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Natterinas de Thalassophryne nattereri foram identificadas como as principais responsaveis pelos
sintomas de dor, edema e necrose dos pescadores e banhistas acidentados. Recentemente, a familia
das Natterinas foi ampliada pela incluséo de 859 genes natterina ou natterina-like identificados em
331 espécies. Suas funcdes permanecem pouco elucidadas e estudos indicam seu papel na resposta
imune inata. O Danio rerio (zebrafish) possui 10 genes que codificam 11 proteinas Natterina-like,
e € um modelo organismo ideal para investigar funcdes de novos genes. Larvas de zebrafish de 24
horas pos-fertilizagdo (hpf) selvagens (WT) ou depletadas do gene 10c795232 via CRISPR/Cas9
(KO) previamente estimuladas com Pam3CSK4 ou bloqueadas com MCC950 por 1 hora foram
infectadas com a bactéria Salmonella enterica sorovar Typhimurium (ST) por mais 2 horas. A
infeccdo foi avaliada pela analise da mortalidade, defeito no desenvolvimento e alteracfes na
atividade locomotora. Lisados proteicos obtidos foram utilizados para avaliar a atividade
enzimatica de caspase-a e a expressao da molécula adaptadora do inflamassoma ASC. Os
resultados mostram que a imerséo por até 2 h de larvas de 24 hpf com a ST é efetiva para induzir
infeccdo caracterizada por mortalidade imediata e crescente até 72 h e com comportamento de
hiperatividade locomotora. Além disso, a ativacao do receptor TLR2, que subsequentemente leva
a ativacdo transcricional de NLRP3 e pro-1L-1B dependente de NF-kB é fundamental para o
controle da mortalidade induzida pela ST. Assim como a inibi¢cdo da ativacdo do complexo
inflamassoma por MCC950 pode levar a supressao da ativacdo autoproteolitica de caspase-1, sem
a subsequentemente clivagem de IL-1P, promovendo assim maior mortalidade das larvas
infectadas. Ainda, a expressdo de ASC induzida pelas larvas para controle da infec¢do depende da
Natterina-like, pois nas larvas KO a expressdo estava comprometida. Podemos concluir que a
Natterina-like € uma molécula importante para a ativacdo do inflamassoma, responsavel por
garantir uma resposta inflamatoria eficiente e resisténcia a infeccdo bacteriana.
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Introducdo. As Natterinas descobertas no veneno do Thalassophryne nattereri sao as responsaveis
pelos sintomas do envenenamento em humanos (Magalh&es et al., 2005; Lopes-Ferreira et al.,
2004). Recentemente novos membros dessa familia de proteinas foram encontrados (Lima et al.,
2021) em 331 espécies totalizando 859 genes com fungdes ainda desconhecidas. O zebrafish
(Danio rerio) possui 10 genes que codificam 11 proteinas Natterina-like e € um excelente modelo
alternativo para investigar fungdes de proteinas. A natterina-like XP_017212453.1 codificada pelo
gene loc795232 foi associada ao desenvolvimento embrionario (Seni-Silva et al., 2022) e neste
trabalho vem sendo estudada quanto a participacdo na defesa anti-bacteriana, especialmente na
ativagcdo do complexo inflamassoma.

Materiais e métodos. Larvas de zebrafish (n = 50) de 24 hpf (WT) foram ou ndo estimuladas com
Pam3CSK4 (#2201, Imgenex a 1 pg/mL) ou bloqueadas com MCC950 (#17510, Cayman a 1 uM)
por 1 hora. Em seguida, foram ou ndo infectadas com a bactéria gram-negativa ST (#TLRL-



HKST2, Invivogen) 10° cels/mL por 2 horas. Larvas ndo estimuladas ou infectadas foram
consideradas controle-negativo. A mortalidade e os defeitos morfologicos foram avaliados a cada
24 h em esteriomiscrocopio Leica M205 (aumento 40x). O padrao locomotor foi monitorado ap6s
72 h da infecgdo utilizando o ZebralLab™ versdo 3.52 (Pisa, Italy, ViewPoint), por 32,5 minutos,
30 min de aclimatacéo a luz e 5 ciclos de 1 s no escuro e 29 s a luz. Lisados proteicos foram obtidos
para avaliar a atividade enzimatica da caspase-a por ensaio colorimétrico (#K111-100, R&D
Systems) com leitura de absorbéncia a 405 nm. Larvas de zebrafish (n = 50) WT e KO (depletadas
do gene 10c795232 por CRISPR/Cas9 em 0 hpf), decorionadas em 24 hpf e infectadas pela ST por
2 horas com ou sem tratamentos prévios foram avaliadas quanto a expressao proteica de ASC na
forma dimerica por western blot com anticorpo anti-ASC de camundongo (#sc-514414; diluicéo
1:100) e um segundo anticorpo anti-lgG1 de camundongo HRP TrueBlot (#18-4015-82, E-
Bioscience; diluicdo 1:2000) e revelados por quimiluminescéncia.

Resultados e discussdo. A estimulacdo por 2 h com ST induziu 5,2% de mortalidade
imediatamente ao periodo de incubagdo. A mortalidade aumentou para 6,4% apds mais 24 h em
relacdo a 0,8% de mortalidade observada nas larvas do grupo controle-negativo. Apos 48 h a
mortalidade alcangou um pico de 11,2% permanecendo assim por até 72 h apds a infeccéo (Figura
1A). Também evidenciamos atraso no desenvolvimento da pigmentacéo nas larvas infectadas com
a ST em comparacdo as larvas com pigmentacdo normal do grupo controle-negativo (Figura 1B).
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Figura 1. Efetividade da exposi¢do por 2 h de larvas de zebrafish a infec¢éo pela ST. Os grupos tiveram a mortalidade
determinada imediatamente apés infeccdo e a cada 24 h (A) as larvas foram analisadas quanto as alteragdes
morfoldgicas (B). A seta vermelha indica atraso no desenvolvimento pela auséncia de pigmentacao nas larvas expostas
a ST. As barras representam a média da mortalidade acrescida do desvio-padréo. *p < 0,05 em relagédo ao grupo
controle-negativo respectivo

Investigamos o efeito do tratamento prévio das larvas com o lipopeptideo triacilado
sintético (Pam3CSK4) ou bloqueador do dominio ATPase do dominio NACHT de NLRP3,
MCC950. A incubacdo por 2 h das larvas somente com os tratamentos ndo induziu mortalidade
diferente da encontrada no grupo controle-negativo (Figura 2A). A mortalidade imediata apos 2 h
de incubag&o assim como a cada 24 h foi inibida pelo tratamento com Pam3CSK4, e ao contrario,
0 tratamento prévio com o MCC950 promoveu maiores taxas de mortalidade até 72 h apos a
infeccdo em comparagédo ao grupo infectado com a ST (Figura 2B).
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Figura 2. Papel do inflamassoma no controle da infeccéo induzida pela exposicdo por 2 h a ST. Grupos controle-
negativo, Pam3CSK4 e MCC950 (A) e ST, Pam3CSK4/ST e MCC950/ST (B) tiveram a mortalidade determinada
imediatamente ap6s infeccdo e a cada 24 h. As barras representam a média da mortalidade acrescida do desvio-
padréo. *p < 0,05 em relagéo ao grupo controle-negativo respectivo e #p < 0,05 em relagéo grupo-ST respectivo

Verificamos o papel da ativagdo do inflamassoma nas alteragdes na atividade locomotora
nas larvas infectadas pela ST por 2 h. O padrdo de atividade locomotora das larvas do grupo
controle-negativo é caracterizado por uma hiperatividade imediata e robusta no comportamento
locomotor durante o periodo de escuridao seguida de menor atividade durante o periodo de luz com
uma grande distancia total percorrida. O estimulo com ST por 2 h promoveu hiperatividade com
uma grande distancia total percorrida e inversdo do padrdo escuro/claro em relacdo ao
comportamento locomotor das larvas do grupo controle-negativo, e as larvas tratadas previamente
com Pam3CSK4 além de terem o padréo escuro/claro alterado pela infeccdo com ST apresentaram
hipoatividade (Figura 3A). J& o0 grupo previamente tratado com MCC950 apresentou o padréo
escuro/claro alterado pela infec¢cdo com ST com hiperatividade (Figura 3B).
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Figura 3. Alteracdo da atividade locomotora induzida pela exposi¢ao por 2 h com a ST. Larvas infectadas pela ST
por 2 h, assim como 0s grupos controle-negativo ou tratados previamente com Pam3CSK4 (A) ou MCC950 (B)
incubadas por 72 h. As linhas representam a distancia percorrida pelas larvas a cada segundo durante o periodo de
2,5 min de teste ap6s a aclimatacao.

O sistema imunologico identifica a ST por meio de seus PAMPs, como LPS (reconhecido
pelos receptores TLR4), lipoproteinas (reconhecido pelos receptores TLR2/TLR1), flagelina e
outros metabolitos, desencadeando a ativagdo do inflamassoma pelo sensor NLRP3 e a molécula
adaptadora ASC, essenciais na depuragdo do patogeno. NLRP3 de zebrafish inicia a montagem
classica do inflamassoma para ativagdo de caspase-a e maturacdo IL-1p dependente de ASC (Li JY
et al., 2020). Larvas ndo infectadas ou tratadas apenas com MCC950 mostraram baixa atividade
de casp-a. Larvas tratadas com Pam3CSK4 apresentaram atividade aumentada em 5 vezes (Figura
4A), enquanto as infectadas por ST obtiveram um aumento de 11 vezes em relagdo ao controle-
negativo (Figura 4B). Grupos tratados com Pam3CSK4 exibiram maior atividade de casp-a,
enquanto o tratado com MCC950 manteve niveis baixos apos a infeccéo.
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Figura 4. Ativacdo de caspase em larvas de zebrafish estimuladas com ST. Larvas infectadas por ST por 2 h (B),
assim como 0s grupos controle-negativo ou tratados previamente com Pam3CSK4 ou MCC950 (A). As barras
representam a média da atividade em unidades acrescida do desvio-padrdo. *p < 0,05 em relacdo ao grupo controle-
negativo e #p < 0,05 em relacdo grupo-ST

A proteina ASC constitutiva se oligomeriza ap6s a complexacdo a NLRP3 e seus dimeros
podem ser detectados apds ativacdo. Detectamos uma expressao baixa de ASC dimérico (48 kDa)
(Figura 5) nos grupos sem estimulo, tratado com MCC950 e estimulados pela ST por 2 h e ao
contrario, aumentada expressdo no grupo tratado com Pam3CSK4 1 h e principalmente no grupo
tratado com Pam3CSK4 e infectado pela ST. Assim como a inibicdo da ativacdo do complexo
inflamassoma por MCC950 impediu a sua expressdo. Notavelmente, a auséncia de natterina-like
nas larvas KO impediu a expressao de ASC.
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Figura 5. Auséncia de natterina-like nas larvas KO impediu a expressao de ASC (48 kDa)

Concluséo. A Natterina-like ¢ uma molécula importante para a ativacao do inflamassoma NLRP3
dependente de ASC, responsavel por garantir uma resposta inflamatdria eficiente e resisténcia a
infeccéo bacteriana.
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