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RESUMO

A COVID-19 ¢é uma doenca causada pelo SARS-CoV-2, pertencente ao género
Betacoronavirus, e caracteriza-se por intensa inflamacdo sistémica, associada a producéo
elevada de citocinas e quimiocinas. Os Betacoronavirus podem desencadear uma resposta
inflamatdria exacerbada, que o hospedeiro precisa regular para evitar danos excessivos. Um dos
principais mecanismos envolvidos nesse controle é a ubiquitinagdo, um processo pos-
traducional no qual moléculas de ubiquitina sdo covalentemente ligadas a proteinas-alvo,
promovendo sua degradacdo ou modificagdo funcional para ajustar a resposta imune. Entre as
proteinas envolvidas na ubiquitinacdo, destaca-se a Smurfl, uma E3 ubiquitina-ligase que
catalisa a ubiquitinag&o e a degradacéo proteassomal de varios substratos proteicos relacionados
a respostas inflamatorias e sinalizacdo antiviral. Dados recentes indicam que 0 mMRNA de
Smurfl € altamente expresso em swabs de nasofaringe e orofaringe de pacientes com COVID-
19, o que sugere que Smurfl pode atuar na regulacdo das respostas imunes durante a infeccéo
por Betacoronavirus. O presente estudo investigou a importancia de Smurfl na imunidade
antiviral e sua regulacdo na resposta inflamatoria, utilizando modelos de infeccdo com
coronavirus murinos MHV-3 e MHV-A59, que apresentam diferentes graus de patogenicidade.
Experimentos in vitro mostraram que, na infeccao de macréfagos com MHV-3, Smurfl regulou
negativamente a producdo de CXCL1, sem impactar o titulo viral ou a viabilidade celular. Em
contraste, na infeccdo por MHV-AS59, Smurfl reduziu a producdo de citocinas pro-
inflamatorias, como TNF e CXCL1, controla a replicacdo viral e preserva a viabilidade celular.
A avaliacdo in vivo também revelou diferencas importantes. Camundongos Wild-type ou
Smurfl™" infectados por via intranasal com MHV-3 ndo apresentaram alteracdes na sobrevida
entre os grupos. Nos pardmetros hematoldgicos, os camundongos Smurfl™" tiveram um
aumento de granuldcitos e linfopenia, levando a uma maior razdo granuldcito/linfécito. No
entanto, ndo foram observadas diferencas significativas no titulo viral, no dano tecidual ou na
producdo de mediadores inflamatdrios no pulméo. No entanto, a auséncia de Smurfl levou a
um aumento discreto em regides necroticas no figado. Na infeccdo por MHV-AS9,
camundongos Smurfl~~ mostraram maior suscetibilidade, com morte precoce em infecgoes
letais e sinais de inflamacdo sistémica exacerbada. A expressdo de Smurfl no pulméo foi
essencial para controlar a replicacdo viral, regulando negativamente 0 mRNA de IFN-B e
modulando o perfil inflamatério de macrofagos e neutréfilos. No figado, Smurfl néo
influenciou diretamente a expressdéo do mMRNA de IFN-B, mas aumentou TNF ¢ iNOS em
neutréfilos e reduziu TNF em macr6fagos. Além disso, camundongos Smurfl ™~ apresentaram
maior dano hepatico, evidenciado por niveis elevados de alanina aminotransferase (ALT) e
aspartato aminotransferase (AST), sugerindo lesdo tecidual significativa. Esses achados
destacam que Smurfl exerce fungdes distintas dependendo do contexto viral. Enquanto na
infeccdo por MHV-3 seu papel foi modesto, na infeccdo por MHV-A59 Smurfl foi fundamental
para a regulacdo da resposta inflamatoria e protecdo contra danos sistémicos. A auséncia de
Smurfl levou a resposta inflamatoria descontrolada, aumento da replicacdo viral e maior
mortalidade, ressaltando seu papel critico na imunidade antiviral e na homeostase inflamatoria.
Esses resultados contribuem para o entendimento dos mecanismos imunoldgicos mediados por
Smurfl e sugerem que essa proteina pode ser um alvo terapéutico potencial no combate a
infeccdes por Betacoronavirus.

Palavras-chave: Smurfl, Betacoronavirus, inflamacéo, macrofagos.



ABSTRACT

COVID-19 is a disease caused by SARS-CoV-2, belonging to the Betacoronavirus genus, and
Is characterized by intense systemic inflammation associated with elevated production of
cytokines and chemokines. Betacoronaviruses can trigger an exacerbated inflammatory
response, which the host must regulate to prevent excessive damage. One of the main
mechanisms involved in this regulation is ubiquitination, a post-translational process in which
ubiquitin molecules are covalently attached to target proteins, promoting their degradation or
functional modification to adjust the immune response. Among the proteins involved in
ubiquitination, Smurfl stands out as an E3 ubiquitin ligase that catalyzes the ubiquitination and
proteasomal degradation of various protein substrates related to inflammatory responses and
antiviral signaling. Recent data indicate that Smurfl mRNA is highly expressed in
nasopharyngeal and oropharyngeal swabs from COVID-19 patients, suggesting that Smurfl
may regulate immune responses during Betacoronavirus infection. This study investigated the
importance of Smurfl in antiviral immunity and its regulation of the inflammatory response
using infection models with the murine coronaviruses MHV-3 and MHV-A59, which exhibit
different degrees of pathogenicity. In vitro experiments showed that in macrophage infection
with MHV-3, Smurfl negatively regulated CXCL1 production without affecting viral titers or
cell viability. In contrast, during MHV-A59 infection, Smurfl reduced the production of pro-
inflammatory cytokines such as TNF and CXCL1, controlled viral replication, and preserved
cell viability. In vivo evaluation also revealed important differences. Wild-type or Smurfl ™~
mice infected intranasally with MHV-3 showed no differences in survival between groups. In
hematological parameters, Smurf1™~ mice exhibited increased granulocytes and lymphopenia,
leading to a higher granulocyte-to-lymphocyte ratio. However, no significant differences were
observed in viral titers, tissue damage, or inflammatory mediator production in the lungs.
Nevertheless, the absence of Smurfl led to a slight increase in necrotic regions in the liver. In
MHV-A59 infection, Smurf1~~ mice showed increased susceptibility, with early death in lethal
infections and signs of exacerbated systemic inflammation. Smurfl expression in the lungs was
essential for controlling viral replication by negatively regulating IFN-p mRNA and modulating
the inflammatory profile of macrophages and neutrophils. Smurfl did not directly influence
IFN-B mRNA expression in the liver but increased TNF and iNOS in neutrophils while reducing
TNF in macrophages. Additionally, Smurf1l~~ mice exhibited greater liver damage, evidenced
by elevated alanine aminotransferase (ALT) levels and aspartate aminotransferase (AST),
suggesting significant tissue injury. These findings highlight that Smurfl exerts distinct
functions depending on the viral context. While its role was modest in MHV-3 infection,
Smurfl was crucial in MHV-A59 infection for regulating the inflammatory response and
protecting against systemic damage. The absence of Smurfl led to uncontrolled inflammation,
increased viral replication, and higher mortality, underscoring its critical role in antiviral
immunity and inflammatory homeostasis. These results contribute to the understanding of
Smurfl-mediated immune mechanisms and suggest that this protein may be a potential
therapeutic target for combating Betacoronavirus infections.

Keywords: Smurfl, Betacoronavirus, inflammation, macrophages.
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1. INTRODUCAO
A pandemia da doenca do coronavirus de 2019 (COVID-19), causada pelo virus da

sindrome respiratoria aguda grave 2 (SARS-CoV-2), ainda tem levado a mortalidade,
morbidade, problemas socioeconémicos e psicoldgicos globais bastante significativos (DONG;
DU; GARDNER, 2020; LONG et al., 2022; PAROTTO et al., 2023; YAO et al., 2024). Ja
foram notificadas mais de 6 milhdes de mortes em todo mundo e somente no Brasil, mais de
700 mil ébitos em decorréncia da COVID-19 (WHO, 2024). Os casos graves de infec¢bes por
coronavirus estdo correlacionados com a Sindrome do Desconforto Respiratorio Agudo
(SDRA), que pode acarretar na faléncia multipla dos 6rgéos, levando o individuo a morte
(MATTHAY; WARE; ZIMMERMAN, 2012). Desde o inicio da pandemia, pesquisadores do
mundo todo tém buscado entender os mecanismos imunopatolégicos associados as
manifestacdes clinicas e imunopatoldgicos ocasionadas pelo SARS-CoV-2 (HUANG et al.,
2020) através de andlises de amostras de pacientes infectados ou utilizando uma diversidade de
modelos experimentais, o que tem acelerado o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas (KIM; LEE; JU, 2021).

1.1. Classificagdo do SARS-CoV-2 e outros coronavirus

O SARS-CoV-2 pertence a familia Coronaviridae que é composta por duas subfamilias,
Letovirinae e Orthocoronavirinae. A subfamilia Orthocoronavirinae é composta por quatro
géneros: Alfacoronavirus, Betacoronavirus, Gamacoronavirus e Deltacoronavirus (Korner et
al., 2020). O SARS-CoV-2 esta inserido no género Betacoronavirus, onde outros virus de
importancia médica e veterinaria ja sdo conhecidos como o coronavirus da Sindrome
Respiratoria do Oriente Médio (MERS-CoV), o Coronavirus da Sindrome Respiratéria Aguda
Grave (SARS-CoV) e o Virus da Hepatite Murino (MHV) (Coronaviridae Study Group of the
International Committee on Taxonomy of Viruses, 2020).

Alguns coronavirus sdo patdégenos comuns de humanos e animais, como porcos,
bovinos, camelos, gatos, cdes, roedores, passaros e morcegos. Quatro coronavirus sao
endémicos em humanos (coronavirus humano NL63 (HCoV-NL63), HCoV-229E, HCoV-
0OC43 e HCoV-HKUL1) e normalmente infectam o trato respiratério superior, causando a SDRA,
sintoma comum da infecc¢do por coronavirus (Lamers et al., 2022). Nos ultimos anos, alguns
coronavirus de origem zoondtica tém transbordado de reservatérios animais para humanos,
causando endemias e pandemias de nivel global, sendo os agentes etioldgicos o coronavirus da

sindrome respiratoria do Oriente Médio (MERS-CoV), o coronavirus da sindrome respiratoria
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aguda grave (SARS-CoV) e 0 mais recente, o coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave
2 (SARS-CoV-2) (WU et al., 2020a).

1.2. Estrutura dos Betacoronavirus

Os Betacoronavirus sdo virus envelopados que possuem em seu interior um RNA de
fita simples de sentido positivo, que varia entre 25-31 kb de tamanho a depender da estrutura
viral. Seu genoma pode codificar proteinas estruturais (acessorias): spike (S), envelope (E),
membrana (M) e nucleocapsideo (N), dos quais a proteinas S medeia a entrada do virus nas
células hospedeiras; e proteinas ndo-estruturais (nsp 1-16/20), que pode variar também de
acordo com o tamanho do virus (Fig. 1) (CORONAVIRIDAE STUDY GROUP OF THE
INTERNATIONAL COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES., 2020).

g 266 13,468 21,563 29,674l .
' ORF1a ORF1b '
PLpro- :lCL-l R(;Rp I I |
protease . EM N ‘
[ _HiiEEmi
Spike (S)

)\.‘ )LYJ‘ 0h Spike (S)
a," ¥

e.‘o e———— Nucleocapsideo (N)
&= .. | 5@
2

o ‘ ) S——— Membrana (M)
o ‘
\——— Envelope (E)

RNA viral genémico
29,903 pb

Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura viral dos virus pertencentes ao género Betacoronavirus. A
ilustracdo destaca os principais componentes estruturais, incluindo a proteina Spike (S), responsavel pela entrada
viral na célula hospedeira; a proteina nucleocapsideo (N), envolvida na compactacdo e protecdo do RNA
gendmico; a proteina de membrana (M), essencial para a montagem e integridade estrutural do virus; a proteina
de envelope (E), que participa no processo de brotamento e liberacdo viral; e 0 RNA gendmico, que contém as
informacdes genéticas necessarias para a replicacdo e expressao viral. Adaptado de (RANDO et al., 2021).
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1.3. Ciclo biologico dos Betacoronavirus

Antes da pandemia da COVID-19, pouco se sabia sobre o ciclo biologico dos
coronavirus, pois muitos utilizam diferentes formas de entrada na célula hospedeira
(CORONAVIRIDAE STUDY GROUP OF THE INTERNATIONAL COMMITTEE ON
TAXONOMY OF VIRUSES., 2020). Desde o inicio da pandemia, inimeros esforcos tém sido
direcionados para caracterizar o ciclo bioldgico e a sintese das proteinas estruturais do SARS-
CoV-2, com base em estudos prévios de outros virus do género Betacoronavirus. As
informacdes apresentadas neste trabalho foram elaboradas a partir de achados especificos do
SARS-CoV-2, mas também podem ser correlacionadas com os mecanismos de replicacao de
outros membros pertencentes aos Betacoronavirus.

A entrada do SARS-CoV-2 na célula hospedeira € mediada pela interacdo da proteina
Spike (S) com a enzima conversora de angiotensina 2 (ECAZ2), facilitando a adesdo viral.
Paralelamente, a ativacdo da serina protease transmembrana 2 (TMPRSS2) promove a clivagem
da proteina S, desencadeando a fusdo das membranas viral e celular. Apds a entrada, 0 RNA
gendmico (gRNA) viral é traduzido a partir das regifes abertas de leitura (ORF1a e ORF1b).
Durante esse processo, proteases incorporadas nas proteinas ndo estruturais (nsp3 e nsp5)
clivam as poliproteinas traduzidas (ppla e pplab), formando um complexo de replicacdo e
transcricdo (RTC) composto por 16 proteinas ndo estruturais. A replicacdo do RNA viral ocorre
em compartimentos membranosos de dupla camada, criando um microambiente protegido
contra a detec¢do pelo sistema imunoldgico. O RTC sintetiza tanto novos gRNAs quanto
MRNAs subgenémicos (sg-mRNAS), os quais contém regides abertas de leitura (ORFs 2-9b)
responsaveis por codificar proteinas estruturais, como Spike (S), membrana (M), envelope (E)
e nucleocapsideo (N), além de proteinas acessorias. Apos a sintese, 0 gRNA recém-produzido
pode ser utilizado como molde para a replicacdo adicional ou ser empacotado em novos virions.
Durante a montagem viral, as proteinas estruturais sdo translocadas para o reticulo
endoplasmatico (ER) e processadas no compartimento intermediario ER-Golgi (ERGIC). Nesse
local, os nucleocapsideos, formados pelo revestimento do gRNA com proteinas N, interagem
com as proteinas estruturais e brotam no ERGIC antes de serem liberados da célula hospedeira
por meio de exocitose lisossomal (Fig. 2) (MALONE et al., 2022; V’KOVSKI et al., 2021).
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Figura 2. Esquema ilustrativo do ciclo bioldgico do SARS-CoV-2. A entrada do virus na célula hospedeira ocorre
por meio da interacdo da proteina Spike (S) com o receptor ACE2, seguida pela clivagem da TMPRSS2, ativando
a fusdo de membranas. Apds a internalizacdo, o RNA gendmico (gQRNA) € liberado e traduzido em poliproteinas
(ppla e pplab), que séo processadas por proteases virais (nsp3 e nsp5) para formar um complexo de replicagdo e
transcricdo (RTC). Nesse microambiente protegido por membranas, ocorre a sintese de novos gRNAs e mRNAs
subgendmicos (sg-mRNAs), responsaveis pela produgdo das proteinas estruturais e acessOrias. Durante a
montagem, os gRNAs sdo revestidos por proteinas N, formando nucleocapsideos, que interagem com proteinas
estruturais no compartimento ER-Golgi (ERGIC) antes de serem liberados por exocitose. Adaptado de (MALONE
et al., 2022).

1.4. Resposta imune inata e resisténcia aos Betacoronavirus

A resposta imune inata é a primeira linha de defesa ativada contra as infec¢@es causadas
por Betacoronavirus. Receptores de reconhecimento padrdo (PRRs) semelhantes aos genes
induziveis por acido retindico (RIG-1 e MDADb), do tipo Toll (TLRs), dentre outros, podem
reconhecer componentes virais e induzir uma resposta imune antiviral (OKAMOTO et al.,
2017). A ativacéo de receptores do tipo RIG-1 e TLRs desencadeia uma cascata de sinalizagdo

que culmina na fosforilagdo de fatores de transcri¢do, como o fator nuclear kappa B (NF-«xB) e
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membros da familia dos fatores reguladores de interferon (IRFs). Essa ativacdo resulta na
producéo de interferons do tipo I (IFN-1), que, por sua vez, regulam a expresséo de diversos
genes estimulados por interferon (ISGs) e citocinas pro-inflamatdrias. Essas moléculas atuam
de forma paracrina ou autocrina, promovendo um estado antiviral nas células adjacentes e na
prépria célula que recebeu o estimulo inicial (SETH; SUN; CHEN, 2006).

Durante a resposta antiviral do hospedeiro, diversos mediadores inflamatorios séo
secretados para promover o recrutamento de células imunoldgicas ao local da infecgédo e/ou
suprimir a replicacdo viral. Entre os principais mediadores induzidos pela infec¢do destacam-
se os interferons do tipo | e Ill. Além disso, sdo produzidos outros mediadores pro-
inflamatorios, como o fator de necrose tumoral (TNF) e as interleucinas IL-1, IL-6, IL-18 e IL-
8, bem como quimiocinas como CCL2, CCL3, CCL5, CXCL1/2, CXCL8, CXCL9 e CXCL10.
(Fig. 3) (ANDRADE et al., 2021; LAMERS; HAAGMANS, 2022; ZHAO et al., 2022). Em
conjunto, essas citocinas e quimiocinas induzem mecanismos antivirais na célula-alvo e
potencializam a resposta imune adaptativa mediada por linfocitos T (CD4" e CD8")
(DIAMOND; KANNEGANTI, 2022; LAMERS; HAAGMANS, 2022). O aumento excessivo
de mediadores inflamatdrios pode estar associado ao aumento dos danos teciduais. Essa
resposta inflamatéria pode ser mediada pela ativacao de vias de morte celular, como piroptose,
apoptose e necroptose, mecanismo esse chamado de PANoptose. Esses eventos contribuem
significativamente para a progressao da doenca a um estado clinico critico em pacientes
(KARKI et al., 2021, 2022; ZHAO et al., 2022).
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Figura 3. Representacao esquematica da Infecgao pulmonar causada por Betacoronavirus e suas cme'a.ﬁiénmas
imunologicas. Apds a inalago, o virus atinge o trato respiratdrio inferior, infectando células epiteliais alveolares,
endoteliais e macr6fagos. O reconhecimento pelo sistema imune inato, por meio de sensores citosélicos e
receptores TLRs, induz a producdo de interferons tipo I/1I1 (IFNs) mediadores pré-inflamatérios. A resposta
inflamatoria exacerba o dano tecidual, promovendo disfungéo endotelial, vazamento vascular e edema pulmonar,
resultando em hipoxemia e insuficiéncia respiratoria. O acimulo de macr6fagos e neutrofilos agrava a destruicéo
tecidual, induzindo danos irreversiveis ao pulmao. Adaptado de (HARRISON; LIN; WANG, 2020).

A producéo desses mediadores pro-inflamatorios leva ao recrutamento de diversos tipos
de celulares para o local infeccioso e as primeiras células a chegarem no local sdo 0os macrofagos
e 0s neutréfilos. Os macrofagos e neutrofilos desempenham papéis fundamentais na resposta
imune contra os Betacoronavirus, influenciando tanto a defesa contra o virus quanto a
gravidade da doenca (WANG et al., 2023). Nos pulmdes os neutrdfilos séo capazes de
liberar as armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETs) para conter a infeccdo por
Betacoronavirus. Essas NETS, durante a SDRA, podem contribuir para a morte de células
epiteliais, aumentando ainda mais o processo inflamatorio e dano tecidual (BUTT,;
KURDOWSKA; ALLEN, 2016). Os neutrofilos ativados podem interagir com plaquetas e
células endoteliais, favorecendo a formagéo de codgulos sanguineos induzindo a uma resposta
inflamatoria exacerbada, uma complicacdo comum em pacientes graves de COVID-19
(MIESBACH; MAKRIS, 2020). Os macrofagos sdo a primeira linha de defesa contra a infec¢éo

por Betacoronavirus (ZHENG et al., 2021). Durante a infeccdo inicial pelo SARS-CoV-2, foi
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mostrado que a expressdo das citocinas inflamatérias IL-1p ¢ IL-6, além da quimiocina
CXCL10, estava aumentada em macréfagos derivados de monocito humano, indicando uma
intensa resposta pro-inflamatdéria mediadas por essas células (ZHENG et al., 2021). Essa
atividade aumentada dos macrofagos induzir a diminuicdo da replicacdo e disseminagdo do
virus (THEOBALD et al., 2021). Além disso, particulas semelhantes ao SARS-CoV-2 (VLPs)
estimularam a maturacdo de células dendriticas, que elevam a expressdo de moléculas de
superficie como CD80, CD86 e MHC-II presentes em macrofagos, além da producdo de
citocinas inflamatorias (Ml et al., 2022). Isso indica que tanto macréfagos quanto neutréfilos
desempenham um papel fundamental no controle da resposta inflamatéria e podem estar
envolvidos na exacerbacgéo da inflamacgéo e no dano tecidual em casos graves de COVID-109.

Dessa forma, considerando que os mecanismos que regulam a resposta inflamatoria
durante a infeccdo por Betacoronavirus ainda ndo sdo completamente compreendidos, €
essencial aprofundar as investigacdes nesse campo. Estudos adicionais sdo necessarios para
elucidar com mais detalhes 0s processos imunolégicos envolvidas na infecgdo por esses virus.
Esse conhecimento podera contribuir para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas
mais eficazes, visando ndo apenas conter a replicacdo viral, mas também modular a resposta
inflamatéria de forma equilibrada, prevenindo complicagdes associadas a infeccdo por

Betacoronavirus.

1.5. Coronavirus murino como modelo experimental

Devido a alta patogenicidade e facil transmissibilidade do SARS-CoV-2, além da
necessidade de laboratorios de biosseguranca de nivel 3 ou 4 (NB3/4) para seu estudo, muitos
pesquisadores tém utilizado outros Betacoronavirus mais seguros para compreender 0S
mecanismos imunopatolégicos, uma vez que a resposta imune possui alguns aspectos similares
entre os virus do mesmo género (CHAN et al., 2020; KORNER et al., 2020; LUTZ et al., 2020).

O virus da hepatite murina (MHV) é amplamente utilizado como modelo experimental
em estudos que buscam mimetizar as manifestagdes clinicas da infeccdo por SARS-CoV-2.
Essa escolha deve-se a similaridade dos mecanismos fisiopatoldgicos, ao menor custo
operacional e a facilidade de manipulacdo em laboratorios de biosseguranca nivel 2 (NB2). O
MHYV, um patdgeno natural de camundongos (Mus musculus), possui um genoma de RNA de
fita simples com polaridade positiva, aléem de codificar proteinas estruturais e ndo estruturais
semelhantes aos outros virus da familia Coronaviridae (Fig. 4) (ANDRADE et al., 2021,

KORNER et al., 2020). O MHV é um coronavirus que abrange diversas cepas, dentre elas
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destacam-se 0os MHV-JHM (MHV-4), MHV-1, MHV-2 (MHV-Pr), MHV-3, MHV-A59 e
MHV-S, por apresentarem um tropismo pelo trato respiratério (BARTHOLD; SMITH, 2007).

Diferentemente da entrada do SARS-CoV-2 em células humanas que utilizaa ECA2, o
MHYV usa como porta de entrada na célula murina a molécula de ades&o celular relacionada ao
antigeno carcinoembriondrio 1 (CEACAM1) (HIRAI et al., 2010). Apesar destes virus
utilizarem diferentes receptores para adentrar a célula hospedeira, o processo infeccioso é
similar. A replicacdo do MHV ocorre principalmente no epitélio nasal e trato respiratério, no
entanto, pode afetar outros o6rgaos como figado, cérebro, rim, baco e orgdos reprodutivos
(KORNER et al., 2020).

O processo imunopatoldgico de ambas as infeccGes também convergem na producéo de
mediadores inflamatorios. A infeccdo por MHV, assim como o SARS-CoV-2, estimula a
producdo de citocinas como TNF, IL-10, IL-6, IL-8, IL-1B e quimiocinas como CCL2, CCL3,
CCL5, CXCL1, CXCL8, CXCL9, CXCL10; o que leva a ativacdo de CD4" e CD8",
caracterizando o processo inflamatorio exacerbado da doenca (ANDRADE et al., 2021,
DIAMOND; KANNEGANTI, 2022; HARING, 2001; VABRET et al., 2020; ZHAO et al.,
2022). Alem disso, esses Betacoronavirus utilizam de mecanismo de evasdo para inibir a
resposta de IFN do tipo | do hospedeiro, o que favorece o estabelecimento da infec¢do (GU,;
JAN FADA, 2020; KARKI et al., 2022; L1 et al., 2022; WANG et al., 2011).
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Figura 4. Principais semelhancas da patogénese do virus da hepatjte murina (MHV) com o coronavirus da
sindrome respiratoria aguda grave 2 (SARS-CoV-2). Adaptado de (KORNER et al., 2020)

A escolha da linhagem viral do MHV para estudo translacional com SARS-CoV-2
depende de diversos fatores com o tropismo e patogénese. Nesse estudo utilizaremos 0 MHV-
3 e 0 MHV-A59 por conta dos seguintes fatores: 1) o MHV-3 mimetiza um quadro de infecgéo
grave da infeccdo por SARS-CoV-2 (ANDRADE et al., 2021), 11) o MHV-A59 mostrou ter um
aspecto mais leve a moderado da COVID-19 (PIMENTA et al., 2024). O MHV-A59 possui um
organotropismo principalmente pelo pulmdo, aumentando marcadores importantes da
inflamagdo como TNF, IL-6, IP-10, IL-1p, IFN-B e IFN-y, mas sem acarretar morte (PIMENTA
et al., 2024; YANG et al., 2014). Por outro lado, um estudo recente mostrou que MHV-3
acarreta diversas manifestacdes clinicas severas, similares aos achados na COVID-19 grave,
com aumento de varios mediadores inflamatdrios, aumento da viremia e a disseminacdo do
virus por diversos orgdos (ANDRADE et al., 2021). Um estudo avaliando papel do TLR2 na
patogénese do MHV-3 e MHV-A59 mostrou que a infecgdo por MHV-3 € extremamente mais
virulenta, letal e a producdo de marcadores inflamatérios como TNF, IFN-pB, IL-6, CXCL1,
CXCL-10 e CCL2, é muito mais rapida em comparacdo com a linhagem de MHV-A59
(BLEAU et al., 2016).

A comparacdo entre 0 MHV e 0 SARS-CoV-2 enfatiza o fato de que, embora 0 MHV

possa fornecer algumas informagdes sobre a biologia viral do SARS-CoV-2, existem limitagdes
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nesse modelo, por exemplo, em termos de entrada ou reconhecimento de virus. Portanto,
camundongos infectados com MHV podem oferecer informacfes limitadas a respeito da
COVID-19, mas definitivamente um modelo substituto para entender, decifrar e, finalmente,
usar 0s mecanismos patoldgicos e as caracteristicas virais do SARS-CoV-2 como abordagens
terapéuticas. Assim, utilizar o MHV como modelo que mimetize a infec¢do por SARS-CoV-2,
tornou-se uma alternativa atrativa de baixo custo, de menor risco humanos e, principalmente,
facil manipulacdo para compreender os mecanismos imunologicos desempenhados pelos

Betacoronavirus.

1.5. Ubiquitinagéo e ubiquitina-ligases

O processo de ubiquitinacdo € uma modificacdo enzimatica reversivel que consiste na
ligacdo covalente da ubiquitina (Ub) a substratos. Esse processo é dependende da ativacdo
sequencial de trés classes de enzimas: E1, E2 e E3 (Fig. 5). A enzima ativadora de ubiquitina
conhecida como enzima 1 (E1), ativa ubiquitina dependente de adenosina-trifosfato (ATP);
depois essa Ub é transferida para uma enzima conjugadora de ubiquitina 2 (E2) que, com auxilio
de uma ubiquitina-proteina ligase 3 (E3), transfere com alta especificidade a Ub a um substrato-
alvo (HERSHKO et al., 1983; HERSHKO; CIECHANOVER, 1998).
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Figura 5. Esquema do processo de ubiquitinacdo. A ubiquitinacdo ocorre pela ativacdo sequencial de trés classes
de enzimas: a enzima ativadora de ubiquitina E1 (1), que ativa a ubiquitina citoplasmatica; a enzima conjugadora
de ubiquitina E2 (2), que recebe a ubiquitina ativada; e a ligase de ubiquitina E3, que facilita a transferéncia da
ubiquitina para um residuo de lisina no substrato. A transferéncia pode ocorrer de forma direta (3), por ligases do
tipo RING E3, ou indireta (4), por ligases das familias HECT e RBR E3. Adaptado de (SOUZA-COSTA et al.,
2023).



21

As E3 ligases desempenham um papel crucial no processo de ubiquitinagdo, pois sdo
elas que determinam a especificidade desse processo ao interagir com os substratos e transferir
a Ub de forma altamente especifica. Existem mais de 600 E3s ubiquitina-ligases no genéma
humano identificadas e classificadas nas seguintes familias de acordo com seu dominio: RING
(really interesting new gene), HECTs (homologous to the E6-AP carboxy terminus) e RBR
(ring-1BR-ring ligase) (Fig. 6) (DESHAIES; JOAZEIRO, 2009; ROTIN; KUMAR, 2009).

Familias E3 ubiquitina-ligase

Figura 6. Principais familias de E3 ubiquitina-ligases. O diagrama descreve as familias RING, HECT e RBR e

seus respectivos dominios funcionais. “Outros dominios” indicam dominios varidveis, especificos para cada
familia de E3 ligase. Adaptado de (SOUZA-COSTA et al., 2023)

O dominio HECT das E3 ubiquitina-ligases, composto por aproximadamente 350
aminoéacidos, foi descrito pela primeira vez devido a sua associa¢do constitutiva com a proteina
E6 do virus do papiloma humano (HPV) (HUIBREGTSE et al., 1995). As E3s ubiquitinas-
ligases da familia HECT sdo subdividas em 3 subfamilias: a subfamilia da NEDD4, HERC e
outras pertecente a HECTs (ROTIN; KUMAR, 2009). Os membros da subfamilia NEDD4,
além do dominio catalitico HECT, contém outros dominios importantes para as funcdo da
proteina, como C2 e dois a quatro dominios WW (Fig. 7) (ROTIN; KUMAR, 2009).
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Figura 7. Composicao estrutural das E3s ubiquitina-ligases da subfamilia NEDD4 (HECT). NEDD4 possui nove
membros descrito com dominios C-terminal, WW e HECT. Adaptado de (CAO; ZHANG, 2013).

A proteina Ub contém sete residuos de lisina: K6, K11, K27, K29, K33, K48 e K63. Os
substratos podem ser modificados por monoubiquitinagdo, com a adi¢do de uma Unica molécula
de Ub, ou por poliubiquitinacdo, envolvendo maultiplas moléculas de Ub em cadeias. Essas
cadeias apresentam diferentes conformacdes e desempenham fungbes celulares especificas.
Entre elas, as cadeias poliubiquitinadas em K48 e K63 sdo as mais prevalentes. Cadeias K48
direcionam os substratos para degradacdo mediada pelo proteassoma, enquanto as cadeias K63
estdo associadas a sinalizacdo celular e a regulacdo de respostas imunes (MALLETTE;
RICHARD, 2012; OHTAKE et al., 2016). As fun¢des das demais ligacdes que podem ser
formadas pela Ub séo alvos de estudos para melhor compreensao de como essas cadeias de Ub
regulam os processos celulares, como a reposta inflamatéria (AKUTSU; DIKIC; BREMM,
2016).

1.6. Papel da ubiquitinacdo na sinalizacdo da resposta inflamatdria durante as infecgdes
virais

A ubiquitinacdo € um dos mecanismos centrais na regulacdo da inflamagéo,
equilibrando a resposta imune para eliminar patdgenos sem causar danos excessivos ao
hospedeiro. A participacdo da ubiquitinagdo na ativacéo e controle de vias inflamatorias a torna
um alvo promissor para o desenvolvimento de novas terapias contra doencgas inflamatdrias e

infecces virais (Fig. 8) (GU; JAN FADA, 2020). Como mencionado anteriormente, quando
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ocorre 0 reconhecimento dos padr6es moleculares associados ao patdgeno (PAMPS) pelos
PRRs, uma cascata de sinalizacdo de mediadores pré-inflamatoria é ativada. Essa sinalizacdo
pode ser regulada por ubiquitinacdo, principalmente ligacGes do tipo K48 e K63 (GU; JAN
FADA, 2020).
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Figura 8. Papel da ubiquitinagdo nas vias de sinalizagdo para a producéo de IFN e respostas inflamatdrias. A figura
também mostra a atuagdo de virus para manipular as vias de ubiquitinagao para escape da resposta inflamatdria do
hospedeiro. A esquerda, a presenca de VDNA (azul escuro) ou dsRNA viral (azul claro) é detectada pelos sensores
cGAS e RIG-I, ativando a produgéo de IFN. A direita, o IFN secretado ativa a via JAK/STAT por sinalizagio
autdcrina ou paracrina, induzindo a expressao de I1SG. Adaptado de (GU; JAN FADA, 2020).
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A ubiquitinagdo tem um papel importante na regulagéo da resposta inflamatéria durante
a infeccdo viral no hospedeiro. No entanto, muitos virus podem modular essa resposta como
uma forma de escape desse controle fino dessa resposta inflamatoria. O receptor da imunidade
inata RIG-1 possui um dominio CARD que pode sofrer poliubiquitinacdo do tipo K63,
promovendo sua estabilidade na interagdo com o dsRNA viral e permitindo a ativagao da via
de sinalizacdo do IFN do tipo | (GACK et al., 2007). No entanto, virus como da influenza A,
virus do Nilo Ocidental (VNO) e virus sincicial respiratorio (VSR), expressam uma proteina
chamada NS1 que interage com TRIM25, uma E3 ubiquitina-ligase, e inibe a ubiquitinacdo
mediada por K63, levando a inativacdo da resposta de IFN do tipo | (BAN et al., 2018;
RAJSBAUM et al., 2012; ZHANG et al., 2017).

Também foi mostrado que o SARS-CoV processa uma protease semelhante a papaina
(PLP) que se assemelha a uma DUB e remove a cadeia de poliubiquitina de RIG-I induzindo
uma diminuigdo da resposta antiviral (SUN et al., 2012). Recentemente, um estudo mostrou
que a proteina M do SARS-CoV-2 degrada TBK1 via poliubiquitinacdo do tipo K48, levando
a reducdo da resposta de IFN do tipo I, o que também leva a diminuicéo da resposta inflamatoria
(SUl et al., 2021).

A ativacdo da resposta inflamatéria também depende do NF-xB, na qual a
poliubiquitinagdo dos tipos K48 e K63 desempenha um papel essencial na sua ativagdo e
regulacdo. No entanto, assim como na via do IFN do tipo I, virus de RNA podem estimular a
expressao de mediadores pro-inflamatorios e modular a resposta inflamatoria por meio dessa
via (JIANG; CHEN, 2012). O virus herpes simplex 1 (HSV-1) produz proteinas que atuam
como E3 ligase, atuando na degradacdo dos componentes da via de NF-«xB, reduzindo a
producdo de mediadores inflamatérios importante para o recrutamento de novas células e
controle da replicacdo viral (BOUTELL; SADIS; EVERETT, 2002). No contexto de
coronavirus, a proteina PLP do SARS-CoV consegue remover diretamente a cadeia de
poliubiquitina do tipo K63 das proteinas de sinalizacgdo TRAF3 e TRAF6, inibindo a
translocacdo de NF-«xB e IRF3 para o nucleo (LI et al., 2016). Alem disso, alguns virus utilizam
as E3ubiquitina-ligases do hospedeiro como uma forma de modular a sinalizacdo de NF-«B, tal
como a ORF-9b do SARS-CoV que usa a E3 ubiquitina-ligase AIP4 para desencadear a
degradacdo de MAVS, TRAF3 e TRAFG6 (SHI et al., 2014).

Os estudos vém avancando nos Ultimos anos nesta area, mas ainda sao necessarias mais
investigacGes sobre quais ubiquitina-ligases participam dos mecanismos imunologicos e,

principalmente, como os virus modulam essa resposta inflamatoria para o seu préprio beneficio.
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A compreensdo aprofundada dos mecanismos de ubiquitinagdo pode viabilizar o

desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para o tratamento de infeccGes virais.

1.7. Smurfl e resisténcia antimicrobiana

O fator regulador de ubiquitinacdo Smad 1 (Smurfl) € uma E3 ubiquitina-ligase
pertencente a subfamilia de NEDD4 que catalisa a ubiquitina¢do de diversos substratos, para
manter a estabilidade da resposta celular. Smurfl ja foi descrito em diversos contextos
relacionados processos fisiologicos e disturbios celulares, como formacéo 0ssea, diferenciacao
de osteoblastos, crescimento e migracéo celular, adesdo e polaridade celular, desenvolvimento
embrionério, autofagia seletiva, disturbios do desenvolvimento embrionario e cancer (CAO;
ZHANG, 2013; FRANCO et al., 2017; ORVEDAHL et al., 2011). Estruturalmente, Smurfl
contém um dominio HECT, dois dominios WW e um dominio C2 N-terminal (Fig. 9). O
dominio HECT é responsavel pela atividade catalitica de Smurfl e a mutacéo pela troca do
residuo de cisteina na posic¢éo 699 por um residuo de alanina (C699A) resulta na inativacao de
sua atividade ubiquitina-ligase (CHENG et al., 2011; WANG et al., 2014; YUAN et al., 2012a).
Os dominios WW promovem a ligacdo de Smurfl aos substratos e o dominio C2 é importante
para mediar a interacdo de Smurfl com membranas celulares ou com substratos (FEI et al.,
2014; LU et al., 2011; SOUZA-COSTA et al., 2023).

Dominios estruturais de Smurf1
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Figura 9. Estrutura molecular de Smurfl e seus dominios funcionais. A proteina Smurfl é composta por um
dominio C2 na extremidade N-terminal, responsavel pela ligacdo a membranas e lipidios, seguido por dois
dominios WW, envolvidos na interagcdo com proteinas contendo motivos de ligagdo a prolina. Na extremidade C-
terminal, apresenta um dominio HECT, que atua como a regido catalitica com atividade de E3 ligase-ubiquitina,
promovendo a transferéncia de ubiquitina para substratos alvo. Adaptado de (SOUZA-COSTA et al., 2023)

Diversos estudos destacam o papel essencial de Smurfl na ubiquitinagdo de substratos
envolvidos na resposta inflamatoria e na imunidade antimicrobiana (Fig. 10) (Souza-Costa et

al., 2023). Entre os principais alvos estdo proteinas da via de MyD88, proteinas da familia dos
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fatores associados ao receptor de TNF (TRAF) e da resposta antiviral. A via de sinalizagéo
dependente de MyD88 pode ser ativada pelos receptores Toll-like, desencadeando duas cascatas
intracelulares (MAPK e via do NF-kB). Essas vias ativam diferentes fatores de transcri¢do, que
migram para o nucleo e regulam a expressdo de genes envolvidos na resposta imune inata.
(BROWN et al., 2011). Um estudo demonstrou que, na presenca de lipopolissacarideo (LPS),
Smurfl promove a ubiquitinagdo de MyD88, direcionando-o para degradagéo proteassomal por
meio de Smad6 como adaptador. Esse mecanismo permite que Smurfl atue como um regulador
negativo da sinalizacdo de TLRs dependente de MyD88, modulando as respostas imunes (LEE
etal., 2011). Em concordéncia com esses achados, estudos recentes demonstraram que Smurfl
promove a degradacdo de MyD88 por meio de poliubiquitinacdo do tipo K48 em células
HEK293T infectadas com Mycobacterium tuberculosis, resultando na inibicdo da resposta
inflamatdria (PENG; YUE; XIONG, 2022). Além disso, foi evidenciado que Smurfl atua na
secrecdo de IL-1B mediada por ciclofilina A (CypA), modulando a resposta inflamatdria
durante e ap6s o estimulo com LPS, indicando a regulacdo complexa e delicada da resposta
inflamatdria (YANG et al., 2022).

Na via dependente de MyD88, as quinases IRAK sdo ativadas por fosforilacdo e, em
seguida, recrutam e ativam alguns receptores da familia TRAF, essenciais para a sinaliza¢do da
resposta inflamatéria (KAWASAKI; KAWAI, 2014). Ensaios de ubiquitinacdo demonstraram
que Smurfl interage com TRAF4 e TRAF6, promovendo sua ubiquitinacdo e degradacgéo de
maneira dependente desse processo (LI etal., 2010; WANG et al., 2013). TRAF4 é reconhecido
como um regulador negativo da sinalizagdo de NF-«B, e a coexpressdo de Smurfl com TRAF4
em células HEK293 promoveu a ativacdo de NF-«xB, 0 que possivelmente pode induzir ao um
aumento da resposta inflamatéria (WANG et al., 2013).
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Figura 10. Substratos de Smurfl envolvidos na reposta imune inata e resisténcia do hospedeiro. A figura apresenta
o0s substratos, os ligantes de Smurfl, os efeitos na resposta imune e suscetibilidade a infeccdo. Adaptado de
(SOUZA-COSTA et al., 2023)
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Embora vérios estudos evidenciem o papel de Smurfl na regulacdo da resposta
inflamatoria, sua participacdo em infec¢Oes virais ainda permanece pouco elucidada. O
primeiro estudo a investigar o mecanismo de acdo de Smurfl destacou seu papel especifico na
virofagia. Este estudo in vitro mostrou que Smurfl interage com a proteina capsideo do virus
Sindbis e promove sua entrega aos autofagossomos para degradacdo (ORVEDAHL et al.,
2011). Smurfl pode ndo interagir diretamente com proteinas relacionadas a resposta antiviral,
mas em outras moléculas que regulam essa reposta. A protease especifica da ubiquitina 25
(USP25) é uma enzima de deubiquitinacdo presente na maioria dos tecidos humanos. Sua
funcgéo inclui a remocéo de ubiquitina de TRAF3 e TRAF6, contribuindo para a resisténcia do
hospedeiro contra infecgdes por virus de DNA e RNA (LIN et al., 2015; VALERO et al., 1999).
Um estudo in vitro mostrou que Smurfl, durante a infeccdo pelo virus da estomatite vesicular
(VSV), promove a degradacdo do USP25 através do aumento da poliubiquitinacdo do tipo K48
e, assim, levando a uma diminuicdo da replicacdo viral mediada pela USP25 (QIAN et al.,
2018).

Em relacdo a sinalizacdo da resposta antiviral, alguns trabalhos tem relatado a
participacdo de Smurfl com um fator regulador importante para o ajuste fino dessa resposta. O
transdutor de sinal e ativador da transcricdo 1 (STAT1) € uma importante proteina na
amplificacdo do sinal de IFN e é conhecido como um componente crucial na via Jak/STAT
(EZEONWUMELU; GARCIA-VIDAL; BALLANA, 2021). Foi mostrado que a degradacéo
de STATL1 por Smurfl via poliubiquitinacdo do tipo K48, bloqueia a sinalizacdo de IFN-y,
levando a reducdo da atividade microbicida de macrofagos (YUAN et al., 2012b). A resposta
de IFN do tipo | é a mais importante durante as infecgdes virais e Smurfl parece ter um papel
fundamental na resposta a infeccdo e a propagacéo viral. Isso foi demonstrado pela interacdo
direta de Smurfl com a proteina de sinalizacdo antiviral mitocondrial (MAVS) que com o
auxilio de outras proteinas, como proteina de interacdo da familia Nedd4 | (Ndfipl), um
recrutador e ativador de E3 ubiquitina-ligases NEDD4, promoveu a degradacdo de MAVS
dependente de proteassoma, prejudicado a ativacdo de varios mecanismos antivirais em
macrofagos primarios de camundongo (MUND; PELHAM, 2009; WANG; TONG; YE, 2012).

Em relacdo & imunidade contra coronavirus, pouco ainda se sabe sobre o papel dessa
ubiquitina-ligase no controle da resposta inflamatoria. Apenas recentemente, foi demonstrado
que Smurfl pode apresentar um papel na imunidade contra coronavirus. O estudo de Novelli et
al. (2021) em ensaio de imunoprecipitacdo de lisados de células HEK293T superexpressando
Smurfl e a proteina Spike (S), mostrou que a proteina S do SARS-CoV-2 interage fisicamente

com Smurfl. Ainda neste estudo, quando eles foram avaliar a expressdo das E3 ligases em
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amostras de swabs da nasofaringe e orofaringe de pacientes grave de COVID-19, a expressao
do mRNA para Smurfl estava aumentada. No entanto, nenhum outro mecanismo foi avaliado
pelos autores em relacéo a atividade de Smurfl no contexto de resposta antiviral, o que indica
que estudos adicionais precisam ser realizados para entender qual a participacdo dessa
ubiquitina-ligase na infeccdo por coronavirus.

Uma resposta inflamatoria bem regulada é essencial para a defesa do organismo contra
infeccdes virais, garantindo a eliminacdo do patdgeno sem causar danos excessivos ao
hospedeiro. No entanto, a falta de um controle preciso desse processo pode resultar em uma
inflamacdo descontrolada, contribuindo para lesdes teciduais graves e até mesmo a morte do
individuo. Nesse contexto, Smurfl desempenha um papel fundamental na regulacao de diversas
vias de sinalizacdo celular, incluindo aquelas envolvidas na resposta inflamatoria e na
imunidade antiviral. Considerando sua funcédo reguladora, levantamos a hipotese de que Smurfl
pode desempenhar um papel central no controle da inflamagdo induzida por infecgbes por
Betacoronavirus, contribuindo para um equilibrio entre a resposta imune e a preservacao da
integridade tecidual do hospedeiro.

Dentro desse contexto, baseado nos dados até o momento publicados na literatura, este
estudo propde avaliar a importancia de Smurfl em regular a resposta inflamatoria durante a
infeccdo por coronavirus murino e determinar a participacéo dessa ubiquitina-ligase no controle
fino da resposta inflamatoria. Os dados obtidos neste estudo contribuirdo para o entendimento
dos mecanismos imunolégicos desempenhados pelas ubiquitina-ligases e na busca de novas
estratégias terapéuticas para o tratamento da COVID-19 e outras infeccdes causadas por

Betacoronavirus.
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2. OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Avaliar o papel da ubiquitina-ligase Smurfl na imunopatologia durante a infeccdo por

Betacoronavirus utilizando um modelo murino de infec¢do por MHV.

3.2 Objetivos especificos

» Avaliar in vitro os mecanismos imunol6gicos desempenhados por Smurfl durante a
infeccdo por MHV-3 ou MHV-A59;

» Caracterizar a imunopatologia da infeccdo por MHV-3 ou MHV-A59 em camundongos
Wild-type ou Smurf1” por meio da analise de sobrevida, escore clinico e pardmetros
hematoldgicos;

» Estudar a importancia de Smurfl na resposta imune e controle da inflamacdo aguda
durante a infecgdo por MHV-3 ou MHV-A59 em camundongos Wild-type ou Smurfl”
por meio das analises histopatoldgicas, citometria de fluxo, quantificacdo de mediadores

inflamatoérios e do titulo viral.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Linhagem celular e virus

Células L929 (fibroblasto, ATCC ® CCL-1) foram cultivadas em atmosfera controlada
(37° C, 5% de CO2) em meio de cultura DMEM (Cultilab, Campinas, Brasil) suplementado
com 7% de soro fetal bovino (FBS) (Biowest, Nuaillé, Franca), 100 U/mL de penicilina e 100
pg/mL de estreptomicina (Thermo Fisher Scientific, Grand Island, NE, EUA). A cepa de MHV-
3 foi gentilmente cedida e sequenciada (numero de acesso do GenBank MW620427.1,
(GARCIA etal., 2021), pela Dra. Clarice Arns e Dr. Ricardo Durdes-Carvalho da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP, Brasil) e 0 MHV-A59 foi obtido da ATTC ® VR-764,
ambos os virus foram propagados em células L929. A propagac¢do do virus foi realizada de
acordo com (ANDRADE et al., 2021)

3.2. Animais e aspectos éticos

Os procedimentos envolvendo animais de experimentacao foram realizados com grupos
mistos (machos ou fémeas) de camundongos entre 6-8 semanas de idade e receberam a
aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG) (processo n° 190/2020 e 186/2022). Os camundongos C57BL/6 (Wild-type) e
camundongos deficientes de Smurfl (Smurfl”) (YAMASHITA et al., 2005) foram alojados em
gaiolas individualmente ventiladas colocadas em um biotério a 24+2 ° C em um ciclo de 12
horas (claro/escuro), recebendo acesso ad libitum a agua e comida.

3.3. Obtencdo de macrdéfagos derivados da medula 6ssea e infec¢do viral

Macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDM, do inglés bone marrow-derived
macrophage) foram gerados a partir da medula 6ssea de camundongos Wild-type ou Smurf1™”-
como relatado anteriormente (COLLINS et al., 2015; FRANCO et al., 2017). Camundongos
foram anestesiados pela injecéo via intraperitoneal (ip) com xilazina (10 mg/kg) e cloridato de
cetamina (150 mg/kg). Os fémures e tibias, direita e esquerda, foram removidos, limpos e
transferidos para tubos de 15 mL contendo solucdo salina estéril. Em seguida, a medula 6ssea
foi coletada e as células obtidas foram cultivadas em meio condicionado por células L929
(LCCM). Apos sete dias, os BMDMs foram plaqueados em placas de cultura de 24 pocos em
triplicata (2 x 10° células/pogo) e infectados com MHV-3 ou MHV-A59 da seguinte forma: a
partir de estoques congelados, a multiplicidade de infeccdo (MOI) de 0,01 PFU/célula em 100

puL de DMEM com 2% FBS foi adicionado ao pogo. Apos 1 hora de adsorcao viral em estufa a


https://www.biorxiv.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=MW620427.1&atom=%2Fbiorxiv%2Fearly%2F2021%2F05%2F29%2F2021.05.28.446200.atom
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37°C e 5% CO., foi adicionado meio fresco, totalizando 500 uL por pogo. Posteriormente, a
placa foi incubada em a estufa a 37°C e 5% CO>. Ao final de cada tempo, como descrito nas
legendas das figuras, 50 pL do sobrenadante foi coletado e congelado a -80°C para
quantificacdo dos titulos virais e 0 volume restante foi destinado para a quantificacdo de

mediadores inflamatorios e lactato desidrogenase.

3.4. Infeccéo dos camundongos e coleta de amostras

Camundongos C57BL/6 ou Smurf1” foram divididos em grupos de infectados ou néo-
infectados (mock) (n = 6 ou 8). Os camundongos foram previamente anestesiados com xilazina
(5 mg/kg/ip) e cloridrato de cetamina (50 mg/kg/ip), e a infeccdo com MHV-3 foi realizada
pela via intranasal com 30 pL do in6culo viral de 102 PFU (15 puL em cada narina) e
eutanasiados por volta do 4° dia pés-infecgdo. Seguindo o mesmo protocolo descrito acima, a
infeccdo com MHV-A59 foi realizada com indculo de 10* PFU e os camundongos foram
eutanasiados em dias diferentes, conforme descrito nas legendas das figuras. Os camundongos
foram eutanasiados com xilazina 10 mg/kg/ip e cloridrato de cetamina 150 mg/kg/ip e as
amostras coletadas conforme descrito a seguir.

O sangue foi obtido por puncéo cardiaca e colocados em tubos revestidos com EDTA.
Em seguida, o figado e os pulmdes foram colhidos, rapidamente enxaguados em PBS 1X frio
(pH 7,4). O lobo direito do pulméo foi congelado até ser processado para a quantificacdo dos
mediadores inflamatdrios e titulacdo viral. Por outro lado, o 16bulo esquerdo foi fixado por
imersdo em solucdo de formalina tamponada a 4% para analise histopatoldgica. Fragmentos
fixados em formalina e congelados de figado, também foram processados para analises
posteriores de histopatologia e quantificacdo de mediadores inflamatdrios, respectivamente. O
sangue total foi utilizado para analises hematoldgicas e ap0s esse procedimento, as amostras
foram centrifugadas a 10.000 r.p.m. por 15 min e o plasma separado para quantificacdo

enzimatica.

3.5. Analise da sobrevida e escore clinico

Para as analises de sobrevida, camundongos Wild-type ou Smurfl” (n= 6 ou 7/grupo)
foram infectados como descrito acima. Diferentes inoculos de MHV-3 foram utilizados para
analise (10%, 102 e 10° PFU) (ANDRADE et al., 2021). A infeccdo pelo MHV-A59 foi
realizando de maneira similar utilizando 10* ou 10° PFU (PIMENTA et al., 2024; YANG et al.,
2014). Para o acompanhamento da sobrevida, os camundongos infectados foram eutanasiados
ao perderem 20% da massa corporal inicial ou acompanhados até 11 dias pos-infecgdo. Os
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camundongos que sobreviveram ap6s 11 dias de infecgdo foram eutanasiados com a injecdo de
sobredose anestésica. Para a determinacdo do escore clinico da doenca, durante o periodo de
infeccdo, uma vez por dia, os animais foram avaliados quanto ao peso, atividade, postura,
pelagem, respiracao, alteracdes nos olhos e edema de face. Todos 0s animais receberam notas

que variaram de 0 a 4 pontos conforme o estado clinico (SHRUM et al., 2014).
3.6. Avaliacao dos parametros hematoldgicos

O sangue total dos camundongos foi destinado a contagem diferencial de leucacito total,
linfécitos e granuldcitos. A analise foi realizada pelo hemocitdmetro Celltac MEK-6500K

(Nihon Kohden, Toquio, Japdo) de acordo com as instrucdes do fabricante.

3.7. Quantificacao do titulo viral

Para a quantificacdo dos titulos virais as amostras foram processadas da seguinte forma:
0 sobrenadante dos BMDMs congelados (50 pL) foram ressuspendidos em 450 pL. de DMEM
com 2% de FBS e submetidos ao ensaio de placa. J& as amostras de pulméo e figado foram
homogeneizadas em DMEM com 2% de FBS (100 mg/mL) e submetidos ao ensaio de
placa. Resumidamente, o ensaio de placa consistiu na diluicdo seriada de amostras para
adsorcdo em monocamadas de células L929 preparadas previamente em placas de 24 pocos (1
x 10° célula/poco) e incubadas durante a noite para aderéncia. No dia seguinte, 100 pL das
amostras diluidas em série foram adicionados as monocamadas e agitados suavemente por 1h.
As amostras foram removidas e substituidas por 1 mL de meio de sobreposicdo (DMEM com
1,5% p / v de carboximetilcelulose [Synth, SP, Brasil] e 2% de SFB), seguido de incubacgéo a
37°C, 5% de CO2 por 48h. Apos a incubacdo, as células foram fixadas com formaldeido
tamponado a 10%, lavadas e coradas com azul de metileno (Synth, SP, Brasil) 1% p/v. O titulo
viral foi determinado pela contagem de PFUs, expresso como Logio PFU/mL para sobrenadante

de BMDM ou Logio PFU/100 mg de tecido para amostras de tecido.

3.8. Avaliacao histopatologica

Apbs 48 horas, o pulméo e o figado fixados em formaldeido tamponado a 4% foram
transferidos para etanol 70%. Os tecidos passaram pelo processo de desidratacdo em série
crescente de etanol (70, 80, 90 e 100%), clarificados em solucéo de Xilol (I e I1) e embebidos
em parafina (FFPE). Os blocos histologicos foram seccionados em fatias de 5 um de espessura,
corados com hematoxilina-eosina (H&E) e examinados em microscopia de luz por um

patologista do grupo (CMQJ) as cegas. A quantificacdo da lesdo mediada por inflamagéo nos
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pulmdes dos camundongos foi realizada empregando um sistema de pontuacao que abrange: (i)
inflamacdo das vias aéreas (até 4 pontos); (ii) inflamacdo vascular (até 4 pontos); (iii)
inflamacéo do parénquima (até 5 pontos); e infiltragdo neutrofilica geral (até 5 pontos). Para o
figado foi avaliado a presenca de infiltrado inflamatorio, dilatacdo de vaso, degeneracdo
tecidual, necrose e hemorragia, levando em consideracdo os seguintes parametros: 0: ausente
(0%); 1: minimo (1-20%), 2: leve (21-40%); 3: moderado (41-60%); 4: acentuado (61-80%); 5:
grave (81-100%) (HORVAT et al., 2007).

3.9. Analise enzimatica

A atividade sérica de alanina aminotransferase (ALT) e de aspartato aminotransferase
(AST) foi realizada no soro dos camundongos infectados usando um teste cinético (Bioclin,
Belo Horizonte, MG, Brasil). Resumidamente, o ensaio enzimatico foi realizado em placa de
96 pocos, onde 20 pL do plasma puro foi adicionado em cada poco. Os substratos e coenzimas
fornecidos e especificados no kit foram adicionados nas amostras e no intervalo de 1 min foi
feito a leitura da placa (4 vezes) em um espectrofotdmetro a 37°C a cada 1 min por 4 min com

absorbancia lida a 340 nm.

3.10. Quantificacdo dos mediadores inflamatorios

As amostras de pulméo foram processadas e para cada 100 mg de tecido, 1 mL de
tampdo de extracdo de citocinas foi adicionado (Tris 100 mM pH 7,4, NaCl 150 MM, EGTA 1
mM, EDTA 1 mM, Triton X-100 1 mM, desoxicolato de sédio a 1%, 0,5% e coquetel inibidor
de protease 1%), as concentracfes dos mediadores inflamatérios nas amostras foram avaliadas
por método do ensaio de imunoabsorcao enzimatica (ELISA) usando kits comerciais de acordo
com as instrucdes do fabricante (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA). Foram quantificadas
citocinas como: TNF, IL-6 e IL-1B, CXCL1, CCL2 e CCLS5.

3.11. Ensaio de citometria de fluxo

A imunofenotipagem de macré6fagos e neutréfilos foi avaliada usando tecidos de pulméo
e figado perfundidos, processados e enriquecidos. O tecido hepatico foi macerado com um filtro
de células porosas de 70 um (Corning, Tewksbury, MA, EUA), seguido por lise de eritrocitos
e enriquecimento de leucocitos com um gradiente de Percoll (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI,
EUA). Os tecidos pulmonares foram cortados em pequenos pedacos, digeridos com colagenase
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| (Gibco, Grand Island, NE, EUA) e passados por um filtro de células porosas de 70 um. As
celulas isoladas de figado e pulmé&o foram cultivadas por 4h em RPMI mais suplementos na
presenca de Brefeldina A (ThermoFisher). Para excluir células mortas, células viaveis foram
coradas com um marcador de viabilidade (Acqua, Invitrogen, 1:1000). Para a coloracdo dos
marcadores de superficies extracelulares, foram utilizados os seguintes anticorpos: anti-CD45
(PerCP-Cy5.5, MCD4505, ThermoFisher, 1:200); anti-CD11b (Super Bright, M1/70,
ThermoFisher, 1:500); anti-F4/80 (APC, BM8, ThermoFisher, 1:200); anti-Gr-1 (Biotina, RB6-
8C5, Biolegend, San Diego, CA, EUA, 1:500); anti-MHC Classe Il (IA/IE) (APC-eFluor 780,
M5/114.15.2, ThermoFisher, 1:400); Estreptavidina (Pacific Orange, ThermoFisher, 1:200).
Para coloracao intracelular, as células foram lavadas, fixadas, permeabilizadas com o conjunto
de tampdes Cytofix/Cytoperm (eBioscience, Carlsbad, CA, EUA) de acordo com as instrucdes
do fabricante e incubadas com os seguintes anticorpos: anti-TNF (PE, DY410, R&D System,
McKinley Place, NM, EUA, 1:500); anti-iINOS (PE-eFluor610, CXNFT, ThermoFisher,
1:500); anti-1L-10 (AlexaFluor 700, JES5-16E3, ThermoFisher, 1:100). O equipamento da BD
LSR-FORTESSA foi usado para aquisicdo, e os dados foram analisados usando singletos com
uma porta FSC-A versus a porta FSC-H, com a exclusdo de detritos e avaliacdo de bolhas. Os
macrdfagos foram selecionados em células vivas CD45"CD11b*Gr-1'F4/80™ e os neutrdfilos
foram selecionados em células vivas CD45"CD11b*Gr-1*F4/80". O FlowJo V10.4.11 foi usado
para analise de dados.

3.12. RT-gPCR

A determinacdo dos niveis de mRNA para IFN-B e Smurfl no pulmédo e TNF, IL-6,
IFN-B e Smurfl no figado de camundongos infectados foi realizada por RT-qPCR utilizando
primers especificos, respectivamente. Amostras de pulmao ou figado dos animais infectados
com MHV-A59 foram coletadas e armazenadas a -80°C até 0 momento da extracdo do RNA
total. Posteriormente, o tecido foi pesado (~ 30 mg de tecido/amostra), homogeneizado e a
extragdo do RNA foi realizada usando o Kit PureLink RNA Mini Kit (Invitrogen). Apos a
extracdo, 0 RNA foi quantificado usando kit Qubit RNA High Sensitivity Assay (Invitrogen) e
500 ng de RNA/amostra foi normalizado para todas as amostras. Em seguida, 0 cDNA foi
preparado através do kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems) e
0 RT-PCR para os genes alvos foi realizado utilizando PrimeTime gPCR primers e SYBR
Green (Gotaq gPCR Master Mix — Promega), a partir de 2 pL de cDNA. O ensaio foi realizado
utilizando Biorad CFX Maestro (Biorad) e os resultados foram apresentados como unidades de

expressao relativa apos a normalizacao para o gene constitutivo HPRT: Sequéncias dos primers
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utilizados: IFN-B: Primer 1: 5-CCCCAAAATGGTTAAGGTTGC-3'; Primer 2: 5'-
AACAAAGTCTGGCCTGTATCC-3. Smurfl: Primer 1: 5'—
CCAAATAGTGGTCAGTTTTACAG-3'; Primer 2: 5'-CAGTACCATCTGTATATGGGG.
HPRT:  Primer 1. 5-CCCCAAAATGGTTAAGGTTGC-3’;  Primer 2. 5
AACAAAGTCTGGCCTGTATCC-3’; TNF: Primer 1: 5-AGACCCTCACACTCAGATCA-
3,  Primer 2. 5-TCTTTGAGATCCATGCCGTTG-3'; IL-6: Primer 1. 5'-
AGCCAGAGTCCTTCAGAGA-3'; Primer 2: 5-TCCTTAGCCACTCCTTCTGT-3'".

3.13. Analise estatistica

O programa estatistico GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad, San Diego, CA, USA) foi
utilizado para determinar a significancia estatistica. O teste t Student ndo pareado bicaudal foi
usado para comparacdes unicas e two-way ANOVA foi usada para comparagdes multiplas,
conforme as indicacdes nas legendas das figuras. O teste Log-rank (Mantel-Cox) foi usado para
estudos de sobrevida. Os dados foram apresentados como média + erro padrdo da média. As

diferencas foram consideradas estatisticamente significativas em p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliacdo de mediadores inflamatdrios e titulo viral em BMDMs Wild-type ou
Smurfl™ infectados com MHV-3

Sabendo que Smurfl possui um papel regulatorio na resposta inflamatdria e a infeccéo
por MHV-3 induz uma ativacdo da resposta inflamatdria em macrdfagos, inicialmente
investigamos o papel de Smurfl em modular a resposta inflamat6ria em macréfagos durante a
infeccdo por MHV-3. Para isso, utilizamos macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDM)
de camundongos Wild-type ou Smurfl ™",

A andlise dos mediadores inflamatorios revelou que a infec¢do por MHV-3 ndo induziu
um aumento significativo nas citocinas IL-1p (Fig. 11a) e quimiocinas CCL2 (Fig. 11b) mesmo
na auséncia de Smurfl. Em contraste, observamos que a infec¢do por MHV-3 induziu um
aumento discreto na producdo de CXCL1, quimiocina envolvida no recrutamento de
neutréfilos, em BMDMs Smurfl™~, mas ndo em BMDMs Wild-type, apds 18 horas (Fig. 11c).
Esse aumento persistiu ao longo do tempo, com um aumento significativo de CXCL1 em
BMDMs Wild-type e Smurfl™”~ em comparagdo aos controles (Fig. 11c). No entanto, a
diferenca estatistica entre esses dois grupos foi observada apenas apés 48 horas (Fig. 11c). Isso
sugere que a infeccdo por MHV-3 induz uma réapida producdo de CXCL1 nos BMDMs
Smurfl™", indicando um possivel papel modulador de Smurfl na sintese de CXCL1 em
macréfagos infectados.

Além disso, para avaliarmos a participacdo de Smurfl na liberacdo de particulas virais
infectivas, fizemos a quantificacdo dos titulos virais na cultura dos BMDMs infectados com
MHYV-3. Os resultados mostraram que a infec¢do por MHV-3 foi produtiva, mas a auséncia de
Smurfl ndo impactou na replicacdo viral (Fig. 11d). Esses resultados sugerem que Smurfl
modula negativamente a sintese de CXCL1 sem alterar a quantidade de particulas virais durante
a infeccdo por MHV-3, destacando sua participacao restrita a aspectos especificos na regulacédo

da resposta imune.
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Figura 11. Smurfl regula a sintese de CXCL1 sem afetar a liberagéo de virus em macré6fagos infectados
por MHV-3. (a — ¢c) BMDMs de camundongos Wild-type ou Smurfl =~ foram infectados com 0,01 PFU
de MHV-3. Niveis de IL-1p (a), CCL2 (b) e CXCL1 (b) foram medidos nos sobrenadantes por ELISA.
As barras representam a média £+ SEM de amostras em triplicatas. A analise estatistica foi realizada
usando um teste two-way ANOVA. # p < 0,05 em comparagdo com 0 respectivo grupo controle ndo
infectado; * p < 0,05. (d) BMDMs foram infectados conforme indicado acima e o titulo viral foram
medidos nos sobrenadantes. Os dados s&o mostrados como média + SEM de amostras triplicadas. A
andlise estatistica foi realizada usando um teste two-way ANOVA. LOD: limite de deteccéo.
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4.2. Andlise da sobrevida, massa corporal e escore clinico de camundongos Wild-type ou
Smurfl™" infectados com MHV-3

A infeccdo por MHV-3 induz uma resposta inflamatdria intensa e desregulada,
resultando em desfechos letais em camundongos da linhagem C57BL/6J (ANDRADE et al.,
2021). Sabendo disso, buscamos avaliar a importancia de Smurfl em mediar a resisténcia do
hospedeiro contra a infeccao por MHV-3 por meio da anélises de sobrevida, perda da massa
corporal e nos pardmetros clinicos de camundongos infectados com MHV-3.

A principio, baseado em dados publicados pelo nosso grupo, avaliamos a infec¢do em
diferentes indculos do MHV-3 (10%, 102 ou 10* PFU), com objetivo de compreender o curso da
infecdo em camundongo Smurfl™~ (ANDRADE et al., 2021). Os dados mostraram que a
auséncia de Smurfl ndo influenciou a sobrevivéncia dos camundongos infectados, ja que nao
houve diferenca significativa entre os grupos Wild-type e Smurfl™". Ambos os grupos
sucumbiram por volta do 6° dia ap0s a infeccdo (Fig. 12a, b, ¢). Entretanto, foi observado que
os camundongos Smurfl ™~ infectados com 10% PFU, por volta do 4° dia ap6s a infeccéo, tiveram
uma reducdo da massa corporal (Fig. 12d). Por outro lado, nos indculos de 10? e 10! PFU ndo
foi observada nenhuma diferenca (Fig. 12e, f). Apesar da reducdo discreta, a auséncia de
Smurfl ndo alterou os sinais clinicos em nenhum dos indculos avaliados (Fig 12g, h, i).

Os resultados obtidos sugerem que, embora a delecdo de Smurfl ndo tenha alterado a
sobrevida em camundongos infectados com MHV-3, os camundongos Smurfl ™~ apresentaram
uma perda de massa corporal quando expostos ao indculo mais elevado (10% PFU). No entanto,
a auséncia de diferencas significativas nos parametros clinicos e na progressao da doenca entre
os grupos reforca a necessidade de investigacdes adicionais para elucidar os mecanismos
especificos pelos quais Smurfl pode modular a resposta imune e influenciar a gravidade da
infeccdo causada por MHV-3.
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Figura 12. Smurfl ndo influéncia na resisténcia do hospedeiro contra a infec¢do por MHV-3. (a - ¢)
curva de sobrevida de camundongos Wild-type e Smurfl ™ foram infectados com os in6culos de 10° (a),
102 (b) e 10*(c) PFU do MHV-3. Teste de log-rank; n = 4-8 camundongos/grupo. (d - f) Massa corporal
dos camundongos infectados com MHV-3. Os dados representam média + SEM; n = 4-8

camundongos/grupo. *p < 0,05. Teste two-way ANOVA. (g - i) Escore clinico dos camunndongos
infectados com MHV-3. n = 4-8 camundongos/grupo. teste t Student.
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4.3. Parametros hematoldgicos de camundongos Wild-type ou Smurfl™" infectados com
MHYV-3

Sabe-se que a infeccdo por MHV-3 compromete a populacédo de células circulantes que
fazem parte do sistema hematopoiético do hospedeiro, acarretando em um quadro de
plaquetopenia, trombocitopenia, niveis aumentados de produtos de degradacdo da fibrina
(dimeros D), linfopenia e leucopenia (ANDRADE et al., 2021; TANG et al., 2020; TERPOS et
al., 2020). Para investigar se a auséncia de Smurfl impacta a populacédo de células circulantes
no sangue periférico, realizamos experimentos utilizando camundongos Wild-type ou
Smurfl™" infectados com 102 PFU de MHV-3 e sacrificados por volta do 4° dia pds-infeccéo.

A principio, buscamos investigar se a auséncia de Smurfl impacta no nimero total de
leucdcitos circulantes durante a infeccdo por MHV-3 e observamos que a infec¢do induziu uma
reducdo de quase 2 vezes no nimero de leucdcitos totais circulantes em ambos os grupos
infectados, ocasionando um quadro de leucopenia (Fig. 13a). No entanto, quando avaliamos a
quantidade de granulécitos circulantes, camundongos Smurfl™", mas ndo camundongos Wild-
type, tiveram um aumento significativo quando comparados com os grupos controles (Fig. 13b).
Em contraste, a infeccdo por MHV-3 induziu uma reducdo na quantidade de linfécitos em
ambos os grupos (Fig. 13c), destacando um quadro de linfopenia. Esse desbalanco entre
linfdcitos e granuldcitos na auséncia de Smurfl resultou em um aumento na razao granulécito
por linfocito (G/L) (Fig. 13d), um marcador amplamente utilizado como indicativo de
inflamacdo sistémica, progndstico desfavordvel em céncer e gravidade em infecgdes virais,
incluindo COVID-19 (FEST et al., 2019; L1U, 2008; SEN et al., 2014; SIMADIBRATA et al.,
2021; WULANINGSIH et al., 2016), sugerindo um papel potencial de Smurfl na regulacdo da

resposta inflamatoria sistémica durante a infeccdo por MHV-3.
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Figura 13. Smurfl impacta na contagem de células hematoldgicas em camundongos infectados com
MHV-3. (a — d) Camundongos Wild-type ou Smurfl™" foram infectados com 10? PFU de MHV-3 e a
populacdo de leucdcitos totais (a), porcentangem de granuldcito (b), linfécito (c) e a razéo entre
granulocito por linfécito (d) foram analisadas. Os dados representam média + SEM; n = 4-5
camundongos/grupo. # p < 0,05 quando comparado ao seu respectivo grupo controle (mock). Teste two-
way ANOVA.
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4.4. Analise dos titulos virais e histopatologia de pulmao e figado de camundongos Wild-
type ou Smurfl™ infectados com MHV-3

Para investigar se a auséncia de Smurfl impacta a liberacdo das particulas virais
infectivas e a patogénese durante infeccdo por MHV-3, analisamos os titulos virais e 0 dano
histopatol6gico no tecido pulmonar e hepético de camundongos Wild-type ou Smurfl™~
infectados. Inicialmente, os resultados indicaram que a auséncia de Smurfl ndo alterou
significativamente na liberacdo das particulas virais nos pulmdes e figado dos camundongos
infectados (Fig. 14a). Embora virus viavel tenha sido detectado nos pulmdes, sua presenca néo
influéncia o escore inflamatorio pulmonar, demonstrado pela auséncia de danos
histopatoldgicos evidentes entre os grupos analisados (Fig. 14b, c).

No entanto, apesar do titulos virais ndo alterarem no figado, ao examinarmos o tecido
hepatico, foi observado que a infeccdo por MHV-3 induziu a presenca de regides de necrose
tecidual bastante acentuadas, com poucas regides de infiltrado inflamat6rio em ambos os grupos
infectados (Fig. 14b, linha tracejada). Entretanto, em camundongos Smurfl ™~ essas regides de
necrose tecidual foram mais evidentes, o que levou a um aumento discreto do escore
inflamatdrio total (Fig. 14b, c). Essa diferenca pode estar associada ao tropismo preferencial do
MHYV-3 pelo figado, uma vez que sua rapida replicacdo e propagacéo atraves das vias hepaticas
podem intensificar os danos nesse 6rgdo. Nossos achados sugerem que Smurfl pode ter um
papel protetor contra a lesdo hepatica durante a infec¢do por MHV-3.
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Figura 14. Smurfl ndo influéncia os titulos virais nem as alteracoes histopatoldgicas no pulmao e figado
de camundongos infectados com MHV-3. (a) Comundongos Wild-type ou Smurfl™~ foram infectados
com 102 PFU do MHV-3 e os titulos virais do pulméo e figado foram quantificados. Os dados
representam média £ SEM; n = 4-5 camundongos/grupo. Dados submetidos ao teste t Student. LOD:
limite de deteccdo. (b) Histopatologia do pulméo e figado de camundongos infectados. (c) Escore
inflamatdrio total do pulméo e figados de camundongos infectado. B — bronquiolo, VC — veia central,
area pontilhada — regido de necrose, barra de escala: 100 um, coloracdo: hematoxilina e eosina (H&E).
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4.5. Producdo de mediadores inflamatdrios no pulméo de camundongos Wild-type ou
Smurfl™ infectados com MHV-3

A infecgdo por MHV-3 induz a producdo exacerbada de mediadores pré-inflamatorios
no pulméo, que leva ao dano tecidual mais severo. Baseado nisso, buscamos avaliar a producao
de algumas citocinas e quimiocinas no pulm&o dos camundongos Wild-type ou Smurfl™"
infectados com MHV-3. Para isso, utilizamos o método de ELISA para quantificamos a
producdo de mediadores pré-inflamatorios importantes na infecgdo, como TNF, IL-6 e CCL2.
Os dados indicaram que a infec¢do por MHV-3 néo induziu o aumento da producdo TNF, IL-6
e CCL2, mesmo na auséncia de Smurfl (Fig. 15a, b). Em contrapartida, os niveis basais de
CCL2 em camundongos Smurfl™" apresentaram uma producdo mais elevada, sugerindo um
papel potencial de Smurfl na regulagdo constitutiva dessa quimiocina (Fig. 15c). No geral,
Smurfl ndo participa da producdo dos mediadores pro-inflamatoérios durante a infec¢do por
MHV-3.
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Figura 15. A infeccdo por MHV-3 ndo altera a produgdo dos mediadores inflamatdrios intrapulmonar
de camundongos infectados com MHV-3. (a-¢) Camundongos Wild-type ou Smurfl ™~ foram infectados
com 10% PFU do MHV-3 e o ensaio de ELISA foi realizado a partir do homogenato do pulmao para
determinar as concentra¢@es de TNF (a), IL-6 (b) e CCL2 (¢) no pulmdo camundongos infectados. Os
dados representam média £ SEM; n = 4-5 camundongos/grupo. * p < 0,05. Teste two-way ANOVA.
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4.6. Avaliacao de mediadores inflamatdrios, titulo viral e viabilidade celular em BMDMs
Wild-type ou Smurfl™ infectados com MHV-A59

Ap0s caracterizar a infeccdo pelo MHV-3, investigamos o papel de Smurfl durante a
infeccdo por outro virus da hepatite murina, 0 MHV-A59. Ao contrario da infecgdo por MHV-
3, que induz uma inflamagdo mais grave (ANDRADE et al., 2021), o MHV-A59 mimetiza um
modelo de infeccdo mais branda, podendo induzir sequelas semelhantes as observadas na
COVID-19 longa (PIMENTA et al., 2024). Para avaliar a funcdo de Smurfl na regulacdo das
respostas imunes em macrofagos durante a infeccdo por MHV-A59, seguindo 0 mesmo
protocolo realizado para a infeccdo por MHV-3. As BMDMSs obtidos de camundongos Wild-
type ou Smurfl™~ foram infectados com MHV-A59 e os sobrenadantes foram coletados nos
tempos de 12, 24, 48 e 72 horas para a dosagem de mediadores pré-inflamatorios, titulos virais
e viabilidade celular por lactato desidrogenase (LDH) presentes nos sobrenadantes das culturas.

Os dados mostraram que a infeccdo por MHV-A59 induziu a producdo de TNF em
BMDMs Smurfl™, mas ndo em BMDMs Wild-type, a partir de 12 horas pés-infeccdo (Fig.
16a). Notavelmente, em 18 horas, a producdo de TNF foi detectada em ambos os grupos
(Fig.16a), evidenciando uma resposta antecipada em macrofagos na auséncia de Smurfl. Além
disso, os niveis de TNF secretados por BMDMs Smurfl™~ em 48 e 72 horas ap6s a infecgéo
foram aproximadamente cinco vezes superiores aos observados nos BMDMs Wild-type
infectados pelo mesmo virus (Fig. 16a).

Em relacdo a producdo de IL-6, 0 MHV-A59 estimulou a secrecdo dessa citocina em
BMDMs Wild-type a partir de 48 horas apds a infecgdo, quando os niveis foram
significativamente mais elevados do que os detectados nos controles ndo infectados (Fig. 16b).
Por outro lado, os BMDMs Smurfl ™~ apresentaram perfis de secrecdo de IL-6 semelhantes aos
dos BMDMs Wild-type na maioria dos tempos avaliados, exceto em 48 horas pos-infeccgéo,
momento em que os niveis de 1L-6 nos BMDMs Smurf1~~ foram menores em comparagdo com
0s BMDMs Wild-type infectados (Fig. 16b).

Quanto a producéo de CXCL1, o MHV-A59 ndo induziu sua sintese em BMDMs Wild-
type. No entanto, nos BMDMs Smurfl ™", foi observada a secre¢do de CXCL1 ja em 12 horas
apos a infeccdo, com niveis superiores em comparacgdo aos grupos controles (Fig. 16c).

Para investigar o papel de Smurfl na dindmica da liberagdo viral em macrofagos
infectados, quantificamos os titulos virais presentes nos sobrenadantes de culturas de BMDMs
infectados com MHV-A59. Os resultados obtidos revelaram que a auséncia de Smurfl nédo

afetou a fixacdo e a entrada do virus nas células, uma vez que os titulos virais foram
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equivalentes entre BMDMs Wild-type e Smurfl™" no tempo zero da infecgdo. Entretanto, a
partir de 18 horas pos-infeccdo, os sobrenadantes de BMDMs Smurfl ™~ apresentaram uma
reducdo significativa no numero de particulas virais infectivas em comparacdo aos BMDMs
Wild-type (Fig. 16d).

Além disso, investigamos a viabilidade celular como um marcador da citotoxicidade
induzida pela infeccdo viral, avaliando a liberagdo de lactato desidrogenase (LDH) nos
sobrenadantes das culturas. Os dados mostraram que a infeccdo por MHV-A59 induziu niveis
elevados de morte celular em BMDMs Wild-type, quando comparados a células ndo infectadas.
No entanto, os BMDMs Smurfl ™~ apresentaram uma menor liberagdo de LDH, sugerindo uma
menor suscetibilidade a morte celular induzida pela infeccdo (Fig. 16e). Esse resultado
observado em BMDMs Smurfl ™" foi dependente da infecgdo por MHV-A59, uma vez que as
células no infectadas, tanto do tipo selvagem quanto Smurfl™", exibiram niveis comparaveis
de LDH. Quando comparadas diretamente, as culturas de BMDMs Smurfl™" infectados
apresentaram niveis significativamente mais baixos de liberacdo de LDH do que os BMDMs
do tipo selvagem infectados pelo mesmo virus (Fig. 16e), destacando uma maior viabilidade
celular associada a auséncia de Smurfl.

Esses achados apontam que Smurfl desempenha um papel relevante na modulacdo da
resposta inflamatoria, promovendo uma resposta imune mais tardia e facilita a liberacdo de
particulas virais infectivas, ao mesmo tempo em que contribui para a regulacao da viabilidade

celular em macrofagos durante a infeccdo por MHV-AS59.
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Figura 16. Smurfl modula a sintese de mediadores pré-inflamatdrios, liberacdo de virus e viabilidade
celular em macrofagos infectados por MHV-A59. (a — ¢) BMDMs de camundongos Wild-type
ou Smurfl™ foram infectados com 0,01 PFU de MHV-AS59 e os niveis de TNF (a), IL-6 (b) e CXCL1
(c) foram medidos nos sobrenadantes por ELISA. As barras representam a média =+ SEM de amostras
triplicadas. A anélise estatistica foi realizada usando o teste two-way ANOVA. #p< 0,05 em
comparagdo com o respectivo grupo controle ndo infectado; * p < 0,05. (d, €) BMDMs foram infectados
conforme indicado acima e o titulo viral (d) e a liberacdo de LDH (e) foram medidos nos sobrenadantes.
Os dados sdo mostrados como média £ SEM de amostras triplicadas. A anélise estatistica foi realizada
usando um teste two-way ANOVA. *p < 0,05 ao comparar dados de grupos Wild-type infectados
e Smurfl 7~;#p < 0,05 em comparagio com o respectivo grupo controle ndo infectado; LOD: limite de
deteccdo; ns: ndo significativo.
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4.7. Anélise da sobrevida, massa corporal e titulos virais de camundongos Wild-type ou
Smurfl™" infectados com MHV-A59

Nos estudos conduzidos pelo nosso grupo, foi demonstrado que a administragéo
intranasal de um indculo de alta dose (3x10° PFU) do MHV-A59 em camundongos resultou em
uma infeccgdo letal, enquanto um indculo de baixa dose (3x10* PFU) induziu uma doenga leve
e autolimitada (PIMENTA et al., 2024). Com o objetivo de investigar o papel do Smurfl na
resisténcia do hospedeiro e na formacédo e liberacdo das particulas virais infectivas frente a
infeccdo por MHV-A59, camundongos Wild-type ou Smurfl ™", foram infectados com indculos
de doses alta (3x10° PFU) e baixa (3x10* PFU) de MHV-A59. A progressao clinica foi
monitorada por meio da avaliagdo da sobrevida e da perda de massa corporal.

Observou-se que 45% dos camundongos do tipo Wild-type infectados com a dose alta
sucumbiram entre 0 6° e 0 7° dia pos-infec¢do. Em contraste, todos os camundongos Smurfl ™"
sucumbiram precocemente, entre 0 2° e 6° dias pos-infeccdo (Fig. 17a). Além disso, embora
ambos os grupos tenham apresentado perda de peso significativa em relagcdo aos controles ndo
infectados (mocks), os camundongos Smurfl ™~ exibiram uma perda de massa corporal mais
acentuada em comparacdo com os camundongos Wild-type infectados (Fig. 17b). Por outro
lado, quando infectados com o in6culo de baixa dose, nenhum dos grupos experimentais
tiveram perdas (Fig. 17a). No entanto, ambos 0s grupos apresentaram um atraso no ganho de
massa corporal em relagdo aos controles ndo infectados (Fig. 17b).

Para verificar se o indculo de baixa dose resultou em disseminacdo viral sistémica e
infeccdo de 6rgdos-alvo, analisamos os titulos virais nos pulmdes e no figado nos dias 2,5 e 11
pos-infeccdo. No 2° dia, os titulos virais nos pulmdes foram semelhantes entre os camundongos
Wild-type e Smurfl™~ (Fig. 17c). Entretanto, no 5° dia, as particulas virais foram eliminadas
nos camundongos Wild-type, enquanto os camundongos Smurfl ™ ainda apresentaram virus
detectaveis, sugerindo uma depuracdo viral retardada nesses camundongos (Fig. 17c). No
figado, os titulos virais foram semelhantes nos dois grupos no 5° dia pés-infec¢do, mas nédo
foram detectadas nos dias 2° e 11° dia pos-infecgéo (Fig. 17d).

Esses resultados indicam que a infeccdo intranasal com uma dose baixa de MHV-A59
induz uma doenca leve, caracterizada pela instalagdo inicial da infeccdo nos pulmdes, seguida
de disseminacdo viral sistémica e posterior envolvimento do figado. Além disso, os dados
sugerem que Smurfl contribui para a eliminacdo viral e na protecdo do hospedeiro contra

formas graves da infeccdo por MHV-A59.
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Figura 17. Smurfl contribui para a resisténcia do hospedeiro e para depuragdo viral durante a infec¢do
por MHV-A59. (a) Curva de sobrevida de camundongos Wild-type ou Smurfl™ infectados com
3x10* (indculo de baixa dose) ou 3x10° (indculo de alta dose) PFU de MHV-A59. * p < 0,05 quando
comparado ao grupo Smurfl™ infectado com 3x10° PFU de MHV-A59. Teste de log-rank; n = 7-9
camundongos/grupo. (b) Perda de massa corporal em camundongos infectados com MHV-A59. Os
dados representam média £ SEM; n = 5-9 camundongos/grupo. # p < 0,05 quando comparado ao seu
respectivo grupo controle (mock); * p < 0,05 quando comparado a camundongos Wild-type infectados
com 3x10° PFU de MHV-A59. Teste two-way ANOVA. (c, d) Titulos virais nos pulmdes (c) e figado
(d) de camundongos infectados com 3x10* PFU de MHV-A59. Os dados representam média = SEM; n
= 6-7 camundongos/grupo. ns: ndo significativo. *p < 0,05; teste t Student. LOD: limite de deteccéo.
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4.8. Parametros hematoldgicos de camundongos Wild-type ou Smurfl™ infectados com
MHV-A59

Considerando que o inéculo de 3x10* (baixa dose) de MHV-A59 desencadeia infec¢do
sistémica, perda de peso e prolonga a sobrevida tanto em camundongos Wild-type quanto em
Smurfl™", decidimos realizar as analises subsequentes utilizando esse in6culo. A principio,
realizamos andlises hematoldgicas nos dias 2, 5 e 11 apos a infeccdo para investigar possiveis
alteracOes nos perfis de linfdcitos e granuldcitos no sangue periférico, associadas a infeccéo
sistémica por MHV-A59.

No segundo dia apos a infeccédo, foi observada leucopenia somente em camundongos
Smurfl™~ em comparagdo com seus controles ndo infectados (Fig. 18a). Em contraste,
camundongos Wild-type ndo apresentaram mudancas significativas no niamero leucdcitos totais
durante nenhum dos periodos avaliados (Fig. 18a). Ambos os grupos infectados exibiram
aumento significativo na contagem de granuldcitos circulantes (Fig. 18b) e reducdo na
contagem de linfécitos (Figura 18c) no 2° dia pds-infeccdo em comparacdo com Seus
respectivos grupos controle. No entanto, enquanto o nimero de granuldcitos e linfécitos nos
camundongos do tipo Wild-type retornaram aos valores basais 5° e 11° dias pos-infec¢do, 0s
camundongos Smurfl™~ continuaram apresentando valores anormais até o quinto dia, com
recuperacdo apenas no 11° dia po6s-infecc¢ao.

Adicionalmente, avaliamos a razdo G/L e os resultados mostraram um aumento
significativo na razdo G/L em ambos os grupos infectados no 2° dia pos-infec¢do, em
compara¢do com o0s respectivos controles (Fig. 18d). Contudo, semelhante as andlises
hematoldgicas anteriores, a razdo G/L nos camundongos Wild-type retornou aos niveis basais
nos dias 5 e 11 apo6s a infeccdo. Por outro lado, os camundongos Smurfl™" continuaram
apresentando valores elevados no 5° dia p6s-infeccéo, refletindo um atraso na recuperacdo do
perfil hematologico.

Esses achados indicam que a infec¢cdo com MHV-A59 induz alteracdes hematoldgicas
compativeis com inflamagé&o sistémica, similar aos achados encontrados na infec¢do por MHV-
3. Coletivamente, esses dados apontam para um papel de Smurfl na resisténcia do hospedeiro
contra a infeccdo por MHV-A59, modulando a resposta inflamatéria e promovendo a

restauracdo do perfil hematoldgico apds a infecgéo.
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Figura 18. Smurfl regula a inflamacéo sisttémica em camundongos infectados com MHV-A59. (a —d)
Camundongos Wild-type ou Smurfl™" foram infectados com 3x10* PFU de MHV-A59 e 0 sangue
periférico coletado foi submetido a contagem de leucdcitos totais (a), porcentagem de granulécitos (b),
linfocito (c) e razdo entre granuldcito por linfécito (d) no sangue periférico de camundongos infectados
com MHV-A59. Os dados representam média £ SEM; n = 5-9 camundongos/grupo. * p < 0,05; #p <
0,05 quando comparado ao seu respectivo grupo controle (mock). Teste One-way ANOVA.
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4.9. Avaliacdo da expressdo de marcadores inflamatorios e dano histopatolégico no
pulmé&o de camundongos Wild-type ou Smurfl™~ infectados com MHV-A59

Diante dos dados acima apresentados, e considerando que os camundongos Smurfl ™~
infectados com MHV-A59 em in6culo de baixa dose apresentaram parametros hematologicos
anormais, especialmente no 5° dia pos-infeccdo, sugerindo um potencial desbalanco
inflamatorio, conduzimos analises adicionais em amostras de pulméo coletadas nesse mesmo
periodo. Inicialmente, avaliamos se a infec¢do por MHV-A59 induz o aumento da expressao
de Smurfl nos pulmdes de camundongos infectados. Os resultados mostraram uma regulacao
positiva na expressdo do mRNA de Smurfl nos pulmdes de camundongos do tipo selvagem
apos a infeccdo com MHV-A59 (Fig. 19a), sugerindo um possivel envolvimento de Smurfl na
modulacgéo da resposta imune e no controle da inflamacéo local.

Em seguida, investigamos a expressdo do mRNA de IFN-B, um marcador central da
resposta inflamatdria antiviral, nos pulmdes de camundongos Wild-type ou Smurfl™ . Os
dados revelaram que os camundongos Smurfl~~ exibiram uma expressdo significativamente
maior de IFN-B em comparagao com os camundongos Wild-type (Fig. 19b), sugerindo para um
possivel desequilibrio da resposta inflamatdria na auséncia de Smurfl.

Apesar das alteracGes moleculares observadas, a andlise histopatolégica pulmonar
revelou que ambos os grupos, Wild-type e Smurfl ™", apresentaram alteracdes semelhantes apos
a infeccdo por MHV-A59 (Fig. 19c, d). Isso sugere que, embora a auséncia de Smurfl esteja
associada a um aumento na resposta inflamatoria inicial, essa diferenca ndo se traduz em

alteracdes histopatoldgicas significativas no tecido pulmonar no periodo analisado.
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Figura 19. Smurfl regula a resposta antiviral sem alterar o dano histopatologico pulmonar em
camundongos infectados com MHV-A59. (a, b) Camundongos Wild-type ou Smurfl™" foram
infectados com 3x10* PFU de MHV-A59 e avaliados quanto a expressdo do mRNA de Smurfl (a) e a
expressao do mRNA de IFN-p (b). Os dados representam média + SEM; n = 4-5 camundongos/grupo.
*p < 0,05; #p < 0,05 quando comparado ao seu respectivo grupo controle (mock). teste t Student.
teste two-way ANOVA. (c, d) Histopatologia do tecido pulmonar. Asterisco: células
mononucleares/polimorfonucleares. B: bronquiolo; V: vénulas: Barras, 100 mm. Hematoxilina e Eosina
(H&E). Os dados representam média + SEM; n = 5-7 camundongos/grupo. # p < 0,05 quando
comparado ao seu respectivo grupo controle (mock); ns: ndo significativo; teste two-way ANOVA.
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4.10. Producéo de mediadores inflamatérios no pulméo de camundongos Wild-type ou
Smurfl™ infectados com MHV-A59

Para compreender melhor o impacto da auséncia de Smurfl na modulagéo da resposta
inflamatdria pulmonar durante a infeccdo por MHV-AL9, realizamos uma analise detalhada da
producdo de citocinas e quimiocinas nesse modelo. Para isso, 0 homogenato do pulmao dos
camundongos Wild-type ou Smurfl™" infectados com MHV-A59 foram submetidos ao ensaio
de ELISA e os niveis de mediadores inflamatorios TNF, IL-6, CCL2, CXCL1 e CCL5 foram
quantificados.

Os resultados obtidos revelaram que a infeccdo por MHV-A59 ndo induziu o aumento
da producéo de TNF e IL-6, mesmo na auséncia de Smurfl (Fig. 20a, b). Do mesmo modo, a
infeccdo ndo alterou o perfil das quimiocinas CXCL1, CCL2 e CCL5, em ambos 0s grupos
experimentais, independentemente da presenca ou auséncia de infeccdo (Fig. 20c-€). Esses
resultados indicam que Smurfl ndo participa da regulacdo desses mediadores inflamatdrios nos
pulmdes durante a resposta imune induzida pelo MHV-A59. Em sintese, nossos achados
sugerem que a infecgdo por MHV-A59 induz uma resposta inflamatoria relativamente branda,
sem diferencas significativas na producdo de mediadores inflamatorios analisados entre

camundongos Wild-type ou Smurfl™".
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Figura 20. A infec¢do por MHV-A59 ndo altera a producdo dos mediadores inflamatdrios intrapulmonar
de camundongos infectados com MHV-A59. (a-c) Camundongos Wild-type ou Smurfl™" foram
infectados com 3x10* PFU do MHV-A59 e o ensaio de ELISA foi realizado a partir do homogenato do
pulméo para determinar as concentracdes de TNF (a), IL-6 (b), CXCL1 (c), CCL2 (d) e CCL5 (e). Os
dados representam média = SEM; n = 7-8 camundongos/grupo. Teste two-way ANOVA.
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4.11. Avaliacdo do perfil celular e inflamatério de macrofagos e neutrofilos pulmonares
em camundongos Wild-type ou Smurfl™~ infectados com MHV-A59

Sabendo que as celulas da imunidade inata, como macréfagos e neutrofilos,
desempenham um papel central na alta mortalidade de pacientes graves com COVID-19,
buscamos caracterizar detalhadamente o perfil dessas populac@es celulares durante a infeccéo
por MHV-A59. Para isso, realizamos anélises por citometria de fluxo a fim de avaliar a ativacdo
e o perfil inflamatdrio dessas células nos pulmdes de camundongos Wild-type ou Smurfl ™",

Inicialmente, investigamos a ativacdo de macrofagos e neutréfilos, utilizando a
expressdo de MHC de classe 11 como marcador fenotipico. Os resultados revelaram que a
porcentagem de macréfagos e neutréfilos MHC-11™ foi semelhante entre os grupos infectados,
independentemente do gendtipo dos camundongos (Fig. 21a, b). Esses achados indicam que a
auséncia de Smurfl ndo compromete a capacidade basal dessas células de se ativarem em
resposta a infeccdo por MHV-AL9.

Para aprofundar a avaliacdo do perfil inflamatorio, analisamos a producao intracelular
de TNF, iNOS (6xido nitrico sintase induzivel) e IL-10 como marcadores pro-inflamatérios e
anti-inflamatorios. A analise revelou que a infeccdo por MHV-A59 resultou em um aumento
significativo na proporcdo de macréfagos positivos para TNF, iNOS e IL-10 nos pulmdes de
camundongos Smurfl™~ em comparacdo com os Wild-type (Fig. 21c). Além disso, os
neutréfilos dos camundongos Smurfl™~ também apresentaram maior propor¢do de células
produtoras de TNF em comparagdo com os camundongos Wild-type (Fig. 21d). Esses dados
sugerem que a auséncia de Smurfl promove uma resposta inflamatoria mais robusta e
potencialmente desregulada nos pulmdes, caracterizada pelo aumento de mediadores pro-
inflamatorios e imunorreguladores.

No geral, os resultados indicam que, embora a ativacdo fenotipica de macréfagos e
neutrofilos (baseada na expressdo de MHC-I1) ndo seja afetada pela auséncia de Smurfl, esses
animais exibem um perfil inflamatdrio exacerbado, evidenciado pelo aumento na expressao de
TNF, iNOS e IL-10 em macrofagos, além de TNF em neutrofilos. Esses achados sugerem que
Smurfl atua como um regulador da resposta inflamatoria em macrofagos e neutrofilos
pulmonares, modulando a producdo de mediadores inflamatorios e contribuindo para a

homeostase imunoldgica durante a infecgdo viral por MHV-A59.
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Figura 21. Smurfl regula o perfil inflamatdrio em macréfagos e neutréfilos no pulméo de camundongos
infectados com MHV-A59. (a — d) Camundongos Wild-type ou Smurf1™~ foram infectados com 3x10*
PFU de MHV-A59 e a analise de citometria de fluxo mostra os macréfagos ativados (CD45*CD11b*Gr-
1'F4/80 * MHCIIY) (a) e neutréfilos (CD45*CD11b*Gr-1"F4/80'MHCII*) (b) pulmonares. Os dados
representam media + SEM; n = 4-5 camundongos/grupo; teste two-way ANOVA. Anélise de
macrofagos e neutrofilos pulmonares positivos para TNF, iNOS ou IL-10 (c, d) de camundongos
infectados. Os dados representam média £+ SEM; n = 4-5 camundongos/grupo. * p < 0,05; teste t

Student.
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4.12. Avaliacdo da expressdo de Smurfl, dano histopatolégico e marcadores enziméticos
no figado de camundongos Wild-type ou Smurfl™" infectados com MHV-A59

Baseados nos dados de MHV-3, avaliamos influéncia de Smurfl no figado dos
camundongos Wild-type ou Smurfl™~com MHV-A59. Inicialmente, avaliamos a expressao do
MRNA de Smurfl no figado dos camundongos infectados. Diferentemente do padréo
observado nos pulmdes, a infec¢cdo por MHV-A59 ndo induziu um aumento significativo na
expressdo de Smurfl no figado dos camundongos Wild-type no 5° dia pés-infecgdo (Fig. 22a).
Esse achado sugere que a regulacdo de Smurfl em resposta a infeccdo pode ser especifica para
tecidos, sendo mais proeminente nos pulmdes do que no figado.

Ja andlise histopatoldgica revelou que a infeccdo hepéatica induziu alteracBes
histopatoldgicas e inflamatdrias distintas em ambos o0s genétipos. Nos camundongos Wild-type,
observamos um aumento do infiltrado inflamatorio, vasodilatacdo leve e acimulo localizado de
leucdcitos (Fig. 22b, asteriscos). Por outro lado, os camundongos Smurfl ™~ exibiram lesdes
hepaticas mais pronunciadas, caracterizadas por hipercelularidade exacerbada, necrose extensa
e maior incidéncia de morte celular (Fig. 22b, linha tracejada) e isso refletiu em um aumento
do escore histopatologico total (Fig. 22c).

A gravidade do dano hepatico nos camundongos Smurf1™~~ corroborada por um escore
histopatol6gico significativamente mais elevado, resultou no aumento dos niveis séricos das
enzimas hepéticas alanina aminotransferase (ALT) (Fig. 22d) e aspartato aminotransferase
(AST) (Fig. 22e), ambos marcadores bioquimicos de lesdo hepética e disfuncéo celular para
prognostico na COVID-19 (FUKUI et al., 2022; MEDETALIBEYOGLU et al., 2020; WU et
al., 2020b). Esses resultados sugerem que a auséncia de Smurfl agrava a inflamacédo hepatica
e prejudica a integridade do tecido durante a infeccdo por MHV-A59.

Em resumo, os dados obtidos indicam que Smurfl ndo é induzido no figado apos a
infeccdo por MHV-A5S9, diferentemente do observado nos pulmdes no 5° dia pés-infeccao.
Entretanto, sua auséncia esta associada a um fenotipo inflamatério exacerbado e maior dano
hepatico, evidenciado pelo infiltrado inflamatorio, necrose e aumento de enzimas hepaticas.
Esses achados reforgcam o papel de Smurfl na regulacéo da resposta inflamatoria e na protecédo
contra danos teciduais em infeccGes virais, destacando sua importancia para a homeostase

imunoldgica no contexto hepatico.
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Figura 22. Smurfl é crucial para integridade do tecido hepético em camundongos infectados com
MHV-A59. (a —e) Camundongos Wild-type ou Smurfl™ foram infectados com 3x10* PFU de MHV-
A59. (a) Expressdo de mRNA de Smurfl no figado de camundongos Wild-type infectados com MHV-
A59. Os dados representam média + SEM; n = 5 camundongos/grupo; teste t Student. ns: nédo
significativo. (b, ¢) Histopatologia do figado de camundongos infectados com MHV-A59. Asterisco:
acumulo de leucdcitos; linha tracejada: area de necrose; V: vénulas: Barras, 100 mm. * p < 0,05; #p <
0,05 quando comparados ao respectivo grupo controles; teste two-way ANOVA. (d, e) Niveis séricos
de alanina aminotransaminase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) de camundongos infectados.
Os dados representam média + SEM; n = 5-7 camundongos/grupo. * p < 0,05; # p < 0,05 quando
comparados ao respectivo grupo controle (mock); teste two-way ANOVA.
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4.13. Expressao de mediadores inflamatdrios no figado de camundongos Wild-type ou
Smurfl™ infectados com MHV-A59

Diante das alteracfes histopatoldgicas e do aumento da severidade do dano hepético
observados nos camundongos Smurfl™", investigamos a expressio de mediadores pro-
inflamatdrios no tecido hepatico desses animais, visando compreender melhor o papel do gene
Smurfl na regulacdo da resposta imune local.

Inicialmente, avaliamos a expresséo do mRNA de IFN-B, TNF e IL-6, que
desempenham papéis centrais na ativacdo e modulacdo da resposta inflamatdria antiviral. A
analise revelou que a infeccdo por MHV-A59 ndo induziu a expressao de IFN-B ¢ TNF no
figado de camundongos Wild-type ou Smurf1™~, indicando uma resposta inflamatéria menos
pronunciada ou retardada nesses mediadores especificos (Fig. 23a, b).

Por outro lado, ambos os grupos de camundongos, Wild-type e Smurfl ™, apresentaram
aumento significativo na expressdo de IL-6 ap6s a infeccdo em comparagcdo com 0S grupos
simulados (Fig. 23c). Entretanto, ndo foram detectadas diferencas significativas na expressao
de IL-6 entre os dois genoétipos infectados, sugerindo que a auséncia de Smurfl ndo altera
diretamente a producdo desse mediador pré-inflamatdrio no figado. Esses achados reforcam a
necessidade de investigar mecanismos adicionais pelos quais Smurfl pode modular a resposta

inflamatoria hepatica e contribuir para a protecédo tecidual durante a infec¢do por MHV-A59.
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Figura 23. Smurfl ndo altera da expressdao dos mediadores pro-inflamatorios hepéaticos durante a
infeccdo por MHV-A59. (a—c¢) Camundongos Wild-type ou Smurfl™ foram infectados com 3x10* PFU
de MHV-A59 e avaliados quanto a expressdo do mRNA para IFN-B (a), TNF (b) e IL-6 (c) no figado
de camundongos infectados com MHV-A59. Os dados representam média + SEM; n = 4-5

camundongos/grupo. # p < 0,05 quando comparados ao respectivo grupo controle (mock); teste two-
way ANOVA.
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4.14. Avaliagéo do perfil celular e inflamatorio de macrofagos e neutrofilos hepéticos de
camundongos Wild-type ou Smurfl™" infectados com MHV-A59

Com base na caracterizacdo do perfil celular realizada nos pulmdes de camundongos
Wild-type ou Smurfl™" infectados com MHV-A59, conduzimos uma analise semelhante no
figado desses camundongos, por meio da técnica de citometria de fluxo.

A andlise revelou que, no 5° dia pos-infeccdo, o figado dos camundongos de ambos 0s
grupos apresentaram porcentagens semelhantes de macrdfagos e neutrdfilos ativados,
evidenciados pela expressdao de MHC classe Il (Fig. 24 a, b). No entanto, foi observado que o
figado dos camundongos Smurfl™~ apresentou uma proporc¢do significativamente maior de
macréfagos TNF+ quando comparado aos camundongos Wild-type (Fig. 24c). Em contraste, a
propor¢éo de neutrofilos positivos para TNF e iNOS foi reduzida no figado dos camundongos
Smurfl™"~ (Fig. 24c).

Esses achados sugerem que, embora 0 Smurfl ndo tenha um impacto no recrutamento
de macrdfagos e neutréfilos para os pulmdes e figado durante a infeccdo por MHV-AL9, ele
desempenha um papel essencial na regulacdo do perfil inflamatdrio dessas células infiltrantes
nos Orgdaos. De maneira geral, essas evidéncias indicam que o Smurfl exerce um papel
importante no controle das respostas inflamatérias, tanto nos pulmdes quanto no figado, durante
a infeccdo por MHV-A59.
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Figura 24. Smurfl regula o perfil inflamatério em macréfagos e neutréfilos no figado de camundongos
infectados com MHV-A59. (a — d) Camundongos Wild-type ou Smurf1 ™~ foram infectados com 3x10*
PFU de MHV-A59 e a anélise de citometria de fluxo mostra os macrofagos ativados (CD45*CD11b*Gr-
1'F4/80 * MHCII*) (a) e neutrofilos (CD45*CD11b*Gr-1*F4/80°MHCII*) (b) hepaticos. Os dados
representam média + SEM; n = 4-5 camundongos/grupo; teste two-way ANOVA. Analise de
macrofagos e neutréfilos hepéticos positivos para TNF, iNOS ou IL-10 (c, d) de camundongos
infectados. Os dados representam média + SEM; n = 4-5 camundongos/grupo. * p < 0,05; teste t
Student.
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5. DISCUSSAO

Os Betacoronavirus compreendem um grupo diversificado de patdgenos capazes de
causar doencas humanas que variam desde infeccoes leves do trato respiratdrio superior, como
o resfriado comum, até formas graves de pneumonia, como a COVID-19 (KORNER et al.,
2020; PAROTTO et al., 2023). Diante disso, a compreensdo dos mecanismos pelos quais 0s
fatores do hospedeiro regulam as respostas imunes a essas infec¢@es torna-se essencial para o
desenvolvimento de vacinas e terapias eficazes. Neste estudo, demonstramos que a E3
ubiquitina-ligase Smurfl desempenha um papel diferenciado, porém, com algumas
semelhangas, durante a infecgdo por MHV-3 e MHV-A59. Os resultados indicaram que a
auséncia de Smurfl ndo impacta significativamente a sobrevivida, a variacdo de massa corporal
ou o escore clinico geral em camundongos infectados com MHV-3. Em contraste, observou-se
que a deficiéncia de Smurfl aumentou a suscetibilidade a infeccdo intranasal por MHV-A59,
evidenciando um papel critico desse regulador na resposta antiviral especifica para esse modelo
de infeccao.

De modo geral, as analises hematologicas realizadas durante as infec¢des por MHV-3 e
MHV-A59 revelaram que o Smurfl exerce uma funcéo reguladora na modulagéo da inflamagéo
sistémica em ambos o0s contextos virais. Contudo, na infeccdo por MHV-AS9, a auséncia de
Smurfl destacou-se devido as alteracfes hematoldgicas associadas a processos inflamatorios
exacerbados, como o aumento da expressdo de mMRNA de IFN-f nos pulmdes ¢ a elevacdo dos
marcadores inflamatdrios, incluindo TNF e iNOS, em macr6fagos pulmonares e neutréfilos.
Essa resposta inflamatdria acentuada foi correlacionada com uma depuracéo viral tardia nos
pulmdes, sugerindo que Smurfl possui um papel imunomodulador relevante na contencdo do
processo inflamatorio pulmonar. Além disso, os camundongos deficientes de Smurfl
apresentaram marcadores bioquimicos de lesdo hepéatica, como elevagdes nos niveis séricos de
ALT e AST, acompanhadas por necrose tecidual e aumento na propor¢do de macréfagos TNF-
positivos no figado, evidenciando um impacto inflamatério sistémico mais pronunciado em
camundongos Smurfl ™",

A analise da resposta inflamatdria em BMDMs infectados com MHV-3 revelou que, de
maneira geral, ndo foram observadas alteracdes expressivas na producdo de mediadores pro-
inflamatorios mesmo na auséncia de Smurfl. No entanto, um achado relevante foi 0 aumento
significativo na producdo de CXCL1 em BMDMs de camundongos Smurfl ™", sugerindo que

Smurfl desempenha um papel modulador na regulacdo da producdo dessa quimiocina
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especifica, que é conhecida por atuar no recrutamento de neutréfilos para locais de inflamacao
(ANTONIAK et al., 2021; JOHANSSON; KIRSEBOM, 2021; NAUMENKO et al., 2018).

Jana infeccdo por MHV-A59, nossos resultados destacaram um papel central de Smurfl
na regulacao das respostas inflamatorias e antivirais mediadas por macréfagos. Os BMDMs
obtidos de camundongos Smurfl™" apresentaram secrecdo significativamente aumentada de
mediadores pro-inflamatorios ndo sé de CXCL1, como mostrado na infecgdo por MHV-3, mas
também de TNF, quando estimulados in vitro. Esses achados sugerem que Smurfl atua como
um modulador critico na producdo dessas moléculas, que estdo diretamente envolvidas no
recrutamento e ativacao de células imunes durante processos inflamatorios agudos.

Curiosamente, também observamos que os BMDMs Smurfl ™~ infectados com MHV-
A59 exibiram uma capacidade aprimorada de reduzir a liberacdo da particulas virais infectivas
e limitar a morte celular induzida pelo virus. Esse achado implica que Smurfl pode estar
envolvido ndo apenas na regulacdo da inflamagcdo, mas também na montagem e no
processamento da particula viral. Além disso, seu papel na modulacdo da morte celular sugere
um possivel mecanismo protetor associados a mecanismos intracelular importante para a
sobrevivéncia da célula, como a morte celular mediada por apoptose (BARBER, 2001;
O’BRIEN, 1998; PAUL; MUNZ, 2016; SIR; JAMES OU, 2010).

Os Betacoronavirus seguem um ciclo replicativo intracelular altamente complexo,
composto por etapas sucessivas, incluindo adesdo e entrada na célula, replicagdo do genoma
viral, montagem de novas particulas virais e, por fim, egressdo ou liberacdo para infectar novas
células-alvo (BRACQUEMOND; MURIAUX, 2021). Estudos recentes sugerem que a
atividade de ubiquitina-ligase desempenha um papel crucial na regulagdo dessas fases,
especialmente na egressdo viral. Por exemplo, no virus Ebola, a proteina VP40 interage
diretamente com o dominio WW da ligase de ubiquitina WWP1 do hospedeiro, facilitando a
sua egressao e propagacdo (HAN et al., 2017). Nossos achados in vitro reforcam essa hipdtese
ao demonstrarem uma reducdo significativa nos titulos virais nos sobrenadantes de BMDMs de
camundongos Smurfl™~ infectados com MHV-A59. Esse resultado sugere que Smurfl, por
meio dos dominios WW (CAO; ZHANG, 2013), pode estar envolvido na promogéo da egresséo
viral, possivelmente interagindo com proteinas virais do MHV-A59 ainda ndo identificadas.
Uma especulacdo fundamentada é que essa interacdo ocorra por meio dos dominios WW de
Smurfl, de forma semelhante a interacdo recentemente demonstrada entre Smurfl e a proteina
spike do SARS-CoV-2 (NOVELLI et al., 2021), facilitando, assim, a liberacéo eficiente do

virus das células infectadas.
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Estudos anteriores realizados por nosso grupo mostraram que a infecgdo por MHV-3
induz inflamagdo sisttmica generalizada, caracterizada por trombocitopenia acentuada,
linfopenia e niveis elevados de citocinas pro-inflamatérias, como IL-1p, IL-6, IL-12, IFN-y ¢
TNF (ANDRADE et al., 2021; PEREIRA et al., 2023). Esse perfil inflamatorio reflete, em certa
medida, caracteristicas clinicas observadas em casos graves e moderados de COVID-19. Os
resultados obtidos neste estudo também reforgam as observagdes anteriores, especialmente no
modelo de infeccdo por MHV-3. No entanto, o papel especifico de Smurfl nesse contexto foi
menos evidente, possivelmente devido a rapida progressdo da doenca e ao carater altamente
letal da infeccéo.

No modelo utilizado para estudar o papel de Smurfl na modulacdo da resposta
inflamatdria durante a infeccdo por MHV-3, ndo foi possivel avaliar sua influéncia especifica
na resposta inflamatdria nos pulmdes. A auséncia de lesdes pulmonares pode ser explicada pela
dindmica rapida do MHV-3 no trato respiratorio, resultando em uma possivel perda do pico de
infeccdo pulmonar durante o processo experimental. Esse padrédo reforca a ideia de que o virus
rapidamente atinge outros érgdos-alvo, dificultando a deteccao precisa do impacto de Smurfl
nos estagios iniciais da infeccdo pulmonar. Diferente dos achados no pulméo, no figado a
auséncia de Smurfl teve um impacto discreto, mas significativo, com a presenca de areas de
necrose tecidual mais acentuadas. Esse padrdo reforca a ideia de que o MHV-3 rapidamente
atinge outros 6rgaos-alvo, como o figado, dificultando a deteccéo precisa do impacto de Smurfl
nos estagios iniciais da infeccdo. Apesar dessas limitacdes, é relevante ressaltar que a auséncia
de Smurfl foi associada a um agravamento na linfopenia e ao aumento na razdo
granuldcito/linfécito, na qual é considerada um marcador de prognéstico em pacientes com
COVID-19 (FEST et al., 2019; LIU, 2008; SEN et al., 2014; SIMADIBRATA et al., 2021,
WULANINGSIH et al., 2016).

Esses achados sugerem que, embora Smurfl possa desempenhar um papel
imunomodulador na inflamacdo sistémica, observada nas analises hematoldgicas, sua
contribuicdo na infeccdo por MHV-3 pode ser mascarada pela gravidade progressiva e rapida
da doenca, exigindo abordagens experimentais alternativas para melhor compreensdo do seu
envolvimento nesse modelo especifico.

Por outro lado, os resultados deste estudo destacam o papel de Smurfl como um
regulador da resposta inflamatoria sisttmica, durante a infeccdo por MHV-A59,
particularmente na inflamacdo mediada por macrofagos e neutréfilos. Evidéncias clinicas e
experimentais ja& demonstraram que inflamacfes descontroladas, desencadeadas por essas

células imunes, estdo diretamente associadas a gravidade da COVID-19, levando a danos
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teciduais extensivos e faléncia de multiplos 6rgédos (PAROTTO et al., 2023). Da mesma forma,
modelos experimentais de infeccdo por Betacoronavirus murino revelam que a imunopatologia
pulmonar e hepética esta correlacionada com infiltracdo excessiva de células inflamatorias e
secrecdo elevada de mediadores pré-inflamatorios, como TNF e iNOS, além de morte celular e
necrose tecidual (ANDRADE et al., 2021; PEREIRA et al., 2023; PIMENTA et al., 2024).

Nos pulmdes de camundongos Smurfl™~, observamos um aumento expressivo na
proporcéo de macréfagos e neutréfilos positivos para TNF e iNOS apds a infeccdo por MHV-
Ab9. Essa observacao reforca a hipdtese de que a auséncia de Smurfl induz a uma resposta
inflamatoria exacerbada, caracterizada por ativacdo descontrolada de células imunes inatas e
producdo elevada de mediadores inflamatorios. Esse perfil inflamatério hiperativo pode estar
associado a um atraso na depuracdo viral e a um aumento nos danos teciduais pulmonares,
potencialmente exacerbando a gravidade da infeccéo.

No figado, os efeitos da auséncia de Smurfl foram ainda mais pronunciados.
Observamos um aumento significativo na propor¢do de macréfagos produtores de TNF,
acompanhado por elevacGes nos niveis séricos das enzimas hepaticas ALT e AST, marcadores
bioquimicos classicamente associados a lesdo hepatocelular e disfuncéo hepéatica (FUKUI et
al., 2022; MEDETALIBEYOGLU et al., 2020; WU et al., 2020b). Esse quadro inflamatério
desregulado indica que Smurfl pode exercer um papel essencial na contencdo da resposta
inflamatoria hepatica, prevenindo o desenvolvimento de lesBes teciduais extensas e necrose
associadas a infeccdo viral sistémica.

Com base nesses achados, levantamos a hipétese de que Smurfl regula negativamente
a resposta inflamatéria de macrofagos ao atuar em vias de sinalizacdo intracelular associadas a
ubiquitinacdo e degradacdo proteica. Estudos prévios ja demonstraram que Smurfl interage
diretamente com moléculas-chave na resposta antiviral inata, como MAVS, STAT1, TRAF3,
TRAF6, e USP25, todas envolvidas na regulacdo de cascatas inflamatdrias e na resposta imune
mediada por receptores de reconhecimento de padrées (PRRs) (LI et al., 2022; QIAN et al.,
2018; WANG; TONG; YE, 2012; YUAN et al., 2012b; ZHANG et al., 2018). Na auséncia de
Smurfl, a degradacédo desregulada desses substratos poderia levar a ativagao exacerbada de vias
inflamatorias, resultando no aumento da producéo de fatores pré-inflamatorios e em alteragdes
histopatoldgicas nos pulmdes e no figado. Essa hipotese € sustentada pelo aumento observado
na expressdo de IFN-B nos pulmdes de camundongos Smurfl™", sugerindo amplificacio da
sinalizacdo antiviral em resposta & infeccao viral.

Apesar da resposta inflamatdria exacerbada detectada nos pulmdes e figados de

camundongos Smurfl™", danos histopatologicos significativos foram identificados
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predominantemente no figado. Essa discrepancia pode ser explicada por dois fatores principais:
I) caracteristicas intrinsecas do virus e 1) fungdes especificas de Smurfl na fisiologia hepatica.
Primeiramente, como 0 MHV-A59 replica-se inicialmente no trato respiratorio, mas dissemina-
se sistemicamente e é predominantemente depurado no figado, sua presenca nos pulmdes é
transitoria (KORNER et al., 2020). Esse padrdo de replicacio pode limitar a gravidade dos
danos pulmonares em camundongos Smurfl~~, a0 mesmo tempo em que contribui para lesdes
hepaticas mais prolongadas e severas devido a persisténcia viral e inflamacao sustentada nesse
orgdo. Em segundo lugar, Smurfl pode exercer funcdes intrinsecas na homeostase hepatica,
incluindo regulagdo de processos como apoptose, metabolismo celular e controle de vias
inflamatorias especificas. A auséncia de Smurfl pode, portanto, predispor os camundongos
Smurfl™" a danos hepéticos mais intensos durante a infecgéo viral, exacerbando a inflamac&o
sistémica e comprometendo a funcdo hepatica. Além disso, os dados hematologicos, incluindo
aumento na leucopenia e na razdo granulocitos/linfocitos, refletem caracteristicas inflamatorias
sistémicas semelhantes as observadas em casos graves de COVID-19, reforgando a relevancia
translacional desses achados (ANDRADE et al., 2021; PAROTTO et al., 2023; PIMENTA et
al., 2024).

Embora nenhum dano histopatoldgico significativo tenha sido detectado nos pulmdes
apos infecgdes com indculo de dose baixa, sugerimos que a maior mortalidade observada em
camundongos Smurfl™~ expostos ao indculo de alta dose pode ser atribuida & soma de
inflamacédo pulmonar exacerbada e danos hepaticos graves, ambos mediados por macréfagos e
neutrofilos hiperativados. Nossos achados ressaltam que Smurfl atua como um regulador
essencial da resposta inflamatoria durante a infeccdo por Betacoronavirus, modulando a
ativacdo de macrofagos e neutréfilos e controlando a producdo de mediadores pré-inflamatérios
como TNF, iNOS e IFN-B. Em sua auséncia, observou-se uma desregulacdo inflamatoria
significativa, resultando em lesGes hepaticas severas e inflamacdo pulmonar exacerbada, o que
comprometeu a recuperacdo dos camundongos infectados. Esses resultados sugerem que
Smurfl desempenha papel protetor ao prevenir respostas inflamatorias descontroladas e danos
teciduais, especialmente em 6rgaos como o figado.

Além de atuar como mediador na egressdo viral, as ubiquitina-ligases também
desempenham fungdes criticas em mecanismos autdnomos celulares relacionados a degradacéo
de proteinas virais e a eliminagédo do virus. Por exemplo, foi relatado que a ubiquitina ligase
RNF5 tem como alvo a proteina E do envelope do SARS-CoV-2 para degradacao pelo sistema
ubiquitina-proteassoma, o que reduz a replicacdo viral (LI et al., 2023). Da mesma forma,

estudos prévios indicaram que Smurfl participa ativamente da virofagia, um processo
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especializado de autofagia direcionado a degradacdo de componentes virais intracelulares, ao
interagir com cépsideos do virus Sindbis e do herpes simplex em fibroblastos e células HelLa
(CHOI; BOWMAN; JUNG, 2018; ORVEDAHL et al., 2011).

Nossos dados in vivo fornecem evidéncias adicionais para a hipotese que Smurfl é
importante para eliminacdo do MHV-A59, uma vez que no 5° dia pds-infec¢do, o virus
permaneceu detectavel apenas nos pulmdes dos camundongos Smurfl™", enquanto que em
camundongos Wild-type ja ndo era mais possivel identifica-lo. Esse achado sugere que o
Smurfl pode estar envolvido em mecanismos intracelulares especificos que contribuem para a
eliminacdo precoce do virus nos camundongos selvagens, provavelmente por meio da virofagia
ou de outros processos degradativos mediados por vias associadas ao sistema ubiquitina-
proteassoma.

Os resultados obtidos neste estudo destacam Smurfl como um regulador multifuncional
essencial durante a infec¢do por MHV-A59, exercendo papéis criticos na promocao da egressao
viral e na eliminacdo intracelular de particulas virais. Essa dupla funcdo contribui
significativamente para a resolucao eficiente da infeccdo e limita a disseminacéo sistémica do
virus, prevenindo complicacfes associadas a persisténcia viral. No contexto de infec¢des por
betacoronavirus, caracterizadas por respostas inflamatorias desreguladas e replicacdo viral
prolongada, a capacidade de Smurfl de modular esses processos torna-se particularmente
relevante. Esse papel regulador sugere que Smurfl pode ser explorado como um alvo
terapéutico promissor para o desenvolvimento de estratégias antivirais que atenuem a

hiperinflamacéo e os danos teciduais associados a infec¢des graves, como a COVID-19.
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6. CONCLUSAO

Este estudo revelou que a ubiquitina-ligase Smurfl regula a inflamacdo em infecgdes
por Betacoronavirus, desempenhando funcbes semelhantes em alguns aspectos nos modelos
murinos de MHV-3 e MHV-A59. Embora sua auséncia ndo tenha afetado significativamente a
progressdo da infeccdo por MHV-3, mostrou-se crucial para conter a resposta inflamatoria
exacerbada e a maior suscetibilidade ao MHV-A59. Smurfl modula mediadores pro-
inflamatdrios, como TNF, iNOS e CXCL1. Sua funcéo é essencial para equilibrar a ativacéo
inflamatdria induzida pelo virus, prevenindo danos teciduais. Assim, Smurfl se destaca como
um regulador da imunidade inata e um potencial alvo terapéutico para infecg¢fes virais e

controle da inflamacdo.
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Abstract: The E3 ubiquitin ligase Smurf1 catalyzes the ubiquitination and proteasomal degradation of
several protein substrates related to inflammatory responses and antiviral signaling. This study inves-
tigated the role of Smurfl in modulating inflammation induced by Betacoronavirus infection. Bone
marrow-derived macrophages (BMDMs) from C57BL/6 (wild-type) or Smurfl-deficient (Smuurfl -/7)
mice were infected with MHV-A59 to evaluate the inflammatory response in vitro. Smurfl was
found to be required to downregulate the macrophage production of pro-inflammatory mediators,
including TNF, and CXCL1; to control viral release from infected cells; and to increase cell viability.
To assess the impact of Smurf 1 in vivo, we evaluated the infection of mice with MHV-A59 through
the intranasal route. Sniurfl =/~ mice infected with a lethal inoculum of MHV-A59 succumbed earlier
to infection. Intranasal inoculation with a 10-fold lower dose of MHV-A59 resulted in hematological
parameter alterations in Smurfl ~/~ mice suggestive of exacerbated systemic inflammation. In the
lung parenchyma, Smurfl expression was essential to promote viral clearance, downregulating IFN-f3
mRNA and controlling the inflammatory profile of macrophages and neutrophils. Conversely, Smurf1
did not affect IFN- mRNA regulation in the liver, but it was required to increase TNF and iNOS
expression in neutrophils and decrease TNF expression in macrophages. In addition, Smurfl =/~ mice
exhibited augmented liver injuries, accompanied by high serum levels of alanine aminotransferase
(ALT). These findings suggest that Smurf1 plays a critical role in regulating the inflammatory response
in macrophages and attenuating systemic inflammation during Betacoronavirus infection.

Keywords: Smurfl; Betacoronavirus; MHV-A59; inflammation; macrophages

1. Introduction

Betacoronavirus is a genus that belongs to the Coronaviridae family of viruses, and it
includes enveloped viruses with single-stranded, positive-sense RNA. This genus comprises a
vast number of members that cause zoonotic and human illnesses, ranging from the common
cold to the highly severe acute respiratory coronavirus disease 2019 (COVID-19), responsible
for the recent pandemic that led to nearly 7 million deaths [1]. Given the wide geographic
distribution of Betacoronaviruses, the recurrence of zoonotic outbreaks, and the potential for
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Innate immunity is the body's first line of defense against infections. Innate
immune cells express pattern recognition receptors in distinct cellular
compartments that are responsible to detect either pathogens-associated
molecules or cellular components derived from damaged cells, to trigger
intracellular signaling pathways that lead to the activation of inflammatory
responses. Inflammation is essential to coordinate immune cell recruitment,
pathogen elimination and to keep normal tissue homeostasis. However,
uncontrolled, misplaced or aberrant inflammatory responses could lead to
tissue damage and drive chronic inflammatory diseases and autoimmunity. In
this context, molecular mechanisms that tightly regulate the expression of
molecules required for the signaling of innate immune receptors are crucial to
prevent pathological immune responses. In this review, we discuss the
ubiquitination process and its importance in the regulation of innate immune
signaling and inflammation. Then, we summarize the roles of Smurfl, a protein
that works on ubiquitination, on the regulation of innate immune signaling and
antimicrobial mechanisms, emphasizing its substrates and highlighting its
potential as a therapeutic target for infectious and inflammatory conditions.

KEYWORDS

ubiquitin ligase, ubiquitination, Smurfl, innate immunity, infection

1 Introduction

The innate immune system is the first line of defense against microbial infections. In
addition to chemical and physical components, innate immunity is composed of cells such
as macrophages, dendritic cells, and neutrophils, which sense the presence of infectious

pathogens and activate inflammatory responses required for their elimination. The

01 frontiersin.org
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Infection with Mycobacterium tuberculosis (Mtb), the etiological agent of tuber-
culosis (TB), remains a significant global epidemic. Host resistance to Mtb
depends on both adaptive and innate immunity mechanisms, including develop-
ment of antigen-specific CD4 and CD8 T cells, production of inflammatory cyto-
kines, bacterial phagocytosis and destruction within phagolysosomes, host cell
apoptosis, and autophagy. A key regulatory mechanism in innate immunity is
the attachment of the small protein ubiquitin to protein and lipid targets by the
enzymatic activity of ubiguitin ligases. Here, we summarize the latest advances
on the role of ubiquitination and ubiquitin ligases in host immunity against Mtb,
with a focus on innate immunity signaling, inflammation, and antimicrobial
autophagy. Understanding how ubiquitin ligases mediate immunity to Mtb, and
the specific substrates of distinct ubiquitin ligases in the context of Mtb infection,
could facilitate development of new host-directed antimicrobials.
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