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Resumo

Haalguns anos, foram desenvolvidas as primeiras linhagens atenuadas de Salmonella para serem utilizadas como candidatas
avacinas vivas orais contra a febre tiféide. No inicio, ainda eram desconhecidas as mutagdes responsaveis pelo fenétipo
atenuado, mas, com o acimulo de conhecimento sobre a genética associada a viruléncia, surgiram novas linhagens com
atenuacdes geneticamente definidas. Muitas linhagens de S. enterica sorotipo Typhimurium e S. enterica sorotipo Typhi
ja foram bem estudadas quanto a capacidade de induzir resposta imunoldgica em modelos animais e em humanos. Com
0 desenvolvimento de sistemas de clonagem e expresséao eficientes, 0 uso destas linhagens vacinais extrapolou o problema
das salmoneloses, uma vez que tornou-se possivel a producéo e administraco de antigenos de diferentes agentes patogénicos.
Recentemente, uma nova tecnologia que vem sendo explorada é o uso de Salmonella como carreadora de vacinas de
DNA. Tais vacinas ja se mostraram capazes de induzir potentes respostas humorais e celulares contra antigenos heterélogos
nos organismos hospedeiros. Todo este progresso nos estudos com as linhagens vacinais de Salmonella demonstra o
potencial que elas possuem para a producéo das futuras vacinas contra doengas infecciosas, parasitarias e até mesmo contra
0 cancer.

Palavras-chave: Salmonella - Linhagens atenuadas. Vacinas vivas orais. Antigenos heterdlogos. Vacinas de DNA.
Biosseguranga.

INTRODUCAO

~ As salmonelas sdo bactérias Gram-nega-  sjstemicas e febre tifoide — doenca endémica
tivas e constituem um género extremamente  em muitos paises em desenvolvimento — e

heterogéneo, com quase 2000 sorotipos  saimonella enterica sorotipo Typhimurium (S.
(KAUFMANN; RAU_PACHA? F_|N|—AY’ 2091)- typhimurium), um dos agentes causadores das

humana, destacam-se Salmonella enterica GARMORY; BROWN: TITBALL, 2002).
sorotipo Typhi (S. typhi), que causa infeccoes
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Por ser um patdgeno intracelular, S.
enterica tem sido um dos organismos preferidos
pelos microbiologistas moleculares para identi-
ficar e elucidar fatores de viruléncia bacterianos.
Nos Gltimos anos, acumulam-se informagdes
sobre 0os mecanismos de interagdo e patogenia
da Salmonella com as células hospedeiras
(KAUFMANN; RAUPACH; FINLAY, 2001).
Esse conhecimento se deve principalmente a
grande similaridade dessa bactéria com a
Escherichia coli, permitindo a utilizagdo de ins-
trumentos e técnicas em genética ja desenvolvi-
dos e conhecidos.

Muitos trabalhos ja comprovaram a ha-
bilidade de linhagens vivas atenuadas de
Salmonella em induzir potente resposta
imunoldgica, celular e humoral, apds vacinagao
(HORMAECHE, 1991). Além disso, ja foram
estabelecidos alguns sistemas eficientes para a
producdo heteréloga de proteinas em
Salmonella. Isto torna particularmente atrativo
0 uso dessas bactérias como sistemas de admi-
nistracdo de antigenos de diversos patdgenos
como virus, bactérias e parasitos, proporcionando
uma base para o desenvolvimento de novas va-
cinas.

PROCESSO DE INFECCAO E RES-
POSTA IMUNOLOGICA

O processo da infeccdo por salmonelas
inicia-se quando estas bactérias atingem o teci-
do linfoide associado ao trato digestivo (“gut-
associated lymphoid tissue” - GALT) e invadem
as células M da placa de Peyer (RAUPACH,;
KAUFMANN, 2001). Ao contrario de Shigella
e Listeria, que lisam o fagossomo e escapam da
fusdo com o lisossomo primario, as bactérias do
género Salmonella ndo possuem este mecanis-
mo de escape, permanecendo restritas ao
fagolisossomo, no interior da célula hospedeira
(GORVEL,; MERESSE, 2001; SHATA et al.,
2000).

Hopkins e colaboradores (1995) demons-
traram que Salmonella typhimurium €é capaz de
induzir resposta sistémica e de mucosa ap6s Uinica
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imunizagéo por quatro diferentes vias: oral, na-
sal, retal ou vaginal. Além disso, as salmonelas
sdo capazes de estimular resposta imunolégica
via complexo de histocompatibilidade (MHC)
de classe | e Il, ap6s atravessarem as células M
da mucosa intestinal (WEISS; KRUSCH,
2001). Os antigenos apresentados por estas duas
classes de MHC sdo reconhecidos respectivamen-
te por células T CD8*" e CD4* (YRLID et al.,
2001).

VACINAS COM SALMONELLA ATE-
NUADAS

A utilizacdo de Salmonella na
imunoprofilaxia iniciou-se com a busca de uma
formulagdo que conferisse protegdo contra a fe-
bre tiféide (ALMEIDA et al., 2002). As pri-
meiras vacinas com esse objetivo consistiam em
bactérias inativadas e administradas por via
parenteral, que eram excessivamente reativas em
humanos e ndo conferiam protecdo completa,
sendo, portanto, invidveis para uso em progra-
mas de salide publica (GARMORY; BROWN;
TITBALL, 2002 ). Por outro lado, muitos au-
tores verificaram uma protegéo significativa con-
tra salmoneloses invasivas em homens e animais
guando se utilizavam organismos vivos atenua-
dos ao invés de bactérias mortas. Vacinas vivas
com Salmonella atenuadas tém um potencial
invasivo limitado e crescem de forma lenta in
vivo, causando uma infecgéo branda. Poucos dias
apos este processo, as bactérias sdo removidas
do organismo hospedeiro (HORMAECHE,
1991).

Um dos principais objetivos do desenvol-
vimento racional de vacinas vivas € a atenuacdo
da linhagem pela inativacdo de loci genéticos
especificos. Nos ultimos anos, foram gerados
diversos mutantes de Salmonella com virulén-
cia reduzida. Os principais genes alvo destas
mutacGes podem ser divididos em trés categori-
as: genes ligados a viruléncia, genes que partici-
pam de processos de regulagdo génica e genes
envolvidos com o metabolismo biossintético.
Dentro desta Gltima categoria, mutagdes em



genes envolvidos na biossintese de compostos
aromaticos sao mais freqlientemente emprega-
dos na obtencgdo de linhagens atenuadas, tanto
para Salmonella como para outras bactérias
Gram-negativas (ALMEIDA et al., 2002).

O bloqueio da via de biossintese de com-
postos aromaticos leva a auxotrofia por diversos
compostos como: aminoéacidos aromaticos
(tirosina, fenilalanina e triptofano), enteroquilina
(um composto quelante de ferro), folato (res-
ponsavel pela biossintese de purinas, timina,
serina e f-Met-t-RNA), ubiquinona e vitamina
K (STOCKER, 2000; ALMEIDA et al., 2002).
No entanto, ndo é esperado que a necessidade
de tirosina, fenilalanina ou triptofano impeca o
crescimento da Salmonella, uma vez que estes
aminoacidos estdo disponiveis no plasma
(STOCKER, 2000). Em contraste, o folato en-
contra-se presente em quantidades razoaveis em
células de mamiferos, mas as salmonelas ndo
possuem um sistema de transporte especifico
que permita sua assimilagdo. Desse modo, as
linhagens aro~ de Salmonella permanecem nos
tecidos do hospedeiro por alguns dias e depois
sdo eliminadas pelos mecanismos imunolégicos
de defesa (ALMEIDA et al., 2002).
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SALMONELLA ATENUADAS PARA
ADMINISTRACAO DE ANTIGENOS
HETEROLOGOS

Desde o seu desenvolvimento, as linha-
gens atenuadas de Salmonella tém sido caracte-
rizadas como organismos para expressao de
antigenos heterélogos (GARMORY; BROWN;
TITBALL, 2002). Isso permitiu que a utiliza-
¢do das vacinas vivas atenuadas extrapolasse 0
problema das salmoneloses, uma vez que se tor-
nou possivel o uso destas bactérias como
carreadoras de antigenos vacinais (ALMEIDA
et al., 2002). As linhagens atenuadas sdo inte-
ressantes para essa finalidade, pois elas podem
ser administradas pela via natural de infeccéo,
isto é, oralmente, apresentando diversas vanta-
gens, como baixo custo de preparacgdo e de apli-
cacdo da vacina e diminuicdo das reacOes adver-
sas ap6s imunizagdo (GARMORY; BROWN;
TITBALL, 2002). Outra caracteristica impor-
tante deste sistema de vacinacédo é a possibilida-
de de administrar imund6genos contra outros
agentes patogénicos, como virus, bactérias e até
mesmo parasitos eucariotos, para 0s quais a pre-
paragdo de vacinas pelas formas tradicionais é
impraticavel (HORMAECHE, 1991).

Sistema usado

Principios bdsicos

Exemplos

Sistema letal-balanceado
sobreviver.

As células bacterianas que perdem
o plasmideo sdo incapazes de

Uso de promotores que sdo

Plasmideos expressando asd
em linhagens deSalmonella asd”

Promotores indutiveis 7z vivo

Direcionamento do antigeno
recombinante para localizagfes nio
Citoplasmdticas

Integragdo cromossomal do gene
Heterdlogo

Induzidos #n vive, de preferéncia
dentro de fagdcitos

Reduz a concentragio de antigenos
potencialmente téxicos no
citoplasma da célula bacteriana,

O gene € integrado no
cromossomo, o que resulta em
expresso estdvel.

Promotores para nirB, htrA, groE
e pagC

Fusdo dos genes heterdlogos com
protefnas de superficie ou secretadas
(flagelina, MalE)

Inscdo do gene em aroC ; sistema
baseado em Ais

Quadro 1 - Sistemas utilizados para aumentar a estabilidade da expresséo dos antigenos heter6logos em Salmonella.
Nota: Adaptado de Mastroeni et al., 2000.
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Um dos pré-requisitos para o desenvolvi-
mento de uma vacina viva bivalente eficiente,
que confira protegdo contra salmoneloses e con-
tra outra doenca de acordo com o antigeno ad-
ministrado, é a expressao da proteina heter6loga
em niveis suficientes para induzir resposta
imunoldgica. Com esse objetivo, alguns siste-
mas de expressdo foram criados para Salmonella
e tém sido testados com diferentes antigenos
(GARMORY; BROWN; TITBALL, 2002). Ja
foi demonstrado que uma vacina fracamente
imunogénica pode ser melhorada com a utiliza-
¢do de plasmideos que rendem alto nimero de
cOpias e, portanto, aumentam a produc¢do do
antigeno recombinante (FOUTS et al., 1995;
COVONE et al., 1998). Porém a expressao des-
ses antigenos na linhagem vacinal pode ser ins-
tavel, o que leva a perda de imunogenicidade.
Uma das metodologias para controlar a estabili-
dade da expressdo é a utilizacdo de antibidticos
que exercem pressao seletiva para a manutencao
do plasmideo recombinante durante a propa-
gacdo da bactéria in vitro. Outra possibilidade é
a utilizagdo do sistema denominado letal-balan-
ceado, que se baseia no uso de plasmideos,
complementando uma deficiéncia metabdlica da
linhagem vacinal de Salmonella. Alternativamen-
te, pode-se também fazer a integracdo
cromossdémica do gene heter6logo ou utilizar
promotores indutiveis in vivo (QUADRO 1)
(ALMEIDA et al.,, 2002; DUNSTAN;
SIMMONS; STRUGNELL, 2003;
MASTROENI et al., 2000).

Vérios estudos ja relataram o uso de li-
nhagens atenuadas de Salmonella como
carreadoras de antigenos heterdlogos na imuni-
zacdo contra diversas doencas infecciosas ou até
mesmo parasitarias. Esses trabalhos demonstra-
ram que muitas destas vacinas bivalentes foram
eficazes em induzir protecdo contra o patdgeno
do qual a proteina antigénica é derivada
(CARDENAS; CLEMENTS, 1992;
HORMAECHE et al., 1995; HONE et al.,
1999). Galen e colaboradores (1997) observa-
ram que a linhagem CVD 908 aroC aroD de
Salmonella thyphi expressando o fragmento C
da toxina tetanica é capaz de induzir altos ni-
veis de anticorpos antitoxina tetanica em camun-
dongos imunizados pela via intranasal, além de
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protecdo apos desafio experimental. Ainda mais
promissores séo os resultados obtidos em traba-
Ihos de imunizagdo contra antigenos de nature-
za parasitéaria. Por exemplo, Wu e colaboradores
(2000) demonstraram a producdo de anticorpos
contra a proteina MSP-1 (merozoite surface
protein 1) do Plasmodium falciparum em camun-
dongos imunizados com linhagem vacinal de S.
typhi expressando este antigeno. Também ja foi
observada imunidade protetora contra
leishmaniose em camundongos vacinados com
linhagem de S. typhimurium produtora da pro-
teina gp63 de Leishmania major (GARMORY;
BROWN; TITBALL, 2002; ALMEIDA, et al.,
2002). Atualmente, nosso grupo de trabalho
esta testando, em camundongos Swiss, uma va-
cina oral contra esquistossomose utilizando uma
linhagem aro~ de S. typhimurium expressando a
proteina Sm14 de Schistosoma mansoni. Os re-
sultados obtidos até agora sugerem a indugdo
de resposta imunoldgica especifica contra o
antigeno heter6logo, além de um indice signifi-
cativo de prote¢do em camundongos imuniza-
dos e desafiados experimentalmente com o pa-
rasito (dados ndo publicados). Outros exemplos
da utilizacdo de Salmonella como via de admi-
nistracdo de antigenos vacinais estdo listados no
Quadro 2.

Apos a comprovacdo da capacidade des-
tas vacinas vivas de induzir resposta imunoldgica
contra o antigeno heter6logo, uma questdo ain-
da permanece: qual o efeito da imunidade
preexistente a Salmonella sobre a poténcia da
resposta gerada contra o imundgeno carreado?
Alguns trabalhos sugerem que a imunidade pré-
existente pode comprometer a eficacia da vaci-
na, mas sao ainda poucos os estudos que tratam
deste tema e os resultados obtidos até agora ndo
sdo totalmente conclusivos (BAO; CLEMENTS,
1991; ROBERTS et al., 1999; KOHLER et
al., 2000; MEDINA; GUZMAN, 2001).

VACINAS DE DNA CARREADAS
POR SALMONELLA

Uma estratégia relativamente recente no
campo das vacinas com Salmonella envolve seu
uso como carreadoras de vacinas de DNA. Essas



vacinas sdo constituidas de plasmideos conten-
do genes que codificam proteinas antigénicas
desejadas, além dos elementos necessarios para
a expressao destes genes no seu hospedeiro, ou
seja, em uma célula eucariotica. Diferentemen-
te das vacinas anteriores, muitas das quais fo-
ram desenvolvidas para induzir anticorpos como
mecanismo de protecdo contra doencas causa-
das por microrganismos, as vacinas génicas sdo
criadas para gerar tanto resposta imune humoral
quanto respostas celulares citotéxicas. Outro
objetivo é desenvolver vacinas que podem ser
usadas para tratar doencas infecciosas crénicas,
alergias e até mesmo cancer (SRIVASTAVA; LIU,
2003).

O fato de muitos vetores bacterianos ate-
nuados serem especificamente direcionados para
as células apresentadoras de antigenos (APCs)
sugeriu que eles poderiam também ser usados
para administrar DNA para estas células de
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maneira especifica. Microrganismos que tém a
capacidade de alcancar o citoplasma das células
infectadas, tais como Shigella e Listeria, foram
usados para administrar construcdes de DNA
nas quais a expressdao do antigeno recombinante
estava sob o controle de um promotor eucarioto
(MEDINA; GUZMAN, 2001). Da mesma for-
ma, linhagens de Salmonella também podem
ser utilizadas como vetores de vacina de DNA.
Apbs a infeccdo e a internalizagdo pelas APCs, a
Salmonella fica restrita a um compartimento
celular especializado, o fagolisossomo, porém
ainda é desconhecido como o plasmideo con-
tendo o gene de interesse escapa deste compar-
timento e atinge o nucleo da célula hospedeira,
onde ocorre a expressdao génica (GARMORY;
BROWN; TITBALL, 2002).

Darji e colaboradores (1997) imunizaram
camundongos por via oral com um mutante aro-
de S. typhimurium carregando um plasmideo

S.typhi phoP phoQ *
S.typhimurium aro”
S.typhimurium aro”
S. typhimurium aro’
S.typhimurium aro”

S.typhimurium aro”

S.typhimurium aro”

S.typhi aro ™*

S. typhimurium crya cryp”

hepatite B
Utease de Helicobacter pylori

28 Kda OMP (Neisseria

meningitidis)

Toxina tetAnica
Gp120 (HIV)

NP (virus influenza)

Proteina G (virus respiratério
sincicial)

SREHP (Entamoeba histolytica)

Gp63 (Leishmania major)

Proteina circunsporozoito (CSP)

de Plasmodium falciparum

Infecgbes gdtricas
Meningite
Tétano

AIDS

Gripe
Pneumonia
Amebfase
Leishmaniose

Maldria

Linhagem | Antigeno expresso | Doenca | Imunogenicidade”
S. yyphimurium cya crp” SpaA (8. murans, S. sobrinus) Cérie +
S-oyphimurium aro” CTB (Vibrio cholenae) Célera +
S.typhi aro * Antigeno O (Vibrio cholerae) Célera +
S.typhi ar ™ * Antigeno O de Shigella flexneri Diarréia +
S. typhimurium cya crp Proteina pre-S do virus da Hepatite B 3

Quadro 2 - Alguns antigenos expressos por linhagens vacinais de Salmonella
Nota: Adaptado de Garmory, Brown e Titball, 2002, e de Almeida et al., 2002.

(1) Contra o antigeno heterdlogo
*Testes clinicos em humanos
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com o gene lacZ de Escherichia coli sob o con-
trole do forte promotor citomegalovirus (CMV).
Isto induziu forte resposta imunoldgica especi-
fica contra b-gal nos animais vacinados. No
mesmo estudo, uma linhagem de Salmonella
carregando o gene llo sob controle do promotor
CMV foi capaz de induzir respostas humorais e
celulares contra a listeriolisina, em camundon-
gos imunizados pela via oral, proporcionando
protecdo contra a Listeria monocytogenes. Essa
possibilidade de administrar vacinas de DNA
utilizando Salmonella foi confirmada por um
estudo de Paglia e colaboradores (1998) no qual
a vacinagdo com uma S. typhimurium aro- carre-
gando um plasmideo com o gene lacZ induziu
protecdo contra uma linhagem celular de
fibrossarcoma produtora de b-gal. Essa protei-
na funcionou como um antigeno associado ao
tumor, e os camundongos vacinados, que pro-
duziram anticorpos especificos contra b-gal,
mostraram resisténcia aumentada ap6s o desa-
fio com o fibrossarcoma lacZ *.

Embora a Salmonella permanega presa no
fagolisossomo, tanto Darji e colaboradores
(1997) quanto Paglia e colaboradores (1998)
relataram altos niveis de atividade dos genes re-
porteres lacZ ou GFP (“green fluorescent
protein”), ap6s a administracdo de suas respec-
tivas linhagens carreadoras de DNA (SHATA et
al., 2000). Nosso grupo de trabalho esta reali-
zando, na UFMG, ensaios de imunizagédo oral
de camundongos Swiss com uma linhagem aro-

de S. typhimurium carreadora de uma vacina de
DNA que contém o gene Sm14 de Schistosoma
mansoni sob controle do promotor CMV. As
nossas observacdes preliminares também indi-
cam expressao do antigeno heterélogo nas célu-
las hospedeiras infectadas pela Salmonella (da-
dos ndo publicados). Diversos outros trabalhos
também vém utilizando Salmonella como
carreadora de vacinas de DNA (QUADRO 3).

BIOSSEGURANCA ASSOCIADA AO
USO DE LINHAGENS VACINAIS DE
SALMONELLA

As linhagens bacterianas utilizadas para
a geracdo de protdtipos vacinais devem exibir
um perfil de seguranga adequado. Quando séo
usados patogenos atenuados, existe a possibili-
dade de reversdo a forma virulenta e, portanto,
a estabilidade do fenotipo atenuado deve ser
garantida. Esta estabilidade pode ser conseguida
através da selecdo de loci génicos especificos cuja
inativacdo resulte em atenuagdo da linhagem.
Adicionalmente, dele¢Bes independentes devem
ser introduzidas em dois ou mais destes genes.
Isso poderia eliminar o risco de reversdo a viru-
Iéncia devido a eventos de recombinacdo ou de
transferéncia génica horizontal. A linhagem ate-
nuada Ty21a galE de Salmonella typhi é licenci-
ada para uso em humanos e, desde seu isola-
mento por mutagénese quimica no inicio da

Linhagem Antigeno Doenga Resposta imune
S. yyphimurium aro’ Listeriolisina (Listeria monocytogenes) Infeco Humoral e celular
intestinal
S. yyphimurium aro” Antigeno de superficie do virus da Hepatite B Humoral e celular
hepatite B

S. eyphimurium aro” Glicoproteina D do virus da herpes Herpes Humoral e celular
S. yphimurium aro” ESAT-6 (Mycobacterium tuberculosis) Tuberculose .-

S. yyphimurium aro” Peptideo NS3 do virus da hepatite C Hepatite C Celular

S. yyphimurium aro’ HIV-1 Env AIDS Celular

Quadro 3 - Antigenos ja testados para o desenvolvimento de vacina de DNA utilizando Salmonella

Nota: Adaptado de Garmory, Brown e Titball, 2002.
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década de 70, ndo foram identificadas bactérias
que reverteram para a forma selvagem
(MEDINA,; GUZMAN, 2001; GARMORY;
BROWN; TITBALL, 2002; ALMEIDA, et al.,
2002).

Outra questdo de seguranga a ser consi-
derada é que a expressdo de determinados
antigenos vacinais por organismos comensais ndo
patogénicos ou microrganismos ambientais po-
deria aumentar sua viruléncia para grupos hu-
manos ou animais. Neste contexto, a liberagdo
de um vetor vacinal contendo genes antigénicos
poderia representar risco ambiental. Portanto, é
necessario estabelecer sistemas que minimizem
a possibilidade de transferéncia génica horizon-
tal das linhagens vacinais para os membros da
microbiota mucosa ou para microrganismos do
ambiente. Isto pode ser conseguido utilizando-
se diferentes estratégias tais como a incorpora-
¢do de sistemas letais condicionais (MEDINA,
GUZMAN, 2001).

CONCLUSAO

As linhagens atenuadas de Salmonella ja
se mostraram eficazes para a expressdo e admi-
nistracdo de antigenos heter6logos e como

Live oral vaccines using salmonella

Abstract
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carreadoras de vacinas de DNA. Com a crescen-
te caracterizacdo de linhagens bem toleradas e o
desenvolvimento de sistemas de clonagem e ex-
pressdo que aumentem a sua imunogenicidade,
as salmonelas vém se tornado cada vez mais pro-
missoras nos ensaios clinicos de novas vacinas.

A demonstracdo em modelos animais de
que as vacinas bivalentes de Salmonella possu-
em a capacidade de induzir resposta imunoldgica
protetora contra uma variedade de pat6genos
abre um novo espectro de possibilidades para a
vacinologia atual, principalmente em relacéo a
busca de vacinas contra parasitos eucariotos.
Além disso, ja foi observada a habilidade que
estas vacinas possuem de induzir imunidade
antitumoral.

Atualmente, uma possibilidade que vem
sendo vislumbrada é a de produzir linhagens
vacinais de Salmonella trivalentes. Tais vacinas
poderiam conferir imunidade contra as
salmoneloses, contra um antigeno heter6logo
expresso pela Salmonella e contra um antigeno
codificado pela vacina de DNA. Desde ja, essa
tecnologia se mostra promissora e oferece um
novo e excitante campo de pesquisa na area das
vacinas mucosas.

The first attenuated Salmonella strains were developed some years ago in order to be used as live oral

candidate vaccines against typhoid fever. In the beginning, the mutations responsible for the attenuated
phenotype were unknown, however, with the accumulation of knowledge about the genetics of virulence,
new genetically defined attenuated strains became available. Many strains of S. enterica serovar Typhimurium
and S. enterica serovar Typhi were carefully studied concerning their ability to induce immune response in
humans and animals. As the use of vaccine strains has expanded with the development of efficient cloning
and expressing systems, the production and delivery of antigens from different pathogens have become more
and more available. Lately, the use of Salmonella as the DNA carrier has been one of the most promising
technologies as far as DNA vaccines are concerned. All this progress in the studies with the Salmonella
vaccine strains shows their potential for new vaccines production against infectious disease, parasitic disease
and even against cancer, in a near future.

Keywords: Salmonell. Attenuated strains. Live oral vaccines. Heterologous antigens. DNA vaccine. Biosafety.
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