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1. INTRODUCAO

A aquicultura é uma das atividades mais antigas e importantes, sendo a
producdo de organismos aquaticos documentada desde o tempo imperial chinés,
gerando proteina (animal, alga) para consumo alimentar, além de outros produtos
de valor agregado, como substancias emulsificantes e couro. Com o aumento das
demandas de proteina animal para consumo, o cultivo de peixes foi sendo
modernizado e ampliado, além do cultivo em tanques de terra, a utilizacdo de
tanques-rede demonstraram reducéo da oferta de racdo sem afetar a producéo do
pescado. Segundo a FAO (Food and Agriculture Organization) a aquicultura é
responsavel por 52% do pescado consumido, demonstrando assim a importancia
deste segmento na alimentacdo humana (VALENTI et al., 2021). Observando o0s
dados dos ultimos trés anos (2020, 2021 e 2022), podemos constatar o importante
crescimento da piscicultura brasileira, sendo em 2019 produzido um total de
799.560 toneladas de peixe (14,9%), em 2020 cerca de 802.930 toneladas
(15.93%) e em 2021 atingiu 841.005 toneladas, com receita de cerca de R$8 bi e
crescimento de 4,7% (Panorama da Aquicultura, 2023).

Fatores ambientais como salinidade e temperatura, ligadas aos periodos
sazonais de cada regido, sdo atualmente os grandes limitantes da piscicultura,
principalmente de espécies que estdo fora de sua faixa de tolerancia ideal. Os
animais ficam mais susceptiveis a infeccdes microbianas, enfraquecimento do
sistema imunoldgico e pressdo homeostatica, levando ao aumento da mortalidade.

A tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) € considerada um animal
pecilotérmico, oriundo de regides tropicais e subtropicais de aguas quentes (26°C
e 28°C) e sua reproducao esta diretamente ligada a temperatura (x24°C). Quando
abaixo de 20°C, o animal passa a um estagio de estresse, ja demonstrando reducao
da movimentacgéo e de habitos alimentares e indo a Obito em temperaturas entre
11 e 17°C, acarretando maiores custos e perdas de producdo em periodos mais
frios (inverno), em regides mais distantes da linha do equador (REBOUCAS et al.
2020). Apo6s o cultivo de tilapias em diferentes periodos (verdo/inverno), foi
observado uma reducao de +20% no peso médio dos animais durante o inverno,
enquanto os peixes cultivados no verdo apresentam melhores desempenhos
(média de 460,40 g).
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Tratando-se de adaptacfes sazonais em regides subtropicais, o inverno
(baixa da temperatura) € responsavel por grandes perdas econdmicas na regiao
sul do Brasil, assim como em paises que apresentam um inverno mais rigoroso,
regides de clima temperado e subtropical, logo, € de grande importancia a utilizagéo
e desenvolvimento de técnicas e produtos eficazes na adaptacédo e manutencao da
produtividade de organismos oriundos da aquicultura em periodos frios.

A qualidade da alimentacdo fornecida € significativamente importante no
cultivo de qualquer organismo, favorecendo a manutencao do seu desenvolvimento
(crescimento, reproducdo), e reduzindo efeitos metabdlicos indesejaveis e
infeccdes. A alimentacéo é responsavel por grande parte dos gastos da producéo
em aquicultura, sendo fornecida em quantidades e concentracbes pré-
estabelecidas, em tilapias foi observado que a proporcéo ideal de carboidratos e o0s
lipidios na dieta de 1,95 é adequada, favorecendo o crescimento e a saude do
animal (XIE et al., 2017).

Além dos contribuintes oriundos da alimentagéo, os processos fisiologicos e
metabdlicos podem ser controlados por mecanismos enddgenos, categorizados
cCoOmo mecanismos epigenéticos, dentre os quais, destacam-se 0s microRNAs
(miRNAs), que sdo moléculas de acido ribonucleico (RNA) medindo 18-22
nucleotideos nao codificantes com atividade de regulacdo pos-transcricional da
expressao génica (CAMPOS et al., 2011). Por seu carater modulador de fenétipos
fisiol6gicos e natureza pleiotropica, essas moléculas estdo sendo estudadas para
diferentes aplicacfes e dentre diferentes espécies e reinos (YU et al., 2021).

Levando em consideracdo os impactos causados durante o inverno na
producdo de O. niloticus no Sul e Sudeste do Brasil, junto da possibilidade da
utilizacao de bactérias recombinantes que expressam miRNAS, o presente trabalho
teve como objetivo o desenho e confeccdo de uma construcdo de DNA sintético
recombinante contendo sequéncia suficiente e necessaria para a sintese de
miRNAs artificiais, seguido da transformacdo de cepa procariota, e
desenvolvimento de um suplemento alimentar contendo a biomassa do procarioto
para o aumento da tolerancia de peixes a baixas temperaturas.

2. METODOLOGIA

Esta metodologia foi concebida e submetida a um processo de patenteamento
junto ao Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI).

Antes de prosseguir com o0 processo de patenteamento, conduzimos uma
pesquisa de prioridade em varias bases de patentes, incluindo o INPI, Google
Patents, USPTO, WIPO, Espacenet e Portal Capes.

Para o desenvolvimento do suplemento alimentar contento miRNAs artificiais
expressos por procariotos recombinantes, realizou-se inicialmente a prospecc¢éo de
mMiRNAs relacionados ao frio na literatura (in silico), apos escolha e filtragem dos
miRNAs de interesse, utilizando linguagem Python e o programa “vscode” foi
avaliado a probabilidade de ligagdo nos mRNA alvos. Tendo essas informacoes,
seguiu-se com o desenho dos miRNAs artificiais no programa “AmirRNA”, algumas
informacOes foram necessarias para a maquina poder realizar o designer da
molécula. Primeiro foi realizado a identificacdo dos genes que miRNA artificiais
interagem pelo “Ensembl”, assim como a sequéncia dos mRNAs extraida do NCBI.
Apés a insercdo das informacdes pertinentes o programa gerou 0s novos miRNA
sintéticos. A molécula de DNA recombinante foi desenhada através do programa
“UGENE”, sendo a estrutura composta por sitios de enzimas de restricdo e a
sequéncia nucleotidica dos miRNAs artificiais.
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O meétodo inclui o desenho e confec¢do de uma construcdo de DNA sintético
recombinante contendo sequéncia suficiente e necessaria para a sintese das
moléculas maduras, seguido da transformacéo de cepa procariota para producéo
em pequena, meédia ou larga escala dos miRNA artificiais de interesses. Apos a
inativacao térmica da biomassa microbiana, € realizado o processo de mistura da
racdo com um adesivo graxo para peixes, finalizando o processo com a secagem
do material, para posterior armazenamento adequado, comercializacéo e utilizacao
na piscicultura.

A notificacdo de invencdo e o documento da patente de invencao foram
submetidas ao Escritorio de Propriedade Intelectual, Transferéncia de Tecnologia
e Empreendedorismo da UFPel, a qual posteriormente realizou a confirmacéo do
depdsito sob o nimero de protocolo BR1020230121683, junto ao INPI.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a elaboracado, a etapa de busca nos bancos de patentes, diversas
patentes foram encontradas com termos de buscas distintos utilizados (Quadro 1).
Entretanto, constatou-se que os resultados encontrados se diferem da presente
invencgao, pois apresentam sequéncias maduras do miRNA-34 inseridas no vetor
comercial LITMUS 38i, além dos miRNAs expressos em Escherichia coli serem
aplicados para diferentes contextos.

Foi possivel desenhar um painel contendo 20 sequéncias de DNA sintético
recombinante, cada uma envolvendo a modulacdo de uma determinada via
metabdlica. Logo, o conjunto de sequéncias recombinantes, possibilitou o depdsito
de uma patente de invencdo baseada no desenho dos miRNA artificias, clonagem
e expressdo em E. coli, assim como os métodos de confeccdo da racdo. A
aplicacao de um suplemento alimentar contendo miRNAs artificiais caracteriza-se
por apresentar uma solucao biotecnoldgica frente a problematica da producéo de
peixes em periodos e regides geograficas de baixa temperatura, diferenciando-se
de outros métodos por ser de administracdo oral e sazonal, caracteristica que
corrobora sua producéo e aplicacdo comercial.

O resultado da producéo da patente BR1020230121683 teve o intuito de
proteger os métodos propostos e a possibilidade de transferéncia da tecnologia a
empresas no ramo da biotecnologia e até instituices internacionais.

Resultados da busca
Termos de buscas NPl | wiPo | UsPTO Google Espacenet Portal
Patents Capes
o | Suplemento alimentar 146 342 | 152.712 | 14.691 230.917 1.273
£ Racédo 912 | 21.306 | 148.247 | 24.026 301.542 20.549
2 | miRNA 24 | 1.286 | 45.781 | 248.248 38.868 152.227
- Expresséo Heterdloga 32 | 6.280 | 200.845 | 7.645 147.726 33
Suplemento  alimentar; 119 | 4896 | 206 2.456 0
9 miRNA
£ Racdo; peixe 6 2.282 | 10.221 2.311 10.624 788
2 | miRNA; Frio 0 116 26.908 8.153 17.926 4
N 3 A .
Expressdo  Heterologa; | | 183 | 16177 | 807 10.880 0
miRNA
Suplemento alimentar;
. é miRNA: E. coli 0 92 65 146 1.342 0
5 | Racéo; peixe; miRNA 0 16 530 61 292 0
~ | miRNA; Frio; Tilapia 0 0 0 7 106 0
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Expressédo Heterdloga;
MiRNA; E. coli

0 140 33 469 5.878 0

Quadro 1. Numero de documentos encontrados na busca de anterioridade.

4. CONCLUSOES

A invencéo possui aplicagao clara para aumento da toleréncia ao frio, sendo
utiizado na composicdo de suplemento alimentar miRNAs-especifico para
modulacgéo da fisiologia do animal frente aos estresses, assim como nos métodos
e todas as etapas de producdo do suplemento, contendo tempo de secagem,
mistura e concentracdo de células biorreatores. Dessa forma, aponta-se para as
sequéncias de DNA recombinante e a producédo do suplemento alimentar como um
processo de carater inovativo com potencial de transferéncia desta biotecnologia
para agéncias, 6rgaos, entidades e empresas que cultivam peixes em regides de
frio intenso sazonal.
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