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RESUMO

Galleria mellonella é uma mariposa da ordem Lepidoptera, descrita nos Gltimos anos como
modelo de infeccdo in vivo na fase larval. G. mellonella tem um ciclo de vida curto, tamanho
pequeno e desenvolvimento em 28°C — 37°C, o que a torna um bom modelo para infec¢bes
bacterianas. Além disso, seu sistema imunoldgico consiste em respostas contra pat6genos,
composta por resposta imune celular e resposta imune quimica. Apesar disso, ainda ndo é bem
demonstrado o paralelismo entre o grau de viruléncia observados no modelo de G. mellonella
comparado a outros modelos, indicando que estudos adicionais sdo necessarios para sua
completa validagdo. Salmonella Typhimurium é uma bactéria Gram-negativa enteropatogénica
responsavel por inimeras mortes e uma grande preocupacao para os servicos de satde publica
por sua capacidade de causar desde gastroenterites simples até septicemia. A transmisséo ocorre
por meio de alimentos e 4gua contaminados e e capaz de infectar galinhas, suinos, bovinos e
humanos. Essa preocupacéo levou a diversos estudos ao longo dos anos, inclusive possibilidade
de vacina oral utilizando mutantes atenuados de Salmonella. Muitas linhagens de Salmonella
sdo construidas, avaliadas e descritas em outros modelos de infeccdo na literatura. Portanto,
este estudo teve como objetivo demonstrar que G. mellonella € um modelo eficaz para analisar
a atenuacgdo de viruléncia de linhagens com mutacdo nos genes Acyadcrp, AcyadcrpAasd e
AaroA, AaroAAasd, que sdo mutacdes bem descritas e estdo entre 0s mais utilizados como
linhagens mutantes atenuadas de Salmonella enterica. Nossos resultados demonstraram que a
porcentagem de larvas sobreviventes é superior em larvas inoculadas com linhagens mutantes
e as taxas de multiplicacdo e sobrevivéncia da bactéria no interior das larvas foi menor para
mutantes em comparacdo com as linhagens selvagens. Além disso, larvas inoculadas com a
linhagem selvagem revela uma contagem de hemaocitos menor, mielinizacdo maior, e 0s danos
teciduais foram mais acentuados com pontos de mielinizacdo maiores que larvas inoculadas
com mutantes daroA e AaroAAdasd, reforcando a atenuacdo da viruléncia dessas linhagens.
Portanto, a utilizacdo desse modelo de infeccdo é eficaz como triagem inicial para verificar a

atenuacdo da viruléncia dessas linhagens e futuras linhagens, com potencial vacinal.

Palavras-chaves: Galleria mellonella, Salmonella Typhimurium; modelo de infeccéo;

mutantes; atenuacéo; vacinas



ABSTRACT

Galleria mellonella is a wax moth from the order Lepidoptera, described in the last few years
as a model for in vivo infection in the larvae stage. G. mellonella has a short life cycle, small
size, and development at 28°C — 37°C, which makes it a good model for bacterial infections.
Furthermore, their immune system consists of responses against pathogens, with cellular and
chemical immune responses. However, the parallelism between the degree of virulence
observed in the G. mellonella model compared to other models has not yet been well
demonstrated, indicating that further studies are necessary to validate this model. Salmonella
Typhimurium is a Gram-negative bacterial enteropathogenic responsible for countless deaths
and a major concern for public health services through its ability to cause gastroenteritis and
septicemia. The transmission occurs through contaminated food and water, this bacterium is
capable of infecting chickens, porcine, cattle, and humans. This concern led to several studies
over the years, even the possibility of oral vaccine development using attenuated mutants of
Salmonella. Thus, different Salmonella enterica mutants strains were constructed, evaluated,
and described in other infection models in the literature. Therefore, the aim of this study is to
test G. mellonella as a model for the characterization of known vaccine candidate mutant strains
regarding virulence attenuation, validating it as a model for the initial characterization of
attenuated strains. The results demonstrate that G. mellonella is an effective model for
analyzing virulence attenuation in the mutant strains Acyacrp, AcyadcrpA4asd, 4aroA, and
AaroAdasd, since the percentage of survival was higher in larvae inoculated with mutants
strains when compared to the wild type strains. In addition, mutant strains were less able to
multiply and survive inside larvae. Furthermore, larvae inoculated with the wild-type strains
reveal a lower hemocyte count, higher myelinization, and tissue damage when compared to
larvae inoculated with 4aroA and daroA4asd, reinforcing the attenuation of virulence of these
strains. Therefore, the use of this infection model is effective as an initial screening to verify

the attenuation of the virulence of Salmonella Typhimurium strains with vaccine potential.

Key-words: Galleria mellonella; Salmonella Typhimurium; infection model; mutant;

attenuation; vaccines
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1 INTRODUCAO

1.1 Galleria mellonella

Galleria mellonella é uma mariposa da ordem Lepidoptera e da familia Pyralidae, com
distribuicdo cosmopolita. Em sua ultima fase larval é chamada de traca da cera, e considerada
uma praga para as colmeias de abelha (Singkum et al., 2019). Entretanto essa fase larval de G.
mellonella vem sendo utilizada como modelo de infeccdo in vivo de uma série de patdgenos
(Malmquist et al., 2019). Isso € possivel, pois a mariposa tem um ciclo de vida relativamente
curto, que se completa em media em 8 semanas e consiste em quatro fases: ovo, larva, pupa e
adulto, e seu desenvolvimento ocorre em temperaturas de 28°C a 37°C, e possui facil
manipulacdo devido ao seu tamanho pequeno de cerca de 15mm (Malmquist et al., 2019;
Singkum et al., 2019). Além disso, o modelo de G. mellonella, ndo demandam necessidade de
aprovacOes em comités de éticas e financeiramente sdo0 muito mais econdmicas quando
comparada aos outros modelos de animais mamiferos, como por exemplo camundongos, que
também sdo utilizados como modelo de infeccdo in vivo para alguns microrganismos (Cutuli
et al., 2019).

N&o obstante, a caracteristica que mais se destaca em G. mellonella para uso como modelo
experimental, € o seu sistema imune, que possui funcionalidade e estrutura semelhantes a
imunidade inata em mamiferos, possuindo imunidade celular e imunidade quimica. A cuticula
da larva funciona de forma analoga a pele como uma barreira fisica, e a resposta celular ocorre
quando o patdgeno consegue ultrapassar esta defesa e adentrar ao hospedeiro. Esse tipo de
defesa é mediada pelos hemadcitos, células responsaveis pelo encapsulamento, coagulacéo e
fagocitose dos patdgenos, semelhante as funcdes desempenhadas por células do sistema imune
de mamiferos (Rossoni et al., 2019).

Os hemdcitos sao as células do sistema imune de G. mellonella, que funcionam de forma
analoga aos neutrofilos, sendo encontrados principalmente na hemolinfa na forma de hemdcitos
livres, mas podem ser encontrados em drgaos internos como traqueia e aparelho digestorio.
Existem cerca de seis tipos de células hemocitarias descritas, que se diferem tanto em tamanho
e forma quanto em funcdo, sendo elas: os prehemdcitos, plasmatécitos, células granulares (ou
granuldcitos), coaguldcitos, esferuldcitos e oenocitdides (Bergin et al., 2003). Os plasmatécitos

e as células granulares sdo as mais abundantes e acredita-se que sdo as maiores responsaveis
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pela fagocitose, formacdo de nddulos e encapsulacdo. Alguns estudos demonstraram a
possibilidade dos oenocitdides também participarem da fagocitose (G. Wu et al., 2016).

J& com relacdo a resposta quimica, a defesa ocorre atraves de peptideos antimicrobianos
(AMPs - Antimicrobial peptides), que consistem em uma gama de moléculas, que dependendo
do seu mecanismo de acdo, possuem atividades especificas contra bactérias, fungos, parasitas
e virus. Dentre essas moléculas peptidicas estdo: cecropinas, cobatoxina, moricina, gloverina,
galerimicina, e galiomicina, sendo os dois Gltimos os mais estudados atualmente. (Pereira et al.,
2018).

O sistema imune de G. mellonella também apresenta interacdes entre a imunidade quimica
e a imunidade celular. O sistema profenoloxidase é um exemplo desta interacdo, ja que essa
proenzima encontra-se nos oenocitoides e € ativada por uma cascata de serino-proteases, além
de inibidores de serina que védo controlar e impedir a hiperativacdo desta enzima. A
fenoloxidase ativada ira converter a tirosina em dihidroxifenilalanina (DOPA) e a oxidagéo de
substancias fendlicas como a quinona, em melanina. O controle para a ativacao da fenoloxidase
€ necessario, uma vez que os produtos intermediarios, como os radicais livres, a propria quinona
e a DOPA, além de serem toxicos para 0 patdgeno e auxiliarem a ativacdo de outras moléculas
antimicrobianas, sdo altamente citotoxicos para as células do proprio hospedeiro. A ativacdo da
fenoloxidase acontece de diversas formas além do reconhecimento de patdgenos, e influencia
diretamente na melanizacdo da hemolinfa, que normalmente também tem relacdo com
encapsulacdo e formacdo de nodulos, duas outras respostas imunes de G. mellonella que se
assemelham a resposta imune de mamiferos (Wojda, 2017).

As larvas de G. mellonella tem se mostrado um eficiente modelo de infeccdo in vivo em
ensaios sobre patogenicidade, imunidade e resisténcia a antimicrobianos, tanto em fungos
filamentosos e leveduriformes, protozoarios, micobactérias, e bactérias Gram-postivas e Gram-
negativas, dentre elas Salmonella enterica (Meir, M., Grosfeld, T., & Barkan, n.d.; Pereira et
al., 2018; Tomiotto-Pellissier et al., 2016).

1.2 Salmonella enterica

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae, séo bastonetes Gram-negativos,
ndo formadores de esporos, anaerObios facultativos, geralmente flagelados e
predominantemente, de motilidade positiva. As bactérias desse género crescem normalmente
em temperaturas de 37°C, entretanto alguns isolados apresentam bom crescimento entre 5°C e

45 °C,. O pH de crescimento entre 4.0- 9.0, sendo 7.0 o pH ideal. Em meio de cultura sélido as
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colbnias apresentam-se com 2-4 mm de didmetro, redondas, ligeiramente elevadas e brilhantes
(Gast, R. K., & Porter Jr, 2020).

Esse género é composto por duas espécies, Salmonella bongori, que possui 22 sorotipos, é
comumente encontrada em animais de sangue frio, como repteis, anfibios e peixes, e raramente
acomete seres humanos. A outra espécie é Salmonella enterica, apresentando maior interesse
médico e diversidade, infecta animais de sangue quente como aves, suinos e bovinos, e
principalmente seres humanos. Esta Ultima, divide-se em 6 subespécies: | Salmonella enterica
subsp enterica, 11 Salmonella enterica subsp salamae, Il11a Salmonella enterica subsp arizonae,
[1Ib Salmonella enterica subsp diarizonae, IV Salmonella enterica subsp houtenae e VI
Salmonella enterica subsp indica (Lamas et al., 2018; Uno, 2020). Recentemente foi descrito a
VIl subespécie e sugerido mais trés novas subespécies que ainda dependem de validagéo
taxonémicas, mas por hora, foram denominadas como subespécies A, B e C (Alikhan, N. F.,
Zhou, Z., Sergeant, M. J., & Achtman, 2018). Adicionalmente ainda existem mais de 2.500
sorotipos que séo classificados com base nos antigenos O e H, somaéticos e flagelares,
respectivamente (dos Santos et al., 2019).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) Salmonella é atualmente uma das
maiores preocupacdes nos casos de infeccBes alimentares no mundo, responsavel por 180
milhdes de casos de doencas diarreicas por ano (Besser, 2018), sendo S. enterica subsp enterica
e seus mais de 1.500 sorotipos 0s principais agentes. Dentre esses, merecem destaques:
Salmonella Typhi e Salmonella Paratyphi, causadoras da febre tifoide e paratifoide
respectivamente, e Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium serovares causadores de
infeccdes que variam de gastroenterites a infecgdes sistémicas (dos Santos et al., 2019).

Em humanos a infeccdo por Salmonella Enteritidis apresenta-se com sintomatologia de
dores abdominais, cefaleia, diarreia, nauseas e vomitos, podendo causar também septicemias.
Além das infeccBes intestinais ha relatos de relacdo da infeccdo com artrites, endocardites,
meningites e infec¢des urinarias (Lin et al., 2016). As infec¢des causadas por Salmonella
Typhimurium vao desde infecgdes assintomaticas gastroenterites, até septicemias, podendo
infectar diversos hospedeiros, como aves, suinos e bovinos, causando infeccdo em humanos
guando consomem a carne desses animais, ou mesmo verduras ou agua contaminadas com
bactérias (Herrero-Fresno & Olsen, 2018).

Ao serem ingeridas e chegarem até o estbmago a bactéria Salmonella ird expressar sistemas
de tolerancia a acidez (ATR - Acid Tolerance Response) mantendo o pH intracelular neutro,
possibilitando sua sobrevivéncia e posterior aderéncia ao epitélio intestinal, para entdo ocorrer

a perda de eritrdcitos através da diarreia (dos Santos et al., 2019). Apds a adesdo, ocorre 0
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transporte e liberacdo de proteinas efetoras no citoplasma da célula eucaridtica, através do
sistema de secrecdo do tipo trés (T3SS1 - Type Il secretion system) da ilha de patogenicidade
1 (SPI1 - Salmonella Pathogenicity Island 1), culminando na ativacdo de proteinas do
citoesqueleto e na invaséo celular, sendo que a maior parte da populagéo bacteriana permanece
no interior de vacuolos especiais denominados vacuolos contendo Salmonella (SCV -
Salmonella-Containing Vacuole). No SCV a bactéria apresenta a capacidade de sobreviver e se
multiplicar, através da acéo de proteinas efetoras de outro sistema T3SS codificado por genes
da ilha de patogenicidade 2 (SPI2). Esse processo desencadeia uma potente resposta
inflamatoria intestinal, podendo resultar em colite necrosante com ulceracGes (dos Santos et al.,
2019; Herrero-Fresno & Olsen, 2018).

O sistema imune inato do hospedeiro é uma barreira contra a infecgdo por Salmonella,
controlando a replicacdo bacteriana, atraves da liberacdo de citocinas e quimiocinas que sdo
responsaveis pela atragdo dos macrofagos, neutrofilos e células dendriticas, até o local da
inflamacéo, entretanto durante a infeccao, tais células também abrigam bactérias (Takaya et al.,
2020). E necesséario entdo que a resposta imune adaptativa entre em cena, os linfocitos
produzem citocinas como IFN-y ¢ TNF-a, que irdo ativar os macrofagos responsaveis pela
producdo de enzimas lisossomais e de intermediarios de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (Coelho-castelo et al., 2009). Paralelamente, é necessario que haja a expressédo do
Nrampl (Natural resistance-associates macrophage protein 1) nos macrdéfagos para que estes
consigam promover a destruicdo das células bacterianas. Apesar do sistema imune agir de modo
eficaz, a bactéria Salmonella consegue adaptar-se muito bem aos ataques do sistema imune e
utiliza o processo inflamatorio a seu favor, embora linfocitos especificos facam parte da
resposta imune protetor que se desenvolve apos a infeccao (Mittrucker & Kaufmann, 2000).

O uso de antibioticoterapia para o tratamento de infeccdes causadas por Salmonella s6 é
recomendado em casos severos de infeccdo, bacteremias, em imunocomprometidos ou bebés.
No entanto a resisténcia a antimicrobianos tem sido uma preocupacdo a nivel global,
principalmente os utilizados na primeira linha de tratamento, como a ampicilina, o trimetropim-
sulfametoxazol, e o cloranfenicol. Isolados multirresistentes s&o denominados de MDR
(Multidrug-resistant), sendo Salmonella Typhimurium um dos serovares recorrentes que exibe
este fenotipo (Fabrega & Vila, 2013).

1.3 Galleria mellonella e mutantes de Salmonella enterica
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O sucesso da utilizacdo de G. mellonella como modelo in vivo é observado desde os anos
60 (Younghusband & Lee, 1969), e 0 aumento de artigos sobre o tema nos Gltimos anos abriu
as portas para amplas utilizages desse organismo. Dentre essas utilizagdes, encontra-se formas
de avaliar o potencial de viruléncia de algumas linhagens mutantes de S. enterica com relagédo
ao estabelecimento da infecgéo, a fim de elucidar fungGes génicas da viruléncia (Bender, J. K.,
Wille, T., Blank, K., Lange, A., Gerlach, R. G., 2013).

Uma das formas mais diretas de avaliar a viruléncia, em G. mellonella, é estimar a dose letal
média (DLso ), ou seja, a dosagem necessaria para matar 50% dos insetos quando inoculados
com o patégeno. A definicdo de viruléncia, e a diferenca para patogenicidade, ainda causa
discusses no meio cientifico variando de acordo com a area. Contudo, um dos termos que se
aplica, é a severidade da doenca no hospedeiro causada pelo patdgeno, ou seja, a variagdo em
grau da patogenicidade. E a patogenicidade, por sua vez, é definida como a habilidade de um
microrganismo de infectar o hospedeiro e causar doenga (Thomas & Elkinton, 2004). Ademais,
fatores de viruléncia determinam o grau de viruléncia de um microrganismos como Salmonella
Typhimurium, sendo definido como estruturas, estratégias e/ou produtos que vao contribuir
para a patogenicidade (dos Santos et al., 2019).

Dentre os fatores de viruléncia de Salmonella Typhimurium encontra-se o
lipopolissacarideo (LPS) uma estrutura pertencente a parede celular que possui relacdo com a
ativacdo do sistema imune inato e com a resisténcia a fagocitose e ao sistema complemento. E
um fator relacionado a viruléncia bacteriana bem definido em camundongos e até mesmo em
modelos alternativos, como o nematoide Caenorhabditis elegans. Bem como, o sistema phoP-
phoQ que envolve um sistema de regulacdo de dois componentes fundamentais para a
viruléncia (Groisman, 2001). Bender e colaboradores demonstraram que mutantes de
Salmonella com delecdo de genes regulatorios relacionados a LPS e com dele¢do do gene phoQ,
possuem diminuicdo da capacidade de viruléncia quando inoculadas em G. mellonella (Bender,
J. K., Wille, T., Blank, K., Lange, A., Gerlach, R. G., 2013).

Paralelamente, a relacdo entre resisténcia multipla a antimicrobianos (MDR), mediada por
bombas de efluxo e a viruléncia foi recentemente estabelecida. O sistema de transporte de
bomba de refluxo, do inglés Resistance-Nodulation-Cell Division (RND), tem como membro
principal de sua familia uma proteina denominada AcrB (Acriflavina B), que forma um sistema
de efluxo tripartido e é o sistema mais abundante e mais bem conservado nas enterobactérias,
inclusive em Salmonella Typhimurium (Kobylka et al., 2020; Wang-Kan et al., 2017). Aléem
de estar envolvido com o fen6tipo MDR a dele¢do ou inativacdo do gene acrB causa atenuagdo

da viruléncia de Salmonella Typhimurium indicando que este sistema também é importante na
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viruléncia, sendo que a atenuacao também foi demonstrada no modelo de G. mellonella (Wang-
Kan et al., 2017).

Outro fator de viruléncia que também esta relacionado com MDR s&o proteinas YdfX, que
possuem ortologos em diversas enterobactérias, como Salmonella Typhi, Salmonella
Typhimurium e Escherichia. coli, com funcionamento, estrutura, e agdo pouco elucidados
(Saha et al., 2016). Lee e colaboradores, descreveram que mutantes de Salmonella
Typhimurium com deficiéncias na proteina YdfX quando inoculados em G. mellonella
possuem viruléncias diferenciadas de acordo com a conformacdo da proteina, demonstrando
que a forma oligomérica da proteina é mais funcional e necessaria para manter a viruléncia de
Salmonella Typhimuirum do que a forma monomérica (Lee et al., 2019).

As endoribonucleases sdo enzimas que controlam a degradacdo e a maturacao de algumas
moléculas de RNA e tem apresentado papel importante na patogenicidade e viruléncia de
Salmonella Typhimurium. Viegas e colaboradores relataram que larvas de G. mellonella
inoculadas com mutantes de Salmonella Typhimurium com delecéo de genes codificadores de
RNAse E e RNAse Il apresentaram maior taxa de sobrevivéncia com relacdo aquelas que
foram inoculadas com cepas do tipo selvagem (WT - Wild-Type) (Viegas et al., 2013).

Um dos processos que faz parte da linha de defesa da G. mellonella, é a liberacdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS — Reactive oxygen species) gerado através da explosdo respiratoria
iniciado pelo NADP (Cutuli et al., 2019; Singkum et al., 2019). Essa resposta pode ocorrer de
duas formas: através da mielinizacdo ou da fagocitose e acimulo de NADPH oxidase, mas
ainda existem duvidas com relacéo a efetividade contra infecgdes desse mecanismo pode ter.
Foi demonstrado recentemente que G. mellonella produz estresse oxidativo quando linhagens
bacterianas mutantes, por exemplo, com genes inativados para catalase e peroxidase,
apresentaram viruléncia diminuida em larvas (Bismuth et al., 2021).

Recentemente investigou-se a eficiéncia do modelo de G. mellonella para o estudo da
viruléncia de cepas de Salmonella Typhimurium denominadas ST313, cujas infeccdes
apresentam maior incidéncia na Africa subsaariana, sendo caracterizada predominantemente
por infeccbes invasivas (INTS - invasive non-typhoidal Salmonella) em humanos,
especialmente em individuos imunodeprimidos. Enquanto a ST19, um tipo de cepa comum,
mais encontrada no resto do mundo e causa predominantemente gastroenterites em humanos
(Lacharme-Lora, L., Owen, S. V., Blundell, R., Canals, R., Wenner, N., Perez-Sepulveda, B.,
... & Hinton, 2019). Diferentes modelos de infec¢cdo animal foram utilizados na tentativa de
mimetizar o quadro infeccioso encontrado em humanos, dentre eles camundongos BALB/c e

C57BL/6, bezerros, macacos Rhesus e suinos, sendo que apenas 0 modelo de camundongo e
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macacos Rhesus reproduziram parcialmente esse quadro (Ramachandran et al., 2017).
Adicionalmente, os resultados obtidos com G. mellonella ndo foram efetivos na diferenciagéo
do poder invasivo de ST313, observado em humanos, uma vez que a cepa referente a ST313
apresentou viruléncia menor que a cepa ST19 (Lacharme-Lora, L., Owen, S. V., Blundell, R.,
Canals, R., Wenner, N., Perez-Sepulveda, B., ... & Hinton, 2019). Estes dados indicam que ha
limitacGes dos modelos de infeccdo estudados e a necessidade de serem validados.

1.4 Salmonella como vetor vacinal

A preocupacdo com o crescente nimero de infecgBes causadas por Salmonella levou a
diversas investigacOes e estudos, dentre eles o desenvolvimento de vacinas, principalmente
contra a febre tifoide. No final do século XIX comecaram a ser desenvolvidas as primeiras
vacinas, e ja no seculo XX comegaram a ser utilizadas em militares nos Estados Unidos da
América e na Inglaterra, mostrando-se eficientes. As vacinas utilizadas eram de células
bacterianas inteiras e inativadas, o que normalmente acabava causando reac6es adversas como
febre alta, mal-estar e cefaleia, motivando o desenvolvimento de vacinas que possuissem maior
eficacia, com menos efeitos colaterais, como vacinas atenuadas orais, vacinas de
polissacarideos de administracdo parenteral e vacinas baseada em polissacarideos-proteinas
conjugadas (Tennant, S. M., & Levine, 2015).

Uma outra estratégia é o desenvolvimento de vacinas de subunidades e um bom exemplo
desse tipo de formulacdo vacinal € o uso de flagelina, subunidade proteica que compde o
flagelo. Desde o final da década de 1960 alguns estudos demonstraram que a flagelina possuia
caracteristicas que induziriam a imunogenicidade e atividades adjuvantes, tornando-a um alvo
de estudos para compor formulagdes vacinais. Recentemente estudos demonstraram que a
flagelina possui a capacidade de ativar a imunidade inata e adaptativa induzindo a producdo de
citocinas pré-inflamatérias sendo utilizada na producéo de vacinas (Cui et al., 2018).

As vacinas vivas compostas de linhagens atenuadas e administradas por via oral apresentam
algumas vantagens que se sobressaem as demais, como inducdo da imunidade de célulasBe T
especificas, inducdo da resposta imunoldgica de mucosa, e producdo mais econémica e agil.
Entretanto a questdo de eficiéncia desse tipo de vacina depende da natureza da cepa atenuada
com relacdo a imunogenicidade do tipo de atenuacdo, e auséncia de reacdes adversas (Park et
al., 2020; Tennant, S. M., & Levine, 2015).

Com os avangos no conhecimento a nivel molecular dos mecanismos de patogenicidade e

viruléncia das cepas bacterianas atenuadas, concomitante com os estudos de variabilidade
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genética, tornou-se possivel a criagdo de vacinas utilizando diversos tipos de mutacGes em
diversos genes especificos objetivando a criagdo de vacinas com agdo em Varios niveis da
infeccdo (Chatfield et al., 1993).

Algumas das construcdes mais estudadas e caracterizadas em diversos modelos de infecgéo
ao longo dos anos sdo as mutagdes no gene cya que codifica adenilato ciclase, catalizador da
sintese de AMP ciclico a partir do ATP (Adenosina Trifosfato) e o gene crp que codifica o
receptor do AMP ciclico, ou seja, sdo genes que codificam elementos que agem em conjunto.
Ambos 0s genes sdo importantes reguladores globais, embora, demonstraram néo ser essenciais
para o0 crescimento permitindo que estes pudessem ser utilizados na construcdo de linhagens
vacinas vivas atenuadas para imunizacgao por via oral (Baud et al., 2004; Covone et al., 1998;
Kolb et al., 1993).

Outras linhagens de Salmonella enterica com potencial vacinal muito utilizadas sao
mutantes para 0 gene aro, que possui como produto o acido corismico que sintetiza &cido
aminobenzoico (pAB) e é&cido diidroxibenzoico (DHB). Mutantes aro, sdo mutantes
auxotroficos, ou seja, requerem metabolitos que ndo estdo presente no hospedeiro, possuindo
atenuacdo da viruléncia (Hoiseth & Stocker, 1981; Medina et al., 1999; S. Wu et al., 1995).

Também é comum a construgdo de mutantes duplos, como por exemplo cepas com
mutacdes cya e crp, ou triplos, como cepas com mutacdes cya, crp e nos genes que codificam
a sintese de aspartato B-semialdeido desidrogenase (asd) (Galan et al., 1990), enzima
responsavel pela sintese de acido diaminopimélico (DAP), um aminoacido essencial que
compde o peptidoglicano da parede celular de bactérias Gram-negativas. Assim, sendo um
componente essencial para a parede celular, a menos que seja adicionado ao meio de cultura,
ndo existe a possibilidade de crescimento. Outra forma encontrada de fornecer o DAP para a
manutencdo da parede celular e consequentemente crescimento do microrganismo, € a
complementacdo da delecdo através da inser¢do de plasmideos contendo o gene asd (Clark-
Curtiss & Curtiss, 2018).

Adicionalmente a tantos estudos com relacdo as caracteristicas de cepas atenuadas de
Salmonella, algumas descobertas foram feitas, como por exemplo sua capacidade de colonizar
tecidos tumorais, impedindo a proliferacdo de células cancerigenas, funcionando como um
tratamento contra tumores (Liang et al., 2019). E também sua capacidade de funcionar como
vetor recombinante para a entrega de antigenos, invadindo os tecidos linfoides e estimulando a
resposta imune sistémica, de 6rgdos, e células (Clark-Curtiss & Curtiss, 2018; Roy Curtiss,
2002).
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Sendo assim o0 amplo conhecimento das diversas possibilidades de genes mutados, gerando
mutantes atenuados de Salmonella e de suas diversas utilizagdes, possibilita o desenvolvimento

de novas vacinas e terapias.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos gerais

Diante do exposto, 0 objetivo deste estudo foi caracterizar o padréo de atenuacdo de
mutantes de Salmonella Typhimurium j& conhecidos no modelo de G. mellonella, validando-o
como modelo inicial para o estudo da atenuacgdo da viruléncia de Salmonella Typhimurium,
fazendo um paralelo com dados ja disponiveis de atenuagdo no modelo murino. A busca de
modelos alternativos e mais simples de serem utilizados € hoje fundamental para permitir um

avango mais rapido em pesquisas de viruléncia e atenuacgdo bacteriana.
2.2 Objetivos especificos

- Avaliar a sobrevivéncia de larvas de G. mellonella infectadas com mutantes de S.
enterica,;

- Determinar o nimero de unidades formadoras de col6nia (UFC) em diferentes tempos
de infeccéo das larvas de G .mellonella por mutantes de Salmonella Typhimurium;

- Determinar o nimero total de hemocitos em diferentes tempos de infeccdo das larvas
de G. mellonella por mutantes de Salmonella Typhimurium

- Avaliar as mudancas histopatologicas das larvas de G. mellonella infectadas por
mutantes de Salmonella Typhimurium

- Analisar a atividade da enzima fenoloxidase apos infeccdo das larvas de G. mellonella

por mutantes de Salmonella Typhimurium

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Meios de cultura, cultivo e estocagem

Os meios de cultura utilizados foram os meios LB (Luria Bertani) e LB-Agar como
descrito por Sambrook e Russell (2001). A pureza das culturas bacterianas foi verificada por
crescimento em meio MacConkey e SS (Salmonella Shigella) (Oxoid do Brasil Ltda, S&o Paulo,

SP). As linhagens bacterianas foram estocadas a -80 °C em LB com 20% (v/v) de glicerol.

3.2 Linhagens bacterianas e plasmideos
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As linhagens utilizadas estdo descritas na Tabela 1. A linhagem de Salmonella
Typhimurium ATCC (American Type Culture Collection) 14028 foi cedida pela FIOCRUZ
(Fundacéo Oswaldo Cruz) e as linhagens SL1344, UK-1, SR11, %3985, 3987 e ¥4550 foram
gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Roy Curtiss Il (Department of Infectious Diseases and
Pathology, University of Florida, EUA). Salmoenlla Typhimurium H683 foi gentilmente
cedida pelo Prof. Dr. David Michael Hone (Aeras Global TB Vaccine Foundation, Rockville,
EUA). A linhagem SL7207 foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Michael Hensel (Department
of Microbiology, Universitat Osnabriick, Osnabriick, Alemanha). A linhagem Pseudomonas

aeruginosa (Awzz) foi cedida gentilmente pela professora Dr. Regina Lucia Baldini do

Departamento de Bioquimica, Instituto de Quimica da Universidade de S&o Paulo.
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Tabela 1: Descricdo das cepas de S. enterica utilizadas e caracteristicas genéticas.

Bactéria Caracteristica Referéncia
S. enterica Typhimurium
ATCC 14028 Linhagem selvagem de referéncia (Jarvik et al., 2010)
SL1344 Linhagem selvagem de referéncia (Kroger etal., 2012)
H683 SL1344 AaroAdasd (S. Wuetal., 1995)
H683 + pYG3137 SL1344 AaroAAasd carregando plasmideo

oriundo do plasmideo pYA3137 modificado para

A *
a retirada do promotor do gene asd, ptrc e shine- (Pérez etal., np¥)

dalgarno
SL7207 SL1344 AaroA (Medina et al., 1999)
UK-1 Linhagem selvagem de referéncia (Luo et al., 2012)
x3987 + pYG3137 UK-1 AcyadcrpAasd carregando plasmideo

oriundo do plasmideo pYA3137 modificado para

A *
a retirada do promotor do gene asd, ptrc e shine- (Pérez etal., np¥)

dalgarno
%3985 UK-1 Adcyadcrp (Covone et al., 1998)
SR11 Linhagem selvagem de referéncia (Covone et al., 1998)
¥4550 + pYG3137 SR-11 AcyadcrpAasd carregando plasmideo

oriundo do plasmideo pYA3137 modificado para
a retirada do promotor do gene asd, ptrc e shine-
dalgarno

(Pérez et al., np*)

*np: ndo publicado

O plasmideo pYG3137 foi utilizado anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa para
complementar a producdo de acido diaminopimélico das linhagens dasd. Sua construcao foi
realizada com modificacédo do plasmideo pYA3137 (asd+, ori pUC) (Zhang et al., 1997) a partir

da retirada do promotor do gene asd, Ptrc e shine-dalgarno

3.3 Extracdo e deteccdo do lipolissacarideo em gel de poliacrilamida corado com
AgNO3

A extracdo do LPS foi realizada como descrito anteriormente (Tsai, Chao-Ming; Frasch,
1982), com modificacBes. As linhagens mutantes foram crescidas em placas de agar LB. Apds
16 horas algumas col6nias foram suspendidas em agua MiliQ e a densidade dptica ajustadas
entre 0.4-0.5 de absorbancia no espectrofotémetro Eppendorf BioPhotometer (modelo 22331
Hamburg). O sedimento foi coletado por centrifugacdo a 9391xg por 2 minutos. O sobrenadante
foi entdo retirado e ao sedimento foi adicionado 50 pL de tamp&o de amostra que contém TRIS-
HCI pH 8.8, 25% de glicerol, 10% de dodecil-sulfato de sodio (SDS) e 0,5% azul de
bromofenol. A preparagdo foi incubada a 100°C por 10 minutos. Prontamente foram

adicionados 10 pL de Proteinase K (2,5mg/ mL) e seguido o periodo de incubacéo a 60°C por
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1 hora sob agitagdo. Em seguida as amostras foram avaliadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE) com 10% de SDS (SDS-PAGE). A corrida foi realizada a 125V por
aproximadamente 1 hora e 30 minutos. Apoés a corrida, o gel foi fixado numa solugdo contendo
40% de etanol e 5% de 4cido acético durante a noite e posteriormente transferido para uma
solucdo 40% etanol, 5% de éacido acético e 0,7% de éacido periddico, por 5 minutos. O gel foi
entdo lavado 3 vezes por 10 minutos cada, com agua ultrapura, transferido para uma solucéao de
nitrato de prata 20 % por 10 minutos, lavado com agua ultrapura como descrito anteriormente,
e por fim adicionado numa solugdo contendo &cido citrico até a revelacdo das bandas e lavado

novamente com &gua ultrapura por 10 minutos afim de parar a reacéo.
3.4 Sobrevivéncia de G. mellonella infectadas por Salmonella Typhimurium

O modelo de infeccdo em G. mellonella foi realizado conforme descrito anteriormente
(Calarga et al., 2022; Hornsey & Wareham, 2011) com algumas modificacbes. Foram
selecionadas para essas analises trés linhagens de referéncia Salmonella Typhimurium e cinco
linhagens mutantes isogénicas. As linhagens utilizadas estdo descritas na Tabela 1. Para o teste,
as linhagens bacterianas foram crescidas até a fase exponencial em meio LB e a cultura
submetida a centrifugacdo (2348xg por cinco minutos) e suspensas em tampao PBS para se
alcancar diferentes Unidades Formadoras de Col6nias (UFCs). Foram entdo injetadas as
bactérias (10 pL) na ultima pata falsa (proleg) frontal direita, 10 larvas por grupo pesando entre
200 e 350 mg. Como controle, um grupo de cinco larvas foi inoculado com PBS. Apos infeccao,
as larvas foram mantidas a 37°C e avaliadas quanto a mielinizagdo, produ¢do de seda e
movimentacdo a cada 24 horas durante 96 horas. Os dados foram computados e comparados

entre linhagens selvagens e mutantes.
3.5 Determinacédo da dose letal média

Para a determinacdo da dose letal média, os dados de sobrevivéncia obtidos com o
indeulo de diferentes concentracdes bacterianas, de 102 até 10°, foram computados e o célculo
foi feito através do método “Moving Average Interpolation” utilizando o programa MAI
(Welkos & O’Brien, 1994).

3.6 Determinacgéo da UFC/larva de G. mellonella

Com base em resultados prévios de caracterizacdo da viruléncia das linhagens no

modelo de G. mellonella, as larvas foram inoculadas com 10* para as linhagens UK-1 e SL1344
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e mutantes isogénicos em todos 0s experimentos seguintes, e o procedimento para determinagéo
do UFCl/larva foi realizado como descrito anteriormente (Asai et al., 2019) com modificagdes.
Apos a inoculagéo, as larvas foram desinfectadas externamente com alcool 70%, lavadas em
PBS esterilizado, e secas com gaze estéril. Em seguida as larvas foram colocadas em tubo de
1,5 mL contendo PBS estéril, com o auxilio de um micropistilo foi realizada a maceragdo
completa do conteldo da larva e posteriormente homogeneizada em vortex. ApoOs esse
procedimento, a suspenséao foi submetida a centrifugacdo a 6105xg por 30 segundos.

Em seguida, foi realizado a dilui¢io seriada do sobrenadante em PBS esterilizado e 60
ML de cada diluicdo foram inoculados em placas de SS-Agar que € seletivo e diferencial para
Salmonella spp. A cultura foi incubada a 37°C. Os tempos escolhidos para a determinagdo do
CFU foram 0, 4 e 8 horas ap0s a inoculacgéo, sendo feito esse processo em cada um dos tempos
contando com cinco larvas em cada tempo. Para o controle, cinco larvas inoculadas com PBS
também passaram pelo mesmo procedimento. As coldnias crescidas foram entdo contadas ap0s

16 horas e os dados computados para o célculo da UFC.
3.7 Determinacdo da contagem total de hemdcitos de G. mellonella

Para a coleta da hemolinfa a larva foi colocada em gelo por 2-3 minutos até nao
apresentar mais movimentos, em seguida foi realizado entdo um corte no segmento final do
abdémen proximo a ultima pata falsa e retirado 10 pL de hemolinfa, adicionado num tubo com
90 uL de solucdo de IPS (salina fisiologia para inseto, 150 mM de cloreto de sddio, 5mM de
cloreto de potassio, 100mM de TRIS com pH 6.0, 10 mM de EDTA e 30mM de citrato de
sodio) sob refrigeracdo e homogeneizada. Em seguida 10 pL de solucdo foi colocada em camera
de Neubauer para a determinacdo da contagem total de hemdcitos (THC), como descrito
anteriormente, com modificacdes (DA SILVA, F. P., FERNANDES, K. M., DE FREITAS, L.
L., DE SOUZA CASCARDO, R., BERNARDES, R. C., DE OLIVEIRA, L. L., & VANETTI,
2021). O processo foi realizado ap6s 0, 4 e 8 horas da inoculacdo com cinco larvas para cada

tempo. E cinco larvas foram utilizadas como grupo controle inoculado com PBS.
3.8 Andlise da atividade da fenoloxidase de G. mellonella

Para a analise da atividade da fenoloxidase foi utilizado o protocolo descrito por
Andrejko (Andrejko et al., 2014) com modificagcGes. Foram retirados 9 pL de hemolinfa como
descrito no item 3.7 e adicionados em 1 pL de IPS, em seguida foram adicionados 2 pL dessa
solugédo em placa de 96 pocos contendo 18 pL de Solucdo A (50mM TRIS-HCI pH 6.8, 1mM
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NaCl, 5mM CaCly) e as preparagdes foram incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente
sob abrigo da luz. Apés o tempo, foram adicionados 180 pL da solugdo B (2mM L-DOPA
dissolvido em 50 mM de fosfato de sodio pH 6.5). A absorbancia foi medida em
espectrofotometro (BIO-TEK, Synergy HT) em 490nm durante 90 minutos com intervalos de
15 minutos entre as leituras para a quantificacdo da fenoloxidase. O experimento foi realizado
entre 0, 4 e 8 horas ap6s a inoculagdo, com cinco larvas para cada grupo, em cada tempo
amostral. Para essa analise foi utilizado um grupo controle com cinco larvas nao sendo realizado

nenhuma inoculagéo.

3.9 Anélise histopatolégicas de G. mellonella infectadas com Salmonella

Typhimurium

As larvas utilizadas para andlise histopatoldgicas foram desinfectadas com alcool 70%,
em seguida lavadas com PBS estéril, secas com gaze, e colocadas em gelo por 2-3 minutos, até
ndo apresentarem movimentacdo. Em seguida as larvas foram adicionadas na solugdo de
paraformaldeido 4% por 24 horas e mantidas em alcool 70%. Posteriormente o material foi
parafinizado e realizados cortes, desparafinizados e corados com Hematoxilina e Eosina. O
preparo das laminas foi realizado pelo laboratério Histocell (Sdo Paulo) e as analises das
laminas foram realizadas com a colaboracdo da professora Francisca Janaina Soares Rocha
(Universidade Federal de Pernambuco, Centro de Ciéncias Médicas, UFPE) em microscopio

optico Olympus BX40 e a captura de imagens foi realizada com a camera Olympus DP25.

3.10 Analises estatisticas

Os experimentos foram realizados em trés repeticdes independente. As analises
estatisticas foram realizadas através da Andlise de Variancia (ANOVA), One-way e Two-way
como auxilio do programa GraphPad Prism versdo 8.0.1 para Windows (GraphPad Prism
Software, California, EUA).

4 RESULTADOS

4.1 Integridade do LPS dos mutantes de Salmonella Typhimurium
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Os mutantes H683 (AaroAAasd), ¥4550 (AcyaAcrpAasd), x3987 (AcyaAcrpAasd),
possuem a mutacdo no gene asd que os torna dependentes de &cido diaminopimelico (DAP)
para seu crescimento. Desta forma, para testes in vivo, a complementacdo dessa deficiéncia é
um passo essencial. Importante salientar que mutacées no gene asd s@o introduzidas para
permitir a estabilizacdo de plasmideos na construgdo de linhagens de S. enterica carreadoras de
antigenos heterdlogos, visando a construgdo de vacinas multifatoriais (Clark-Curtiss & Curtiss,
2018). Previamente modificamos o plasmideo pYA3137 para expressar niveis menores da
enzima asd, levando a construcdo do plasmideo pYG3137 (asd*). A importancia de avaliar a
integridade do LPS esta no fato que o processo de eletroporacdo pode levar a selecdo de
bactérias mutantes contendo LPS incompleto, que sdo mais facilmente transformadas, mas
exibem maior susceptibilidade ao sistema imune e menor grau de viruléncia. Assim, para a
verificacdo da integridade do LPS destas linhagens ap0s a eletroporacéo foi realizada a extracao
e a analise do perfil de LPS por eletroforese em SDS-PAGE, oxidacdo com &cido periédico e a
coloracdo com nitrato de prata conforme descrito em 3.3. A Figura 1 demonstra o perfil de LPS
das linhagens estudadas através da visualizacdo das bandas ap6s a coloracdo com prata e
oxidacdo com uma solucdo de &cido periédico e formaldeido. As bandas correspondem as

diferentes ramificacdes do antigeno O.
f a ¥ ' o Ei

Antigeno O

Lipideo A - Core

Figura 1: Confirmacdo da integridade do LPS. Controle positivo (1) ATCC 14028; Amostras
(2) H683 + pYG 3137; (3). x4550 + pYG 3137; (4) x3987 + pYG 3137; (5) x3985; (6) SL7207
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As linhagens y4550 + pYG3137 e 3987 + pYG3137 apresentaram perfil das
ramificagdes de lipideo O, similar ao perfil das cepas 3985 e SL7207. J4 a linhagem H683 +
pYG 3137 apresentou um menor nimero de ramificagdes de antigeno O (Figura 1). Uma
comparacdo com a linhagem H683 sem o plasmideo foi necesséria para a confirmacdo desse
padréo afim de descartar a possibilidade de uma sele¢do de mutantes com o LPS incompleto
durante o processo de eletroporacdo para insercdo do plasmideo pYG 3137 nesta linhagem
(Figura 2).

Antigeno O

Lipideo A - Core

1 2 3 4

Figura 2: Confirmacao do padréo de LPS. Controle positivo ATCCC 14028. 2. H683 + pYG
3137, 3. H683, 4. Controle negativo P. aeruginosa Awz.

Como observado na figura, tanto a linhagem H683 + pYG 3137 quanto a linhagem H683
sem o plasmideo, ou seja, sem ter passado pelo processo de eletroporacédo, apresentam 0 mesmo
padrdo de ramificacdes do antigeno O, demonstrando que provavelmente é uma caracteristica

da linhagem apresentada previamente ao processo de eletroporacéo.

4.2 Mutantes de Salmonella Typhimurium possuem atenuacao da viruléncia em modelo de

infeccdo de G. mellonella

Apos a verificacdo da integridade do LPS, para avaliar a viruléncia das linhagens de
Salmonella Typhimurium, estas foram inoculadas em G. mellonella em diferentes
concentracdes, na quantidade fixa de 10 pL por inoculo, sendo cada grupo composto por 10
larva. A inoculacdo foi realizada na ultima pata falsa direita, conforme preconizado na literatura

e descrito no material e método. Um grupo controle também foi utilizado, sendo as cinco larvas
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deste grupo inoculadas com 10 pL de PBS. Cada experimento foi realizado em trés repeticoes
bioldgicas.

Com relacdo a linhagem x3985 e x3987 + pYG 3137, mutantes isogénicos de UK-1
(WT), identificou-se alto grau de atenuagdo da viruléncia com base nos resultados de
sobrevivéncia das larvas de G. mellonella inoculadas com diferentes concentragdes bacterianas

e observadas diariamente ao longo de 96hrs p6s inoculagédo (Figura 3).
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Figura 3: Porcentagem de sobrevivéncia de G. mellonella ao longo de 96 horas apds a
inoculacdo com diferentes linhagens de Salmonella Typhimurium mutantes para cya e crp.
Experimento realizado com 10 larvas por tratamento em triplicata experimental sendo
demonstrado resultado representativo dos trés experimentos realizados. a) Inoculacdo de UK-1
nas concentragoes 104 103, e 10? UF(C/larva; b) Inoculagao de ¥3985 nas concentragdes 10%,
102, e 10° UFC/larva; ¢) Inoculagao de ¥3987 + pYG3137 nas concentragdes 104 103, e 107
UFCl/larva.

Na concentragdo de 10* UFC a linhagem x3985 apresentou taxa de letalidade

semelhante a UK-1 (WT), enquanto x3987 + pYG3137 apresentou atenuacdo da viruléncia
nessa mesma concentragao. Entretanto na concentragdo 102 UFC, ambas as linhagens mutantes
apresentaram um perfil de atenuacdo quando comparadas a linhagem selvagem. A concentracdo
de 102 UFC mostrou-se ser uma concentracdo néo letal para os mutantes, tendo sobrevivéncia
de 100% das larvas e de baixa letalidade para a linhagem WT, com sobrevivéncia de mais de
80%. Os resultados obtidos serviram de base para a realizacdo dos experimentos seguintes com

relagdo as concentragdes bacterianas a serem inoculadas.

C) 100 & i
- %3987 +pYG 3137 (1,8x107)

80+ = 3987 +pYG 3137 (1,6x10%)
- %3987 +pYG 3137 (1,6x10%)
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Para verificar se o backgroud genético bacteriano poderia ter alguma influéncia no uso
do modelo de G.mellonella, mutantes AcyaAcrpAasd derivados de linhagem parental diferente
foram testados.

A linhagem ¥4550 + pYG3137 mutante isogénico da linhagem SR11 (WT) também
apresentou atenuacdo da viruléncia em diferentes concentragcdes quando testado no modelo de

G. mellonella, como mostra a Figura 4.
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Figura 4: Porcentagem de sobrevivéncia de G. mellonella acompanhadas até 96 horas apos a
inoculagdo com mutantes cya e crp. Experimento realizado com 10 larvas por tratamento em
triplicata experimental sendo demonstrado o resultado mais representativo; a) Inoculacdo de
SR11 nas concentracdes 10, 10%, e 10> UFC/larva; b) Inoculagdo de y4550 + pYG3137 nas

concentragdes 10°, 104, e 103UFC/larva.

Como salientado, as linhagens ¥3987 + pYG 3137 e ¥4550 + pYG 3137 apresentam o
mesmo tipo de mutacles (dcyadcrpAasd) porém sdo derivados de linhagens parentais
diferentes, e apresentam padrdes de atenuacdo semelhantes quando testados em G. mellonella,
indicando que esse modelo é adequado para investigar padrdes de atenuacfes de mutantes nulos
para 0S genes cya e crp, que sao genes regulatorios globais.

Com base nos resultados obtidos anteriormente, para os testes envolvendo mutantes de
S. enterica AaroA, foram testadas concentragGes bacterianas que variam de 102 a 10° UFC.
Desta maneira, para a linhagem selvagem SL1344, utilizada por ser a linhagem parental dos
mutantes AaroA, os resultados indicaram uma curva de mortalidade dose-resposta, com taxas
de sobrevivéncia elevadas em larvas inoculadas com 102 UFC/larva, taxas essas que
decresceram com o aumento da concentragio bacteriana sendo que larvas inoculadas com 10*
UFC/larva apresentaram 100% de mortalidade ap6s 24 horas. Dessa maneira, a maior dose
testada para a linhagem selvagem SL1344 foi de 10* CFU/larva (Figura 5).

Com relacdo linhagens mutantes, SL707 e H683 + pYG3137, foi possivel observar um

perfil de atenuacdo da viruléncia nas diferentes concentragdes bacterianas testadas, quando
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comparados a linhagem selvagem (Figura 5). Para as linhagens mutantes, uma curva dose-
resposta também foi observada, sendo que o perfil de atenuagdo parece ser mais acentuado para
a linhagem H633 + pYG 3137. Contudo, para ambas as linhagens contendo mutagcdo em enzima
pertencente a via de sintese dos aminoéacidos aromaticos, a concentragdo de 10® UFC/larva,
esteve associada a 100% de sobrevivéncia, enquanto esta mesma concentragéo levou a morte
de grande maioria das larvas inoculadas coma linhagem selvagem SL1344.
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Figura 5: Porcentagem de sobrevivéncia de G. mellonella acompanhadas até 96 horas apds a
inoculacdo com mutantes aroA. Experimento realizado com 10 larvas por tratamento em
triplicata experimental sendo demonstrado o resultado mais representativo; a) Inoculacdo de
SL1344 nas concentragBes 10% 103, e 10? UFC/larva; b) Inoculagdo de H683 + pYG3137 nas

concentragBes 10°, 10%, e 10° UFC/larva; c) Inoculagdo de SL7207 nas concentracdes 10°, 10%,
e 10° UFC/larva

4.3 Determinacdo da dose letal média em G. mellonella

Baseado nos dados de sobrevivéncia de G. mellonella apds a inoculacdo de diferentes
concentracdes de Salmonella Typhimurium, foi realizado o célculo da DLso, ou seja, a
concentracdo de células bacterianas que irdo causar a morte de 50% das larvas, e o IC (Intervalo
de Confianga), nesse caso a via de inoculacdo é intra-hemocele. Os célculos foram realizados

com o programa MAI, com 10 larvas por grupo de tratamento e utilizando triplicatas bioldgicas.
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Os dados na tabela abaixo demonstram o perfil de atenuagdo da viruléncia dos mutantes de
Salmonella Typhimurium, visto que os valores da DLsg para as linhagens selvagens foram um
ou dois logs menores que os observados para as linhagens mutantes. A DLso de UK-1 calculada,
foi 4,41x10? enquanto para os mutantes X3985 e x3987 + pYG3137, foi de 4,59x10% e 5,69x10°%,
respectivamente. Para a linhagem selvagem SL1344 a DLso foi de 6,64x102, ja para 0 mutante
SL7207 foi de 2,08x10* e para H683 + pYG3137 foi 6,19x10*. Enquanto para SR11, a DLso foi
de 3,6x10%, demonstrando ser o mais virulento entre as linhagens selvagens, o mutante x4550

+ pYG3137 exibiu a menor DLsg entre as linhagens testadas.

Tabela 2: Dose letal média para G. mellonella inoculadas por linhagens de Salmonella
Typhimurium via intra-hemocele.

Linhagem DLso IC
UK-1 4,41 x 102 2,53 x 102 a 7,69 x 10?
¥3985 4,59 x 103 2,51 x10° 2 8,38 x 10°

¥3987 + pYG3137 5,69 x 10° 2,8x10%a1,5x10*

SL1344 7,38 x 10° 2,4x10%a1,84 x 10°
SL7207 2,08 x 10 1,05 x 10* a 4,15 x 10*
H683 + pYG3137 6,19 x 10* 2,42 x10*a 1,58 x 10°
SR11 3,16 x 10! 1,56 x 10° a 6,41 x 102

¥ 4550 + pYG3137 1,30 x 10° ok

**Dados imprecisos, sem valores intermediarios

4.4 Colonizacgao e persisténcia de linhagens selvagens de Salmonella Typhimurium
ao longo do tempo de inoculacdo em G. mellonella em comparacéo as linhagens

mutantes

Para a determinacdo de UFC/larva foi definido que a concentracdo inicial inoculada nas
larvas seria 10* bactérias, tendo como bases os dados de sobrevivéncia e DLso. Os experimentos
foram realizados em triplicata com 10uL de bactéria inoculadas na Gltima pata falsa, em cinco
larvas para cada grupo em cada um dos tempos. O grupo controle, também composto por cinco
larvas foi inoculado com 10uL de PBS nos mesmos tempos experimentais dos grupos testes.
N&o houve crescimento bacteriano em nenhum dos controles em nenhuma das triplicatas.

E possivel observar que a linhagem UK-1, apresenta alta capacidade de crescimento no

interior da larva durante todo o tempo de experimento, enquanto a linhagem %3985 apesar de
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também apresentar um aumento de crescimento, este ocorre em menores taxas quando
comparado ao observado para UK-1, tanto no tempo 4 horas quanto no tempo 8 horas pos-
indculo. Além disso a taxa de crescimento bacteriano medida em UFC foi menor entre 4 e 8
horas se comparada ainda ao periodo anterior. Esses dados indicam menor capacidade de
crescimento da linhagem mutante, quando comparada a linhagem selvagem. Com relacéo a

linhagem x3987+pYG3137 foi possivel observar que 4 horas apds a inoculacdo houve um
aumento da UFC bacteriana, semelhante a linhagem ¢3985, entretanto 8 horas ap6s a inoculacdo
observa-se a diminuicdo no nimero de UFC em relagcdes aos valores observados apds 4 horas.
Coletivamente, esses dados corroboram com 0s experimentos anteriores (taxa de sobrevivéncia
e DLso) indicando o fenotipo de atenuagdo dos mutantes AcyaAcrp. (Figura 6).

A linhagem SL1344 apresentou um alto e constante crescimento no interior da larva ao
longo do tempo, enquanto 0 mutante SL7207 apresentou aumento apos 4 horas de inoculagéo,
mas decréscimo entre 4 e 8 horas, resultados similares foram observados para a linhagem
H683+pYG3137, corroborando com os dados de sobrevivéncia e DLso indicando o perfil de

atenuacdo da viruléncia de mutantes AaroA,
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Figura 6: CFU/larva em G. mellonella em diferentes tempos. Experimento realizado com cinco
larvas por tratamento em triplicata experimental sendo demonstrado a média; a) UK-1 e
mutantes derivados desta linhagem inoculados com 10* UFC/larva analisado nos tempos 0, 4 e
8 horas ap0s a inoculagdo; b) SL1344 e mutantes derivados desta linhagem inoculados com 10*

CFU/larva analisados nos tempos 0, 4 e 8 horas apds a inoculagéo.

A linhagem mutante 4550 + pYG 3137 ndo apresentou o crescimento adequado para a
contagem de col6nias quando inoculado nas placas de agar SS ap0s a diluicdo seriada do
macerado de G. mellonella mesmo apresentando crescimento no preparo do indculo bacteriano.

Esse mutante possui as mesmas mutacoes que as linhagens %3985, e ¥3987 + pYG 3137, nos
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genes cya, crp, sendo que este ultimo também apresenta a delecdo no gene asd, dessa forma
ndo prosseguimos com os experimentos de UFC de SR11 e 44550 + pYG 3137.

Diante dos dados obtidos, as linhagens mutantes AcyaAcrp e AaroA apresentaram perfil

de atenuacdo no modelo de G. mellonella, mas optamos por dar seguimento aos demais

experimentos focando nos mutantes AaroA.

4.5 A contagem total de hemdcitos diminui em larvas inoculadas com a linhagem

selvagem de Salmonella Typhimurium

Com relagdo a contagem total de hemacitos, utilizamos o indculo bacteriano inicial de
10* UFC/larva para cada uma das linhagens, sendo inoculado 10 pL por larva como descrito
anteriormente. O grupo controle foi inoculado com 10 pL de PBS. Foram utilizadas cinco larvas
por tratamento para cada tempo. Para a contagem, foram retirados 10uL de hemolinfa e
ressuspendidas em 90uL de IPS, sendo utilizados 10pL da solugdo para a contagem de
hemaocitos em camara de Neubauer (Kasvi) com o auxilio de microscopio éptico Olympus
BX40 ajustado com a objetiva de 40x (aumento de 400x).

Como descrito anteriormente os hemacitos sdo células responsaveis pela resposta imune
de G. mellonella Assim, podemos observar que no grupo controle inoculado com tampao PBS,
0 numero de hemdcitos se mantém constante ao longo do tempo estudado, assim como 0s
grupos inoculados com as linhagens H683+ pYG3137 e SL7207, apesar de apresentarem uma
contagem de hemacitos significativamente menor se comparado ao grupo controle PBS,
considerando os tempos de 4 e 8 horas pos inoculacdo, para H683+ pYG3137, e 4 horas para a
SL7207. Por outro lado, o grupo de larvas inoculados com a linhagem selvagem SL1344
apresenta diminuicdo no numero de hemaocitos apos o tempo 0 horas pés infecgdo. Apos 4 horas,
existe uma diferenca significativa entre os grupos inoculados com SL1344, o grupo controle
PBS e linhagens H683+ pYG3137 e SL7707. Ja no tempo de 8 horas os valores de hemdcitos
observados no grupo correspondente a linhagem selvagem também apresentou diferenca
significativa quando comparado aos grupos H683+pYG3137 e controle PBS, mas ndo apresenta

diferenca significativa comparado a linhagem SL7207 (Figura 7).
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Figura 7: Contagem total de hemocitos de G. mellonella em diferentes tempos. Experimento
realizado com cinco larvas por tratamento em triplicata experimental sendo demonstrado a
média; a) SL1344, mutante H683+ pYG3137 e o controle PBS inoculados com 10* UFC/larva
analisado no tempo 0 horas apods a inoculacdo; b) SL1344, mutante H683+ pYG3137 € 0
controle PBS inoculados com 10* UFC/larva analisado no tempo 4 horas ap6s a inoculacéo; c)
SL1344, mutante H683+ pYG3137 e o controle PBS inoculados com 10* UFC/larva analisado
no tempo 8 horas apos a inoculagéo; d) SL1344, mutante SL7207 e o controle PBS inoculados
com 10* UFC/larva analisado no tempo 0 horas ap6s a inoculagdo; €) SL1344, mutante SL7207
e o controle PBS inoculados com 10* UFC/larva analisado no tempo 4 horas ap6s a inoculago;
f) SL1344, mutante SL7207 e o controle PBS inoculados com 10* UFC/larva analisado no
tempo 8 horas apds a inoculagdo. Os asteriscos indicam diferenca estatistica utilizando o teste
One-way ANOVA (p<0,05).

4.6 A mielinizacdo aumenta em G. mellonella ao longo da infeccdo por Salmonella

Typhimurium

A enzima fenoloxidase € percursora da mielinizacdo, uma das primeiras respostas
imunes de G. mellonella, e para observarmos essa acdo apds tratamento com Salmonella
Typhimurium, 10uL de suspensdes bacterianas contendo 10* CFU/larva foram inoculadas na
Gltima pata falsa em grupos compostos por cinco larvas para cada linhagem. Para este
experimento o grupo controle escolhido ndo passou por nenhum tipo de inoculagéo,

denominado como naive.
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Podemos observar que no tempo 0 ap6s a inoculacdo, a mielinizagdo é semelhante para
as linhagens SL1344, SL7207 e H683 + pYG3137, e controle naive. J& no tempo 4 horas pds
infeccdo, as larvas do grupo inoculadas com SL1344 apresentaram aumento da mielinizacao,
enquanto nos grupos inoculados com as demais linhagens, os valores foram comparaveis aos
observados no tempo 0 horas. O aumento da mielinizagdo no grupo tratado com a linhagem
SL1344 ficou ainda mais evidente 8 horas apds a infeccdo, sendo a diferenca estatistica
significante quando comparado aos valores observados com as linhagens mutantes SL7207 e
H683 + pYG3137, assim como para o0 controle naive. Nao foram observadas diferencas
significativas entre as linhagens mutantes e o grupo controle naive. Demonstrando assim a
relacdo entre a atenuacdo da viruléncia e a capacidade de diminuir o processo de mielinizacdo

em G. mellonella.
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Figura 8: Analise de fenoloxidase de G. mellonella em diferentes tempos. Experimento
realizado com cinco larvas por tratamento, em triplicata experimental, sendo demonstrado a
média. Os asteriscos indicam diferenca estatistica utilizando o teste Two-way ANOVA e teste
de Tukey (p<0,05).

4.7 Analises histopatoldgicas de G. mellonella apresentam diferencas na preservacao
do tecido entre linhagens selvagens e mutantes de Salmonella Typhimurium

Para observar alteracGes histopatologicas nos tecidos de G. mellonella ap6s a inoculagado

por Salmonella Typhimurium utilizamos os mesmos procedimentos de indculo descritos
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anteriormente com 10*UFC/larva. Para o grupo controle, utilizou-se 10 pL de PBS, cada um
dos grupos foi composto por cinco larvas. Para esse experimento foram utilizados os tempos 0,
4 e 8 horas pés inoculagdo. Os experimentos foram realizados em triplicata técnica.

As analises histopatoldgicas indicaram que o tecido intestinal estava bem preservado, e
com microvilosidades bem definidas no tempo 0 apds a inoculacdo (Figura 10a, d, g, j) em
todos os grupos analisados. No tempo 4 horas apds a inoculacdo observa-se que o tecido e as
microvilosidades das larvas pertencentes ao grupo inoculado com a linhagem SL1344 (Figura
10e) estdo parcialmente destruidos, diferentemente do controle PBS, e dos grupos inoculados
com SL7207 e H683 + pYG3137 (Figura 10b, h, k, respectivamente) que apresentaram 0s
tecidos e as microvilosidades bem preservadas. No tempo de 8 horas pds-inoculagdo, também
é possivel observar que os tecidos do grupo controle PBS e dos grupos inoculados com as
linhagens mutantes apresentaram-se bem preservados (Figura 10c, i, I, respectivamente),
enquanto para a linhagem selvagem o tecido encontra-se destruido e as microvilosidades
indefinidas (Figura 10f).
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Figura 9: Histopatoldgico intestinal de G. mellonella apds inoculagcdo em corte sagital corada

Rl o N

com Hematoxilina e Eosina. Controle utilizando PBS em 0, 4 e 8 horas apds inoculacdo (a-c).
Linhagem selvagem Salmonella Typhimurium SL1344 em 0, 4 e 8 horas ap6s inoculacdo (d-
f). Linhagem mutante Salmonella Typhimurium SL7207 em 0,4 e 8 horas apds a inoculacéo (g-
i). Linhagem mutante Salmonella Typhimurium H683+ pYG 3137 em 0, 4 e 8 horas apés a

inoculacgéo (j-1). TA: tecido adiposo. L: lamen. HL: hemolinfa. IM: intestino médio.

Em relacdo a mielinizacdo podemos observar pequenos pontos indicados por setas no
tempo 0 apds a inoculacdo no controle PBS (Figura 11a), na linhagem SL1344 (Figura 11d), e
nas linhagens mutantes SL7207 (Figura 11g) e H683 + pYG3137 (Figura 11j), possivelmente
causado como resposta ao estresse da inoculacdo e aclimatizacdo a 37°C. Entretanto no tempo
4 horas apos a inoculacdo é possivel observar que a linhagem SL1344 (Figura 11e) possuia
ponto de mielinizagdo visivelmente maior do que no tempo 0, comparado com o controle PBS
(Figura 11b) e com as linhagens mutantes (Figura 11h, k) SL7207 e H683+ pYG3137
respectivamente no mesmo periodo. J& no tempo 8 horas apos a inoculagdo podemos observar
que a mielinizagcdo prolongou-se nos tecidos mostrando mielinizagcdo mais intensa e extensa
quando comparado no mesmo tempo com o controle PBS (Figura 11c) e com as linhagens
SL7207 (Figura 11i) e H683 + pYG3137 (Figura 11 ). Essas caracteristicas de destruicdo e
mielinizagdo do tecido de G. mellonella na linhagem SL1344 e ndo nas linhagens SL7207 e
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H683 + pYG3137 demonstram a atenuacdo da viruléncia destas linhagens neste modelo de
infeccao.

&
haran s S

atolégico de G. mellonella apds inoculacdo corado com Hematoxilina e

; 4 & Be i &
Figura 10: Corte sagital histop

Eosina demonstrando pontos de mielinizacdo. Controle utilizando PBS em 0, 4 e 8 horas ap0s inoculacéo
(a-c). Linhagem selvagem Salmonella Typhimurium SL1344 em 0, 4 e 8 horas apds inoculacdo (d-f).
Linhagem mutante Salmonella Typhimurium SL7207 em 0,4 e 8 horas apds a inoculacéo (g-i). Linhagem
mutante Salmonella Typhimurium H683+ pYG3137 em 0, 4 e 8 horas ap6s a inoculacdo (j-1). Nas setas
pretas estdo indicados os pontos de mielinizacdo. Nos circulos estdo indicados os hemadcitos. TA: tecido
adiposo. CL: cuticula. TM: tecido muscular.

5 DISCUSSAO

As infeccOes causadas por bactérias do género Salmonella, sdo atualmente uma das
grandes preocupacdes a nivel global. Dentre as iINTs, o destaque para Salmonella
Typhimurium, relacionada diretamente com alta taxa de mortalidade entre os patdgenos
causadores de doencas alimentares (Herrero-Fresno & Olsen, 2018), inclusive sendo a principal
causa de morte em criangas menores de cinco anos na Africa subsariana (Baliban et al., 2020).

Mesmo sendo na maioria dos casos uma infeccdo branda, e quando severa, tratdvel com
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antibioticoterapia, os casos de resisténcia por Salmonella Typhimurium a antibioticos tém
aumentado, causado preocupagdes (L. J. Wu et al., 2021). Além disso economicamente, nos
EUA, o impacto causado por salmonelose é extremamente alto, levando ao desenvolvimento
de vacinas (Strugnell et al., 2014).

Atualmente ha vacinas utilizadas para Salmonella Typhi, como a injetavel utilizando
polissacarideo Vi sendo a resposta protetora mediada por anticorpos, e a linhagem Ty21a,
linhagem vacinal atenuada administrada por via oral, que embora induza resposta imune
protetora, é geralmente, de curta duracdo (Martin, 2012). Ja para Salmonella Typhimurium
possiveis vacinas continuam sendo pesquisadas e desenvolvidas, como vacinas utilizando
subunidades do antigeno O, proteinas de membrana, flagelina e vacinas vivas atenuadas.
Quando falamos de vacinas vivas atenuadas, falamos da utilizacdo de uma bactéria com
mutacOes que embora atenuem a viruléncia, seja capaz de desencadear uma resposta imune
protetora (Martin, 2012). Em modelo animal, a viruléncia dos mutantes e a eficiéncia da
atenuacdo vem sendo testada de diversas formas (Strugnell et al., 2014). Sendo assim, a
verificacdo da viruléncia de um mutante que possui potencial vacinal € essencial, e 0 modelo
de G. mellonella, foi introduzido e vem sendo amplamente testado como um possivel modelo
inicial para avaliacdo de viruléncia de diversos microrganismos (Asai et al., 2022; Prakoso et
al., 2022; Tian, 2022).

A busca e validacdo de modelos alternativos de infec¢do € um movimento mundial que
tem sido encorajado nos ultimos anos devido a questdes éticas envolvidas no uso de animais
vertebrados e no alto custo desses modelos de infeccdo. Existem atualmente inimeros dados
cientificos que vém sendo discutido, a respeito dos mais diversos modelos de infeccédo
alternativo, que vao desde pequenos vertebrados, a insetos e nematoides. Nenhum modelo de
infeccdo é perfeito, apresentando cada um suas limitacGes, tornando a juncdo dos dados que
cada um deles fornece uma boa alternativa, como € o caso de G. mellonella (Lopez Hernandez
et al., 2015).

A mutacdo Aasd, que consiste na delecdo de um gene essencial da sintese de &cido

diaminopimelico componente da parede celular de bactérias Gram-negativas, normalmente
complementado com plasmideo asd+, é uma das mutaces mais utilizadas. Como por exemplo

a linhagem x3987, que possui as mutagdes AcyaAcrpAasd, as mesmas mutacoes da linhagem X

3985, sendo que esta linhagem nédo possui a mutacdo Aasd. As mutaces AcyaAcrp consistem

na delecdo de genes da adenilato ciclase e da proteina do receptor de AMP ciclico,

respectivamente.
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A linhagem x3985 demonstrou atenuagdo importante em diversos modelos de infeccéo
na qual foi testado, tanto modelos murinos quanto aves (Roy Curtiss & Hassan, 1996), sendo
uma linhagem promissora devido a estabilidade de suas mutagdes. Esses resultados replicam-
se quando falamos do modelo de G. mellonella, ja que nossos dados demonstraram viruléncia
diminuida tanto nos ensaios de sobrevivéncia quanto nos ensaios de colonizacao e persisténcia

no interior da larva, onde pudemos observar que houve uma queda na colonizagdo durante os

tempos avaliados. Como dito anteriormente, a linhagem x3987 possui uma mutacao a mais que

a linhagem x3985, a mutacdo Aasd complementada com um plasmideo asd+, tornando
naturalmente estd linhagem ainda mais atenuada, como descrito em modelos murinos (R.
Curtiss et al., 1990) corroborando com os dados encontrados no modelo de infecgdo de G.
mellonella, uma vez que as duas linhagens mutantes apresentaram atenuacdo com relacdo a
linhagem selvagem UK-1 e a linhagem acrescida da mutacdo Aasd apresentou uma taxa de
mortalidade mais baixa e também uma colonizagéo e persisténcia menores.

Com relacéo a linhagem x4550 que possui as mesmas mutacdes que a linhagem x3987,
podemos observar também uma atenuacgéo da viruléncia no modelo proposto neste trabalho, de
forma semelhante ao que foi observado nos modelos murinos (R. Curtiss & Kelly, 1987; Karem
et al., 1995). Além disso essa linhagem apresentou uma DLso menor entre as linhagens com as
mesmas mutacgdes, demonstrando ser a mais atenuada dentre as linhagens.

Estes dados sugerem que o modelo de G. mellonella apresenta, para as mutaces Acya
Acrp e AcyaAcrpAasd, uma alternativa de modelo inicial para avaliacdo da atenuacdo da

viruléncia destas linhagens quando comparada com as linhagens selvagens isogénicas,
semelhantes ao encontrado na literatura para outros modelos de infeccdo que utilizam mutagdes
como essas (Curtiss 111, R., Goldschmidt, R. M., Fletchall, N. B., & Kelly, 1988). Contudo, as
linhagens selvagens utilizadas, UK-11 e SR11 apresentaram uma diferenca com rela¢do a DLso
encontrada em modelos murinos, visto que a linhagem SR11 em modelo de G. mellonella
apresentou uma DLsoum log menor do que a DLsp da linhagem UK-1, enquanto na literatura a
DLso da UK-1 é menor para camundongos, demonstrando que possivelmente para esse modelo
de infeccdo, a SR11 é mais virulenta (Curtiss 111, 1990).

Assim como as linhagens mencionadas acima, as mutacdes AaroA sdo relatadas com
sucesso na atenuacdo da viruléncia de linhagens com potencial vacinal, em outros modelos de

infeccdo como em murinos. Essa mutacéo consiste na delecdo de genes relacionados a sintese

de compostos com anéis aromaticos (Hoiseth & Stocker, 1981) e algumas linhagens podem
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conter também a mutacdo Aasd, como é o caso da linhagem H683+ pYG3137, que é derivada

geneticamente da linhagem SL7207 que possui apenas a mutacdo aroA, e deriva geneticamente
da linhagem selvagem SL1344 (Johnson, Sile A.; Ormsby, Michael J.; Wall, 2017).

No modelo de infeccdo alternativo, G. mellonella, as linhagens com mutagdes AaroA e
AaroAAasd demonstraram um perfil de atenuacdo menor quando comparadas a linhagem
SL1344, além das taxas de sobrevivéncia das larvas terem sido maiores para as linhagens
mutantes, o crescimento bacteriano no interior da larva, foi menor, demonstrando o fenétipo de
atenuacéo.

Adicionalmente, foram realizados experimentos, como a contagem total de hemdcitos,

com o objetivo de caracterizar melhor o modelo de G. mellonella com relagéo as linhagens A

aroA. Sendo as células hemocitarias uma parte importante da imunidade das larvas,
responsaveis pela encapsulagéo, fagocitose, e formacao de nddulos, é descrito na literatura uma
relacdo entre maior viruléncia do microrganismo e uma gqueda na densidade total de hemaocitos
(Arteaga Blanco et al., 2017; Bergin et al., 2003; Thomaz et al., 2020), inclusive em Salmonella
Enteritidis (da Silva, F. P., Fernandes, K. M., de Freitas, L. L., de Souza Cascardo, R.,
Bernardes, R. C., de Oliveira, L. L., ... & Vanetti, 2021). Estes dados corroboram com o
encontrado neste trabalho, onde foi possivel observar que as larvas inoculadas com a linhagem
de referéncia SL1344 apresentaram uma queda na contagem total de hemdcitos ao longo da
infeccdo comparada as linhagens mutantes SL7207 e H683 + pYG3137, enquanto as larvas
controles inoculadas com PBS apresentaram alto e constante padrdo na contagem total de
hemacitos ao longo do tempo. Possivelmente a queda do numero de hemaocitos na linhagem
mais virulenta se deve ao fato de a bactéria mais virulenta possuir a capacidade de evasdo da
resposta imune, causando a morte dos hemdcitos ao invés da contencdo da infeccdo (Arteaga
Blanco et al., 2017) aumentando sua proliferacdo, como foi possivel observar também com o
CFU da linhagem selvagem, que foi maior do que o CFU das linhagens mutantes, sugerindo
entdo que existe uma relacdo entre a proliferacdo das bactérias no interior das larvas com a
contagem total de hemacitos, reforcando assim o perfil de atenuacdo das linhagens mutantes,
gue por sua vez apresentaram uma queda do CFU/larva ao longo do tempo, ao mesmo ponto
gue a contagem total de hemdcitos aumenta no inicio do infeccdo e se estabiliza ao longo dos
tempos de 4 e 8 horas pds inoculacéo.

Da mesma forma foi possivel observar que a atividade da fenoloxidase, enzima
percursora da mielinizagdo, normalmente a primeira resposta imune de G. mellonella, teve um

aumento nas larvas inoculadas com a linhagem selvagem SL1344, sugerindo que houve uma
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resposta imune intensa a esté linhagem ao longo do tempo do experimento. E 0os mutantes por
sua vez apresentaram uma atividade da fenoloxidase, e consequentemente da mielinizacdo,
menor no mesmo periodo, assim como as larvas controle. Resultado semelhante ao encontrado
por Raneri et al (Raneri et al., 2018), que demonstrou que a fenoloxidase para a linhagem de
referéncia de Pseudomonas aeruginosa apresentou-se maior do que as linhagens mutantes,
assim como Andrekjo et al que sugerem que a diferenca da atividade de fenoloxidase das cepas
testadas pode ter relagdo com a viruléncia da cepa (Andrejko et al., 2014).

As observaces histopatoldgicas de G. mellonella, demonstraram também que as larvas
inoculadas com a linhagem SL1344 demonstraram maior injuria do tecido intestinal, e aumento
dos pontos de mielinizacdo durante o tempo do experimento, o que ndo foi possivel de ser
observado para as linhagens mutantes SL7207 e H683 + pYG3137, reforcando a atenuagéo
desses mutantes e corroborando com os dados encontrados no trabalho de Card et al onde
demonstrou-se que as larvas de G. mellonella inoculadas com estirpes de Salmonella
Typhimurium apresentaram danos do tecido apds 24 horas da infeccdo (Card et al., 2016).
Semelhante aos dados encontrados no trabalho de Ochoa et al que demonstrou que hd uma
diferenca na resposta imune de G. mellonella de acordo com a viruléncia das espécies de
Helicobacter e de acordo com o tempo pos infecgdo das larvas (Ochoa et al., 2021)

Diante do exposto, demonstramos que a utilizacdo de G. mellonella para a verificacao

da atenuacdo de linhagens de Salmonella Typhimurium com mutacdes AcyaAcrp, AcyaAcrpA
asd e principalmente das mutacdes AaroA e AaroAAasd é eficiente. E importante ressaltar que

0S mutantes aqui testados estdo entre os mais utilizados no desenvolvimento de linhagens
vacinais de Salmonella enterica, mas que ainda ndo haviam sido caracterizados no modelo de
G. mellonella. Desta forma, a verificacdo desse modelo de infeccdo in vivo para estas linhagens
fez necessaria para um melhor entendimento do potencial desse modelo em andlises iniciais do
padrdo de atenuacdo de linhagens com potencial vacinal, evidenciando também suas possiveis
limitacGes. Como descrito por Lacharme-Lora et al as linhagens de Salmonella Typhimurium
ST313 e ST19 no modelo de G. mellonella ndo reproduzem a mesma viruléncia encontrada nos
hospedeiros humanos. De fato, que seja de nosso conhecimento, todos os estudos realizados
com mutantes de Salmonella enterica e avaliados no modelo de G. mellonella e que
demonstraram atenuacdo no modelo murino, também demonstraram atenuacdo no modelo de
G. mellonella, incluindo os resultados obtidos neste presente estudo. Salmonella Typhimurium
€ um serovar “generalista”, capaz de infectar diferentes espécies animais, ao contrario da

Salmonella Typhi que é um serovar hospedeiro especifico, sendo uma caracteristica desse



50

ultimo serovar o0 acumulo de pseudogenes que explicam, ao menos em parte, a adaptacdo a um
nicho mais especifico (Goodhead & Darby, 2015). Considerando que as, linhagens ST313
também apresentam um processo de acimulo de pseudogenes, foi sugerido que amostras dessas
linhagens estdo em um processo maior de adaptacdo ao hospedeiro humano, o que limita o seu
estudo em modelos animais, incluindo G. mellonella, conforme apontam os dados na literatura
(Lacharme-lora, 2019). Além disso, os dados obtidos por Seribelli e colaboradores
demonstraram que isolados provenientes de humanos, com sequenciamento do tipo 313,
apresentaram um perfil de viruléncia maior em G. mellonella em comparagdo com as cepas
isoladas de alimentos, enquanto as cepas provenientes de alimentos com sequenciamento do
tipo 19 apresentaram maior viruléncia (Seribelli et al., 2020) reforcando a hipétese de que ha
uma maior adaptacdo ao hospedeiro humano.

Essas limitagbes ndo sdo verificadas no caso de estudos envolvendo linhagens
atenuadas, desta forma, a identificacdo da atenuacdo da viruléncia das linhagens vacinais aqui
testadas no modelo de G. mellonella, que ja foram verificadas em outros modelos reforca o uso
de G. mellonella como modelo de avaliagdo inicial da viruléncia de mutantes desenvolvidos
com proposito vacinal. Além disso, nossos dados indicam que ndo somente a DL50, mas a
determinacdo da CFU/larva e de parametros como a atividade de hemocitos, ativacdo da
fenoloxidase e dados histopatoldgicos sdo Uteis na caracterizacdo de linhagens com potencial

vacinal no modelo de G. mellonella.

6 CONCLUSOES

Este trabalho demonstrou que a utilizacdo de G. mellonella para avaliacdo da atenuacao
da viruléncia de mutantes de Salmonella Typhimurium, j& conhecidos na literatura, é efetiva

para as linhagens AcyaAcrp, AcyaAcrpAasd, AaroA e AaroAAasd validando assim o uso de G.

mellonella como modelo de infeccdo inicial para as avaliacdes da viruléncia destas linhagens

de forma alternativa aos modelos murinos.
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