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Relatorio Descritivo de Patente de Invencéo
COMPOSICAO ACARICIDA, USO DESSA COMPOSICAO, USO DE PELO
MENOS UM INIBIDOR DE PROTEINA DO METABOLISMO DE COLESTEROL
DE CARRAPATO E PROCESSO DE CONTROLE DE UMA POPULACAO DE
CARRAPATOS

Campo da Invencao

[0001] A presente invencdo refere-se a uma composicdo acaricida e a um
processo para o controle seletivo de carrapatos, de forma a substituir ou
complementar o uso de outros acaricidas pelo uso de inibidores de proteinas do
metabolismo de colesterol, mais especificamente pelo uso de inibidores das
proteinas Niemann-Pick C (NPC) ou acil-CoA aciltransferase (ACAT),
especificamente de ezetimiba e avasimiba. A presente invengao se situa nos

campos da Quimica, Agropecuaria e Veterinaria.

Antecedentes da Invencdo

[0002] Juntamente com 0S mosquitos, 0S carrapatos Sao 0s principais vetores
de agentes de doencas humanas e animais. Os mosquitos sdo os vetores de
patdgenos que infectam mais pessoas e que causam as infec¢cdes mais severas
humanas e animais (como malaria, dengue e febre amarela). Por outro lado, os
carrapatos transmitem uma variedade ainda maior de agentes patogénicos,
incluindo virus, bactérias e protozoarios.

[0003] O impacto dos carrapatos na pecuaria esta relacionado tanto ao
parasitismo quanto as doencgas causadas pelos patdgenos que transmitem.
Mesmo se nao for considerado o papel dos carrapatos como vetores de
patogenos, somente os efeitos diretos causados pela infestacao destes parasitos
sao prejudiciais para os animais e suficientes para afetar economicamente a
producdo pecuaria. As infestacfes por carrapatos afetam a producdo animal
principalmente nas regides subtropicais do globo, como Africa, Asia, América
Latina e Oceania.
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[0004] Especificamente, a infestacdo pelo carrapato Rhipicephalus microplus é
um dos principais problemas econdmicos que afetam a produgédo bovina no
Brasil. Estima-se que as potenciais perdas econdmicas devido a esta espécie de
carrapato, considerando bovinos de corte e de leite ndo-tratados, seriam de 3,24
bilhdes de dolares no Brasil. As caracteristicas climéticas brasileiras sdo um dos
fatores que favorecem o desenvolvimento deste parasito e, apesar da
diversidade no clima entre os estados, o R. microplus esta presente em todos
eles.

[0005] A maioria dos acaricidas, atualmente disponiveis, atua sobre o sistema
nervoso em sitios de sinapse ou ax6nios, como por exemplo, na
acetilcolinesterase, nos canais de sédio controlados por voltagem, nos canais de
cloro controlados por glutamato ou acido gama-aminobutirico, nos receptores de
acetilcolina e nos receptores de octopamina. Ao atingir seu alvo, a droga causa,
de maneira geral, um estimulo exacerbado ou interrup¢ao do impulso nervoso e,
consequentemente, a morte do organismo. Outro alvo € o crescimento dos
acaros, com uso de inibidores da biossintese de quitina. Para insetos, nao para
carrapato, existem também analogos do Horménio Juvenil.

[0006] Atualmente, o uso de acaricidas quimicos é o método mais usado para o
controle do carrapato R. microplus. As principais classes de acaricidas usadas
sdo piretroides, organofosfatos, amidinas, fenilpirazoles, reguladores de
crescimento e lactonas macrociclicas. No entanto, residuos quimicos derivados
desses acaricidas contaminam o ambiente e os produtos destinados ao consumo
humano e demais animais provenientes de animais tratados com essas
moléculas. Além disso, 0 uso extensivo de acaricidas quimicos é fator importante
na selecdo de populacbes de carrapato resistentes a essas drogas, e essa
resisténcia torna o controle quimico ineficaz como a Unica estratégia para um
programa sustentavel de controle de carrapatos e das doencas transmitidas por
carrapatos. Assim, € crescente a necessidade de estudos que levem ao
aprimoramento dos metodos de controle que incluem a busca de acaricidas

quimicos que causem menores efeitos colaterais aos hospedeiros.
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[0007] Os avangos nas tecnologias “Gmicas” (como genémica, transcritdmica e
protedbmica) oferecem uma abordagem na busca de componentes de vias
fisioloégicas que sado cruciais para o desenvolvimento do parasito e que podem
ser Uteis para o desenvolvimento de métodos de controle do carrapato.

[0008] Obgenese € o termo utilizado para o processo de desenvolvimento das
células sexuais femininas (o0citos) nos ovarios, sendo que a formacédo dos
o0citos € a etapa inicial do processo de embrionério. Por outro lado, vitelogénese
€ 0 processo em gue o ovario e tecidos extraovarianos produzem precursores
proteicos e outras moléculas que sao transportados e acumulados dentro dos
o0citos.

[0009] O ovério do R. microplus € uma estrutura em formato de U, localizado na
regido posterior, contendo um par de ovidutos, utero, tubo muscular, vagina,
receptaculo seminal, glandulas acessérias tubulares e lobulares, e abertura
genital. Em 1972, o pesquisador Balashov propds uma categorizacdo da
odgenese de carrapatos de acordo com o desenvolvimento individual de cada
o0cito, considerando aparéncia do citoplasma, presenca de vesicula germinal,
granulos de vitelo e cérion. No entanto, apds a fertilizacédo, o ovario apresenta
od0citos em todos os estagios de desenvolvimento e que sdo processados
simultaneamente, o que caracteriza um desenvolvimento assincrénico. Por isso,
utilizando como modelo o carrapato Amblyomma hebraeum, foi proposto uma
categorizacdo que inclui o grau de desenvolvimento do od4cito e o tamanho do
ovario.

[0010] Durante o periodo de pré-postura, mudancas significativas ocorrem no
trato genital da fémea. As contracBes peristalticas dos musculos cervicais da
vagina empurram 0 ovo até o vestibulo da vagina, enquanto secrecdes das
glandulas lobulares sdo depositadas na casca do ovo. Quando 0 ovo encontra-
se no vestibulo da vagina, ha a expansao e prolapso deste pelo poro genital e o
ovo é imediatamente entregue ao 6rgdo de Gené, o qual finaliza a postura do
ovo recobrindo-o com uma camada de cera que é essencial para o

desenvolvimento dos ovos. O O6rgdo de Gené é uma estrutura exclusiva de
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carrapatos Ixodidae e Argasidae, ndo estando presente em outros artropodes.
[0011] A importancia do 6rgdo de Gené para a postura dos ovos € conhecida
desde as primeiras descricdes sobre postura de ovos de carrapatos, no ano de
1848 por Gené, possivelmente em estudo com o carrapato Ixodes ricinus. O fato
de estar ausente em machos também evidencia a relevancia deste 6rgéo para a
postura de ovos. Gené observou (1848) que ao espetar o GO com uma agulha
0s ovos liberados murchavam em seguida. Também, observou-se que ao evitar
o contato entre GO e os ovos liberados pelo poro genital, por meio do toque ao
orgdo com um bastéo de vidro, o GO retraia rapidamente e 0s ovos murchavam.
Assim, a secrecao de cera pelo GO é essencial para a viabilidade dos ovos no
ambiente, mas ndo para que ocorra a postura destes.

[0012] Os ovos de carrapato s6 se desenvolvem no ambiente quando estao
recobertos pela camada de cera secretada pelo GO. Esta cera, além de protegé-
los da perda de agua e das condi¢des de humidade e temperatura do ambiente,
também possui propriedade antimicrobiana. Ainda, a viscosidade da cera
permite que 0s ovos se mantenham agrupados, o que reduz a superficie de
exposicdo ao ambiente e possivelmente aumenta as demais propriedades
protetoras.

[0013] A cera dos ovos é composta principalmente por alcanos de cadeia longa,
ésteres de acidos graxos (AG) insaturados, ésteres de colesterol (COL-E) e
colesterol livre (COL). Em estudo comparativo entre a composicao da cera dos
ovos e do GO, foi observado que os componentes lipidicos sdo 0s mesmos,
porém diferem na quantidade de alguns dos componentes. Por exemplo, o GO
apresenta uma maior proporcao de ésteres de AG insaturados do que a cera dos
ovos, indicando que estes lipideos podem ser oxidados durante ou logo apos a
postura dos ovos. A insaturacao desses lipideos diminui a viscosidade da cera,
e assim a func&o dos bragos do GO em recobrir o ovo com cera seria facilitada.
Logo apds a postura, os lipideos seriam oxidados, assim diminuindo o grau de
insaturagdo e aumentando o ponto de fusédo da cera, tornando-a mais viscosa

para a aglomeracao dos ovos. No entanto, ha possibilidade de que esta diferenca
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na proporcéo de lipideos entre GO e cera seja devido a também extracdo dos
lipideos das membranas das células. Este mesmo estudo utilizou a injecéo de
C'4-acetato em fémeas durante a postura de ovos para analisar a biossintese de
lipideos da cera do ovo. Foi sugerido que a sintese de alcanos ocorre no GO
pela elongacédo de AG seguida por descarboxilacdo, devido a incorporacao do
acetato em AG e alcanos, juntamente com a alta proporgéo de alcanos de cadeia
longa recuperados da cera do ovo comparado ao GO.

[0014] Uma atividade antimicrobiana em extrato de ovos de carrapato foi
inicialmente descrita em R. microplus. Foi identificada uma molécula que
consiste em uma unidade de COL com um residuo de L-isoleucina ligado via
ligacdo amina ao C25 (cadeia lateral do COL) e um grupamento sulfato
substituindo a hidroxila no C3 (por¢cdo polar do COL). O composto foi
denominado boophiline, e possui atividade antimicrobiana contra fungos
(Cladosporium cucumerinum) e contra bactérias por inibicdo do crescimento de
Bacillus subtilis e Escherichia coli. Posteriormente, foi extraida a boophiline da
cera dos ovos de R. microplus e identificada uma atividade antibiofilme (biofilme
de Pseudomonas aeruginosa) e bactericida sobre Staphylococcus epidermidis,
ambos patdgenos oportunistas frequentemente associados a infeccdes
hospitalares. O mecanismo de a¢do dessa molécula em inibir a formacédo de
biofilme de P. aeruginosa envolve diminuicdo na transcricdo dos genes cdrA e
fliC. Enquanto fliC codifica para flagelina, uma proteina estrutural do filamento
flagelar, cdrA codifica para uma proteina extracelular envolvida na formacao do
molde de matriz de biofilme. Por outro lado, 0 mecanismo de acéo da boophiline
sobre S. epidermidis é bactericida. Ainda, outras fracdes do extrato de cera de
ovos de R. microplus possuem atividade antibacteriana, por inibicdo do
crescimento de Micrococcus luteus, e atividade antifiungica (C. albicans). No
entanto, 0S compostos responsaveis por estas atividades ndo sdo conhecidos.
[0015] A cera de ovos de outras espécies de Ixodidae também possui atividade
antimicrobiana. Atividade antiviral (virus influenza e pirconavirus) foi identificada

em extrato da cera dos ovos de A. cajennense. Em A. hebraeum, o ovo integro
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possui atividade antibacteriana que inibe o crescimento de bactérias Gram
negativas (E. coli, Serratia marcescens, Burkholderia vietnamiensis, P.
aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia). Por outro lado, o extrato da cera
inibe o crescimento de bactérias Gram positivas (S. epidermidis, S. aureus,
Bacillus subtilis, Bacillus cereus e M. luteus). O efeito antibacteriano da fase
aguosa do extrato da cera foi estudado usando como modelo S. epidermidis. A
atividade bactericida identificada possivelmente deve-se a um aumento na
permeabilidade da membrana celular, j& que a membrana se torna mais fina,
porém ndo € rompida. O componente da fase aquosa responsavel por esta
atividade ndo foi identificado, mas sabe-se que é resistente ao aguecimento e a
mudancas de pH. Na fase organica do extrato de cera foi identificado que AG
estdo associados a atividade de inibicdo de crescimento bacteriano. Os AG
C16:1 e C18:2, ou lipideos que os contenha, sao ativos principalmente contra
bactérias Gram positivas, sendo que em maiores concentracfes também
possuem atividade contra algumas bactérias Gram negativas. Nenhuma
atividade antibacteriana foi identificada em fracées contendo COL-E ou COL.

[0016] Foi proposto que a atividade antibacteriana de AG ocorre principalmente
por alvejarem as membranas celulares bacterianas e interromperem processos
cruciais para a protecédo e funcao celular. Devido a sua caracteristica anfipatica,
0os AG provocam desestabilizacdo de membrana e formacdo de poros e,
consequentemente, um aumento na permeabilidade e lise celular. Dentre os
processos vitais para as células bacterianas que podem ser interrompidos pelos
AG estdo a cadeia transportadora de elétrons e a fosforilagdo oxidativa, os quais
sdo essenciais para producdo de energia pelas aerdbias. Como ambos
processos sao interconectados, os AG podem interromper a cadeia
transportadora de elétrons por ligar-se a carreadores de elétrons ou alterar a
integridade da membrana, assim como interferir na fosforilagdo oxidativa por
diminuir o potencial de membrana e o gradiente de prétons. Ainda, AG podem
diretamente inibir enzimas das membranas, como glicosiltransferases. Para

compreender a formacéo da cera e sua funcéo biologica, é fundamental expandir
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os conhecimentos do metabolismo de lipideos em carrapatos.

[0017] O metabolismo de lipideos é mais bem conhecido nos organismos
vertebrados do que nos invertebrados. Lipideos constituem a bicamada que
compBe as membranas celulares, as quais formam organelas especializadas
dentro da célula e regulam o transporte entre os ambientes intra e extracelular.
Além desta fungdo estrutural, também tem funcdo de armazenamento, por
exemplo, os AG e os triacilglicerois (TAG) sdo fontes de energia para a
musculatura cardiaca e esquelética, enquanto os esteroides sédo fontes para
producdo de hormonios pelas gbnadas e adrenais. Mais especificamente,
lipideos fazem parte do surfactante pulmonar (fosfatidilcolina, fosfatidilglicerol,
fosfatidilinositol, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, COL e COL-E) que
funciona reduzindo a tensao superficial entre a interface ar-liquido; formam a bile
(COL, fosfolipideos e sais biliares) para facilitar a excre¢éo de metabdlitos; fazem
parte da mielina (majoritariamente COL, galactocerebrosideo e plasmalogénio
de etanolamina) garantindo a conducdo da transmissdo nervosa. Ainda, 0S
lipideos sdo também moléculas sinalizadoras, servindo como alvo das cinases
lipidicas que perpetuam cascatas sinalizadoras, substrato para ciclooxigenases
e enzimas relacionadas a geracao de prostaglandinas.

[0018] Assim como nos vertebrados, os lipideos tém papeis diversificados nos
invertebrados, como constituintes das estruturas celulares, hormonais,
armazenamento de energia, producao de ovos e metamorfose. No entanto, o
metabolismo lipidico nestes organismos é menos complexo do que em
vertebrados. Como a maioria dos estudos de metabolismo e transporte de
lipideos foi realizado em insetos, este conhecimento é extrapolado e utilizado
para embasar os estudos nas demais classes de artrépodes.

[0019] O metabolismo de lipideos em carrapatos € ainda menos conhecido do
gue em insetos e insetos hemato6fagos. Assim como em outros aspectos
fisiol6gicos, os estudos de metabolismo de lipideos em carrapatos séo baseados
no conhecimento em insetos. Contudo, da mesma forma que ha diferencas

importantes no metabolismo de lipideos entre os insetos e 0s insetos
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hematdéfagos, possivelmente isto também se aplica com relacdo aos carrapatos.
[0020] Um dos fatores que podem influenciar no metabolismo de lipideos em
carrapatos € a infeccdo por patdégenos. No corpo gorduroso do carrapato R.
microplus, o metabolismo de lipideos pode ser modulado por infecgéo pelo fungo
M. anisopliae. Enquanto a infeccdo aumenta a sintese de TAG, apenas a
presenca fisica do fungo (morto por calor) é suficiente para aumentar os niveis
de AG. Este mecanismo esta relacionado com a ativacdo das vias AMPK
(proteina quinase ativada por AMP), que promove a inibicdo da sintese de TAG
por fosforilar (ativando) a ACC, e ERK (proteina quinase regulada por sinalizacédo
extracelular), que é um regulador geral de vias metabdlicas, inclusive lipidica. Ao
passo que a inoculacdo do fungo morto aciona as vias AMPK e ERK, a infeccao
pelo fungo ativado leva a inibicdo destas vias. Possivelmente, isto ocorre devido
a um mecanismo do fungo que possibilita infectar com eficiéncia o hospedeiro.

[0021] A analise do lipidoma da superficie de carrapatos Amblyomma
americanum revelou a presenca semioquimicos de baixa volatilidade em
carrapatos (machos e fémeas) em diferentes estados de alimentacdo. Alguns
componentes lipidicos estdo apenas em fémeas que se alimentaram ao lado de
machos, como desidrodesoxiecdisona, um feromonio sexual derivado da
ecdisona; um &acido graxo 20:4 (possivelmente &acido araquidbnico), um
feromobnio sexual;, e decosenamida, que ndo tem uma funcdo conhecida na
fisiologia de carrapatos. COL-E estdo na superficie de fémeas e machos
alimentados lado a lado, possivelmente sdo componentes de feromdnios para
acasalamento, assim como ésteres de ceras, que podem ser componentes da
cuticula para dar maior elasticidade, ou serem componentes da cera que recobre
0s ovos nas fémeas. Em machos e fémeas n&o alimentados, destaca-se a
presenca de dehidrocolesterol esterificado, possivelmente relacionado a
sobrevivéncia dos carrapatos na busca por hospedeiro. Por outro lado,
exclusivamente em machos alimentados sem a presenca de fémeas, ha
esfingolipideos e glicerofosfolipideos, possivelmente derivados do

desenvolvimento espermatico.
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[0022] A captacgdo, incorporacdo e conversdo de lipidios simples em lipidios
complexos foi estudada durante a postura de ovos de R. microplus pela injecéo
de &cido graxo radioativo ([9,10-3H] &cido palmitico) na hemolinfa de fémeas um
dia ap6s o término da hematofagia. Apés 30 minutos da injecdo, houve uma
diminuicdo da radioatividade na hemolinfa e aumento no corpo gorduroso,
sugerindo uma alta atividade metabdlica neste 6rgdo devido a digestdo do
sangue e preparo para o inicio da postura. Em menor proporcéo (duas a quatro
vezes menor), ocorreu aumento de radioatividade no intestino, ovario e GO. No
segundo dia de postura de ovos, ou seja, no quarto dia apdés o fim da
hematofagia, ocorreu um pico de radioatividade no corpo gorduroso e no GO,
engquanto a maxima radioatividade no ovario ocorre no quarto dia de oviposicao.
Isso sugere a existéncia de um trafego direto de lipideos do corpo gorduroso
para o ovario.

[0023] Logo no inicio da postura (segundo dia) ha uma alta converséo de [9,10-
3H] acido palmitico em lipideos mais complexos (FL, MAG, DAG e TAG) no corpo
gorduroso, sendo FL e TAG em maior concentracdo. Isso leva a proposicao da
hipétese que estes lipideos sdo usados como fonte de energia e como
componentes de membranas durante o desenvolvimento dos ovos. No ovario, 0
pico de conversao ocorre no quarto dia de postura, quando além da conversao
para esses mesmos lipideos mais complexos, também COL-E estdo presentes.
Assim como em insetos hematéfagos, é possivel que os FL sejam usados como
suporte estrutural e metabdlico para a formacédo de ovos, e os DAG como fonte
de energia. Por outro lado, no GO o AG radioativo incorporado permaneceu na
forma AG livre, com pico de deteccdo no sexto dia de postura. Possivelmente,
estes AG livres sejam usados para a formacao da cera secretada pelo GO.
[0024] Proteinas transportadoras presentes na hemolinfa de carrapatos foram
descritas em R. microplus (HeLp, Heme Lipoprotein), Dermacentor variabilis e
Ornithodoros parkeri. HeLp, presente em machos e fémeas adultas, contém 3%
de carboidratos e 33% de lipideos (55% lipideos neutros e 44% FL) e carreia o

heme obtido na dieta aos tecidos dos carrapatos. CP de D. variabilis, presente
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em machos e fémeas adultas, € uma lipo- glico- heme-proteina que também
transporta o heme da dieta, e contém COL, FL, MAG, TAG e AG livres. Uma
proteina carreadora de lipideos na hemolinfa de carrapato foi identificada em R.
microplus (RmLCP), a qual contém COL (~40%), FL, hidrocarbonetos e DAG.
Esta proteina carreadora parece estar envolvida no transporte de AG e COL para
0 ovério e 0 GO.

[0025] Tendo em vista que o entendimento sobre o metabolismo de lipideos em
carrapatos ainda € limitado e que estes ndo sintetizam COL e, portanto, obtém
o COL precursor de moléculas como horménios e antimicrobianos
exclusivamente através da dieta, 0 metabolismo do COL em insetos (Fig. 2) e
insetos hematéfagos serve como modelo para extrapolar as informacfes em
carrapatos.

[0026] Em mamiferos, a proteina transmembrana Niemman-Pick C1-like 1
(NPC1L1) tem papel chave na absor¢édo do COL da dieta e na reabsorgéo de
acidos biliares, sendo expressa nos enterdcitos e, em humanos, também nos
hepatocitos. No lumen intestinal, o COL-E é emulsificado pelos sais biliares,
formando micelas. As lipases intestinais hidrolisam COL-E em COL, o qual é
endocitado pelo enterdcito via NPC1L1. Uma vez internalizado nos enterdcitos,
o COL é entregue ao reticulo endoplasmaético e pode ser enviado de volta ao
limen via esterolinas (transportadores ABC, que usam ATP para executar o
transporte) ou ser re-esterificado a COL-E pela acil-CoA aciltransferase (ACAT).
O COL-E é entdo armazenado em goticulas de lipideos ou empacotado em
quilomicrons juntamente com TAG. A ACAT é uma proteina de membrana
integral presente em pequenas quantidades no reticulo endoplasmatico, a qual
€ alostericamente ativada pelo COL, esterificando-o0 a um AG-acil-CoA de cadeia
longa.. A atividade da ACAT esta implicada em varios processos fisiolégicos,
como (i) no armazenamento de COL-E nas goticulas de lipideos, o qual quando
em excesso leva a formagédo de arterosclerose no endotélio; (i) os COL-E
formados estdo envolvidos na montagem e secrecao de lipoproteinas; (iii)

durante a absorcéo do COL da dieta no intestino delgado, a formacao de COL-
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E intracelular cria um gradiente de difusédo de COL pela membrana do enterdcito.
[0027] NPC1L1 é inibido por ezetimiba e, assim, a absor¢do de COL é
prejudicada . Ezetimiba liga no segundo loop extracelular de NPCI1L1
(WEINGLASS et al., 2008). Apos ser administrado in vivo, ezetimiba sofre
glicuronidacdo e é reciclado até o local alvo no intestino, e este metabdlito
glicuronideo é pelo menos tdo potente quanto a propria ezetimiba em relacao a
inibicdo da captacdo de COL. Como resultado da inibicho de NPC1L1 por
ezetimiba ha reducédo na formacao e secrecdo de quilomicrons (lipoproteinas) e
a inibicdo da reabsorgcéo de COL biliar, assim esgotando os estoques de COL no
figado. A ezetimiba foi aprovada para uso no tratamento de hipercolesterolemia
humana e é geralmente usado em conjunto com estatinas (inibidores de
hidroximetilglutaril-CoA redutase, enzima da via de sintese de COL).

[0028] Uma proteina similar a NPC1L1 foi identificada em D. melanogaster e
uma mutacdo no gene npclb provoca uma baixa na absor¢cdo de COL no
intestino das moscas, bem como a morte das larvas nos primeiros estagios de
desenvolvimento. Por outro lado, uma mutagdo combinada dos genes npcla e
npclb ndo leva a alteracdo na absorcdo de COL, sugerindo uma via alternativa
de absorcao de COL.

[0029] O efeito da inibicdo do metabolismo de COL por ezetimiba foi estudado
em protozoarios. Em Cryptosporidium parvum, o tratamento com ezetimiba
diminuiu o crescimento do parasito de forma dose-dependente. Foi demonstrado
gue C. parvum desvia o COL micelar internalizado por NPC1L1 nos enterdcitos
e, assim, o COL da dieta contribui em certa medida para o desenvolvimento do
parasita. Foi proposta uma hipotese sugerindo que, além de NPC1L1, outros
receptores estéo envolvidos na absorgéo de COL e s&o sensiveis a inibigédo pelo
ezetimiba. O potencial da ezetimiba em ter atividade anti-Giardia lamblia foi
estudado in silico, usando docking (atracamento) molecular. Foi proposto que
um possivel alvo da ezetimiba seria a regido entre os aminoacidos 149 e 150 da
LCAT (lecitina-colesterol aciltransferase), enzima que participa do transporte
reverso de COL (de tecidos periféricos para o figado) e esta presente na
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superficie de lipoproteinas (principalmente as de alta densidade), onde ha
esterificacdo de COL. No entanto, essa hipGtese ainda nao foi validada
experimentalmente. O tratamento com ezetimiba causa alteracdes morfoldgicas
em promastigotas de Leishmania amazonensis, que parecem ocorrer por efeito
na interferéncia no metabolismo de esteroides, especificamente da C14-
desmetilase. Quando testado in vivo, a ezetimiba além de diminuir a carga
parasitaria de L. amazonensis, também diminuiu as lesGes cutaneas causadas
pelo parasitismo, um efeito similar ao que ocorre com o tratamento da
leishmaniose cutanea usando cetoconazol.

[0030] O inibidor avasimiba tem como alvo a ACAT. Efeitos como, por exemplo,
(i) a reducao de macréfagos espumosos (macréfagos ricos em contetdo lipidico)
in vitro por diminuir a captacéo de LDL oxidada e aumentar o efluxo de COL; (ii)
reducdo da secrecao de apolipoproteina B (apolipoproteina priméaria do LDL)
pelo figado; (iii) sua alta biodisponibilidade oral e; (iv) baixa toxicidade,
justificaram a realizacdo de ensaios clinicos com este inibidor. No entanto, os
efeitos da avasimiba em baixar os niveis de COL s6 foram observados quando
coadministrado com estatinas, o que foi considerado insatisfatorio para fins
terapéuticos. Por outro lado, o efeito inibitério da ACAT pela avasimiba vem
sendo estudado na doenca de Alzheimer, por reduzir a deposicdo de placas
amiloides; na terapia antitumoral por reduzir a proliferacdo celular e induzir
apoptose; e na terapia da hepatite C, por impedir a montagem das particulas do
virus.

[0031] O efeito da inibicdo de ACAT pela avasimiba também foi estudado em
protozoario, no Trypanosoma cruzi, que obtém COL do hospedeiro ou do meio
de cultivo. Em condic¢des de suprimento lipidico, epimastigotas de T. cruzi usam
os estoques intracelulares de COL para manter o funcionamento basal celular,
enquanto quando ha disponibilidade de lipideos, estes usam a esterificacdo de
COL para armazenamento de COL-E em compartimentos especificos
(reservossomos). Esta atividade de esterificacdo foi demonstrada ser sensivel

ao tratamento com avasimibe, de modo dose-dependente, sugerindo que T. cruzi
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possui uma enzima semelhante a ACAT.

[0032] Assim, do que se depreende da literatura pesquisada, ndo foram
encontrados documentos antecipando ou sugerindo 0s ensinamentos da
presente invencédo, de forma que a solucdo aqui proposta possui novidade e
atividade inventiva frente ao estado da técnica.

[0033] Existe uma busca constante por novas substancias com agao acaricida
gue possam controlar com eficAcia os carrapatos, que tenham alvos
mecanismos diferentes dos acaricidas em uso, e ao mesmo tempo, possam ser
aplicados em baixas dosagens. A identificacdo de novos alvos e drogas €
essencial para conseguir validar moléculas que tenham mecanismos de acdo
diferentes e com isto serem eficazes em carrapatos resistentes a drogas ja em

uso.

Sumaério da Invencao

[0034] Dessa forma, a presente invencédo resolve os problemas do estado da
técnica a partir de um processo de controle seletivo de populacdes de carrapato
usando inibidores das enzimas do metabolismo de colesterol, como a ezetimiba
e avasimiba. Em modalidades nao restritivas da invencao, o uso dos referidos
inibidores pode ser: na fabricacdo de uma composi¢cdo carrapaticida de uso
tépico, diretamente sobre carrapato ou de uso oral, pelo hospedeiro a ser
parasitado pelo carrapato.

[0035] Em um primeiro objeto, a presente invencdo apresenta uma composi¢cao
acaricida compreendendo 5 mg/mL a 50 mg/mL de pelo menos um inibidor de
proteina do metabolismo de colesterol de carrapato.

[0036] Em um segundo objeto, a presente invencédo apresenta o uso de pelo
menos um inibidor de proteina do metabolismo de colesterol de carrapato na
preparacao de uma composi¢ao acaricida.

[0037] Em um terceiro objeto, a presente invencdo apresenta o uso de uma
composic¢ao acaricida no controle de uma populacédo de carrapatos, em que a
composi¢cdo compreendendo 5 mg/mL a 50 mg/mL de pelo menos um inibidor
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de proteina do metabolismo de colesterol de carrapato.

[0038] Em um quarto objeto, a presente invencao apresenta um processo de
controle de uma populacdo de carrapatos compreendendo uma etapa de
aplicacdo de uma composicdo compreendendo pelo menos um inibidor de
proteina do metabolismo de colesterol do carrapato.

[0039] Estes e outros objetos da invencéo serdo imediatamente valorizados

pelos versados na arte e serdo descritos detalhadamente a seguir.

Breve Descricao das Figuras

[0040] Sao apresentadas as seguintes figuras:

[0041] Figura 1: Absorcdo do colesterol da dieta em insetos. O éster de
colesterol (COL-E) obtido pela hematofagia é convertido a colesterol (COL) e
acido graxo (AG) pela enzima colesterol esterase. A proteina transmembrana
Niemann-Pick C (NPC) transporta o COL para dentro do enterdcito, onde €
reconvertido a COL-E pela acil-CoA aciltransferase (ACAT). O COL-E é
transportado pelas lipoforinas (Lp) através da hemonlinfa para os demais
tecidos, onde é armazenado em goticulas de lipideo (GL). RLp: receptor de
lipoforina; Lp: lipoforina; DAG: diacilglicerol; TAG: triacilglicerol; G3P: glicerol 3-
fosfato; DGAT: diacilglicerol aciltransferase.

[0042] Figura 2: Efeito dos inibidores do metabolismo de colesterol nos
parametros biolégicos do carrapato. FEémeas parcialmente alimentadas de R.
microplus foram alimentadas com sangue contendo os inibidores avasimiba
(AVS) (7,5 nmol por fémea) ou ezetimiba (EZT) (9,2 nmol por fémea). (A) Ganho
de peso dos carrapatos (diferenca em porcentagem entre o peso da fémea
depois e antes da alimentac&o). (B) indice reprodutivo dos carrapatos (raz&o
entre o peso dos ovos postos e o peso final da fémea). (C) indice de eclos&o das
larvas (razdo entre o0 peso das larvas e o peso dos ovos). Analise estatistica feita
pelo teste ANOVA.

[0043] Figura 3: Efeito da avasimiba nos parametros fisiologicos do carrapato.
O inibidor avasimiba (AVS) (15 nmol por fémea) foi adicionado ao sangue usando
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alimentacao artificial de fémeas parcialmente alimentadas de R. microplus. (A)
Ganho de peso dos carrapatos (diferengca em porcentagem entre o peso da
fémea depois e antes da alimentac&o). (B) indice reprodutivo dos carrapatos
(razdo entre o peso dos ovos postos e o peso final da fémea). (C) indice de
ecloséo das larvas (razdo entre o peso das larvas e 0 peso dos ovos). (D) Ovos
postos por fémeas de cada grupo (Sangue, DMSO e AVS). Analise estatistica
feita pelo teste ANOVA, *p= 0.01, *p<0.005, ***p=0.0003.

[0044] Figura 4: Suscetibilidade dos ovos a adesao e formacao de biofilme de
Pseudomonas aeruginosa. Imagens de microscopia eletrénica de varredura dos
0VOS postos por carrapatos alimentados com sangue contendo: (A) Sangue. (B)
DMSO (1%). (C) EZT (9,2 nmol por fémea). (D) AVS (7,5 nmol por fémea). (E)
AVS (15 nmol por fémea).

Descricdo Detalhada da Invencao

[0045] A presente invencdo revela um processo de controle de carrapatos
compreendendo o uso de inibidores de proteinas relacionadas ao metabolismo
de colesterol em carrapatos. Em uma concretizacdo essas proteinas sao NPC e
ACAT.

[0046] Ao realizar a inibicdo de proteinas do metabolismo de colesterol, os
inibidores afetam seletivamente a fisiologia dos carrapatos, o que leva a
diminuicdo da viabilidade de seus ovos.

[0047] Em uma concretizagdo, os compostos inibidores podem ser utilizados na
fabricacdo de uma composicdo acaricida de uso topico, diretamente sobre o
carrapato, ou de uso oral, pelo hospedeiro endotérmico a ser parasitado pelo
carrapato.

[0048] Em um primeiro objeto, a presente invencdo apresenta uma composi¢cao
acaricida compreendendo 5 mg/mL a 50 mg/mL de pelo menos um inibidor de
proteina do metabolismo de colesterol de carrapato.

[0049] Em uma concretizacao, o inibidor € de uma proteina do metabolismo de
colesterol selecionada do grupo consistindo de proteina Niemann-Pick C (NPC)
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ou acil-CoA aciltransferase (ACAT).

[0050] Em uma concretizacao, o inibidor é selecionado do grupo consistindo de
ezetimiba, avasimiba e combinacfes dos mesmos. Em uma concretizacéo, o
inibidor € um isémero ou sal dos compostos ezetimiba e avasimba.

[0051] Em um segundo objeto, a presente invengédo apresenta o uso de pelo
menos um inibidor de proteina do metabolismo de colesterol de carrapato na
preparacdo de uma composicao acaricida.

[0052] Em um terceiro objeto, a presente invencdo apresenta o uso de uma
composicao acaricida no controle de uma populacédo de carrapatos, em que a
composi¢cdo compreendendo 5 mg/mL a 50 mg/mL de pelo menos um inibidor
de proteina do metabolismo de colesterol de carrapato.

[0053] Em um quarto objeto, a presente invencdo apresenta um processo de
controle de uma populagdo de carrapatos compreendendo uma etapa de
aplicacdo de uma composicdo compreendendo pelo menos um inibidor de
proteina do metabolismo de colesterol do carrapato.

[0054] Em uma concretizacdo, o controle de uma populacdo de carrapatos
compreende uma etapa de aplicacdo realizada: no carrapato; no hospedeiro ou
um hospedeiro em potencial; em materiais, como madeira, couro, palha; ou em
construcdes, como estabulos e casas.

[0055] Em uma concretizacdo, a etapa de aplicacdo é realizada em um
hospedeiro vertebrado infestado por carrapato.

[0056] Em uma concretizagdo, a etapa de aplicacao é realizada via oral, topica
ou injetavel. Em uma concretizacao, a etapa de aplicacéo é realizada via tépica.
[0057] Em uma concretizacado, o inibidor € aplicado em uma concentracdo de 5
mg/mL a 50 mg/mL.

[0058] A presente invencao revela a importancia do metabolismo de colesterol
na fisiologia dos carrapatos e o0 uso de inibidores de proteinas deste
metabolismo, tal como a ezetimiba e avasimiba outros inibidores da NPC e
ACAT, para o controle de populagcbes de carrapatos.

[0059] O metabolismo de lipideos em carrapatos € pouco conhecido, se
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comparado ao de em insetos e insetos hematéfagos. Assim como em outros
aspectos fisiologicos, os estudos de metabolismo de lipideos em carrapatos séo
baseados no conhecimento em insetos. Nao havia sido mostrado que o
carrapato usava estas enzimas para absorcdo do colesterol, ndo havia sido
testado se existia esta rota enzimatica no carrapato, e ndo havia sido testado o
uso destas drogas em carrapato.

[0060] Mesmo a existéncia das enzimas ndo era garantia que as drogas
tivessem efeito, porque as enzimas de mamifero (alvo original da droga para
controle do colesterol) ndo sdo idénticas as do carrapato. Sendo que a
composi¢cdo acaricida, compreendendo esses inibidores de proteina do
metabolismo de colesterol, apresentou excelentes resultados no controle de

populacao de carrapatos, diminuindo a viabilidade de ovos de carrapato.

Exemplo
[0061] Os exemplos aqui mostrados tém o intuito somente de exemplificar uma

das inUmeras maneiras de se realizar a invencao, contudo sem limitar, o0 escopo
da mesma.

[0062] Para comprovar o efeito obtido pelo processo da presente invencao na
inibicdo de proteinas do metabolismo de colesterol na fisiologia dos carrapatos,
foi utilizada a técnica de inibicdo das proteinas pelos inibidores avasimiba e
ezetimiba. Atualmente ezetimiba e avasimiba s&do consideradas de baixa
toxicidade para humanos e outros animais.

[0063] Solucdes de avasimiba e ezetimiba foram solubilizadas em DMSO e
entdo diluidas em sangue bovino nas concentracdes finais de 600 uM e 350 puM.
Fémeas adultas parcialmente alimentadas de R. microplus foram alimentadas
artificialmente com essas misturas. Carrapatos controle foram alimentados com
sangue contendo o solvente dos inibidores. Os resultados do processo descrito
nesse exemplo estédo representados nas figuras 2, 3 e 4.

[0064] Conforme pode ser observado nas figuras 2 a 4, os inibidores de

proteinas envolvidas no metabolismo do colesterol possuem atividade acaricida,
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uma vez que reduziram significativamente o desenvolvimento dos ovos dos
carrapatos apos as referidas administracoes.

[0065] Os resultados mostraram que inibidor do colesterol avasimiba tem efeito
na fisiologia dos carrapatos. A avasimiba interferiu na postura e eclosédo de ovos
de fémeas alimentadas com sangue contendo avasimiba, interferindo no ciclo de
vida do carrapato.

[0066] Os inibidores do colesterol avasimiba e ezetimiba interferiram na
fisiologia dos carrapatos. Os dois inibidores interferiram na formacdo da camada
de cera protetora dos ovos de fémeas alimentadas com sangue contendo
inibidores. A alteragéo da camada de cera aumentou a susceptibilidade dos ovos
a adesdo bacteriana e formacdo de biofilmes bacterianos, diminuindo a
viabilidade dos ovos e interferindo no ciclo de vida do carrapato.

[0067] Baseado nos resultados obtidos a partir das andlises realizadas, o0s
compostos quimicos avasimiba e ezetimiba, separadamente ou em conjunto,
assim como em conjunto com outros inibidores de proteinas de carrapatos,
mostraram efeitos acaricidas, sendo uma nova alternativa para o controle de
carrapatos. Além disso, 0 uso combinado destes compostos apresenta o
potencial de reduzir a probabilidade de desenvolvimento de resisténcia pelos
carrapatos.

[0068] Os versados na arte valorizardo os conhecimentos aqui apresentados e
poderdo reproduzir a invencdo nas modalidades apresentadas e em outras
variantes e alternativas, abrangidas pelo escopo das reivindicagdes a seguir.
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Reivindicacdes

1. Composicao acaricida caracterizada por compreender 5 mg/mL a 50
mg/mL de pelo menos um inibidor de proteina do metabolismo de colesterol de
carrapato.

2. Composicao acaricida, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada
pelo inibidor ser de uma proteina do metabolismo de colesterol selecionada do
grupo consistindo de proteina Niemann-Pick C (NPC) ou acil-CoA aciltransferase
(ACAT).

3. Composicdo acaricida, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,
caracterizada pelo inibidor ser selecionado do grupo consistindo de ezetimiba,
avasimiba e combina¢des dos mesmos.

4. Uso de pelo menos um inibidor de proteina do metabolismo de
colesterol de carrapato caracterizado por ser na preparagdo de uma
composicao acaricida conforme definida em qualquer uma das reivindicacfes 1
a3.

5. Uso de uma composicdo, conforme definida em qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 3, caracterizado por ser no controle de uma populacao de
carrapatos.

6. Uso, de acordo com a reivindicacdo 5, caracterizado por compreender
uma etapa de aplicagdo em um hospedeiro vertebrado infestado por carrapato.

7. Uso, de acordo com a reivindicacéo 6, caracterizado por compreender
uma etapa de aplicacéo via oral, topica ou injetavel.

8. Uso, de acordo com a reivindicagao 7, caracterizado pela aplicacéo
ser por via topica.

9. Processo de controle de uma populacdo de carrapatos caracterizado
por compreender uma etapa de aplicacdo de uma composi¢cdo acaricida

conforme definida em qualquer uma das reivindicagbes 1 a 3.
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Resumo
COMPOSICAO ACARICIDA, USO DESSA COMPOSICAO, USO DE PELO
MENOS UM INIBIDOR DE PROTEINA DO METABOLISMO DE COLESTEROL
DE CARRAPATO E PROCESSO DE CONTROLE DE UMA POPULACAO DE
CARRAPATOS

A presente invencao refere-se a uma composicdo acaricida e a um
processo para o controle seletivo de carrapatos, de forma a substituir ou
complementar o uso de outros acaricidas pelo uso de inibidores de proteinas do
metabolismo de colesterol, mais especificamente pelo uso de inibidores das
proteinas Niemann-Pick C (NPC) ou acil-CoA aciltransferase (ACAT),
especificamente de ezetimiba e avasimiba. A presente invencado se situa nos

campos da Quimica, Agropecuaria e Veterinaria.
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