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Resumo

PEGORARO, Henrique. Efeito da suplementagdao com Hermetia illucens na
resposta imune e protecao contra linfadenite caseosa em camundongos
vacinados com rNanH 2025. 91f. Dissertacado (Mestrado) - Programa de Pds-
Graduacao em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A linfadenite caseosa (LC) € uma doenga cronica que afeta ovinos e
caprinos mundialmente e €& causada pela Dbactéria gram-positiva
Corynebacterium pseudotuberculosis. Mesmo ja estabelecidos, os métodos de
tratamento existentes ainda sdo considerados ineficazes e caros, e embora a
vacinacao seja a melhor estratégia para controlar a LC, as vacinas comerciais
disponiveis apresentam baixa eficacia e reagbes adversas, o que torna
importante a busca por novos alvos e formulagdes vacinais que sejam mais
seguras e econdmicas. Juntamente a vacinagao, suplementagdo dos animais
com componentes bioativos capazes de ter agdo imunomodulatoria podem
melhorar a resposta das vacinas. Diante disso, o presente estudo avaliou a
resposta imune humoral e protegcdo apds vacinagdo de camundongos com a
proteina rNanH em conjunto com ragao suplementada com farinha de Hermetica
illucens. Para tal, a proteina rNanH foi expressa em E. coli, purificada e
caracterizada por Western blot. Foram utilizados 40 camundongos Balb/c,
divididos em 4 grupos, em que o grupo 1 (G1) e o grupo 2 (G2) receberam 200
ML de solucgéao salina enquanto o grupo 3 (G3) e o grupo 4 (G4) receberam duas
doses de 200 pL contendo 50 pg de rNanH e 7,5 pg de saponina como adjuvante.
G2 e G4 estavam sob constante alimentacao de ragao suplementada. Apés 21
dias da segunda dose, os animais foram desafiados com cepa patogénica de C.
pseudotuberculosis MIC-6. Amostras de sangue foram coletadas para o ELISA
indireto. Para automatizar a analise estatistica, foi desenvolvido um Software
denominado de CLARA. G4 obteve niveis elevados de IgG1 e uma diminuicéo
de IgG2a quando comparado ao G3. A sobrevivéncia de G3 e G4, 80% e 70%,
respectivamente, enquanto o G2 obteve um aumento de sobrevivéncia quando
comparado ao G1. Mesmo havendo uma indugdo do tipo Th2, a racao
suplementada parece ter contribuido para uma melhora na resposta imune inata.
Para perspectivas futuras, se espera analisar a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias e outras aplicagdes imunomodulatorias.

Palavras-chave: Imunogenicidade, Neuramidase, Humoral, Celular, Ragao



Abstract

PEGORARO, Henrique. Effect of Hermetia illucens supplementation on
immune response and protection against caseous lymphadenitis in mice
vaccinated with rNanH 2025. 91f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pds-
Graduacgao em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Caseous lymphadenitis (CLA) is a chronic disease that affects sheep and
goats worldwide and is caused by the gram-positive bacterium Corynebacterium
pseudotuberculosis, characterized by the formation of abscesses in lymph nodes.
Even established treatment methods are still considered ineffective and
expensive, and although vaccination is the best strategy for preventing and
controlling CLA, available commercial vaccines have low efficacy and adverse
reactions, making it important to search for new targets and vaccine formulations
that are safer and more economical. Along with vaccination, the diet based on
Hermetia illucens presented several bioactive components  with
immunomodulatory capacity. The present study demonstrates the concentration
of specific antibodies after vaccination with recombinant NanH protein in
conjunction with a supplemented feed. For this, the rNanH protein was expressed
in E. coli, purified, and characterized by Western blot. For in vivo experimentation
40 Balb/c mice were used, divided into 4 groups, in which group 1 (G1) and group
2 (G2) received 200 pL of saline solution while group 3 (G3) and group 4 (G4)
received two doses of 200 pL containing 50 pg of rNanH and 7.5 ug of saponin
as an adjuvant. G2 and G4 were under constant supplementation with feed. After
21 days of the second dose, the animals were challenged with the pathogenic
strain of C. pseudotuberculosis MIC-6. Blood samples were collected for indirect
ELISA. To automate statistical analysis, a software called CLARA was developed.
G4 had high levels of IgG1 and a decrease in IgG2a when compared to G3. G3
and G4 survival rates were 80% and 70%, respectively, while G2 showed an
increase in survival compared to G1. Even with a Th2-type induction, the
supplemented feed appears to have contributed to an improvement in the innate
immune response. For future perspectives, the production of pro-inflammatory
cytokines and other immunomodulatory applications are expected to be
analyzed.

Keywords: Immunogenicity, Neuramidase, Humoral, Cellular
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1. Introducgao Geral

A ovinocaprinocultura se caracteriza pela criagdo de pequenos
ruminantes, ovinos e caprinos, possuindo uma grande importancia comercial
mundialmente (Periasamy et al., 2017). Esse segmento da pecuaria representa
grande parte da renda de pequenos produtores rurais, visto que esses
ruminantes conseguem usufruir de diversos recursos naturais considerados
inadequados para criagao de outras espécies (Aguirre-Riofrio et al., 2020).
Ademais, a ovinocultura possui grande importancia na produgao de carne e 13,
tendo significante contribuicdo na economia local de produtores (Kurukulasuriya
et al., 2022). Entre as praticas agropecuarias brasileiras, a criagdo de pequenos
ruminantes € uma das mais antigas e esta em constante crescimento (Bertuzzi
et al., 2022). Entretanto, diversos fatores impactam negativamente a
ovinocaprinocultura, como doencgas bacterianas, que levam a grandes prejuizos
aos produtores (Dudek et al., 2022).

Corynebacterium pseudotuberculosis é o agente etioldgico da Linfadenite
Caseosa (LC), que acomete pequenos ruminantes mundialmente (Yaacob et al.,
2021). A doencga é caracterizada pela formagado de abcessos nos linfonodos
superficiais, se manifestando usualmente na regido submandibular e glandula
parétida, ou internos, sendo frequentes nos pulmdes e regido mediastinal
(Dorella, Fernanda Alves et al., 2006). E um patégeno gram-positivo intracelular
facultativo, se apresentado de forma pleomorfica, com caracteristicas [3-
hemolitica, em formato de cocos ou bastonetes filamentosos (Guimaraes et al.,
2011). Devido a fatores epidemioldgicos e condigbes sanitarias precarias, a
grande taxa de disseminacado da LC leva a uma necessidade de controle da
doenca (Windsor, 2011).

O controle da LC é dificultado pela sua natureza crbnica e subclinica,
levando a uma alta prevaléncia mundial (Baird; Fontaine, 2007). A disseminagéo
dentro do rebanho acaba ocorrendo de forma elevada devido a praticas de
manejo irregulares, juntamente com o descarte incorreto de residuos
contaminados (Guimaraes et al., 2011). A contaminagao dos rebanhos pela C.
pseudotuberculosis leva a diminuigao da producao de carne, las e leite, além de

acarretar a condenacgao de carcacgas e peles (Faccioli-Martins; Alves; Pinheiro,
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2014). Ja foi relatado a presencga desse agente patogénico em diversos paises,
como Egito (Magdy Selim et al., 2022), Republica Tcheca (Markova et al., 2024)

e Brasil (Alves, José Romero Alexandre et al., 2020).

Ao redor do mundo, a perda econémica relacionada a infecgcéo por C.
pseudotuberculosis vem sendo relatada como um fator agravante para a busca
de novas pesquisas (Dorella, Fernanda Alves et al., 2006). No Brasil a
prevaléncia clinica da C. pseudotuberculosis supera os 30%, sendo encontrado
frequentemente em animais de pequeno porte (Aquino De Sa et al., 2018; Alves,
José Romero Alexandre et al., 2020). Para a diminuicao de infec¢des por LC se
faz necessario a utilizagado de vacinas disponiveis comercialmente (Guimaraes
etal., 2011).

As vacinas disponiveis no mercado sdo baseadas em tecnologias da
vacinologia tradicional, como bacterinas, toxdides e bactérias vivas atenuadas
(De Pinho et al., 2021). Apesar da ampla disponibilidade de vacinas comerciais,
a protecéao oferecida por elas acaba sendo incompleta, deixando os animais sob
risco de desenvolverem abcessos superficiais e profundos (Sohier et al., 2017).
Tendo isso em vista, diversas estratégias estdo sendo exploradas e aprimoradas

para melhorar os niveis de protecao vacinal (De Pinho et al., 2021).

Entre as técnicas de vacinacdo experimentais desenvolvidas podemos
destacar as vacinas vivas atenuadas, levando a uma resposta imune humoral
gerada por uma cepa naturalmente atenuada de C. pseudotuberculosis (Vale et
al., 2016). Entre as formulagdes vacinais experimentais, aquelas que utilizam
subunidades proteicas recombinantes estdo emergindo como estratégias
promissoras, devido a sua capacidade de ativar uma resposta imunoldgica Th1
(Droppa-Almeida et al., 2021). Em uma vacina contendo a proteina rCP09720,
se observou elevados niveis de anticorpos IgG1 e IgG2a, além de demonstrar
uma taxa de protegao de 58,3% (Brum et al., 2017). Considerando as vantagens
na utilizagéo de antigenos recombinantes, se faz necessario o uso de proteinas

especificas de C. pseudotuberculosis (Scholl et al., 2023).

A proteina neuramidase H (NanH) é considerada um fator de viruléncia
em bactérias patogénicas (Brown, Corrie C; Olander; Alves, 1987; Ziech et al.,

2019). Também conhecida como sialidase, a NanH reconhece e remove acidos
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sialicos da superficie celular hospedeira, auxiliando na invasao bacteriana
(Llanco; Nakano; Avila-Campos, 2015). Em certos casos, sialoconjugados
podem ser incorporados pelo patégeno, disfargcando seus antigenos e evitando

reconhecimento pelo sistema imunoldgico (Santana-Jorge et al., 2016).

Além da utilizagdo das proteinas recombinantes, a suplementagao
alimentar a partir de insetos ja demonstrou induzir uma resposta imune
adaptativa em diversos animais, como frangos de corte e tilapia (Devic et al.,
2018; De Souza Vilela et al., 2021). Dentre os insetos usados na suplementacéo,
se destaca a larva de Hermetia illucens como uma das melhores alternativa
devido ao seu pequeno ciclo de vida, alto numero de ovos e condigdes de criagcao
simplificada (Muller; Wolf; Gutzeit, 2017). A H. illucens necessita de adaptacgdes
em seu sistema imune devido a sua alimentacao diversificada, imprevisivel e
repleta de diversos tipos de contaminacdes bacterianas (Vilcinskas, 2013). Ja foi
demonstrado trés partes cruciais da larva para uma resposta imunomodulatéria,
sendo esses os peptideos antimicrobianos (PAMs), acido dodecanoico e a

quitina (Koutsos; Modica; Freel, 2022).

Nesse contexto, objetiva-se melhorar a resposta imune humoral de
camundongos Balb/c a utilizando as vacinas de subunidade contendo a proteina
NanH recombinante, em conjunto com uma alimentagédo suplementada com H.

illucens.
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2. Revisao Bibliografica
2.1 Ovinocaprinocultura

A ovinocaprinocultura compreende a criagdo de ovinos e caprinos, com a
finalidade de obter produtos como carne, leite e 1a (Teixeira et al., 2020). A
criacdo destes pequenos ruminantes apresenta caracteristicas atrativas,
especialmente pela capacidade dos ovinos de se adaptarem a uma ampla
variedade de sistemas de producdo, bem como a diferentes condi¢cdes
ambientais, incluindo regiées umidas e aridas (Bhatt; Abbassi, 2021). Caprinos
compartilham certas caracteristicas de criagao, podendo ocupar locais com baixa
disponibilidade nutritiva, regides montanhosas e regides aridas e semiaridas
(Simées et al, 2021). Mundialmente a ovinocaprinocultura conta com
aproximadamente 1.173 milhdes e 1.003 milhées cabegas de ovinos e caprinos,

respectivamente (Mazinani; Rude, 2020).

A producao de pequenos ruminantes em paises em desenvolvimento tem
demonstrado diversos impactos econdémicos positivos na ultima década. Em
regidbes como o Sudeste Asiatico, por exemplo, a ovinocaprinocultura tem
contribuido significativamente para o aumento da renda familiar e para o
fortalecimento da seguranca alimentar (Bush, 2024). De forma semelhante, na
América Latina e no Caribe observa-se um crescimento na populagdo de
caprinos, refletindo a valorizacdo dessa atividade em areas com condicdes
adversas. Por outro lado, a populagao de ovinos nessas regides apresentou uma
tendéncia de reducéo, possivelmente associada a fatores como preferéncias de
mercado, manejo e adaptacdo ambiental (Meza-Herrera et al., 2022). No Brasil,
0 manejo desses animais € considerada uma das praticas pecuarias mais
tradicionais, apresentando crescimento continuo nos ultimos anos (Bertuzzi et
al., 2022).

O Brasil possui atualmente um rebanho de 21,5 milhdes de ovinos € um
rebanho de 12.3 milhdes de caprinos, sendo o Nordeste responsavel por
aproximadamente 48.2 % e 65,8 % de ovinos e caprinos, respectivamente
(IBGE, 2023). Dentre os estados nordestinos, o Sergipe demonstrou que a
criacdo de caprinos ocorre majoritariamente por pequenos produtores rurais

(Carvalho et al., 2020). No Piaui, os sistemas extensivos de criagao predominam,
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com algumas praticas de saude implementadas (Silva, R.A.B. et al., 2011).
Dentro do estado do Rio Grande do Sul a distribuicdo geografica de ovinos se
concentra nas regides Sudoeste e Sudeste, ja os caprinos se encontram bem
distribuidos em todas as regides do estado (SEPLAG/RS, 2020). Nos ultimos
anos, tem-se visto uma profissionalizagdo maior juntamente com melhores
condigbes sanitarias (Guimaraes et al.,, 2011). Contudo, desafios persistem,
incluindo deficiéncias na gestdo de alimentacdo e na adogdo de novas
tecnologias, além da prevaléncia de infec¢gdes patogénicas (Carvalho et al.,
2020; Dudek et al., 2022). Dentre as diversas infecgdes que acometem esses
rebanhos, a Linfadenite caseosa € uma enfermidade que resulta em grandes

perdas econdmicas (Brundage; Burmayan, 2021).
2.2 Linfadenite caseosa

A Linfadenite caseosa (LC) gera perdas econémicas significativas nos
rebanhos tanto de formas diretas, pela condenag¢ao de carcacgas, redugao na
producao de leite e |14, quanto de formas indiretas pelo aumento nos custos de
cuidados veterinarios. Essa doenca se apresenta na forma de abcessos nos
orgaos e em linfonodos periféricos e viscerais do animal infectado (Singh et al.,
2014; Dopud et al., 2024). Essa enfermidade infecciosa crénica em pequenos
ruminantes € causada pela Corynebacterium pseudotuberculosis (Baird;
Fontaine, 2007).

2.21 Corynebacterium pseudotuberculosis

C. pseudotuberculosis sdo bactéria Gram-positivos, imodveis,
intracelulares facultativas, ndo-esporulantes, que se manifestam em filamentos
ou cocos com tamanho entre 0,5 ym — 0,6 pm por 1,0 ym — 3,0 um. A bactéria &
anaerdbica facultativa, com crescimento ideal a uma temperatura de 37 °C e um
pH entre 7,0 e 7,2. Em meio sdlido, se apresentam de forma seca e com uma
coloracao palida e fragil, ja em meio liquido ocorre a formagao de aglomeragdes
granulosas (Dorella, Fernanda Alves et al., 2006; Baird; Fontaine, 2007; Guedes
et al., 2015; Parise et al., 2021).

O patdgeno é classificado em dois biovares, biovar equi, acometendo

em sua maioria cavalos, causando a infeccdo denominada de linfangite
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ulcerativa, e o biovar ovis, que se apresenta em ovinos e caprinos (Guimaraes
et al., 2011). A classificagdo de cada biovar é definida pelas suas propriedades
bioquimicas. O biovar equi € nitrato redutase positiva e apresenta sensibilidade
a estreptomicina, ja o biovar ovis por outro lado ndo consegue fazer a reducgao
de nitrato a nitrito e apresenta resisténcia a estreptomicina (Barba et al., 2015;
Santos et al., 2022). Ambos os biovares sdo urease e catalase positivas e
fermentam glicose e ribose, sem apresentar a produgéo de gases como produto,
e ambos nao conseguem digerir caseina e hidrolisar gelatina (Muckle; Gyles,
1982). Cerca de 80% dos isolados conseguem fermentar maltose, mas néo

outros carboidratos, como manose, sacarose e lactose (Guedes et al., 2015).

A C. pseudotuberculosis acomete diversos hospedeiros além de
caprinos e ovinos, tais como bufalos, camelideos, bovinos e humanos (Gomide
et al., 2018). Mesmo que sua ocorréncia em humanos seja rara, € importante
reconhecer o seu potencial zoondtico e adotar precaugcdes a0 manusear animais
contaminados (Williamson, 2001). Mundialmente, diversas regides com grandes
rebanhos de ovinos e caprinos demonstram a presenca deste agente etiologico
(Ramos et al., 2022).

2.2.2 Epidemiologia e Transmissao

A prevaléncia mundial de LC ja foi demonstrada em diversos estudos (Fu
etal., 2022). A distribuicado global de C. pseudotuberculosis reflete na distribuicdo
global de rebanhos de pequenos ruminantes, sendo identificadas na Europa,
Australia, América do Sul e do Norte, Africa e Oriente Médio (Mathewos;
Fesseha, 2022). A LC é frequentemente subnotificada em diversos paises, uma
vez que nao ha notificagdo oficializada. Além disso, muitos criadores
desconhecem as implicacbes econémicas da enfermidade e diante da detecgao
de abscessos superficiais nos animais, deixam de buscar orientagao veterinaria,
0 que contribui para a disseminagdo da doenga nos rebanhos (Abebe; Sisay
Tessema, 2015).

No Brasil, a doenga se encontra de forma endémica em algumas regides
do pais, sendo frequentemente encontrado em caprinos e ovinos deslanados,
com uma prevaléncia clinica que supera os 30% (Aquino De Sa et al., 2018;
Alves, José Romero Alexandre et al., 2020). No Nordeste do pais, um estudo
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encontrou uma prevaléncias em ovinos a nivel de rebanho de 93,88% e a nivel
de animal de 37,46% (Alves, José Romero Alexandre et al., 2020). Foi observada
uma prevaléncia sorologica igualmente elevada em rebanhos de caprinos no
estado de Minas Gerais, em que 78,9% dos animais tiveram uma resposta
sorologica positiva e 98% dos rebanhos possuiam pelo menos um animal
soropositivo (Seyffert et al., 2010). Outro estudo no Nordeste reportou 37,9% de
soropositividade em caprinos vendidos em feira de animais (Farias et al., 2018).
Os fatores associados a prevaléncia da LC incluem as praticas de gestao e as

fontes de agua (Alves, José Romero Alexandre et al., 2020).

A LC manifesta em um rebanho quando um animal infectado é introduzido
a um grupo saudavel, permitindo a rapida disseminacéo da bactéria (Guimaraes
et al., 2011). A infeccdo normalmente se da por feridas superficiais, que podem
ocorrer durante procedimentos rotineiros como tosquia ou castragdo, até
ferimentos causados por outros incidentes traumaticos podem causar
disseminagao, permitindo que ovinos contaminados transmitam a bactéria ao
resto do rebanho (Ruiz et al., 2020).

Além disso, outra caracteristica importante do C. pseudotuberculosis é a
sua capacidade de sobreviver no ambiente em diferentes temperaturas, com
capacidade patogénica até trés semanas na palha, dois meses no feno, quatro
meses em tendas de tosquia e mais de oito meses no solo, além disso, a bactéria
ja foi detectada apds cinco meses em locais contaminados com pus oriundo de
abscessos dos animais contaminados (Guimaraes et al., 2011; Torky et al.,
2023).

2.2.3 Patogenicidade, Viruléncia e Imunologia

Mesmo que a patogenia do C. pseudotuberculosis na ovinocaprinocultura
ainda nao tenha sido completamente elucidada, os fatores de viruléncia
essenciais implicados nesse processo ja foram reconhecidos pelas suas funcbes
cruciais de evasdo do sistema imune do hospedeiro, adesdo, invasao,
colonizagdo e propagacao (Guedes et al., 2015). Apos se estabelecer no
hospedeiro, esse patdgeno evade o sistema imune com relativa facilidade,
resultando em infecgdes crbénicas que persistem pela maior parte, ou até toda a
vida do animal (Silva, et al., 2017).
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Apos a infecgdo, o patégeno se dissemina de forma livre, ou dentro de
macrdéfagos, através do sistema linfatico aferente, até linfonodos locais e 6érgaos
internos (Guimaraes et al., 2011). Esse processo de disseminagao se da pela
habilidade do patégeno de infectar macréfagos, induzir morte celular e liberar
novas bactérias (Barral et al., 2022). A bactéria é capaz de se multiplicar dentro
do macrofago e sobreviver a agdo de enzimas do fagolissosomo por mais de 48h
devido a presenga de uma camada lipidica externa (Stefanska et al., 2010;
Guimaraes et al., 2011).

Além de servir como uma barreira fisica, os lipideos de superficie auxiliam
na adesao e facilitam a citotoxicidade localizada (De Oliveira Zamprogna et al.,
2021). Também, ja foi relatado na literatura, uma correlagdo direta entre a
proporcao de lipideos de superficie e o desenvolvimento de abcessos crénicos
(Muckle; Gyles, 1982).

O transporte do patdgeno até o linfonodo drenante que ocorre através de
fagdcitos ou diretamente através da corrente sanguinea, resulta na formagao de
lesbes em outros tecidos do hospedeiro (Selim et al., 2021). O sistema
imunologico do hospedeiro busca limitar a proliferacdo de bactérias nos
macrofagos através do desenvolvimento de piogranulomas, encapsulando
células infectadas por C. pseudotuberculosis (Lopes Bastos, 2012).

A fosfolipase D (PLD), pertencente ao grupo das fosfolipases
heterogéneas, é considerada um dos fatores de viruléncia mais importante da C.
pseudotuberculosis devido a sua capacidade de hidrolisar uma ou mais ligagdes
ésteres no glicerol fosfolipidico (Baird; Fontaine, 2007; Leal et al., 2018). Além
disso, desempenha um papel crucial na propagagao da bactéria do local inicial
da infecgao para outros tecidos do corpo (Guedes et al., 2015).

Além dos lipidios de parede celular e PLD, as proteinas carreadoras de
ferro também sao fatores de viruléncia importantes desse patégeno, onde um
O6peron composto por quatro genes, (fag) A, B, C e D, trabalha em conjunto com
0 gene pld para adquirir ferro, uma fungao essencial, devido a sobrevivéncia e
proliferagdo desse patdogeno dentro de macréfagos (Billington et al., 2002; S3a,
Maria Da Conceigdo Aquino De et al., 2013). A produgao de biofilmes é outro
fator de viruléncia crucial que contribui para a persisténcia da infecgao. Esses
agregados de microcolonias, aderem as superficies biolégicas, fator
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potencialmente atrelado a sua resisténcia a antimicrobianos e biocidas. Os
lipidios superficiais sdo responsaveis pela organizagdo do biofilme, e a
quantidade desses lipidios na membrana celular esta diretamente ligada a
espessura do biofilme desenvolvido e a viruléncia da cepa bacteriana (Jolly,
1966; Guedes et al., 2015).

Macrofago Célula T
IL-3 IFN-y, IL-2
Q
00
Q
Migracdo de O Macréfago
@.

monocitos ativado

Figura 1: Esquema simplificado demonstrando a a¢ao imunoldgica que

ocorre na formagéo de piogranuloma. Fonte: autoria propria.

A infeccao por C. pseudotuberculosis € marcada por trés estagios
distintos, o estagio inicial, o estagio de amplificagdo e o estagio de estabilizagao
(Pepin et al., 1992). O primeiro estagio dura de 1 a 4 dias e se inicia no primeiro
contato do patégeno com o organismo, em que ocorre o recrutamento de
neutrdfilos para o local da infecgcdo e para a drenagem linfonodal. O segundo
estagio, ocorrendo de 5 a 10 dias, € marcada pelo desenvolvimento do
piogranuloma, estrutura de camada espessa composta por células e tecidos
fibrosos, envolvendo células hospedeiras infectadas, para conter a multiplicacéo
de C. pseudotuberculosis. A fase de estabilizacdo ocorre apdés 10 dias e é
caracterizada pela maturacdo e resisténcia do piogranuloma. Além disso, o
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periodo prolongado de incubagao da doenga, que pode durar de 3 a 20 semanas,
apresenta um desafio significativo no manejo de rebanhos, dificultando a
separagdo entre animais saudaveis e infectados, tornando praticamente
impossivel a erradicacao da doencga (Hodgson et al., 1994; Seyffert et al., 2010;
Lopes Bastos, 2012).

A resposta do sistema imunolégico do hospedeiro a infecgao por C.
pseudotuberculosis € multifacetada e engloba mecanismos associados as
respostas imunes inatas e adaptativas (Guimaraes et al.,, 2011). Apos a
infiltrac&o bacteriana, as células imunes, incluindo neutrofilos e macrofagos, séo
recrutadas para o local da infeccdo, dando inicio a sinalizacdo para o
desenvolvimento da resposta adaptativa (Droppa-Almeida et al., 2021). Os
neutréfilos desempenham um papel critico nos estagios iniciais da infecgao,
enquanto o numero de macrofagos no local da infeccdo aumenta
significativamente ao longo do tempo (Torky et al, 2023). Pesquisas
demonstraram a contribuicdo significativa das citocinas TNF-a e IFN-y no
desenvolvimento da resposta imune, pois facilitam a ativacdo de macroéfagos a
partir do local da infecg¢do. As citocinas IL-13 e IL-6, também desempenham um
papel ativo contra a infeccdo (Dorella, Fernanda A et al., 2009; Jesse et al.,
2016).

A formacéao de piogranulomas esta intimamente relacionada as respostas
Th1 e Th2, onde macréfagos e neutréfilos produzem citocinas que auxiliam na
estabilizacdo do piogranuloma e na prevengdo da disseminagdo bacteriana
(Lopes Bastos, 2012). Enquanto o patégeno é facultativo intracelular, uma
resposta Th1 € ideal devido a capacidade do microrganismo de sobreviver dentro
dos fagdcitos. Estudos sugerem que uma resposta imune mista, incluindo niveis
significativos de INF-y e células citotdxicas, proporcionaria étima protegao contra
C. pseudotuberculosis. Uma resposta humoral por si s6 é insuficiente para

proteger o hospedeiro (Guimaraes et al., 2011; Lopes Bastos, 2012).
2.2.4 Diagnostico

Apesar dos avangos na ovinocaprinocultura, ainda existem fatores que
dificultam o crescimento dos rebanhos, como a inadequacido das praticas de

manejo, em condi¢cdes sanitarias precarias e altos niveis de morbidade, que
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auxiliam na disseminacéo da LC, tornando de grande importéncia o diagnéstico

rapido e preciso da doencga (Windsor, 2011; Brundage; Burmayan, 2021).

O diagnéstico pode ser realizado através de um exame clinico do animal
para confirmar a presencga de abscessos (Selim et al., 2021). Durante o exame,
também sao considerados a presenca de febre, inapeténcia e emaciagao, além
do aspecto macroscépico dos exsudatos presentes no interior dos abscessos.
(Motta; Cremasco; Ribeiro, 2010). A identificacdo de C. pseudotuberculosis é
fundamental, uma vez que outros patégenos também podem levar a formagao
de abscesso em pequenos ruminantes. Os piogranulomas causados pelo
microrganismo devem ser diferenciados das lesbes causadas por bactérias
como Actinobacillus lignieresii (actinobacillosis), M. tuberculosis (tuberculosis),
Staphylococcus aureus e Actinomyces pyogenes (Alves, Francisco Selmo

Fernandes; Pinheiro, 1997; Guimaraes et al., 2011).

Atualmente, também é utilizado para o diagndstico de LC a realizagao do
isolamento do microrganismo por meio de cultura bacteriolégica. Porém, a
puncdo do material caseoso pode levar a contaminacdo do ambiente,
representando um grande risco de transmissao para o resto do rebanho (Baird;
Fontaine, 2007; Silva, Wanderson M. et al., 2017).

O método de diagndstico mais utilizado em escala comercial é o sistema
API Coryne, sendo reconhecido pela sua rapidez e praticidade, e se baseia na
realizacao de 21 testes bioquimicos a partir do pus do animal infectado. No
entanto, a aplicagdo do método € limitada, uma vez que alguns animais
acometidos apresentam lesdes internas assintomaticas, dificultando a coleta de
amostras clinicas. (Soto; Zapardiel; Soriano, 1994; Barral et al., 2022). Testes
sorologicos também podem ser efetuados, os quais incluem a inibicdo da
antihemolisina (Brown, Corrie C; Olander; Alves, 1987), aglutinagdo em tubo
(Cameron et al., 1972), hemaglutinagéo indireta (Shigidi, 1979), ensaio de
microaglutinagcao (Menzies, Paula I; Muckle, 1989), detecgao de interferon gama
(IFN-y) por imunoensaio enzimatico (ELISA) (Menzies, P.I; Hwang; Prescott,
2004) e ELISA utilizando células bacterianas, toxinas, sobrenadantes de cultura
ou proteinas secretadas de C. pseudotuberculosis (Ter Laak et al., 1992;
Dercksen et al., 2000; Seyffert et al., 2010).
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A falta de métodos de deteccio definitivos dificulta a erradicacédo da LC
(Dorella, Fernanda Alves et al., 2006). Sendo extremamente necessario o
desenvolvimento de técnicas de tratamento eficazes para prevenir a
disseminagao desse agente infeccioso (Alves, José Romero Alexandre et al.,
2020).

2.2.5 Tratamento e Profilaxia

O tratamento da LC depende da manifestacao clinica da doencga. Para os
casos cutaneos, a abordagem primaria é realizagdo de drenagem estéril dos
abscessos externos dos animais antes da ruptura, evitando a contaminagao do
ambiente e dos manipuladores (Yitagesu et al., 2020). Apds o procedimento, é
importante limpar e cauterizar as feridas com iodo a 10%, e todos os
equipamentos cirurgicos devem ser desinfetados antes e apds o procedimento.
Ferramentas descartaveis utilizadas durante o procedimento devem ser
incineradas e enterradas apés a sua utilizagdo (M. A. Saeed; B. Alharbi, 2014).
Tais procedimentos apresentam limitacdes, uma vez que podem representar
risco de contaminacao para terceiros e ndao sao aplicaveis em formas viscerais
da doencga (Guedes et al., 2015).

Embora C. pseudotuberculosis cultivada in vitro tenha demonstrado
suscetibilidade a antibiéticos como penicilina, tetraciclina e cefalosporina, a sua
eficacia in vivo é limitada (Terab et al., 2021). Isso ocorre devido a espessa
camada de material caseoso que se forma ao redor das células infectadas,
dificultando a agéo desses antibidticos (Delgado Duno et al., 2015). O biofilme
produzido pela bactéria também acaba sendo um fator que diminui a efetividade

dos antibioticos (Sa, Maria Conceigao Aquino De et al., 2021).

Dessa forma, o tratamento com antibidticos pode ser dispendioso e
propenso a falhas para o produtor, por necessitar de altas concentracdes e
longos periodos de administragdao, sem a garantia de efetividade. Sendo assim,
medidas profilaticas, como inspecdes regulares do rebanho, separagdao dos
animais infectados, limpeza das instalagcbes e vacinag¢ao, sdo necessarias para

evitar a propagacgéo da LC dentro de um rebanho (Guedes et al., 2015).
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Tendo isso em vista, a vacinagdo tem se mostrado como a medida
profilatica mais eficaz, ja que uma vez vacinados, o sistema imune do animal
possui anticorpos especificos que combatem o agente infeccioso de forma mais
rapida e eficaz, interrompendo a progressao da doenga (Bezerra et al., 2021;
Dorella et al., 2006).

2.3 Vacinas Comerciais

Atualmente, as vacinas para LC disponiveis comercialmente em alguns
paises se baseiam nas tecnologias de vacinologia tradicional, incluindo toxdides,
bacterinas e bactérias vivas atenuadas (De Pinho et al., 2021). LinfoVac® e 1002
sdo suspensdes de C. pseudotuberculosis liofilizadas, vivas e atenuadas. O
LinfoVac® é amplamente utilizado em caprinos e ovinos, enquanto o 1002 foi
desenvolvido pela Companhia de Desenvolvimento Agricola da Bahia, e é
aprovado pelo Ministério da Agricultura e Abastecimento para produgao e

comercializagao em todo o Brasil (Dorella et al., 2009; De Pinho et al., 2021).

Outra vacina amplamente disponivel se denomina de Glanvac®, contendo
antigenos de multiplos componentes de diferentes bactérias, incluindo
Clostridium perfringens tipo D, Cl. Tetani, Cl. Novyi tipo B, Cl. Septicum e C.
pseudotuberculosis fosfolipase D inativada por formalina, utilizando do adjuvante
de Freund incompleto. A vacinagcao por Glanvac® estimula a produgdo de
anticorpos, protegendo o0s animais contra as bactérias incluidas na sua
formulacdo. Notavelmente, também pode ser administrado a fémeas gravidas, e
atualmente, existem nove variantes dessa vacina disponiveis no mercado
(Faccioli-Martins; Alves; Pinheiro, 2014; BULA GLANVAC, 2021; Smith;
Sherman, 2022).

A vacina Biodectin®, desenvolvida por Fort Dodge, é composta por
toxdides purificados derivados de varias cepas de bactérias Clostridium,
incluindo CI. Septicum, Cl. Novyi, Cl. Tetani, Cl. Perfringens tipo D, culturas
inativadas de Cl. Chauvoei, uma fracao de C. pseudotuberculosis, € um anti-
helmintico chamado moxidectina. Por outro lado, a vacina Caseous D-T® da
Colorado Serum Co. combina uma bacterina e um toxoide de C.
pseudotuberculosis com dois toxoides clostridianos (CI. Perfringens tipo D e CI.
Tetani), enquanto a vacina Case-Bac® também da Colorado Serum Co. utiliza o
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toxéide e a bacterina de C. pseudotuberculosis, mas sem os toxoides
clostridianos (Dorella et al., 2009; De Pinho et al., 2021).

Embora diversas vacinas estejam disponiveis comercialmente, nenhuma
delas confere protegdo completa contra a LC, e animais vacinados ainda podem
desenvolver abscessos superficiais e profundos (Sohier et al., 2017). Além disso,
essas vacinas podem resultar em efeitos adversos como febre, letargia, reducao
da producdo de leite e requerem multiplas doses para alcancar protecao,
necessitando também de um reforgo anual para manter a sua eficacia (Dorella
et al., 2009; De Pinho et al., 2021).

Para criar uma vacina eficaz para a LC, varias estratégias tém sido
exploradas além do aprimoramento das tecnologias existentes. Entre essas
estratégias destaca-se o uso de cepas inativadas de C. pseudotuberculosis,
fragbes celulares bacterianas contendo antigenos, vacinas de DNA, vacinas
vetorizadas e formulagbes contendo proteinas recombinantes (Dorella et al.,
2009; De Pinho et al., 2021).

2.4 Vacinas Experimentais

Entre estratégias desenvolvidas, um estudo contendo uma vacina
vetorizada utilizando do Bacillus Calmete-Guérin recombinante (rBCG) para
expressar antigenos da C. pseudotuberculosis demonstrou niveis
estatisticamente significativos de INF-y e IL-10, citocinas que indicam uma
resposta imune celular contra o patégeno (Leal et al., 2018). Além disso, uma
vacina toxoide eficaz foi desenvolvida utilizando toxina derivada de C.
pseudotuberculosis, demonstrando-se capaz de induzir uma imunidade protetora
em animais desafiados através da resposta de linfécitos especificos (Syame et
al., 2018).

As vacinas vivas atenuadas sdo outro exemplo de estratégia de
vacinagdo. Um estudo demonstrou uma cepa atenuada de C.
pseudotuberculosis capaz de induzir resposta imune humoral e celular em
camundongos BALB/c (Vale et al., 2016). Um estudo mostrou uma resposta

imune fraca e de curta duracao foi induzida, mostrando apenas 16,6% de
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protecdo e induzido somente a produgéo de IFN-y em vacinas de DNA (Brum et
al., 2017).

Outro estudo realizado utilizou o alvo cp1002_RS01850 de C.
pseudotuberculosis, e embora a vacina tenha gerado niveis de IgG totais
estatisticamente significativos, ndo foi capaz de conferir protecdo em animais
desafiados pela cepa virulenta MIC-6 do patogeno (Rezende et al., 2020). Varias
formulagdes de vacinas utilizando subunidades proteicas tém emergido como
estratégias promissoras devido a sua capacidade de ativar tanto a resposta do
tipo Th1 quanto a geragao de linfocitos T citotoxicos (Droppa-Almeida et al.,
2021).

2.4.1 Vacinas de Subunidade

As proteinas recombinantes rSodC e rPLD ja foram utilizadas em uma
vacina de subunidade, demonstrando uma produgéo significativa de anticorpos
IgG imediatamente apds a primeira imunizagdao com rSodC, enquanto a rPLD
induziu uma producéao substancial de IgG 30 dias apds o desafio. (Moreira et al.,
2022). Outro estudo produziu uma vacina contendo a proteina recombinante
CP09720, em que a esterase recombinante foi capaz de gerar niveis elevados
de anticorpos IgG1 e IgG2a, atingindo uma taxa de protegao de 58,3% (Brum et
al., 2017).

Um estudo realizado em 2018 por SILVA e colaboradores (2018),
demonstrou a tecnologia de vacinas recombinantes, no qual rCP01850 e
rCP09720 foram utilizados em combinacdo com rPLD para formar diferentes
formulacdes vacinais. A formulagao vacinal composta por rPLD + rCP01850,
usando saponina como adjuvante apresentou protegcao parcial em 50% dos
animais desafiados, além de altos niveis de IgG total. Notavelmente, esse grupo
também apresentou alta produgdo de IgG2a, indicando uma resposta do tipo
Th1, caracterizada por aumento da produgéao de citocinas TNF-a e IFN-y (Silva,
et al., 2018).

Técnicas de bioinformatica sdo amplamente realizadas para facilitar a
identificacdo de potenciais alvos vacinais, oferecendo diversas vantagens como

reducdo do tempo e custo na busca por novos alvos. Uma abordagem que
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emergiu desses recursos € a vacinologia reversa, que emprega ensaios in silico
para identificar novos alvos imunogénicos (Droppa-Almeida; Franceschi;
Padilha, 2018).

2.4.1.1 NanH
A proteina NanH, também conhecida como sialidase, € uma
neuraminidase bacteriana que possui peso molecular variavel entre 55 - 60 kDa,
composta por aproximadamente 694 aminoacidos. Contém um peptideo sinal
em sua porgdo N-terminal e um dominio transmembrana em sua por¢ao C-
terminal (Kim et al., 2010; Corréa et al., 2018).

As sialidases sao glicosil-hidrolases que removem residuos terminais de
acido sialico dos glicoconjugados, e pertencem a uma classe de proteinas
encontradas em uma variedade de organismos, incluindo virus, protozoarios e
bactérias (Llanco; Nakano; Avila-Campos, 2015). Em bactérias patogénicas,
sialidases sao consideradas fatores de viruléncia, pois reconhecem e removem
os acidos sialicos da superficie das células hospedeiras, auxiliando na invasao
bacteriana. Essas proteinas também podem desempenhar um papel nutricional,
fornecendo acido sialico como fonte de energia para as bactérias (Ziech et al.,
2019). Certos patégenos podem incorporar sialoglicoconjugados e exibi-los as
células hospedeiras, e evitando o reconhecimento pelo sistema imunoldgico. A
localizacdo na membrana da C. pseudotuberculosis dessa proteina aumenta seu
potencial como candidata a vacina, facilitando o reconhecimento de antigenos

pelas células imunes (Vimr, 1994; Santana-Jorge et al., 2016).
2.5 Hermetia illucens

Além da vacinagdo, a suplementacao a partir de alguns insetos ja
demonstraram grande potencial imunomodulador devido a presenga de alguns
compostos bioativos (Mohamed et al., 2024). A mosca soldado-negro, também
denominada de Hermetia illucens, possui adaptagdes fisioldgicas que permite
com que ela seja utilizada em diversas aplicagcbes. A sua larva é capaz de
converter com eficiéncia material organico em biomassa (Muller; Wolf; Gutzeit,
2017). O intestino médio da larva, crucial para a plasticidade dietética,
compreende regides distintas com niveis de pH especificos e células
especializadas para digestao, absorcao e defesa contra uma gama de patégenos
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(Bruno et al., 2019). Essas larvas produzem peptidios antibacterianos e tém
elevada tolerancia a micotoxinas, o que aumenta a sua capacidade de prosperar

em diversos substratos (Sverguzova et al., 2021).

As larvas de H. illucens apresentam uma notavel capacidade de
bioconversao de varios tipos de residuos organicos, como residuos solidos de
ambientes urbanos e agricolas (De Filippis et al., 2024; Namira; Afifah; Pratama,
2024). Sua eficacia € atribuida a um sistema digestivo altamente adaptavel e a
uma microbiota associada, que lhes permite processar substratos com diferentes
composic¢des de nutrientes (De Filippis et al., 2024). As larvas tém a capacidade
de diminuir significativamente a quantidade de residuos, gerando uma biomassa
util com alto teor de proteinas e lipidios, podendo ser utilizada na alimentacao
animal (Jucker et al., 2020; Surendra et al., 2020).

2.5.1 Larva como alimento

As larvas de H. illucens emergiram como uma promissora fonte alternativa
de proteina na producao sustentavel de alimentos para animais, particularmente
para aves. Estudos demonstraram que a incorporacido dessas larvas em dietas
de frangos de corte pode melhorar o desempenho de crescimento, a converséo

alimentar e o rendimento das carcacgas (Salahuddin et al., 2024).

O perfil nutricional das larvas de H. illucens é comparavel as fontes de
proteina convencionais, como a farinha de peixe e a farinha de soja, com alto
teor de proteina e um conteudo equilibrado de lipideos (Cetingul; Shah, 2022). A
farinha desengordurada pode ser incluida até 100 g/kg nas dietas de frangos de

corte sem afetar negativamente a qualidade da carne (Gasco et al., 2019).

Os lipidios das larvas estao presentes em grandes quantidades em dois
estagios do seu desenvolvimento, no ultimo instar e no pré-pupa, podendo ser
utilizados na producao para ragdes animais (Franco et al., 2021). As larvas
também possuem substancias bioativas com potenciais aplicagdes imunoldgicas
(Maller; Wolf; Gutzeit, 2017).
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Duracdo: 10 dias & meses

|
’ ADULTO
Duracdo: 5 a 8 dias

il

OVOS
Quantidade: 500 a 900

ESTAGIO PRE-PUPA Tempo para eclosdo: aprox. 4 dias

Duracdo: aprox. 7 dias

Ciclo de vida da

Mosca Soldado

5 estagios
Duracdo: 13 a 18 dias

Figura 2: Ciclo de vida da mosca H. illucens (Silva et al., 2024)

2.5.2 Componentes imunomoduladores

Estudos recentes identificaram varios compostos imunomoduladores nas
larvas de H. illucens com potenciais aplicagdes na saude animal. Foi descoberto
um novo polissacarideo, o dipteros-BSF, em inglés Black Soldier Feed, que ativa
as respostas imunitarias inatas em macréfagos de camundongos através da
sinalizacado de receptores Toll-like (Ali et al., 2019). Ja foram demonstradas
diversas partes cruciais da larva para uma resposta imunomodulatéria, como os
PAMs, acido dodecanoico e quitina (Koutsos; Modica; Freel, 2022).

Os PAMs sdo componentes da resposta imune inata dos insetos, que
inibem a invasdo de suas células por meio da destruicdo da membrana dos
patégenos(Brown, Greg et al., 2008). O acido dodecanoico apresenta um grande

potencial nutricional, além de servir como um inibidor de fatores de viruléncia, da
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formacao de biofilme e da membrana (Ruzin; Novick, 2000; Harlystiarini et al.,
2019; Kumar et al., 2020). A quitina, o segundo polimero mais abundante na
natureza, tem como produto a quitosana, que por sua vez ja se demonstrou como
um agente antibacteriano, através da inibicao da proliferacdo bacteriana (Yu et
al., 2019).

O acido laurico, outro acido graxo predominante nessas larvas, apresenta
grande atividade antimicrobiana (Koutsos; Modica; Freel, 2022). O sistema
imunitario robusto da larva, adaptado ao seu habitat rico em microbios, inclui
hemocitos e componentes humorais, como fenoloxidase (Zdybicka-Barabas et
al., 2017). Além disso, esses mesmos peptideos induzidos pela imunizagdo com
probidticos a partir da larva mostraram uma forte atividade antibacteriana em
concentragdes minimas inibitérias de 150 pg/mL (Choi, Won Hyung et al., 2018).

Estudos em frangos e codornizes demonstraram que o extrato ou a farinha
de larvas de H. illucens melhorou a imunidade humoral e celular, incluindo um
aumento nos niveis de anticorpos, frequéncia de linfécitos T CD4+ e atividade
de lisozima no soro desses animais (Choi, In-Hag et al., 2018; Lee et al., 2018).
O substrato dessas larvas influenciou as suas propriedades imunoestimulantes,
mas aquelas alimentadas com restos de peixe apresentaram uma atividade de

lisozima maior no soro das codornizes (Pasotto et al., 2020).
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3. Hipébtese e Objetivos
3.1 Hipotese

A suplementagdo com H. illucens aumenta a resposta humoral
induzida a partir da estratégia vacinal de subunidade recombinante a partir da

proteina NanH em camundongos.

3.2  Objetivo geral

Avaliar a proteina rNanH de C. pseudotuberculosis expressa em
E. coli como vacina de subunidade recombinante em conjunto com a ragéo
contendo Hermetica illucens para a resposta humoral contra linfadenite caseosa

em camundongos.

3.3 Objetivos especificos

- Expressar e purificar a proteina rNanH (pAE/nanH) em E. coli;

- Produzir racéo a partir de Hermetica illucens;

- Imunizar camundongos BALB/c com a formulagao vacinal,

- Avaliar as respostas imune humoral induzida pela vacina

recombinante juntamente com a suplementagéo da ragao de H. illucens;

- Avaliar a protegao conferida apds desafio com a cepa virulenta de

C. pseudotuberculosis MIC-6.
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Abstract

Caseous lymphadenitis (CLA) is a chronic disease that affects sheep and
goats worldwide and is caused by the gram-positive bacterium Corynebacterium
pseudotuberculosis, characterized by the formation of abscesses in lymph nodes.
Even established treatment methods are still considered ineffective and
expensive, and although vaccination is the best strategy for preventing and
controlling CLA, available commercial vaccines have low efficacy and adverse
reactions, making it important to search for new targets and vaccine formulations
that are safer and more economical. Along with vaccination, the diet based on
Hermetia illucens presented several bioactive components  with
immunomodulatory capacity. The present study demonstrates the concentration
of specific antibodies after vaccination with recombinant NanH protein in
conjunction with a supplemented feed. For this, the rNanH protein was expressed
in E. coli, purified, and characterized by Western blot. For in vivo experimentation
40 Balb/c mice were used, divided into 4 groups, in which group 1 (G1) and group
2 (G2) received 200 pL of saline solution while group 3 (G3) and group 4 (G4)
received two doses of 200 pL containing 50 ug of rNanH and 7.5 pg of saponin
as adjuvant. G2 and G4 were under constant supplementation with feed. After 21
days of the second dose, the animals were challenged with the pathogenic strain
of C. pseudotuberculosis MIC-6. Blood samples were collected for indirect ELISA.
To automate statistical analysis, a software called CLARA was developed. G4
had high levels of IgG1 and a decrease in IgG2a when compared to G3. G3 and
G4 survival rates were 80% and 70%, respectively, while G2 showed an increase
in survival compared to G1. Even with a Th2-type induction, the supplemented
feed appears to have contributed to an improvement in the innate immune

response.

Keywords: Immunogenicity, Neuramidase, Humoral, Cellular
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Introduction

Corynebacterium pseudotuberculosis is the etiological agent of Caseous
Lymphadenitis (CLA), which affects small ruminants worldwide (1). The disease
is characterized by the formation of abscesses on superficial lymph nodes, or
internal lymph nodes, (2). Due to epidemiological factors and poor sanitary
conditions, the high rate of CLA spread necessitates strong disease control (3).
Around the world, economic losses related to C. pseudotuberculosis infection
have been reported as a factor necessitating new research (2). In Brazil, the
clinical prevalence of C. pseudotuberculosis exceeds 30%, and it is commonly
found in small ruminants (4,5). To reduce CLA infections, the use of commercially

available vaccines is necessary (6).

The vaccines available on the market are based on traditional vaccinology
technologies, such as bacterins, toxoids, and attenuated live bacteria (7). Despite
the wide availability of commercial vaccines, the protection they offer is
incomplete, leaving animals at risk of developing superficial and deep abscesses
(8). With this, various strategies have been explored and improved to enhance

vaccination protection levels (7).

Among the experimental vaccination techniques developed, we can
highlight live attenuated vaccines, leading to a humoral immune response
generated by a naturally attenuated strain of C. pseudotuberculosis (9). Among
experimental vaccine formulations, those using recombinant protein subunits are
emerging as promising strategies due to their ability to activate a Th1-type
response (10). In a vaccine containing the rCP09720 protein, elevated levels of
IgG1 and IgG2a antibodies were observed, with a protection rate of 58.3% [20].
Given the advantages of using recombinant antigens, it is necessary to use

specific proteins of C. pseudotuberculosis (11).

Neuraminidase H (NanH) protein is considered a virulent factor in
pathogenic bacteria (12,13). Also known as sialidase, NanH recognizes and
removes sialic acids from the host cell surface, aiding in bacterial invasion (14).
In certain cases, sialoconjugates can be incorporated by the pathogen, mimicking
its antigens and avoiding recognition by the immune system (15). In addition to

the use of recombinant proteins, dietary supplementation using insects has
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already been shown to induce an adaptive immune response in various animals,

such as broiler chickens and tilapia (16,17).

Among the insects used in supplementation, the larvae of Hermetica
illucens can be highlighted as one of the best alternatives due to its short life
cycle, high number of eggs, and simplified breeding conditions (18). H. illucens
requires adaptations in its immune system due to its diverse, unpredictable diet,
which is full of distinct types of bacterial contamination (19). Three crucial parts
of the larvae have been shown to elicit an immunomodulatory response:
antimicrobial peptides (AMPs), dodecanoic acid, and chitin (20). Studies in
chickens and quails demonstrated that the extract or flour of H. illucens larvae
improved humoral and cellular immunity, including increased antibody levels,
CD4+ T lymphocyte frequency, and serum lysozyme activity in these animals
(21,22). The substrate of these larvae influenced their immunostimulatory
properties, but those fed with fish remains showed higher lysozyme activity in

quail serum (23).

In this context, the goal is to improve the cellular and humoral immune
response and the survival of Balb-C mice by using subunit vaccines containing

NanH, in conjunction with a diet supplemented with H. illucens.

Results
Expression and identity of the rNanH protein

The rNanH protein was expressed in E. coli BL21 Star (DE3) and
solubilized in 8 M urea for subsequent purification. Both the 12% SDS-PAGE
(Figure 1), used to visualize the expression of the rNanH protein (Figure 1A), and
the Western blot to confirm its identity (Figure 1B), demonstrated a molecular

weight of approximately 58 kDa.

Evaluation of the humoral immune response

The production levels of specific IgG1 are represented in Figure 2, and

IgG2a antibodies induced by the recombinant vaccines are represented in Figure
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3. The results obtained demonstrated a significant increase compared to the
control groups (G1 and G2) in I1gG1 levels on days 21 and 42 in the groups
containing rNanH (G3) and supplemented rNanH (G4). The rNanH protein group
with supplementation (G4) had the highest levels of IgG1 on day 42 when
compared to the other experimental groups (p < 0.05) (Figure 2A). Regarding the
IgG2a isotype, on day 42, the group containing rNanH with supplementation (G4)

showed a significant decrease compared to the rNanH group (G3) (Figure 2B).

Protective efficacy against challenge

Following the challenge with a virulent MIC-6 strain of C.
pseudotuberculosis, the mice were evaluated by endpoint (24) for 40 days. The
G3 and G4 groups had 80% and 70% survival rates, respectively. In the control
groups, there was a 20% survival rate in group G1 and a 45% survival rate in
group G2. Statistical significance was observed between G1 and vaccinated
groups (G3 and G4) (Figure 3).

Discussion

Caseous Lymphadenitis (CLA) is a globally distributed disease
characterized by abscesses in Ilymph nodes and caused by C.
pseudotuberculosis, a gram-positive, intracellular bacterium that survives within
macrophages and results in significant economic losses for the global sheep and
goat industry (25-27).

In this study, we evaluated the vaccine potential of the C.
pseudotuberculosis NanH recombinant antigen, and animals were supplemented
with feed containing H. illucens in the protection against C. pseudotuberculosis
infection in a mice model (15). Studies have already characterized NanH as a
virulence factor important for C. pseudotuberculosis clearance (28). This surface
protein participates in the adhesion of the pathogen, while also aiding in the
immune evasion, by utilizing sialoconjugates (29). These characteristics make
NanH a promising target for vaccine development.
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Groups G3 and G4 conferred a protection of 80% and 70% respectively,
however the control groups G1 and G2 had a survival rate of 10% and 45%,
respectively. While there was a statistical difference between G1 compared to G3
and G4, G2 did not demonstrate a statistical difference when compared to these
groups. Host genetics play a significant role in animal survival, with studies
showing up to 4-log differences in lethal dose between mouse strains (30).
Genetic mapping has also identified specific loci associated with resistance to
highly pathogenic influenza viruses (30). In carcinogenicity studies,
environmental factors, such as room conditions, can also impact tumor rates and
survival (31). Studies show that Th1-type responses are associated with
resistance to Trypanosoma cruzi infection, where Stat4-deficient mice, which had
an impaired Th1 response, exhibited increased susceptibility and 100% mortality
(32). IL-4-deficient mice, despite showing altered immune responses, did not
exhibit changes in parasite survival rates compared to wild-type mice against
Brugia malayi (33) H. illucens larvae meal has been found to enhance immune
activities and increase survivability of broiler chickens against Salmonella
Gallinarum infection (22). These findings suggest a modest modulatory effect of
Hermetia illucens on the immune response.

IgG subtype production by B cells are closely related to either a Th1 or a
Th2 response (34). IgG1 antibodies have a diverse range of effects that play a
crucial role in immune responses and are usually associated with a Th2 type
response (35). By interacting with Fcy receptors (FcyRs) on immune cells, they
mediate various immunological processes including phagocytosis, cytotoxicity,
and modulation of leukocyte activity (36). IgG2a antibodies on the other hand play
a crucial role in enhancing immune responses through various mechanisms,
being characteristic of a Th1 type response (35). They significantly augment
antibody-dependent cellular cytotoxicity mediated by Natural Killer cells (37),
while also enhancing antigen-specific IgG1 and IgG2a effect (38).

The results shown in experimental groups G1 and G3 confirm the ability of
the recombinant protein to incite a humoral response, when compared to a saline
solution, as previously shown by our research group, being highly characteristic
of a Th1 response (39). G4 demonstrated significant levels of IgG1 and I1gG2a
production, and an increase in IgG1 titers on G4 was observed compared to G3,
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since a higher production of this specific antibody enhances opsonization and
promotes antibody-dependent cytotoxicity (40). Even though IgG2a titers were
higher compared to IgG1, G4 showed a slight decrease in this specific antibody
production compared to G3, demonstrating a slight shift favoring IgG1 production.
Previous studies have demonstrated that a Th1 type response, modulated by
IlgG2a, is superior given the facultative intracellular nature of C.
pseudotuberculosis (9). However, evidence suggests that Th2 cytokines can
enhance protective type-1 immunity against certain intracellular pathogens, such
as Leishmania (41). Furthermore, antibodies produced during humoral immune
responses play a crucial role in modulating Th1 activation through Fc receptors,
facilitating antigen uptake and presentation for improved T-cell responses against
pathogens like Chlamydia and Mycobacteria (42). Consequently, both Th1 and
Th2 type responses could be beneficial against facultative intracellular bacterium
like C. pseudotuberculosis, since cellular immunity is crucial for complete
bacterial clearance and a humoral response can significantly impact pathogen
elimination (43,44).

Saponin-based adjuvants have shown to be beneficial on certain immune
responses, as they stimulate both Th1 immune responses and cytotoxic T-
lymphocyte production, making them suitable for various vaccine types (45).
These adjuvants can enhance both antibody production and cell-mediated
immunity, often at lower doses than other adjuvants (46).

The diverse range of bioactive components present in H. illucens have
already shown to be beneficial as immunomodulators. AMPs are components of
the innate immune response of insects, which inhibit the pathogen invasion by
destroying their membrane (47), and can recruit and activate immune cells, such
as macrophages, lymphocytes, and dendritic cells, while modulating
inflammatory mediators and signaling pathways (48). Chitin, the second most
abundant polymer in nature, produces chitosan, which has been shown to be an
antibacterial agent, inhibiting bacterial proliferation (49), showing the ability to
activate innate and adaptive immune cells, including eosinophils, macrophages,
and Th2 lymphocytes (50). Dodecanoic acid has great nutritional potential and
serves as an inhibitor of virulence factors, biofilm formation, and cell membrane

(51-53). Lauric acid, another predominant fatty acid in these larvae, exhibits
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strong antimicrobial activity (20). Other antimicrobial peptides, including
cecropins, defensins, and atacins, have demonstrated efficacy against various
pathogens in vitro and in vivo (54).

This study revealed a complex immunomodulatory role for dietary H.
illucens. While it enhances baseline innate resistance to C. pseudotuberculosis,
its potent Th2-inducing properties interfere with the generation of an optimal Th1-
mediated adaptive immune response. These findings highlight the critical need to
evaluate nutritional interventions not in isolation, but in the context of their
interactions with specific immunoprophylactic strategies, ensuring that a well-
intentioned supplement does not inadvertently compromise targeted disease

prevention.

Conclusion

Here we constitute an initial screening aimed at identifying promising
applications of H. illucens supplementation in conjunction with vaccination, which
shows that the supplemented feed appears to have contributed to an
improvement in the innate immune response. For future perspectives, the
intention is to conduct pro-inflammatory cytokines analyses and further

immunomodulatory applications.

Materials and Methods
Cultivation of Escherichia coli and C. pseudotuberculosis

E. coli BL21 Star (DE3) and TOP10 strains were cultured in liquid Luria-
Bertani (LB) medium with agitation or LB-agar for 16 h at 37°C, and ampicillin
(100 pg/mL) was added to the E. coli culture when necessary. The pathogenic
strain of C. pseudotuberculosis MIC-6 was cultured in Brain and Heart Infusion
Broth (BHI) or BHI-Agar for 48 hours at 37°C with agitation.
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Expression and purification of recombinant NanH protein

The recombinant protein expression was performed using the pAE/nanH
vector, previously constructed by our group [26], and transformed into E. coli
BL21 Star (DE3) strain by electroporation. The cultures were induced using 1 mM
isopropyl-B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) after they reached an optical
density (ODeoo) between 0.6 and 0.8. The recombinant protein was quantified
using the BCA Protein Assay kit (Pierce), and its expression was confirmed by
Western Blot using the anti-6x-His monoclonal antibody conjugated with
peroxidase (Sigma). The purification was performed using affinity

chromatography on a nickel HisTrap Sepharose (GE) column.

Preparation of feed containing Hermetia illucens

A commercial feed was supplemented with H. illucens flour (10% w/w)
provided by the Nuinset Biotecnologia Company (Pelotas, RS, Brazil) and
distributed to mice in specific groups. For the preparation of this supplemented
feed, a homogeneous mixture of the previously ground commercial feed (9 parts)
and H. illucens flour (1 part) [27] was made, then moistened with distilled water
and subsequently converted manually into pellets with a 0.7mm diameter using
10 mL syringes. After the pelleting process, the supplemented feed was keptin a
heated incubator (42°C for 24 h) until it was completely dry and then stored at

4°C until use.

Determination of the lethal dose 50 (LD50)

The minimum dose of the agent to induce infection, disease pathology,
and manifestation of clinical signs was determined. The lethal dose was
calculated by distributing female BALB/c mice into groups of four and infecting
them via the intraperitoneal route with serial doses [28]. The dilution that results
in the death of 50% of the mice is determined as the LD50, and in the experiment,
two times the LD50 is used (CEEA protocol number 004262/2023-04).
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Immunization scheme in mice with recombinant proteins and

supplemented diet

In this study, the rNanH protein was used, with saponin as an adjuvant and
some groups had their diet supplemented with feed containing H. illucens as
described in Table 1. The formulations were inoculated into 6- to 8-week-old
female Balb/c mice. The animals were divided into four groups of 10 individuals
each and were immunized subcutaneously (S.C.) with two vaccine doses at an
interval of 21 days between immunizations and received supplemented or
standard feed ad libitum. Two groups received the supplemented feed. The
rNanH protein was inoculated at a concentration of 50 ug per dose. Group 1 (G1)
and group 2 (G2) were used as controls and inoculated with 200 L of sterile
saline solution 0.9% (NacCl), while group 3 (G3) and group 4 (G4) were immunized
with 200 uL of a combined solution containing the recombinant protein. Groups
G2 and G4 were supplemented with feed containing H. illucens, as shown in
Table 1.

Blood sample collection

Blood samples were collected via submandibular puncture on day 0 and
one day prior to each vaccination dose, as shown on Scheme 1. Samples were
then centrifuged (3,500 rpm, 15 min) and the resulting serum was stored until use
at -20°C.

Challenge Assay

The challenge containing twice the DL50 of the virulent MIC-6 strain of C.
pseudotuberculosis was conducted 21 days after the last vaccine dose.
Inoculation was performed intraperitoneally, and the animals were observed for
40 days after infection to analyze the parameters defined by the endpoint criteria,

which were weight loss, hair loss, and lethargy exhibited by the animals [26].



44

Evaluation of the humoral immune response

To evaluate the humoral immune response, an indirect ELISA assay was
performed in a 96-well flat-bottom plates (Maxisorp-Nunc) that were plated with
150 ng of our recombinant proteins (rNanH) in bicarbonate buffer (pH = 9.8) per
well and incubated for 16 h at 4°C. The plates were then washed with PBS-T (1x
PBS pH = 7.4; 0.05% Tween 20) three times and blocked for 1 h at 37 °C with
200 pL/well of 5% skim milk powder diluted in PBS-T. They were then washed
with PBS-T three times and 100 uL/well of duplicate mouse serum samples were
added at a dilution of 1:50. After 1 h of incubation at 37 °C, three more washes
with PBS-T were performed, and 100 yL/well of peroxidase-conjugated mouse
anti-lgG (Sigma) at a dilution of 1:5000 was added. After another 1 h incubation
at 37 °C and three washes with PBS-T, 100 pL/well of a developer solution (200
moles ortho-phenylenediamine [OPD, Sigma] diluted in 10 mL citrate-phosphate
buffer pH=7.6 and 50 yL H202) was added. The absorbance was measured at
492 nm using an ELISA plate reader (Mindray) [26].

Statistical analysis

The data was analyzed using R software for Windows and expressed as
mean + standard deviation. A two-way analysis of variance (ANOVA) was used
to calculate differences between levels of IgG production, followed by Tukey's

post-test. The value of p < 0.05 was considered statistically significant.
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Legends
Table 1: Groups and dose contents identification.

Figure 1: (A) SDS-PAGE for evaluation of rNanH protein expression in E. coli.
(1): Pre-stained protein molecular weight marker (BioLabs); (2): Purified rNanH
protein; (B) Western blot for evaluation of rNanH protein expression. (1): Pre-

stained protein molecular weight marker (BioLabs); (2): Purified rNanH protein

Figure 2: Determination of IgG1 (A) and IgG2a (B) levels generated against the
rNanH protein of C. pseudotuberculosis on days 0 (pre-immune), 21 (first
immunization), and 42 (second immunization). The results are presented as the
mean and standard deviation (bars) of absorbance (nm) in the indirect ELISA
assay. Different letters on the same day represent groups with significant
statistical differences in each graph (p<0.05). The graphs were generated using

R software.

Figure 3: Survival curve of Balb/c mice fed a supplemented diet and vaccinated
with rNanH and subsequently challenged with a virulent MIC-6 strain of C.
pseudotuberculosis. The mice were immunized subcutaneously with two vaccine
doses and monitored for 40 days post-challenge. The survival curves were
compared using Fisher's exact test and the log-rank test. (G1) Saline 0,9%, (G2)
Saline 0,9% / H. illucens, (G3) rNanH, (G4) rNanH / H. illucens.



Tables

Table 1
Vaccinated Groups
Group
1st dose 27d dose
G1 Saline Solution 0,9% Saline Solution 0,9%
G2 Saline Solution 0,9%/H. Saline Solution 0,9%/H.
illucens illucens
G3 rNanH/Saponin rNanH/Saponin
G4 rNanH/Saponin/ H. illucens

rNanH/Saponin/ H. illucens
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Abstract

The 96-well plate is a cornerstone of biological research, yet data analysis
remains a significant bottleneck. Manual workflows are time-consuming, error-
prone, and lack reproducibility, while commercial software can be costly and
inflexible. To address these challenges, we developed CLARA (Centralized
Logistic for Assay Reading and Analysis), an open-source, interactive R/Shiny
application designed to automate the entire analysis pipeline. CLARA features an
intuitive graphical interface for click-and-drag well selection, dedicated modules
for analyzing ELISAs and generating BCA standard curves, and integrated
statistical tests with publication-ready visualizations. We demonstrate its utility by
analyzing total IgG from mice vaccinated against caseous lymphadenitis. The
results show that CLARA significantly reduces analysis time compared to manual
methods, ensures full reproducibility, and produces results highly concordant with
the commercial software GraphPad Prism. By providing a free, powerful, and
user-friendly tool, CLARA streamlines assay analysis and promotes open,

reproducible science.

Keywords: Reproducibility, Script, Accessible
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Code Metadata

CUrrent COAe VEISION ..o v1.0
Permanent link to code..........cc.ccccc... https://github.com/HGPegoraro/CLARA
Legal Code LICENSE........uuuii e MIT
Code version SYStEM USEA .........cooiiiiiiiiieiicce e e git
Software code langUaGES ..........cooi i R

Compilation requirements R (4.5.1), RStudio (2025.05.1+513), Rtools (4.5.6608)

Link to developer documentation
......................... https://github.com/HGPegoraro/CLARA/blob/main/README.md

Support email for questions..................ooeeeee. henrique.pegoraro2@gmail.com

Introduction

The 96-well microplate format is widely used for high-throughput screening
assays, such as the measurement of binding interactions, enzyme activity, and
cell proliferation [1]. Image-based reader systems have been extensively
developed for semi-quantitative measurements of these assays, utilizing LED

illumination and k-means clustering for classification [2].

These results, often exported as an excel file, then need to be manually
passed one by one to a program used for statistical analysis, prone to small errors
that strongly impact the results of the study. Furthermore, this stage ends up as
a huge bottleneck in studies utilizing a diverse range of samples. These methods
may also vary between researchers, which leads to a lack of reproducibility that
isn’t easily traced. Commercially available software programs are extremely
powerful due to their wide range of applications. But they tend to be inaccessible
to some researchers due to their paid manor. These applications lack flexibility, a
characteristic of tools that are closed-sourced. They also tend to have awkward

user interfaces, which leads to further complications.
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To address these challenges, we developed CLARA (Centralized Logistic
for Assay Reading and Analysis), an R script designed to automate the entire
analysis pipeline from raw plate reader output to final figures and tables. CLARA

is at its core automated, highly accessible, easily reproduceable and scalable.

Methods and Implementation

CLARA is built in R, using several well-established packages, such as
Shiny, DT and sortable allowing highly interactable interfaces. For data handling
the main packages used were readxl, dplyr, tidyr, tibble and jsonlite. Plotting and
graphical visualizations were made using ggplot2 packages. Lastly for statistical

analysis, packages such as emmeans, multcop, fBasics, afex and rstatix.

The user is firstly greeted by a choice of what plate reader was utilized to
export the excel results, seeing as each plate reader program exports its data in
a slightly different manner. This is required so that the right values appear once
the user imports the excel file. Currently, CLARA is divided into two tabs, which

can analyze multiple ELISA assays and design BCA Standard Curve.

Humoral Response Tab

On the side panel, after the user imports an Excel file, the respective well
values are shown in a 96 well grid on the main panel (Figure 1a), where through
click and drag selection, the user can select and name wells, also being capable
of defining which days the samples were collected. Most importantly, the replica
mode can be set between duplicate and triplicate, allowing a more versatile
approach. The ability to name tests allows multiple groups that share the same
name to exist without their values interfering. The user can then set a blank, which
will only be applied to its respective plate. The project can be saved in a .rds file,

allowing the user to resume data analysis after closing the program.

After group selection, a set of useful information, such as group and test
name, well and values, will be presented under the plate interface (Figure 1b),

allowing for easy trace back. As soon as the first group is created, a dynamic
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graph is generated (Figure 1c), where the user can change Y-axis. The groups
and test type can be selected and have their order changed by the user to
generate a final graph (Figure 1c). Currently, three statistical analysis methods,
two-way and one-way ANOVA and Kruskal-Wallis, are available to be chosen.
The significance style can also be changed between Tukey Letters or Asterisks
and bars. If the user requires confirmation of normality, a diagnosis is also
present, which exports the normality values of a specific day to a designated file.
When the user has a dynamic graph with the desired information, it can be saved
in a final graph, that can be exported into a PDF, PNG or TIFF format. Further

information on statistical analysis of this Tab is shown in the console.

BCA Curve Tab

On the side panel, the first two options are identical to those present in the
humoral response tab. After the user imports an Excel file a standard curve
containing 9 points will be drawn on the interface (Figure 2a). The user can then
redefine the values and positions of those points (Figure 2b), being capable of
adding more points and ignoring certain points by selecting them, if desired. After
defining the standard curve, the user can assign a sample to selected wells. The

project can be saved as previously mentioned in the Humoral Response Tab

In the main panel, below the 96 well grid, a BCA Standard Curve with the
points and values previously selected are shown, with a linear regression
summary (Figure 2c). Lastly, after definition of samples, a table containing
average absorbance, Standard Deviation (SD) Absorbance, number of replicas

and interpolated concentration are shown.

Software demonstration

CLARA was already used in an ELISA for total IgG from Balb/c mice
vaccinated with four recombinant proteins against caseous lymphadenitis, a

neglected gram-positive bacterial disease that affects sheep and goats worldwide

3].
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Firstly, the quantification of these proteins was performed inside the BCA
Standard Curve Tab, as shown in Figure 3a and the concentration was given right
after the assembly of the Standard Curve, as shown in Figure 3b. After the
quantification, 6 Excel files where uploaded to the Humoral Response Tab, and
the saline and the recombinant proteins groups were selected, as shown in Figure
4. Which then resulted in a graph as shown in Figure 5a, and groups were ordered
as Saline, B, A, D and C, for demonstration purposes. The one-way ANOVA

option was utilized, using Letters as the Significance Style.

Software Impact

For this analysis, considerably less time was necessary to achieve
previously shown results, as it only requires preparation of plate layout, compared
to manual methods, which required data exportation, copy and paste, calculations
inside Excel, exporting and analyzing data in a commercially available software
program. Moreover, because the main components of the analysis are
automated, it led to fewer analytical errors and are fully reproducible. The data
presented was also evaluated using GraphPad Prism, as seen in Figure 5b, and
both graphs show highly concordant results, confirming the effectiveness of

CLARA against commercial software.

We have presented CLARA, an open-source tool that significantly
streamlines the analysis of 96-well plate data, saving significant time while
improving reproducibility and accuracy. Given its open-source and gratuity
characteristics, it serves as an excellent base for specific 96 well-plate assays,
promoting open science and allowing scientific reproducibility in places with

limited budget.

Conclusion and Future Perspectives

CLARA showed a diverse range of benefits for being an open-source
program, with fast assay input and analysis. Compared to conventional available

programs, CLARA is more attractive given its free nature and readable interface.
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Future perspectives include adding more Tabs of techniques used in a 96 well

plate, centralizing the statistical analysis in one large program.
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Legends

Figure 1: Humoral Response Tab and its Interface. (A) Grid build from data of an
Excel file, showing different days of a group and well concentration. (B) Table
containing columns identified as name of the file, well identification, well value,

and respective Groups, Days and Tests.

Figure 2: BCA Curve Tab and its Interface. (A) Grid build from data of an Excel
file, with a standard curve of 9 points in triplicate showing well and the curve
concentration. The samples are presented in italic. (B) Collapsible menu which
allows users to define all parameters about the Standard Curve. (C) BCA

Standard Curve with a linear regression summary.

Figure 3: Result of a BCA Standard Curve quantification. (A) Grid interface of a
96 well plate containing the defined Standard Curve and samples in triplicate. (B)

Table with the results of the quantification defined in the grid.

Figure 4: All groups after being selected in their respective wells, with different

colors to avoid confusion during well selection.

Figure 5: (A) Resulting bar graph given by download at the end of the analysis
in CLARA. (B) Same data passed through Graph Pad Prism showing highly

concordant results.
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5. Conclusao Geral

A imunizagdo por uma vacina de subunidade contendo NanH
recombinante, sendo suplementada com H. illucens demonstrou uma resposta
imunoldgica mista contra o patégeno C. pseudotuberculosis. A suplementagao
com H. illucens demonstrou uma capacidade de induzir uma resposta imune
humoral e protecdo nos animais que ndo haviam sido vacinados, elevado a taxa

de sobrevivéncia em relagdo ao grupo salina sem suplementacgao.

Além disso, o Software CLARA, desenvolvido para auxiliar em analises
estatisticas de ensaio colorimétricos efetuados em placa de 96 pocos,
demonstrou grande potencial em sua aplicagdo. Devido ao fato de o programa
ser open-source, gratuito e permitir a automatizagdo da computacgao de diversos
dados em um curto periodo de tempo, a aplicagao se torna uma alternativa muito

atrativa por proporcionar um amplo alcance cientifico.
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