢ao (120
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dias apds infec¢do) e menor sobrevivéncia comparados aos animais controle WT (Wild-
type). De maneira geral esse trabalho demonstrou que Smurfl funciona como um
mediador da autofagia antibacteriana ao promover a ubiquitinagdo de vacuolos

contendo bactérias.

Apesar de conhecermos parte dos mecanismos pelos quais Smurfl participa na
ativacdo da autofagia contra M. tuberculosis, ainda ndo sabemos qual o papel dessa
ubiquitina-ligase na regulac¢do da resposta imune durante infec¢des causadas por outras
classes de bactérias ou seu papel na regulagdo da resposta imune. Além disso, nenhum
dos estudos realizados anteriormente utilizaram um modelo experimental de infecgdo.
Portanto, a fungdo fisiologica de Smurfl em regular a resisténcia contra infecc¢des

bacterianas ainda precisa ser mais bem compreendida.

Baseado nas informag¢des que Smurfl atua na degradacdo de substratos celulares
relacionados a regulacdo da resposta imune, levantamos a hipotese que Smurfl pode ser
um fator importante na resisténcia do hospedeiro contra infecgdes bacterianas através da
regulacdo da imunidade inata. Uma vez que ndo se sabe ainda qual o papel de Smurfl
em regular a resposta imune, o objetivo desse trabalho ¢ estudar os papéis mediados por
Smurfl na sinalizagdo de receptores da imunidade inata em macrdéfagos e na resisténcia
do hospedeiro utilizando um modelo de infec¢ao bacteriana. Esse trabalho nos permitira
um melhor entendimento do papel de Smurfl no controle da resposta inflamatéria e
fornecera bases para o desenvolvimento de novas estratégias terapfuticas para o

tratamento de doencas infecciosas e inflamatorias.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral:

Avaliar o papel de Smurfl na sinalizagdo da resposta imune inata e na resisténcia

do hospedeiro contra infec¢des bacterianas.

Objetivos especificos:

* Avaliar a participagdo de Smurfl na produgdo de citocinas em macrofagos
tratados com LPS (agonista de TLR4).

» Avaliar a participacdo de Smurfl na ativagdo da via das ERK1/2 em macréfagos
tratados com LPS (agonista de TLR4).

* Avaliar o papel de Smurfl na resisténcia do hospedeiro contra infec¢do por S.

typhimurium.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Animais C57BL/6 (wild-type; WT) ou deficientes de Smurfl (Smurfl--),
construidos no background genético C57BL/6 (Zhao et al., 2004), machos ou fémeas de
6 a 8 semanas de idade foram mantidos no Biotério do Departamento de Bioquimica e
Imunologia da UFMG, sob temperatura e ciclo claro-escuro controlados, com agua

filtrada e racio ad libitum. Os experimentos foram autorizados pelo Comité de Etica no

Uso de Animais (CEUA) sob o nimero 352/2018.

3.2. Genotipagem dos Animais SMURF1--

Para a genotipagem das matrizes reprodutoras da colonia de animais Smurfl--,
aproximadamente 0,3 cm do tecido da orelha dos animais foram coletados e incubados
com 75 pL de Solugdo de Lise Alcalina (25 mM NaOH 0,2 mM Na;EDTA2H;0 pH 12)
a 95° C por 60 minutos. Posteriormente, as amostras foram resfriadas a 4° C. Em
seguida, foi adicionado 75 pL da Solugdo de Neutralizacdo (I mM Tris-Base) e
centrifugado a 4.000 rpm por 5 minutos. Apo6s a centrifugacdo, os sobrenadantes das

amostras foram recolhidos e armazenados a 40 C até a realizacao do PCR.

As reagoes de PCR foram realizadas em um volume final de 20 pL - 0,5 pL de
amostra, 10 pL solugdo PCR MasterMix (Promega), 0,5 uL de cada primer (Forward e
Reverse; 10 mM) acrescido de 8,5 pL de dgua Mili-Q autoclavada. As sequéncias dos

primers utilizados estdao indicadas abaixo (Tabela 2).

As reagdes foram incubadas no Termociclador Veriti 96Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems), programado para 35 ciclos com tempo de duragdo aproximado
de 1 hora e 50 minutos. Os ciclos compreenderam o seguinte programa: temperatura
inicial de 95° C por 5 minutos, processo de desnaturagdo por 30 segundos a 94¢ C,

hibridizacdo 560 C por 30 segundos e extensdo a 72°¢ C por 50 segundos. Foi utilizada
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uma temperatura de 72° C para extensdo final por 10 minutos. Os produtos da
amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% em tampao TBEI1x
acrescido de 1 pL de Brometo de etideo. Para a obtencdo das imagens dos géis

utilizamos fotodocumenta¢ao Vilber Lourmat.

PRIMER SEQUENCIA

Smurfl E7F CAG TGT ATG AAG ACT CAG GC
SmurflE7R ATA GCC TTC AGG CAG CTC TG
Smurfl KO 67440 TGC ACCAGT GAGACTAGAAC
Smurfl KO NeoR CCA GACTGC CTT GGG AAAAGC

Tabela 2. Sequéncia de primers para genotipagem de Smurfl.

Como referéncia para identificarmos o tamanho das bandas, nas canaletas 1 e 15
do gel de agarose, utilizamos uma solucao padrao de referéncia que contém fragmentos

de DNA - Marcador Molecular 1 kb Plus (INVITROGEN) - e na canaleta 2 uma

solucdo sem a presenca de DNA (BRANCO) como controle.

3.3. Obtenc¢ao de Macroéfagos e Tratamento com LPS

Macroéfagos derivados da medula 6ssea (BMDM) foram obtidos por eutanasia
dos animais WT e Smurfl--, retirando os fémures e tibias (Franco et al., 2017). As
extremidades proximal e distal desses ossos foram cortadas e neles foi realizada uma
lavagem com meio DMEM (GIBCO; USA) para retirada das células-tronco. As células
foram recolhidas em tubos e em seguida, distribuidas em placas de cultura celular
acrescidas do meio DMEM enriquecido com 10% de soro bovino fetal (FBS) (GIBCO;
BRASIL) e 20% de meio de diferenciagio LCCM (meio condicionado de células 1.929).
As células foram mantidas em estufa a 37 ° C sob atmosfera de 5% de COz e no terceiro
dia foram adicionados mais 15 mL do meio de diferenciacdo. No sétimo dia os
macrofagos foram desprendidos das placas de cultura para inicio dos experimentos.

Esse procedimento consistiu em retirar todo o meio de cultura e lavar as placas com 10
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mL de PBS 1X para retirada das células mortas ou que ndo se diferenciaram. Em
seguida, foi acrescentado 5 mL de PBS 1X e posicionado o fundo das placas em gelo
por 5 minutos. Posteriormente, as placas foram deixadas em temperatura ambiente por 5
minutos e adicionados 200 pL da solugdo de EDTA 0,5 M pH 8 para auxiliar na retirada
das células. Imediatamente apds adi¢ao da solugdo de EDTA, iniciou-se o processo de
lavagem da placa com pipeta automatica em toda a extensao para retirada dos BMDM.
As células foram recolhidas em tubo Falcon 50 mL e centrifugadas a 1.500 rpm por 5
minutos. O pellet obtido foi ressuspendido em 5 mL de meio de manutengdo (meio
DMEM + 10 % FBS + 5 % LCCM) e efetuado a contagem das células em camara de
Neubauer. Para realizacdo do experimento, um total de 3x105 células foram plaqueadas
em cada poc¢o, de uma placa de 24 pocos (GREINER BIO-ONE; BRASIL), no volume
final de 200 pL por pogo. Em seguida, as placas foram incubadas por um periodo de 24
horas a 37° C em estufa bacterioldgica sob atmosfera de 5% de CO> antes de serem

tratadas com LPS.

ApoOs 24 horas os BMDM foram lavados delicadamente, por duas vezes,
utilizando PBS 1X e tratados com LPS de S. #yphimurium (SIGMA; USA) apos
sonica¢do por 5 minutos. As concentragdes utilizadas de LPS foram 25 ng/mL, 50 ng/
mL e 100 ng/mL. Os sobrenadantes dos macréfagos tratados foram coletados apos 7
horas e armazenados a -80° C para a andlise da producao de citocinas pelo método de

ELISA.

3.4. Dosagem das Citocinas

As dosagens das citocinas TNF-a e IL-10 foram realizadas no sobrenadante das
culturas de macrofagos pelo método de ELISA utilizando o kit Duoset (R&D
SYSTEMS; USA) seguindo as recomendagdes do fabricante. Os limites de deteccao

foram: 31,25 ng/mL a 2.000 ng/mL para ambas as citocinas.
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3.5.Western Blot

BMDM de animais WT ou Smurfl-- foram cultivados e tradados com LPS (100
ng/ml) por 20, 40 e 60 minutos. Apos esses periodos, os lisados celulares foram
coletados e submetidos a anélises por western blot. Para isso, as culturas celulares foram
lisadas com tampao de lise celular -80 puL. RIPA (Lysis Buffer 10x; USA) + 720 uL H>O
Mili-Q + 90 pL protease inibidor 10x. Durante todo o procedimento de lise as amostras
e reagentes foram mantidas em gelo. Foi adicionado 60 pL do tampao de lise em cada
pogo contendo as culturas celulares e incubados por 10 minutos no gelo. Todo o volume
obtido em cada poco foi coletado apés homogeneizacao e centrifugado a 13.000 rpm
por 10 minutos em ambiente refrigerado (4° C). Em seguida 50 pL de cada amostra foi
retirado e adicionado 25 pL do tampao de amostra (BIORAD; USA). Posteriormente, o

volume final foi recolhido e colocado a 97° C por 5 minutos.

Em seguida, as proteinas foram separadas por eletroforese em SDS-PAGE em
gel de poliacrilamida 10% e posteriormente, transferidas para membrana de PVDF
(BIORAD; USA). As membranas foram bloqueadas com PBS-Tween 20 contendo 5%
de leite desnatado (tampao de bloqueio) por 1 hora sob agitacdo, em temperatura
ambiente. A seguir, as membranas foram incubadas com os seguintes anticorpos
primarios diluidos em tampao de bloqueio: anti-ERK1/2 (1:1000; Cell Signaling; USA),
anti-pERK1/2 (1:1000; Cell Signaling; USA) ou anti-f-actina-HRP (1:1000; Santa
Cruz; USA). Os anticorpos primarios foram incubados overnight a 4° C sob agitagdo.
No dia seguinte as membranas foram lavadas trés vezes com tampao de lavagem (PBS-
Tween 20) e incubadas com os respectivos anticorpos secunddrios marcados com HRP
(excegao da B-actina) diluidos em tampao de bloqueio (1:2000) por 1 hora. Apos trés
lavagens com tampao de lavagem, as membranas foram incubadas com o revelador
Kodak (CARESTREAM DENTAL; USA) por 3 minutos e as imagens dos géis foram

obtidas com o uso de filmes de raio-x.
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3.6. Infeccao de Animais com S. typhimurium

Salmonella entérica serovar Typhimurium (ATCC 14028) foi gentilmente cedida
pelo Prof. Flaviano dos Santos Martins (Departamento de Microbiologia, ICB-UFMG).
O cultivo das bactérias foi feito em meio LB sob agitacdo a 37° C overnight. Apos este
periodo, um novo cultivo foi preparado em meio LB com 2% da suspensdo bacteriana
inicial e mantido sob agitacdo por 3 horas a 37° C. Apds esse periodo, a cultura foi
lavada duas vezes com PBS e ressuspendida em PBS estéril. Posteriormente, a
concentragdo de bactérias na suspensao foi determinada pela leitura da densidade optica
a 670 nm, sendo a O.D. de 0,02 correspondente a 2,5x107 bactérias/mL, conforme

técnica previamente padronizada pelo nosso grupo.

Para o experimento de andlise da sobrevida e do escore clinico, os animais foram
injetados na cavidade peritoneal com 200 pL de uma suspensdo bacteriana contendo
1x10? bactérias/ml. Para os demais experimentos (analise sanguinea, replicagdo
bacteriana em oOrgaos afetados e histopatologia), os animais foram infectados pela

injecdao de 1x104 bactérias/mL na cavidade peritoneal.

3.7. Escore Clinico e Analise de Sobrevida

Animais WT ou Smurfl-- infectados com S. typhimurium foram avaliados
quanto a sobrevida e parametros clinicos relacionados com a progressao da infecgdo
(modelo adaptado de Shrum et al., 2014). Durante o acompanhamento da sobrevivéncia
dos animais, aqueles que apresentaram perda de massa corporea superior a 20 % do
peso inicial foram eutanasiados. As observagoes clinicas do estado do animal durante o
experimento ocorreram a cada 24 horas e foram analisados os seguintes parametros
clinicos: atividade, postura, pelo, respiracdo, alteragdes oculares e edema de face. As
alteragOes clinicas observadas foram pontuadas em escala de 0 (sem alteracdes) a 4

(alteracdes severas) conforme descrito abaixo:

Atividade:

0: animal se movimenta normalmente;
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1: animal se movimenta sozinho, porém de forma mais lenta e/ou por alguns periodos;
: animal se movimenta sozinho, porém ainda mais lento e/ou faz longas pausas;

: animal praticamente ndo sai do lugar, mesmo com estimulo;

RS B\

: sem atividade e o animal pode apresentar tremores.

Postura:

0: postura normal;

1: animal comecga a apresentar um leve encurvamento de tronco (corcunda) que nao se
desfaz totalmente quando vocé o estica;

2: animal apresenta o encurvamento acentuado, porém ainda estica um pouco;

3: animal com bastante encurvamento de tronco e se desfaz um pouco apenas;

4: animal com bastante encurvamento de tronco.

Pelo:

0: pelo normal;

1: pelos piloerectados;

2: maioria da costa ¢ piloerectado;

3: a piloerecao pode ou ndo estd presente (animal inchado);

4: a piloerecdo estd presente (animal magro).

Respiracio:

0: respiragdao normal;

1: breves periodos de respiragao dificil;
2: respiracao dificil, mas sem ofegar;
3: respiracdo dificil e ofegante;

4: ofegante.

Alteracoes nos olhos:
0: olhos aberto e auséncia de secrecao;
1: olhos ndo totalmente abertos, possivel secre¢ao;

2: olhos pelo menos meio fechado, possivelmente com secrecao;
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3: olhos meio fechados ou mais, possivelmente com secrec¢ao;

4: olhos fechados ou leitosos.

Edema de face:

0: auséncia de alteracao na face;

1: leve aumento da regido entre os olhos;

2: moderado aumento na regido entre os olhos;

3: severo aumento da regiao entre os olhos.

A partir desse monitoramento foram feitos os registros de mortalidade diaria e
posteriormente calculado o percentual de sobrevida dos animais (adaptado de S.
Qureshi et al., 2001). As observacdes dos parametros clinicos foram compiladas por
animal, ao final os valores foram somados e, em seguida, realizadas as analises

estatisticas.

3.8. Analise de Parametros Sanguineos dos Animais Infectados

Animais WT ou Smurfl-- foram infectados com S. #yphimurium conforme
descrito acima. Quarenta e oito horas apds a infec¢do, os animais foram eutanasiados e
o sangue foi coletado e analisado em Hemocitdmetro (Nihon Khoden; Celtac) para a
contagem diferencial de linfocitos, mondcitos, eosindfilos, granuldcitos, células totais

ou plaquetas.

3.9. Ensaio de Replicac¢do Bacteriana no Figado e Baco de Animais Infectados

Animais WT ou Smurfl-- foram infectados com S. typhimurium conforme
descrito no item 3.6. Quarenta e oito horas ap6s a infec¢ao, fragmentos do figado e bago
foram coletados e submetidos ao ensaio de replicacdo bacteriana. Para isso, figado e
bago foram coletados em 2 mL de PBS estéril, pesados e homogeneizados em sonicador
Turrax para tecidos. Aliquotas dos lisados dos oOrgdos foram diluidas em série e

plaqueadas em meio LB agar. As placas foram incubadas a 37° C por 12 horas e o
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nimero de CFU obtido foi contado. Os resultados foram expressos pelo nimero de CFU

por mg de tecido.

3.10. Analise Histopatologica

Fragmentos do figado e pulmao de animais WT ou Smurfl-- infectados foram
fixados em formaldeido tamponado 10% e apds 48 horas foram transferidos para etanol
70%. Em seguida, foram realizadas as etapas do processamento histologico das
amostras: fase alcodlica de desidratagdo (alcool 80%, 90%, 95% e 100%), fase de
clarificagdo (xilol I e II), fase de impregnagao (parafina I, II, III) e fase de inclusdo da
amostra em parafina. Posteriormente os materiais foram cortados a 5 pm de espessura e
corados com solugdo Hematoxilina & Eosina (H&E) para analise da estrutura tecidual.

As alteragdes observadas durante a analise dos tecidos foram compiladas em
graficos de barras, utilizando o programa Prisma. Para cada pardmetro analisado
(presenga de necrose, infiltrado inflamatério, degeneracao tecidual e escore total) foram
avaliados o grau de lesdo (leve, moderada, intensa, severa) e agrupados em percentual

para elaboracdo do grafico.

3.11. Analises Estatisticas

Os resultados foram apresentados como média + desvio padrio (DP). As
diferengas estatisticas entre os resultados foram avaliadas através do teste de two-way
ANOVA seguido por pos-teste de Tukey (p < 0,05) ou Teste ¢ de Student, conforme
indicado nos graficos. As analises de sobrevida foram feitas pelo teste de Kaplan-meyer.
As analises estatisticas foram conduzidas por meio do programa GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) e as diferencas foram consideradas

significativas quando o valor de p < 0,05.
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4. Resultados

4.1. Genotipagem dos Animais SMURF1--

A colonia de animais Smurfl-- foi estabelecida no Biotério do Departamento de
Bioquimica e Imunologia em meados de 2019 e para certificar que as matrizes
reprodutoras geradoras dos animais utilizados nesse estudo eram KO (Knock out) para a
proteina Smurfl, foi realizada a genotipagem pela técnica de PCR utilizando conjuntos
de primers que amplificam regides especificas do gene e distinguem o material genético
de animais WT ou Smurfl--. Para isso, os testes foram realizados com o material
genético obtido de todas as matrizes de animais Smurfl-- ou de um animal C57BL/6

(wild-type; WT) como controle.

Foram utilizados conjuntos de primers distintos para identificagdo dos animais
KO ou WT. As amostras dos animais KO foram aplicadas nas posi¢cdes 4 a 14 das
canaletas do gel de agarose e a amostra do animal WT foi aplicada na posicao 3 da
canaleta dos géis de agarose. Nesse experimento, utilizamos no gel A (Figura 5A)
primers que amplificam as amostras dos animais KO e no gel B (Figura 5B) primers

que amplificam a amostra WT.

As imagens obtidas a partir da eletroforese em gel de agarose mostraram a
presenca de uma banda bem definida com o tamanho de 390 pb condicente com o
numero de pares de bases esperado para os animais KO (Figura 5A) nas posicoes 4 a 14
das canaletas do gel de agarose. Na canaleta 3 ndo observamos a presenca de bandas

concordantes para o animal WT.

Como um modelo de contraprova, para garantir que as matrizes de camundongos
Smurfl-- eram KO, utilizamos um conjunto de primers que amplifica as amostras de
camundongos C57BL/6 (WT). As imagens obtidas a partir da eletroforese do gel de
agarose mostraram a presenca de uma banda bem definida com o tamanho de 239 pb na

canaleta 3 do gel de agarose, em acordo com o tamanho de pares de bases esperado para
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o animal WT (Figura 5B). Nas demais posi¢des do gel, nas canaletas de 4 a 14, ndo
observamos a presenga da banda de 239 pb que ¢ o marcador exclusivo para os

camundongos WT.

Esses resultados sugerem que todas as matrizes de camundongos Smurfl-- eram
Knock out, ou seja, os animais apresentaram a delecao do gene Smurfl.

A w1 Q@ Q FQQFIQ Qg9

1 27 g3 g4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

500 pb -,
390 pb - —— = e &5 é e

200 pb -

Controle
B negativo W'T Q Q dl Q Q dl Q Q dl Q
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
\

400 pb -
239 pb - .

Figura 5. Genotipagem de animais Smurfl--. O DNA total extraido das orelhas de animais WT ou
Smurf1-- foi submetido a PCR utilizando primers que amplificam e geram fragmentos de 390 pb (A) ou
239 pb (B) correspondentes a amostras de animais Smurfl-- ou WT, respectivamente. As canaletas 4-14
apresentam amostras das matrizes Smurfl--, a canaleta 3 apresenta amostra de um animal WT
(controle) e a canaleta 2 corresponde ao controle negativo da rea¢do de PCR (agua).
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4.2. Dosagem de citocinas no Sobrenadante de Macrofagos Tratados com LPS

Trabalhando com a hipotese de que a proteina Smurfl participa da regulagdo da
sinalizagdo da resposta imune inata, iniciamos nossos estudos utilizando como modelo
experimental o estimulo de macrofagos com LPS, uma agonista de TLR4, seguido da

dosagem de citocinas no sobrenadante.

BMDM obtidos de animais WT e Smurfl-- foram tratados com LPS nas doses
de 25 ng/ml, 50 ng/ml ou 100 ng/ml e os sobrenadantes das culturas celulares foram

coletados apo6s 7 horas do tratamento. A producdo das citocinas inflamatorias TNF-a e

IL-10 foram quantificadas por ELISA.

Analisando os resultados, observamos que BMDM de animais Smurfl--
produziram niveis significativamente mais elevados da citocina pré-inflamatoria TNF-a
na concentracdo de 100 ng/mL de LPS em relagdo aos macréfagos de animais WT
tratados com o mesmo estimulo (Figura 6A). Além disso, observamos maior produgdo
da citocina anti-inflamatoéria IL-10 por Smurfl-- em comparagao as células dos animais
WT (Figura 6B) apos tratamento com diferentes doses de LPS, com aumento

significativo na concentragdo de 100 ng/ml de LPS.

Portanto, nossos dados sugerem que Smurfl pode controlar a producdo de

citocinas dependente da via de TLR4 em macrofagos.



44

8001 . -, WT
7 O Smurf1™™

N B (o))
o o o
e @ <

TNF-a. (pg/mL)

O T T T T
controle 25 50 100

LPS (ng/mL)

1500+ . lm WT
3 1 Smurf1’-

1000-

500+

IL-10 (pg/mL)

O_ T T -
controle25 50 100

LPS (ng/mL)

Figura 6. Dosagem de TNF-a e IL-10 no sobrenadante de macrofagos tratados com LPS. BMDM de
animais WT ou Smurfl-- foram tratados com LPS nas doses indicadas na figura. Sete horas apos
estimulagdo, o sobrenadante foi coletado e a concentragdo de TNF-a (A) e IL-10 (B) foi determinada por
ELISA. As barras representam a média + desvio padriao da concentragio de citocinas obtidas de triplicatas
experimentais. * p<0,05; teste two-way ANOVA.
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4.3. Avaliacdo da Ativacido da Via ERK1/2 em Macrofagos Tratados com LPS

Baseado em nossos dados que sugerem que Smurfl exerce um papel de controle
na producdo de citocinas em macréfagos, avaliamos posteriormente se a regulacdo da
ativacdo de TLR4 por Smurfl ocorreria através da via de ERK1/2 (proteina-quinase da

via das MAPK importante na producdo de citocinas).

Para isso, BMDM de animais WT ou Smurfl-- foram estimulados com 100 ng/
mL de LPS e os niveis de fosforilacio de ERKI1/2 foram determinados por

immunobloting nos lisados celulares ap6s 20, 40 e 60 minutos de tratamento (Figura 7).

Analisando os resultados obtidos, observamos que o tratamento com LPS
estimulou a fosforilagdo de ERKI1/2 em macrofagos WT, sendo que o pico da
fosforilagdo ocorreu aos 20 minutos e reduziu progressivamente no decorrer dos 60
minutos pos-tratamento. Em relagdo aos BMDM de animais Smurfl-- , observamos que
a fosforilacdo de ERK1/2 foi semelhante aquela observada nos BMDM dos animais
WT, sendo que o pico da fosforilagdo ocorreu aos 40 minutos apds o tratamento com
LPS. A anélise comparativa da densidade das bandas obtidas de p-ERK1/2 em
comparacao com os niveis totais de ERK1/2 intracelulares, revelou que a fosforilagdao
de ERK1/2 observada em BMDM dos animais Smurfl-- tratados com LPS foram
maiores em relagdo ao que observamos nos BMDM dos animais WT tratados dentro do

mesmo periodo de tempo.

Por isso, esse dado sugere que Smurfl exerce um papel de regulador negativo da

fosforilagdo de ERK1/2 em macréfagos.
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Figura 7. Anilise da ativacio de ERK1/2 em macréfagos tratados com LPS. BMDM de animais WT
ou Smurfl-- foram tratados com 100 ng/ml de LPS e os niveis de fosforilagdo de ERK1/2 foram
determinados por immunobloting nos lisados celulares apods 20, 40 e 60 minutos de tratamento. Os niveis
de ERK1/2 totais (ndo fosforilados) foi semelhante em todos os grupos estudados.

4.4. Analise do Escore Clinico e Sobrevida dos Animais Infectados

Os resultados obtidos até o momento sugerem que Smurfl possivelmente exerce
uma funcdo importante na regulacdo da sinalizacdo de TLR4 em macrofagos. Portanto,
levantamos a hipotese de que Smurfl funcionaria como um fator essencial na regulagao
da imunidade inata e resisténcia a infec¢des in vivo. Animais WT ou Smurfl-- foram
infectados pela via intraperitoneal com 1x102 CFU da bactéria S. yphimurium e
submetidos a andlise de pardmetros clinicos importantes durante a instalagdo do

processo infeccioso.

Os parametros clinicos analisados foram a atividade do animal, postura,
respiracdo, pelo, alteragdes oculares e edema de face. As observagdes clinicas
ocorreram a cada 24 horas, e, para cada evento, foi dado uma nota de 0 a 4, conforme
descrito em MATERIAIS E METODOS. Além dos dados clinicos, a sobrevida dos
animais infectados também foi avaliada. Os animais foram sacrificados quando

perderam 20% do peso inicial.
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Quando avaliamos as alteragdes clinicas geradas pelo processo infeccioso ndo
observamos alteragdes significativas no escore clinico entre os animais WT ou Smurf1--
(Figuras 9A). Para melhor compreensdo dos dados obtidos quanto aos parametros
avaliados ao longo do experimento, os resultados foram compilados em grafico mapa de
calor apresentando os escores clinicos observados a cada 24 horas (Figura 9B). Ao
analisarmos o mapa observamos que a partir de 96 horas apos a infeccao os animais WT
apresentaram uma piora progressiva no quadro clinico e na perda de peso, sendo que
eles foram sacrificados em 120 horas apos a infecgdo. Por outro lado, os animais
Smurfl-- apresentaram um pico de piora em seu quadro clinico em 102 horas apds
infeccdo, mas ainda assim apresentavam peso suficiente para continuarmos os
experimentos. Em 144 horas apds infeccdo o experimento com os animais Smurfl-- foi

encerrado devido ao comprometimento grave dos animais Smurfl--.

Observamos que os animais WT apresentaram sobrevida semelhante aos animais
Smurfl-- (Figura 8A) e a perda de massa corporal entre os dois fenotipos também foi
similar ao longo do experimento (Figura 8B). Apesar de nao termos identificado
diferengas estatisticas entre os dois fenotipos, percebemos que os animais Smurfl-- que
sobreviveram por um periodo de tempo mais prolongado em relacdo aos animais WT,
apresentaram parametros clinicos mais comprometidos e graves, ¢ foram sacrificados,

apesar de nao terem perdido 20% do seu peso corporal.
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Figura 8. Anadlise da sobrevida e massa corporal dos animais infectados com S. typhimurium.
Animais WT ou Smurfl-- foram infectados via intraperitoneal com 1x102 CFU da bactéria S.
typhimurium e a sobrevivéncia (A) e o peso corporal (B) foram acompanhados por 144 horas apos
infecgdo.
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Figura 9. Escore clinico dos animais infectados com S. typhimurium. Animais WT ou Smurfl-- foram
infectados via intraperitoneal com 1x102 CFU da bactéria S. typhimurium e submetidos a avaliagdo das
condigodes clinicas durante o processo infeccioso. As figuras apresentam o escore clinico geral (soma de
todos os parametros analisados) (A) e o mapa de calor dos escores clinicos dos parametros analisados na
figura A e compilados a cada 24 horas (B). As cores indicam a gravidade dos parametros analisados que
variam entre 0 (condi¢des clinicas normais) e 100 (condigdes clinicas severas). Os pontos apresentados na
figura A representam os valores individuais de escore clinico total de cada animal. As barras representam
a média + DP dos valores individuais obtidos.
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4.5. Contagem de Leucocitos na Circula¢io de Animais Infectados

Dando sequéncia em nossos estudos, animais WT ou Smurfl-- foram infectados
pela via intraperitoneal com 1x104 CFU da bactéria S. typhimurium e fatores

relacionados a progressao da doenga foram avaliados 48 horas ap6s a infecgao.

Primeiramente, avaliamos a contagem diferencial de leucécitos circulantes com
o uso de Hemocitometro. A analise hematoldgica mostrou que nao ha diferenca
estatistica no nimero absoluto de leucocitos na circulagdo sanguinea entre os dois
fenotipos (Figura 10A). Ao realizarmos a andlise do percentual dos diferentes tipos de
leucdcitos (granulocitos e linfocitos) ndo observamos diferenca na contagem celular
entre os animais WT e Smurfl-- (Figura 10B).
Por motivo desconhecido monocitos, eosinodfilos e plaquetas ndo foram quantificados

pelo aparelho.
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Figura 10. Contagem diferencial do niimero de células circulantes no sangue dos animais infectados
com S. typhimurium. Animais WT ou Smurfl-- foram infectados via intraperitoneal com 1x104 CFU da
bactéria S. typhimurium e foi realizada a contagem das células circulantes ap6s 48 horas. (A) Contagem
global do numero de leucécitos. (B) Contagem diferencial do ntimero de granulodcitos e linfocitos. As
barras representam a média £ DP dos parametros analisados. Os pontos representam os valores

individuais contados em cada animal.
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4.6. Replicac¢io Bacteriana no Figado e Baco de Animais Infectados

Além da contagem de leucdcitos sanguineos, determinamos também a replicagao
bacteriana no figado e bago dos animais 48 horas apos a infeccdo. Observamos
macroscopicamente, no momento da eutanésia, a presenga de hepatomegalia acentuada
e maior nimero de abcessos hepaticos em animais WT comparados aos animais
Smurfl-- (Figura 11A). De maneira interessante, o figado de animais WT apresentaram
numeros significativamente maiores de bactérias replicativas quando comparados aos de
animais Smurfl--. Porém, ndo encontramos diferencas significativas no nimero de

bactérias replicativas no bago dos animais (Figura 11B).
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Figura 11. Anadlise da replicacio bacteriana no figado e baco dos animais infectados com S.
typhimurium. Animais WT ou Smurf1-- foram infectados via intraperitoneal com 1x104 CFU da bactéria
S. typhimurium ¢ a contagem do nimero de bactérias replicativas no figado e bago dos animais foi
realizada 48 horas apos infec¢do. (A) Imagem macroscopica dos 6rgdos dos animais WT ou Smurfl--no
momento da eutanasia. As setas indicam pontos de abcessos ¢ hepatomegalia. (B) Contagem do numero
de bactérias replicativas no figado e baco dos animais infectados. Os dados sdo representados como a
média = DP do ntimero de CFU encontrado nos tecidos. Os pontos representam os valores individuais de
cada anima. * p< 0,05; teste t de Student.
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4.7. Analise Histopatologica do Pulmao e Figado dos Animais Infectados

A seguir, realizamos a andlise histopatoldgica do pulmao e figado dos animais
infectados com S. typhimurium. A literatura descreve a presenga de intenso infiltrado
inflamatério em ambos os Orgdos de animais submetidos a infeccdo sistémica
semelhante a que promovemos nos animais WT e Smurfl-- (Horvat et al., 2007; Mathur

et al., 2012).

A analise histopatologica do pulmao dos animais infectados com S. typhimurium
ndo apresentou nenhuma alteracdo significativa ou infiltracdo de leucocitos entre os
animais WT ou Smurfl-- infectados, comparados aos respectivos grupos controle
(animais WT ou Smurfl-- ndo infectados) (Figura 12).

Quando visualizada a andlise histopatologica do figado, observamos diferengas
entre os animais WT ou Smurfl--em relagdo aos grupos controle (ndo infectado) e entre
os dois fenotipos infectados. Os animais do grupo controle ndo apresentaram lesdao
tecidual. Os animais WT infectados com S. typhimurium apresentaram alteracdes
histologicas mais acentuadas, com presenca de forte infiltrado inflamatorio com
predominio de neutréfilos, maiores areas de necrose e degeneracao tecidual mais grave
em comparacdo aos animais Smurfl--. Por outro lado, os animais Smurfl-- infectados
com S. typhimurium apresentaram alteracdes teciduais mais discretas, com pouca ou
nenhuma 4area com necrose € menor infiltrado neutrofilico em relagdo ao figado dos

animais WT infectados (Figura 13).

Os achados histopatologicos observados foram quantificados e os dados
representados em graficos conforme intensidade do processo degenerativo, presenca de
infiltrado inflamatorio, presenca de areas de necrose e escore total observado nos

animais WT ou Smurfl--infectados com S. typhimurium (Figura 14).



55

Figura 12. Analise histopatolégica do pulmédo dos animais infectados com S. #yphimurim. Corte
histolégico do pulmédo de animais WT ou Smurfl--e grupo controle (animais nio infectados). A: alvéolos
pulmonares; B: bronquiolos; EPC: epitélio pseudoestratificado colunar; VS: vaso sanguineo. Coloracdo:
hematoxilina-eosina. Barra de escala: 50pm.
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Figura 13. Analise histopatolégica do figado dos animais infectados com S. typhimurim. Corte
histolégico do figado de animais WT ou Smurfl-- e seus respectivos grupos controles (animais ndo
infectados). VC: veia central; VS: vaso sanguineo; Ne: areas de necrose; Seta: hepatocitos; Asterisco:
infiltrado inflamatdrio. Coloragdo: hematoxilina-eosina. Barra de escala: 50pum.
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Figura 14. Quantificacdo dos achados histopatologicos do figado dos animais infectados com S.
typhimurium. Animais WT ou Smurfl-- foram infectados via intraperitoneal com 1x104 CFU da bactéria
S. typhimurium e realizado analise histopatologica do figado. As cores das barras representam a gravidade
das alteragdes histopatologicas observadas no figado dos animais infectados. 0: ausente (0%), 1: minimo
(1-20%), 2: leve (21-40%), 3: moderado (41-60%), 4: acentuado (61-80%), 5: grave (81-100%).
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5. Discussao

Smurfl ¢ uma ubiqutina-ligase que esta relacionada a varios processos
biolégicos importantes do hospedeiro (Cao & Zhang, 2013a). Estudos prévios
mostraram que Smurfl direciona para degradacdo proteassomal proteinas importantes
na sinalizacdo do sistema imune, apresentando uma possivel fung¢do em atuar na
regulacdo da resposta inflamatoria (Lee et al., 2011; S. Li et al., 2010; Y. Wang et al.,
2012; Yuan et al., 2012).

Os dados obtidos com esse trabalho mostraram um potencial de Smurfl em
regular a resposta inflamatoria de macrofagos. Utilizando LPS para ativar a via de
sinalizacdo de TLR4, nossos resultados mostraram que macréfagos deficientes de
Smurfl apresentaram aumento na produgdo das citocinas TNF-o e IL-10 e maior
fosforilagdo de ERK1/2. Acreditamos que Smurfl possivelmente regula negativamente
a via de TLR4 através da degradacdo de algum substrato ou proteina importante na
cascata de sinalizacdo. Um estudo demonstrou que Smurfl interagiu diretamente com
diversas proteinas da familia TRAF, incluindo TRAF6 (S. Li et al., 2010). TRAF6 ¢
uma proteina adaptadora que pertence a superfamilia de proteinas TRAF. Foram
identificadas seis membros até o0 momento e somente TRAF6 participa da transdugdo de
sinal dos receptores TNF (TNFR) e também da familia dos receptores TLR (T.
Kobayashi et al., 2004; Ye et al., 2002). A literatura destaca o papel de TRAF6 em ativar
o fator de transcricdo NF-kB levando a producdo de citocinas inflamatérias (Verstak et
al., 2009). Portanto, trabalhamos com a hipotese de que Smurfl ubiquitina e direciona
para degradagdo proteassomal substratos da familia TRAF, apresentando assim um
papel central no controle da sinalizacdo da imunidade inata. A auséncia intracelular de
Smurfl (como nos macroéfagos Smurfl--) resulta em uma maior disponibilidade de
TRAF6 que, durante a sinalizacdo de TLR4 leva a uma producdo exacerbada/
desregulada de citocinas (Figura 15). Uma vez que TRAF6 atua upstream tanto da via
das MAPK quanto de NF-kB durante a sinalizacdo de TLR4 (Y. C. Lu et al., 2008)
pretendemos também avaliar em macréfagos Smurfl-- a fosforilacdio de proteinas

relacionadas com a via de NF-kB, como a p65, ou a degradacdo de IkB. Por fim, ¢
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descrito que os receptores Tipo NOD (NLR) e receptores do Tipo I (RIG-I) também
utilizam a proteina TRAF6 para sinaliza¢ao (Taro Kawai & Akira, 2010; Yu & Levine,
2011), levando a considerarmos também a hipdtese de que Smurfl possa desempenhar

um papel de regulacdo em outras vias de sinalizagdo do sistema imune.

Estudos ja demonstraram que o LPS pode causar um colapso nos sistemas
circulatorio e respiratdrio, promovendo o choque séptico. Nesse modelo que utilizamos,
o LPS induziu uma supersecre¢do de citocinas em macréfagos, principalmente o TNF-a
que, em humanos pode acarretar agdes locais e sist€émicas no organismo levando a
morte do hospedeiro caso ndo sejam tomadas medidas terapéuticas adequadas e dentro
de um curto periodo de tempo (Tracey, 1992). Embora a resposta imune inata seja
critica para o controle inicial da infec¢ao bacteriana, a produgdo descontrolada de
citocinas inflamatdrias pode ser prejudicial e até fatal para o hospedeiro. Compreender
como se dd a regulagdo negativa das vias de sinalizagdo imune ¢ fundamental para
aprofundar nossa compreensao em como controlar processos infecciosos e inflamatorios

que acometem o organismo.

Os efeitos inibitorios de Smurfl na regulagdo da resposta imune descritos neste
trabalho foram demonstrados também para outras proteinas com fung¢des variadas. Por
exemplo, IRAK-M, uma quinase pertencente a familia IRAK e expressa em
macrofagos, atua como regulador negativo da via de sinalizacdo dos TLR. BMDM de
animais deficientes de IRAK-M estimulados com LPS apresentaram maior produgdo
das citocinas TNF-a, IL-12 e IL-6 quando comparados aos BMDM de animais WT (K.
Kobayashi et al., 2002). Além da dosagem das citocinas, também foi avaliado se IRAK-
M participava da via de ativacdo das MAPK ou NF-«B. Semelhante a nosso
experimento com Smurfl, BMDM de animais WT e KO foram estimulados com LPS e
os niveis de fosforilagio de ERK1/2 e JNK foram quantificados. Os resultados
demonstraram maior nivel de fosforilacdo dessas quinases nos BMDM de animais
deficientes para IRAK-M, sugerindo que essa proteina participa da regula¢do negativa
dessas vias em macrofagos. Outro estudo utilizando animais deficientes de SIGIRR

(single immunoglobulin IL-1R related molecule) e submetidos ao desafio por LPS,
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mostrou que essa proteina funciona como regulador negativo da sinalizagao de IL-1 e
LPS ao apresentarem maior produgado de citocinas IL-1 ¢ TNF-a em relagdo aos animais

WT (Wald et al., 2003).

Os dados obtidos com o experimento in vitro nos levaram a avaliar se Smurfl
teria um papel na resisténcia do hospedeiro contra infec¢des bacterianas in vivo. Para
testar essa hipdtese, trabalhamos com animais WT e deficientes para Smurfl num
modelo experimental utilizando a bactéria S. typhimurium. Encontramos na literatura
trabalhos demonstrando que os componentes celulares dessa bactéria (LPS e flagelinas,
por exemplo) induzem a ativagdo de diferentes TLR no organismo (Herhaus & Dikic,
2018; Mathur et al., 2012). Animais WT e Smurfl-- foram infectados com S.
typhimurium, numa dose que simula a condi¢ao de choque séptico no animal e apos 48
horas alguns parametros significativos durante a instalacio do processo infeccioso
foram analisados. Os dados obtidos demonstraram que os animais deficientes de Smurfl
apresentaram menor replicacdo bacteriana no figado e maior nimero de leucocitos na
circulagdo em relagdao aos animais WT. Avaliando um contexto de infec¢ao sistémica,
acreditamos que essa menor replicagdo bacteriana dos animais Smurfl-- se deve a maior
circulagdo de leucdcitos observada no sangue e também ao aumento na producdo de
citocinas e fatores antimicrobianos que estariam atuando no controle da infecgdo
bacteriana. Uma hipdtese ¢ que as citocinas inflamatorias, principalmente TNF-a,
podem estar atuando sobre a medula éssea estimulando a produc¢do de mais células
mielodides, por isso o aumento na producdo de leucécitos circulantes no sangue dos
animais Smurfl--. Os resultados de CFU sao condizentes com os dados obtidos através
da andlise histopatologica do figado, na qual os animais Smurfl-- apresentaram menores
danos teciduais em relacdo aos animais WT. Esse fato se deve a menor replicagao
bacteriana nesses animais, consequentemente, menores areas de necrose tecidual e

infiltrados inflamatorios em relagdo aos animais WT.

Os resultados obtidos pelo experimento in vivo sdo apoiados por pesquisas na
literatura que sustentam a hipdtese de que Smurfl pode ser um fator importante do

hospedeiro na regulagdo da resposta imune inata. Um estudo com camundongos
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deficientes em NLRP12 demostrou que essa proteina desempenha um papel similar a
Smurfl no controle da resposta inata. Animais deficientes de NLRP12 foram mais
resistentes a infeccdo por S. typhimurim, quando comparados aos animais WT,
destacando o papel do NLRP12 como regulador negativo da sinalizagdo imune inata

durante a infec¢do por S. typhimurium (Zaki et al., 2014).

Em rela¢do aos dados obtidos quanto a sobrevida dos animais Smurfl--e WT
apos infeccdo com a bactéria S. typhimurium, ndo observamos diferencas estatisticas na
analise dos dados, apesar de notarmos que parte dos animais Smurfl-- permaneceram
vivos ao final do experimento (ndo perderam 20 % da massa corpdrea). Porém, mesmo
ndo tendo sucumbido a infecgdo, estes animais apresentaram condigdes clinicas muito
comprometidas (mobilidade reduzida, postura prejudicada, respiragdo ofegante e olhos
com presenga de secre¢do) e tiveram que ser sacrificados. Acreditamos que de maneira
geral, os animais Smurfl apresentaram uma tendéncia de sobreviver mais a infecgao,
quando comprados aos animais WT, ja que apresentaram menor replicagdo bacteriana e
melhores condigdes histopatoldgicas no figado. Sugerimos que esta maior tendéncia de
resisténcia dos animais Smurf1-- esteja ligada a maior produgdo de fatores inflamatorios
e antimicrobianos nestes animais. Para obtermos resultados mais claros serd realizada
adequacdo da dose administrada de bactérias com o objetivo de promover um tempo
maior de sobrevida e termos melhores condi¢cdes de avaliar se hd uma diferenca

significativa entre os fenotipos pods-infecgao.

Baseado nos resultados encontrados até o momento, nossa hipotese de trabalho
(Figura 15) sobre o papel desempenhado por Smurfl na regulagdo da resposta imune
inata ¢ que Smurfl atua marcando para ubiquitinagdo e degradagdo algum substrato
celular relacionado com a regulagdo negativa da sinalizagao de TLR4. Essa suposicao ¢
apoiada por trabalhos que descrevem a atuagdo de Smurfl na regulacdo da resposta
imune. Estudos demonstraram que um dos mecanismos inibitorios da sinalizagdo de
TLR4 mediado por TGF-f ¢ dependente da ubiquitinagdo e degradacao proteassomal de
MyD88 mediada por Smurfl (Lee et al.,, 2011). Outros autores evidenciaram que

Smurfl interagiu fisicamente com STATI induzindo sua ubiquitina¢do e degradacdo
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(Yuan et al., 2012). Em outros experimentos com células HEK, Smurfl interagiu com
MAVS, MEKK?2 ou com TBRI induzindo a ubiquitinagao e degradacdo proteassomal
desses substratos (Ebisawa et al., 2001; Y. Wang et al., 2012; Wen et al., 2015).

Compreender os mecanismos celulares que atuam na regulacdo da resposta
imune inata contribuira para o desenvolvimento de novos farmacos e terapias contra as
doengas infecciosas bacterianas e até mesmo doencas inflamatérias (Anwar et al., 2013;
Cao & Zhang, 2013b; Drews & Taegtmeyer, 2014; Lehman, 2009; Rolfe et al., 1997).
Novas estratégias terapéuticas vém sendo estudadas para tratar choque séptico e
infecgdes bacterianas. A literatura descreve a dificuldade em encontrar novos
antibidticos para controlar os processos infecciosos e novas formas de tratamento

devem ser avaliadas (Antimicrobial Resistance Division & Partnership, 2020).

Nossa perspectiva ¢ continuar as pesquisas com os BMDM para dosagem de
outras citocinas, avaliarmos a produ¢do de 6xido nitrico, realizar analise CFU nessas
células utilizando modelo de infeccdo por S. typhimurium e tentarmos identificar a
participagdo de Smurfl em outras vias de sinalizacdo mediadas por TLR4, como NF-
kB. Em relacdo aos experimentos in vivo, nosso objetivo ¢ realizar a repeti¢ao do teste
de sobrevida dos animais WT e Smurfl-- a fim de identificarmos possiveis alteracdes
entre os dois fendtipos. Além disso, pretendemos dosar as citocinas no sangue desses
animais e trabalharmos com inibidores/estimulares da via de ERKI1/2. Outra
possibilidade de trabalho futuro ¢ o inicio de ensaios para identificarmos o papel dos
diferentes dominios estruturais de Smurfl na sinalizagdo da resposta imune. Os autores
Franco et al., 2017 demonstraram que o dominio C2 de Smurfl promove seu
recrutamento e localizacdo em vacuolos contendo M. tuberculosis, ¢ a atividade
catalitica do dominio HECT ¢ essencial em mediar a autofagia seletiva antibacteriana.
Baseado nessas informacgdes, ¢ possivel que o mecanismo de atuagdo de Smurfl na
sinalizacdo de NF-kB e resposta inflamatéria de macrofagos possa ser dependente dos

dominios HECT (catalitico) e C2 (recrutamento de membranas).
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Figura 15. Hipétese de trabalho. Smurfl pode atuar como um regulador negativo na sinalizagdo do
TLR4. Os pontos de interrogago representam possiveis substratos de Smurfl.
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6. Conclusao

Este trabalho conclui que a E3 ubiqutina-ligase Smurfl pode atuar como um
regulador negativo da ativacao da via ERK1/2 em macrofagos e desempenha um papel
critico na regulacdo da imunidade inata contra infec¢des causadas pela bactéria
Salmonella typhimurium. Portanto, Smurfl ¢ um fator do hospedeiro importante na

manuten¢do da homeostase do sistema imunolédgico.
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