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1. INTRODUGAO

A presengca de endoparasitas, como helmintos, protozoarios e outros,
compromete a saude dos animais, reduzindo a eficiéncia da producado e
aumentando os custos com tratamentos veterinarios (KUISEU et al., 2021;
GAZZINELLI-GUIMARAES; NUTMAN, 2018). Um levantamento do Laborat6rio
Regional de Diagnéstico (LRD) da Faculdade de Veterinaria na Universidade
Federal de Pelotas (UFPel) relatou que 66,8% do diagnéstico de doengas em
ovinos se trata de parasitoses (OLIVEIRA et al., 2017). Dentre essas parasitoses,
0os principais parasitos que infectam ovinos sdo o Haemonchus contortus,
causador da doenga hemoncose (ADDUCI et al., 2022). O Haemonchus contortus
€ um nematoda gastrintestinal hematéfago que causa anemia e hipoproteinemia
nos animais infectados (BERTAGNON et al., 2019), os quais adquirem a infecgéo
quando se alimentam de pasto contaminado (FLAY; HILL; MUGUIRO, 2022). O
tratamento contra a hemoncose é realizado com o uso de anti-helminticos.
Porém, a resisténcia adquirida aos anti-helminticos presentes no mercado é
crescente e continua (BORDES et al., 2020). Desta forma, existe a necessidade
de buscar por alternativas ao tratamento contra esta parasitose.

Nesse contexto, a toxicidade e atividade téxica do B. thuringiensis foi
descrita por (BRAVO et al., 2013; PEREZ et al., 2005) e especificamente contra o
nematoda H. contortus por (PANHWER et al.,, 2023; LARA et al.,, 2016). A
aplicagdo de proteinas bioinseticidas produzidas pelo B. thuringiensis, como a
Cry11Aa, no controle do H. contortus representa uma alternativa sustentavel.
(PANHWER et al., 2023; SANDERS et al., 2020). O objetivo desse trabalho é a
expressao da proteina Cry11Aa em alface (Lactuca sativa) para futura avaliagao
de sua agao anti-helmintica contra H. contortus em ovinos, ao ser incorporada na
dieta destes animais.

2. METODOLOGIA

O plasmideo pCAMBIA2300 foi sintetizado pela empresa GenOne. A
clonagem foi realizada com uso das enzimas de restricdo Kpnl e Sall, o inserto
codificador da proteina Cry11Aa sob o promotor CaMV 35S e foram adicionados
uma cauda de histidina (6xHis) na regidao N-terminal e um gene repérter EGFP
(proteina verde fluorescente aprimorada) fusionado a regiao C-terminal.

O plasmideo recombinante pCAMBIA2300 foi propagado em Escherichia coli
cepa DHb5a através de choque térmico de acordo com (SALEH et al., 2023) e
extraido através de lise alcalina para clonagem em Agrobacterium tumefaciens.
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Foi plaqueada a cepa EHA105 de A. tumefaciens em meio Luria Bertani com
rifampicina (50 mg/mL), e incubadas por 2 dias a 28 °C. Foi feito um indculo
liquido Agrobacterium tumefaciens EHA105, a transformacéo por choque térmico
de acordo com Siamalube et al. (2025).

Vinte mudas de alface foram mantidas em uma casa de vegetagdo sob
condi¢gdes controladas e divididas em dois grupos para transformacao transiente
por agroinfiltracdo (10 unidades no grupo controle e 10 unidades para
transformacao). A solugéo de agroinfiltragéo € preparada a partir de um in6culo de
A. tumefaciens transformada ODgy, = 0.6. O in6culo é centrifugado e o pellet
ressuspendido com tampao de infiltragdo. Outros componentes adicionados como
tampao MES 10 mM e acetoseringona 20 mM e aferida a ODgy, = 0.1. A solugéo &
injetada através de seringas sem agulha na parte adaxial das folhas, aplicando
leve pressdo. As plantas devem ser mantidas na casa de vegetacédo pelos
seguintes trés dias no periodo pdés-infiltragdo e maceradas com nitrogénio liquido.

A extragdo de proteinas totais é feita com o tampéao de extragdo (50 mM
Tris-HCL, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, Triton x100 1% (v/v), PVP 2,5% (w/v),
B-mercaptoethanol (2%)) seguido de SDS-page e western blot. Os resultados
obtidos serao analisados e registrados para continuagao do trabalho.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O plasmideo pCAMBIA2300 foi propagado em E. coli DH5a. A A.
tumefaciens cresceu nas condi¢coes adequadas e foi transformada de acordo com
Siamalube et al. (2025). Uma extragdo de DNA plasmidial e PCR convencional
com primers Cry11Aa serao feitas para validar a transformacéo. A infiltracdo sera
em cultivar de alface lisa, por sua superficie lisa e sem ondulagdes permite uma
distribuicao regular pelo tecido.

O tecido vegetal sera extraido e a expressao de proteina recombinante
quantificada por técnicas de biologia molecular e protedmica. Os resultados
obtidos serdo levados a diante para desenvolver uma abordagem de potencial
anti-helmintico inserindo o alface transformado na alimentacdo de ovinos com o
objetivo de obter uma diminuicao na EPG de H. contortus.

4. CONCLUSOES

A expressao da Cry11Aa em alface apresenta potencial como estratégia
inovadora para o controle do H. contortus em ovinos em consequéncia da sua
atividade larvicida, uma alternativa sustentavel aos anti-helminticos quimicos
atuais.
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