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(57) Resumo: COBRE (CU-Il), PARA USO COMO PARASITICIDA E ACAO SINERGICA NP CONTROLE DE ENDO E
ECTOPARASITOS (ENDECTOCIDA) EM ANIMAIS DOMESTICOS. A presente invencdo consiste na utilizacdo de misturas do
parasiticida NTX e produtos similares biologicamente ativos - sal de Cu-Il e/ou complexos cupricos e/ou associacdo com sais de
Cu-Il, como cloreto e sulfato de Cu-Il (contraions), para aplicacdo nos espagos produtivos e nao produtivos, para o
controle/supressao de endo e ectoparasitos e/ou controle populacional destes. A mistura NTX e sais de Cu-Il induz a
potencializacao e maior atividade bioldgica ao produto veterinario. Estas misturas foram avaliadas quanto a sua eficiéncia para o
controle de nematodas gastrintestinais de ovinos e bovinose do carrapato Rhipicephalus microplus. Os resultados mostraram que
a CI50 de ambas as solugdes, em combinagdo com o CI10 de NTX apresentaram efeito sinérgico em L3 de ovinos e bovinos.
Desse modo, a mistura NTX com sal de Cu-Il (cloreto e sulfato) atendem ao propdsito de novas formulagfes para o controle de
endo e ectoparasitos, tendo acao sinérgica para aplicacdes com agdes abrangentes/multifuncionais, com utilizagéo veterinaria e
agregacéo de valor a produtos convencionais como NTX e similares comerciais para o controle/(...).
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COBRE (CU-Il) PARA USO COMO PARASITICIDA E ACAO SINERGICA NO
CONTROLE DE ENDO E ECTOPARASITOS (ENDECTOCIDA) EM ANIMAIS
DOMESTICOS

Setor técnico

[001] A invencdo considera o uso de solugcdes de ions cobre (Cu-ll)
isolados e em combinacdes sinergéticas com Nitroxinil 34% (NTX) e
produtos similares, com ions Cu-ll para o controle de endoparasitos
(nematodas gastrintestinais) e ectoparasitos (carrapatos, berne,
moscas) de ruminantes por potencializacdo e/ou abrangéncia de

efeitos bioldgicos para melhorias na salude animal e humana.

Problemas técnicos existentes

[002] O principal problema de saude animal sdo as infeccdes por
parasitos que afetam o bem-estar, a produtividade e a qualidade dos
produtos de origem animal. As infeccdes parasitdarias causam uma
significativa diminuicdo do bem-estar animal e graves perdas de
produtividade em ovinos, bovinos e outros animais da atividade
pecudria e ainda pequenos animais, como cdes e gafos. As
metodologias de controle de parasitos em animais domésticos sdo
baseadas no controle continuo das doencas, devido as caracteristicas
das criagcdes a campo e a atividade toxica dos produtos utilizados no
controle, causando inclusive alto grau de contaminacdo ambiental.
Neste aspecto, dada a grande dificuldade para o contfrole de parasitos
em ruminantes, devido a resisténcia por parasitos selecionados, o
objetivo da presente patente de propriedade intelectual € demonstrar
a eficdcia das solucdes G base de cobre; cloreto e sulfato de Cu-ll
contra nematodas gastrintestinais (NGI) e o carrapato Rhipicephalus
microplus, que parasitam bovinos e oufros ruminantes.Os NGI mais

comuns e que foram usados nesta proposta sdo Haemonchus spp.,
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Trichostrongylus spp., Ostertagia sp., Oesophagostomum sp. e Cooperia

SppP.

[003] Os experimentos com Cu-ll foram realizados contra os NGI com
trés testes: eclodibilidade de ovos (TEO), desenvolvimento larvar (TDL), e
o teste de inibicdo da migracdo larvar (TIML). O TIML ainda foi utilizado
para testar a combinacdo das solucdes de Cu-ll com o medicamento
nitroxinil 34% (NTX). O NTX € uma molécula que faz parte do grupo dos
substitutos  fendlicos, e € denominada como 4-hidroxi-3-iodo-5-
nitfrobenzonitrila. Os substitutos fendlicos apresentam eficdcia sobre
cestodas, frematodas e alguns nematodas hematdfagos. O ativo NTX foi
escolhido por j& ter sido usado na rotina com os animais no estudo e
tem comércio mundial, podendo ainda ser utilizado em humanos. O
teste de imersdo em adultos (TIA) foi utilizado para o R. microplus
(carrapatos). Para os NGI, os experimentos foram realizados para
verificar a eficdcia de solucoes isoladas nas concentracoes de 2,0; 7,0;
30; 125; 500 e 2000 uM. Os resultados experimentais mostraram que para
o cloreto de cobre (CuCly),a eficacia foi de 12, 34, 48, 77, 86 e 95% para
as larvas mistas de terceiro estagio (L3) de NGI de ovinos, e de 12, 39, 47,
77, 89 e 95% de eficacia para L3 de NGI de bovinos. O sulfato de cobre
(CuSO4), mostrou eficacia de 5,0; 34; 49; 73; 87 e 97% para L3 de NGI de
ovinos e de 8,0; 33; 47; 69; 84 e 93% para L3 de NGI de bovinos (Tabela
1). Os resultados experimentais mostraram uma diferenca significativa (P
< 0,05) na eficacia entre todas as concenfragcdes das solucoes
utilizadas, porém, quando as mesmas concentracdoes utilizadas foram
comparadas entre ovinos e bovinos, ndo houve diferenca estatistica. As
concentracdes inibitdrias (Cl) de 10, 30, 50, 70 e 90 puM foram
estabelecidas afravés da andlise das curvas de eficacias obfidas
(Tabelas 2, 3, 4 e 5). As Cl de ambas as solucdes foram testadas em

combinagdo com as mesmas Clsg e Clig de NTX. As maiores eficdcias
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das solucdes utilizadas foram enconfradas contra L3 de ovinos nas
combinacdes de NTX e Cu-ll: 88% com a combinacdo de Clsop de CuCla
e a Clip de NTX, e 77% com a Clsp de CuSO4 e a Clio de NTX. Nos
resultados para bovinos, a eficdcia foi de 91% com a Clsp de CuCl, e a
Clio de NTX, e 79% com a Clsp de CuSOscombinado com a Clip de NTX
(Tabelas 6 e 7). Todos os resultados experimentais mostraram que a Clso
de ambas as solucdes, em combinacdo com o Clip de NITX
apresentaram efeito sinérgico (potencializacdo), uma vez que a soma
das eficdcias foi maior que a soma das doses isoladas. Nos testes de TEO
com ovos € o TDL com as L3, foram aplicadas a Clyo, Clsg € Clyo de CuCly
e CuSO4. Na andlise, foi observado efeito concentracdo-dependente,
na medida em que a dose foi aumentada, aonde uma menor
quantidade de ovos eclodiu até L1 (TEO), e uma menor quantidade de
L1 desenvolveu até L3 (TDL). Houve diferenca estatistica na eficdcia (P <
0,05), entre as concentracdes, mas ndo entre as solucdes utilizadas
(Tabelas 8 e 9). As solucdes de CuCl, e CuSO4 foram utilizadas no TIA,
nas concentracdes de 30, 60, 120, 240, 480 e 1000 mM, assim como a
dgua destilada, como contfrole negativo (CN). A combinacdo de
cipermetrina a 20% e clorpirifés a 50% como confrole positivo (CP)
também foi testada. O cdlculo da eficdcia geral (TIA + eclodibilidade
de larvas + taxa de reproducdo) do CuCl; foi de 81, 82, 87, 89, 100 e
100% e 61, 43, 62, 93, 100 e 98% para o CuSO4 (Tabela 10). Nao foi
observada diferenca estatistica entre as concentracdes testadas (P >
0,05). As ldminas histoldgicas dos ovdrios das fémeas de R. microplus
foram confeccionadas para andlise por microscopia ofica. As
visualizacdes das micrografias mostraram alteragcdes morfoldgicas nos
ovécitos,  vacuolizacdo citoplasmdtica, perda da membrana
plasmdtica, descaracterizacdo da vesicula germinal e cérion, perda da
parede do ovdrio, alteracdes nucleares e degeneracdo vacuolar apds
tratamento com 240, 480 e 1000 mM de CuCl, e CuSOy4 (Tabela 11).

Peticaio 870210075185, de 17/08/2021, pég. 5/34



4/32

Ambas as solucdes de Cu-ll foram testadas em células MDBK (Madin-
DarbyBovineKidney) com o objetivo de verificar sua viabilidade (Tabela
12). Nas andlises, foi observada a diminuicdo da viabilidade das células
a partir da Clso (695 UM de CuClz e 660 uM de CuSOy4) apds 24 e 48 h de
incubacdo no teste de MTT (reagente de 3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-
diphenyltetrazolium). Os dados apresentados sdo  inéditos
mundialmente para as solucdes CuCl, e CuSOs e demonstram que
ambas solucdes foram significativamente mais eficazes contra endo- e
ectoparasitos do que o confrole, nos testes analiticosin vitro. O
sinergismo observado nas combinacoes de NTX com CuClo e CuSO4 nos
testes in vifro de L3 de NGI, apresentaram um potencial de
desenvolvimento de novas formulacdes no confrole de NGI e outros
parasitos de ruminantes por potencializacdo da eficdcia e/ou

ampliacdo do(s)efeito(s) e mecanismo(s) de acdo bioldgica.

[004] A necessidade de controlar parasitos para melhoria do bem-estar
e da saude animal e a reducdo dos prejuizos e perdas na criagcdo,
impode o objetivo de aumentara o confrole de doencascom a reducdo
de custos. O uso de metais bioativos de Cu-ll, como complemento e
potencializador de atividade bioldgica, constitui uma ferramenta
inédita  mundial extremamente importante para o sinergismo de

medicamentos convencionais no controle de endo e ectoparasitos.

[005] Neste cendrio, apresentamos um biofdrmaco com formulacdo
inovadora de confrole de parasitos de forma eficiente e segura.Foi
demonstrado com vdarios experimentos que nossaestratégia apresentou
uma eficdcia significativa e importante,com efeitos de potencializacdo
mais eficientes.O uso das solucdes e as combinacdes propostas

apresentam menor custo para utilizacdo no controle de parasitos e
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outros patdgenos na pecudria no Brasil e demais paises com criagdo

animal.

Problemas técnicos existentes

[006] Os bovinos e ovinos tém grande importdncia social e econdmica e
sdo acometidos frequentemente por NGl e carrapatos. Estas infeccoes
podem interferir no bem-estar e consequentemente influenciar em
perdas significativas relacionadas as parasitoses no valor de até US$15
bilhndes/anuais (CHARLIER, et al., 2015). O Haemonchus spp. estd
presente em todo o Brasil, infectando ruminantes, e € o nematoda de
maior importéncia nas espécies domésticas. A alta frequéncia deste
parasito, a grave patogenicidade e a rdpida selecdo de populacoes
resistentes que desenvolvem frente aos anti-helminticos, representa um
dos mais sérios problemas de infeccdo parasitdriac mundialmente
(MOLENTO, 2009; CRAIG, 2018).

[007] Ectoparasitos como Dermatobia hominis, Oestrus ovis, Haematobia
irritans, Cochliomya hominivorax, Stomoxys calcitrans, ocupam lugar de
destaque entre as parasitoses de ruminantes. O R. microplus €
considerado o ectoparasito que mais traz prejuizos aos animais (GRAF et
al., 2004;SARTOR & SANTAREM, 2017).Este parasito & o vetor responsdvel
pela transmissdo de Babesia bigemina, B. bovis e Anaplasma marginale
na América do Sul, tendo seu ciclo regulado pelo clima (temperatura,
pluviosidade e umidade relativa) (LABRUNA, 2008). O controle da
infestacdo pelo carrapato é feito com o uso de acaricidas
convencionais, de uso tépico ou sistémico. Enfretanto a administracdo
intfensiva  dos  produtos resultou também em  populacoes
resistentes.Desta  forma, surge a necessidade de abordagens
alternativas, como o uso de carrapaticidas em combinacdo e novas

bases terapéuticas para potencializacdo da afividade e aumento da
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eficiéncia das formulacdes farmacéuticas veterindrias (RODRIGUEZ-
VIVAS et al., 2018).

[008] As endoparasitoses ocorrem de forma mista e dependem de
diferentes fatorescomo temperatura, pastagem, espécie do hospedeiro,
estado fisiolégico e nutricionale manejo dos animais. O animal
parasitado pode apresentar anemia hemorrdgicaaguda por causa dos
hdbitos dos parasitos de sugar sangue, graus varidveis deedema,
apatia, letargia, fezes com sangue, € no caso de ovinos, a queda da
qualidadeda la. Assim, se faz necessdrio utilizar estratégias de controle,
que possameliminar parasitos nos rebanhos,revertendo estas perdas e

possiveis populacdo jd resistentes (TAYLOR et al.,2010).

[009] A integracdo de diferentes ferramentas de confrole, pode ser um
pré-requisitopara o gerenciamento sustentdvel destas infecgcdes. O
objetivo dessas ferramentas éalcancar um controle suficiente para
reduzir o impacto negativo das infeccoes (HOSTE& TORRES-ACOSTA,
2011). Para evitar que novos compostos venham a serdesprezados em
funcdo da resisténcia aos antiparasitdrios, sGo necessdrias medidasque
prolonguem a vida Util desses medicamentos (MOLENTO et al., 2013).
Devido aisto, novas fécnicas tém sido desenvolvidas, com base em
estratégias que visamreduzir o uso de anti-helminticos, a selecdo de
parasitos resistentes e a liberacdo decompostos quimicos no meio
ambiente (MOLENTO, 2009).

[010] Neste quesito, surge a importé@ncia de estudar novas tecnologias e
novosprodutos que possam ter aplicabilidade e boa eficdcia, isolado ou
em combinacdo comprodutos comerciais. Um exemplo disso sdo as
solucoes a base deCu-ll.Historicamente, hd registros extraidos do Papiro

de Edwin Smith, aproximadamente 2000 a.C., descreveramaqgue o Cu-ll j&
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era utilizado para esterilizar dgua e feridas. Em meados do ano 400
A.C.,na época de Hipodcrates, o Cu-ll foi prescrito para tratar doencas
pulmonares, duranteo Império Romano. No século XVIl, o Cu-ll foi
utilizado para fratamento de doencasmentais. Em 1761, o sulfato de Cu-
Il foi utilizado para inibir fungos transmitidos porsementes, sugerindo sua
aplicacdo como antifungico (BORKOW & GABBAY, 2009).

[011] Kumbhar et al. (1991), utilizaram complexos de Cu-ll contra sete
linhagens de  fungospatogénicos, sendo  eles:Asperqgillusniger,
Aspergillusfumigatus, Candidaalbicans,Cryptococcusneoformans,
Tricophytonrubrum, Epidermophytonfloccosum eMicrosporum canis. Os
autores observaram maior inibicGdo de crescimento exibidapelo
complexo com o bromo. Esta inibicdo foi explicada com base no seu
par redoxde Cu-ll mais baixo e na maior ligacdo covalente,
representando uma nova classe deantifUngicos & base deste metal.
Rodrigues et al. (2017), demonstraram o efeito dasintese de complexos
de Cu-llcom L-glutamato e L-aspartato na atividade bioldgicacontra
larvas de  Aedes aegypti e afividade  bactericida em

Staphilococcusaureos eEscherichia coli.

[012] Tendo em vista a grande preocupagcdo com o controle parasitdrio
emruminantes e buscando alternativas inovadoras e com componentes
de dalta tecnologia para combater parasitos resistentes,melhorar a
salde e o bem-estar dos animais, o objetivo dos experimentos
realizados foi demonstrara eficdcia in vitro das solucdes de cloreto e
sulfato de Cu-ll contra larvas infectantesde NGI de ovinos e bovinos, e

contra o carrapato bovino R.microplus.

Objetivos da invencdo/vantagens
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[013] Os objetivosda solicitacdo sdo;demonstrar a atividade das
solucdes de ions Cu-ll contra endo e ectoparasitos de ruminantes,e seu
efeito sinérgico quando associadas em formulagcdes de ions Cu-licom
produtos parasiticidas ou produtos biologicamente ativos. Dados de
sinergia foramdemonstradosa partir de ensaios in vitrosobre fases
infectantes deNGI de ovinos e bovinos e do carrapatoR. microplus
(DOLENGA, 2020). As andlises de lesdes no carrapato foram realizadas
também por microscopia de I[&Gminas com a histologia em fémeas de R.
microplus,tratadas com sais cUpricos (cloreto e sulfato) e medicdo do
grau de lesdo.A partir das Idminas foi feita correlacdo com as diferentes
concentracoes dessas solucdoes para definir o mecanismo de acdo do
bioproduto. Também foram realizados experimentos in vitro com
microcdpsulas de sais cUpricos e andlises da toxicidade dos sais de

cobre em diferentes concentracdes por cultivo celular.

[014] Os animais ruminantes sdo mamiferos herbivoros que se
caracterizam por (re)mastigar continuamente o alimento que retorna
do estbmago para absorcdofinal e é continuamente ftriturado. Os
animais apresentam o estébmago dividido em quatro compartimentos.
Exemplos de ruminantes sGo ovinos, bovinos e outros queapresentam
uma variedade de endo e ectoparasitos que interferem no
metabolismo desses animais com perdas continuas. Os principais
géneros de endoparasitos enconfrados em ruminantes sGo
Haemonchus spp. e Trichostrongylus spp. O carrapato R. microplus € o
ectoparasito mais relevante enconfrado em bovinos. O controle dos
parasitos € realizado com produtos antiparasitarios convencionais, de
forma excessiva, o que ocasiona em grande pressdo seletiva, resultando
em populacoes de parasitos resistentes. A resisténcia parasitdria pode
ser monitorada através de testes regulares nas propriedades (in vivo).

Neste cendrio,outras alternativas sdo indicadas; como utilizar o controle
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bioldgico, rotacdo de pastagens e a combinacdo de fadrmacos ou
produtos bioativos, que podem conftribuir para confrolar a populacdo
de parasitos. A opcdo da presente proposta € associar antiparasitdrios
com metais bioativos, i.e ions cobre, Cu-ll que possuem atividade
biocida ou biostatica,e que ja foram descritos na literatura como
seguros para controle de microrganismos, € no uso em superficies de
equipamentos e hospitalares (ex. corrimdo e portas). O objetivo dessa
solicitacdo implicaem uma andlise da literatura,para embasamento da
proposta para registro de propriedade intelectual para patenteamento
da associacdo de ions cUpricos com parasiticidas comerciais para
contfrole de endo (nematodas gastrintestinais) e ectoparasitos

(carrapato R. microplus) deruminantes.

[015] A busca de anterioridade foi realizada e descrita a seguir para
comparacoes e diferenciacdoes apontadas em relacdo a solicitacdo de
patente da pesquisa realizada com NTX e sais de Cu-llcontraions
(cloreto e sulfato) na potencializacdo de efeito bioldgico para endo e
ectoparasitos. Na busca de anterioridade de forma intensiva com
diferentes combinacdes de palavras-chave, pode-se encontrar
patentes com referéncia ao uso de sais cuUpricos que foram utilizados
em etapas de sinteses para produtos bioativos, como em moléculas
sintéticas, formulacdes com diferentes usos e propdsitos para diferentes
aplicacées como alimentacdo ou fratamento de animais como
suplementos, fratamento de parasitas em diferentes meios aqudticos e
terrestres, tratamento de dgua e/ou suas combinacdes possiveis.
Entretanto, o uso combinado com endo e ectoparasiticidas e/ou
potencializacdo de efeitos, ndo foram explicitamente encontradas

patentes ou solicitacdo de patentes.
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[016] A patente BR 102014021855-6 A2(Brasil) demonstra que o sulfato
de cobre, misturado com outros minerais, adicionado ao sal e oferecido
aos animais na alimentacdo, € um método de contfrole do
endoparasita H. contortus e aumenta o desempenho zootécnico. Nossa
abordagem para uso dos sais cUpricos, combinacdes ou complexacoes
do metal é diferenciada, pois o uso das solucdoes serd feito como
medicamento antiparasitdrio em duas formulacdes iniciais para agir
contra parasitos para fins de sinergismos e/ou potencializacdo e

abrangéncia de efeitos bioldgicos.

[017] A patente US 20180146647A1 (Estados Unidos) descreve o uso
demedetomidina no controle de crustdceos parasitas em peixes,
incluindo nanoparticulas de cobre, sais de cobre e outros compostos e
combinacodes para controle de parasitas. Estabelece ainda um método
para melhorar o fluxo de dgua para dentro e para fora de uma gaiola
ou rede para piscicultura, fornecendo um revestimento de superficie
contendo medetomidina ou um sal em combinacdo para obtencdo de
quantidade eficaz para reduzir a incrustacdo bioldgica da referida
gaiola ou rede. O revestimento produzido € capaz de liberar
medetomidina ou o seu sal ou combinagdes na dgua da gaiola ou rede
em uma quantidade eficaz para reduzir ou prevenir a infestacdo
parasitaria dos peixes na gaiola ou rede. Nosso registro ndo foi testado
em peixes, porém as combinagdes propostas neste processo tém

caracteristica de acdo antiparasitaria em outros animais.

[018] A patente WO2017124666A1 WIPO (PCT) mostra o uso de sulfato de
cobre-cdicio como aditivo para alimentacdo animal. O sulfato de
cobre-cdlcio quando usado na criacdo de animais em baixas doses,
pode atingir o efeito que altas doses de sulfato de cobre alcancam na

promocdo do crescimento animal e pode substituir preparacdes de
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cobre de baixa dosagem, como o elemento bdsico de cobre nutritivo
para animais usados na criacdo de aves, gado ou animais aqudticos. O
sulfato de cobre-cdicio pode ser usado como um novo, eficiente e
seguro aditivo para racdes na industria de processamento de racdes e
na industria de criacdo de animais, pode reduzir a dosagem de ions de
cobre em quase 50-70% para atfingir o mesmo desempenho de
producdo, pode reduzir significativamente o uso de cobre na pecudria,
e pode reduzir os custos de producdo, reduzir os efeitos colaterais
toxicos de um alto nivel de cobre e reduzir a poluicdo ambiental, e € um

composto de cobre com vantagens Unicas.

[019] A patente CN1205862C (China) descreve um produto quimico
para matar caracdis em aquicultura. A invencdo refere-se a um
medicamento para matar caramujos para a aquicultura, que
compreende respectivamente os componentes: dcido cloridrico (ou
dcido sulfurico), nicotinanilida, sulfato de cobre e cloreto de amobnia. A
invencdo tem o método de preparacdo em que o dcido cloridrico (ou
dcido sulfurico) nicotinanilida, o sulfato de cobre e o cloreto de amobnia
podem ser uniformemente misturados e agitados de acordo com a
proporcdo apods trituracdo e peneiramento para preparacdo de um
medicamento composto. Este produto € eficaz para eliminar caracodis e
tem como vantagens a fabricacdo simples, uso conveniente, preco
baixo e morte rdpida e completa de caramujos, € € seguro para peixes
e camardes. O produto ndo tem efeito adverso para culturas, ervas
daninhas aqudticas, algas, pessoas e animais e estd de acordo com 0s

requisitos de protecdo ambiental ecoldgica.
[020] A patente US5451598A (Estados Unidos) mostra uma série de

compostos heterociclicos e uso de inseticidas. Os compostos possuem

atividade inseficida com a férmula (l): ## STR1 ## em que Rl é
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hidrogénio, halogénio ou um grupo NR4R5 em que R4 e RS sdo
independentemente selecionados de hidrogénio ou alquil; R2 € um
grupo --S (O) nR6 em que n €0, 1 ou 2 e R6 € um grupo haloalquilo; R3 é
--CN ou é um grupo CX - NY1 Y2 por exemplo --CS - NH2; e R7 e R8, que
podem ser iguais ou diferentes, sdo halogéneos. Nesta patente
considera-se o uso de alguns sais de cobre nas sinteses e exemplos
listados na patente. Mas, ndo relaciona atividade complementar e

sinérgica desses sais cUpricos.

[021] A patente7252843(https://patents.justia.com/patents-by-us-
classification/424/698)relata uma composicdo para limpeza de corpos
d'dgua contidos por uso de uma composicdo e método para limpar,
higienizar e manter corpos d'dgua contidos, como piscinas, fontes, lagos
ornamentais. A composicdo inclui porcentagens pré-determinadas de
sulfato de cobre (40-50%), sulfato de zinco (40-50%) e sulfato de aluminio
(10-20%) por peso. A composicdo e o método reduzem a quantidade
de cloro e a quantidade de frabalho associada & limpeza, higienizagcdo

e manutencdo de corpos d'dgua contidos.

[022] A patente 6420312 (https://patents.justia.com/patents-by-us-
classification/424/698) relata uma composicdo para fratamento de
dgua. A invencdo relaciona uma solucdo algicida-floculante para uso
no fratamento de dgua bruta em uma estacdo de fratamento de dgua
municipal para controlar algas. A solucdo algicida-floculante incluiu 25-
50% em peso de um floculante acido, 0-10% em peso de um floculante
auxiliar de polimero, um algicida essencialmente de cobre com uma
concentracdo de 0,025-1,25% em peso na forma de um sal de cobre
solUvel em dgua e dgua de equilibrio. A mistura uniforme do floculante
na dAgua bruta simultaneamente mistura de forma homogénea o

algicida da solu¢cdo de algicida-floculante na dgua bruta. O floculante
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dcido € de preferéncia sulfato de aluminio, sulfato de ferro, cloreto de
ferro ou suas misturas. O sal de cobre soluvel em dgua é de preferéncia
sulfato de cobre, cloreto de cobre, nitrato de cobre, acetato de cobre
ou suas misturas. Além disso, o floculante auxiliar € uma amina
quaterndriacc  de alto peso molecular, como cloreto de

dialildimetilamonio.

[023] A patente 6248369 (https://patents.justia.com/patent/6248369)
relata um processo de tratamento de dgua com uso de sal de cobre
solUvel em dgua, preferencialmente sulfato cUprico
pentahidratadomisturado com dgua. Uma pequena quantidade de um
floculante dcido é adicionada a solucdo de sulfato de cobre para
acidificar a dgua e promover a dissolucdo do sulfato de cobre na dgua.
Uma solucdo de 25-50% de dgua de um floculante dcido, com ou sem
um auxiliar floculante polimérico catidnico, é preparada e bombeada
para um vaso ou tanque de processamento. A solucdo de sulfato de
cobre acidificado é adicionada ao tangue e misturada com o
floculante dcido. A solucdo algicida-floculante é tfransportada para
uma estacdo de tratamento de dgua municipal e adicionada a dgua
bruta no clarificador para eliminar particulas na dgua que entra e

conftrolar as algas no clarificador.

[024] A patente US5698210A (Estados Unidos) relata composicoes e
processos de liberacdo controlada de diferentes produtos e polimeros,
incluindo alguns sais cUpricos para o fratamento de organismos em uma
coluna de dgua ou em terra. As composicoes de liberacdo controlada
de matéria sdo mostradas e compreendem complexos para tratar uma
populacdo de um ou mais organismos aqudticos em uma coluna de
dgua. Os complexos compreendem pelo menos um sistema com pelo

menos um agente bioativo selecionado para fratar uma populacdo de
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organismos aqudticos, pelo menos um componente transportador e
pelo menos um componente de revestimento para regular a taxa de
liberacdo controlada e o perfil de liberacdo de o agente bioativo em
dgua ou pelo menos um agente bioativo e um componente de funcdo
conjunta que pode servir como um carreador e revestimento para
regular a taxa de liberacdo controlada e o perfil de liberacdo do
agente bioativo em dgua, com ou sem componentes ligantes opcionais
e/ou materiais de formulacdo adicionais. Os componentes sdo
selecionados para afundar ou flutuar de modo que os complexos
permeiem e/ou permanecam em qualguer segmento planar ou
volumétrico de uma coluna de dgua por um periodo de tempo que
seja suficiente para tratar efetivamente uma populacdo de organismos
aqgudticos. Descreve ainda métodos para tratamento de coluna de
dgua com a entrega das composicdes a coluna de dgua ou a uma
drea de pré-inundacdo seca (pré-tratamento) que se desenvolverd em
uma coluna de dgua ou em uma drea de inundagcdo. A composicdo e

O processo também podem ser usados para fratar organismos terrestres.

[025] A patente US 8785372 B2 (Estados Unidos) refere-se a compostos
de 1-aril-5-alquil pirazol, de férmula geral onde os radicais sdo produtos
ou sais dos mesmos contra ectoparasitas como insetos, artropodes e
dcaros e algumas combinacdes contém diferentes produtos e alguns
sais cUpricos. Esta patente ndo relaciona sinergismos ou potencializagcdo

de atividade bioldgica explicita pelas combinagoes.

Novidade

[026] Até o momento, ndo foram encontrados estudos utilizando
solucdes de Cu-ll (cloreto e sulfato) contra nematodas gastrintestinais e
carrapatos de ruminantes. Este € um estudo inédito mundialmente com

CuCl2 e CuSOyq4, e os resultados alcancados até o momento sdo muito
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promissores para que estas solucdes sejam desenvolvidas como
formulacdes contra endo e ectoparasitos de ruminantes. Para
nematodas, ambas as solucdes (cloreto e sulfato) quando usadas
isoladas, demonstraram um efeito anti-helmintico significativo e ainda
em combinacdo com o NTX, quando usado em baixas concentracoes,
apresentou efeito sinérgico. Para o TEO e o TDL, os resultados mostraram
que ovos e larvas foram dependentes da concentracdo utilizada, isto é,
a maior concentfracdo gerou menor quantidade de L1 no TEO e menor
quantidade de L3 no TDL. Isto nos mostra que as solucdes de CuClp e
CuSOg4 tém acdo sobre diferentes estdgios de nematodas gastrintestinais
de ruminantes. Os resultados apresentaram eficdcia dependente da
concentracdo na fase de ovo, impedindo a eclodibilidade de larvas L1,
na fase de desenvolvimento larvar. A maior concentracdo ndo teve
desenvolvimento de larvas L1 até L3. Na fase de L3, utilizando o TIML,
ambas as solucdes se mostraram eficazes, inibindo in vitro a migracdo

larvar, de forma isolada ou em combinacdo com o NTX.

[027] Este resultado é muito importante e inovador, pois a combinacdo
da Clio do antiparasitario NTX com a Clsp de CuCly teve eficdcia de
88,94 e 91,30% em ovinos e bovinos, respectivamente, e a Clio do NTX
combinada com a Clsop de CuSO4 teve eficacia de 77,02 e 79,47% para
ovinos e bovinos, respectivamente. Essas combinacdes tiverem
sinergismo por adicdo, uma vez que tanto o NTX, como as solucdes de
Cu-ll, nas respectivas Clsp tiveram eficAcia menor. Isto pode significar
uma menor concentracdo do NTX na formulacdo em combinacdo, o
gue ird causar menor gasto com o produto, ird causar menor selecdo
para resisténcia, visto que existe o composto novo de Cu-ll,

promovendo melhores condicdes ambientais para a fazenda.
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[028] Nos carrapatos, através do TIA, foi observada eficdcia de 88,88%
na fase de inibicdo da ovipostura nas concentracdes 480 mM para
CuCl; e CuSOu4. Na fase de eclodibilidade, as concentracdes 30, 60, 120,
240, 480 e 1000 mM, apresentaram eficdcia, porém ndo diferiram
estafisticamente entre si para CuCl, e CuSO4 (P> 0,05),sugerindo que
ambas as solucdoes agiram na inibicdo da eclodibilidade de ovos. Para
eficdcia geral do produto, CuCl; apresentou eficdcia acima de 80% em
todas as concentracdes, e CuSO4 apenas nas concentracdes mais altas
(240, 480 e 1000 mM). A concentracdo de 1000 mM é considerada
supersaturada, e foi utilizada com o propdsito de estudar as lesdes
histoldgicas em carrapatos ingurgitados (com ovos). Através da
histologia, observou-se lesdes nos ovocitos tfratados com as solucdes de
240, 480 e 1000 mM.Estas lesdes sugeriram a ocorréncia de estresse
oxidativo produzido pelas concentracdes ufilizadas, uma vez que o
excesso de Cu-ll pode gerar espécies reativas de oxigénio. O grau das
lesdes aumentou nos carrapatos conforme aumentou a concentracdo,

tanto para a solugdo de CuClz, como para CuSOa.

[029] As concentracdes de ambas as solucoes testadas neste estudo
ndo apresentaram toxicidade para a viabilidade celular, pelo método

MTT — o que era esperado como uma formulacdo atoxica.

[030] Os resultados podem contribuir de forma positiva para a
qualidade de vida e bem-estar dos animais a campo, pois sGo
promissores para o desenvolvimento de novas formulacdes de

medicamentos antiparasitdrios em populacdes mundiais.

Breve Descricdo

[031] Para NG, foram testadas de forma isolada as solucoes de cloreto

e sulfato de Cu-ll e em combinacdo com o parasiticida NTX, através do

Petica0 870210075185, de 17/08/2021, pag. 18/34



17/32

TIML, TEO e TDL. Os resultados encontrados podem frazer muitos
beneficios aos animais, pois recebendo uma menor dose do
anfiparasitario, combinado com uma solucdo de Cu-ll, sugere-se um
mecanismo mais amplo e diverso de eficdcia, criando uma menor
possibilidade para a selecdo de parasitos resistentes,inclusive quando as
solucdes forem associadas ao NTX, prolongando o prazo de utilizacdo
da combinacdo. Os mecanismos de resisténcia que possam envolver as
solucoes de CuClz e CuSO4 nos nematodas gastrintestinais ainda ndo
foram estudados. O produto de inovacdo aqui proposto prevé a acdo
farmacoldégica contra parasitos de animais, agindo contra parasitos
internos e externos, descritos na farmacologia como acdo
endectocida. O produto tem caracteristica ecoldégica pois terd menor
contaminacdo ambiental, quando comparado ao uso de acaricidas
topicos e que ocasionam grande contaminacdo ambiental. O presente
pedido de registro inclui a possivel formulacdo de dois produtos, um

com apresentacdo tépica e outro com apresentacdo via oral.

Descricao detalhada

a) Preparo das solugoes de Cu-li

[032] Foram utilizados cloreto de Cu-ll ICO PA - ACS (Dindmica, Sdo
Paulo, Brasil),dihidratado, com peso molecular de 170,48 g/mol, e sulfato
de Cu-ll ICO PA - ACS (Synth, SGo Paulo, Brasil), pentahidratado, com
peso molecular de 249,68 g/mol. Ambas as solucdes foram diluidas em
dgua destilada.O Cu-ll possui peso molecular de 63,54 g/mol e este

peso corresponde a 37 e 25% no CuCl; e CuSOy, respectivamente.
[033] Para os testes TIML, TEO, TDL com os NG, e o teste de toxicidade

com MTT, as solucdes foram preparadas na concentracdo inicial de 100

MM e posteriormente diluidas para o uso. Para o TIA com os carrapatos,
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as solucdes foram preparadas na concentfracdo inicial de 1000 mM, e

posteriormente diluidas para uso (Figuras 1 e 2).

b) Nematodas Gastrintestinais (NGI)

b.1) OPG e Coprocultura:

[034] As contagens de ovos de parasitos (OPG) das amostras de fezes
dos bovinos e ovinos foram determinadas segundo a técnica de
Gordon &Withlock (1939) modificada. A técnica de coprocultura
foirealizada de acordo com Roberts & Sullivan (1950) para identificar o
género dos parasitos presentes nas amostras de fezes. A recuperacdo
das larvas de terceiro estdgio (L3) foi realizada conforme a técnica
descrita por Ueno& Goncalves (1998). As larvas foram quantificadas e
identificadas morfologicamente em microscopio o6ptico Olympus,
(Olympus System Microscopes, Toquio, Japdo), para determinar a
proporcdo de géneros, de acordo com a chave de van Wyk&Mayhew
(2013).

b.2) Recuperacgao de ovos:

[035] Para a recuperacdo de ovos de nematodas, foi seguido o
protocolo descrito por Molento et al. (2011). Os ovos recuperados foram
imediatamente quantificados e utilizados no mesmo dia, para o teste
de eclodibilidade de ovos (TEO) e teste de desenvolvimento larvar (TDL),
seguindo protocolo interno adaptado de Chagas et al. (2011) e
Dolenga (2020).

b.3) Teste de eclodibilidade de ovos (TEO):

[036] Apds a quantificacdo dos ovos, esses foram distribuidos em placas
de 24 pocos (100 ovos/poco) em ftriplicata nas concentracdes da Clio
(0,95 uM), Clso (25,7 uM) e Clso(695 uM) de CuCly, € Clio (1,5 pM), Clso (29
UM) e Clso (660 pM) de CuSO4. O controle positivo utilizado foi NTX (68
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ug/ul) e o controle negativo foi composto por dgua destilada. As placas
foram incubadas em estufa B.O.D.(Santana Tecnologia Cientifica,
Londrina, Brasil) por um periodo de 48h a 27C° e a leitura foi feita em
microscopio invertido (Optiphase, INV-403, Califérnia, EUA). Para
calcular o porcentual de eclodibilidade dos ovos, utilizando a seguinte
férmula: Eclodibilidade (%) = L1 / (ovos + L1) x 100, onde L1 corresponde
as larvas de primeiro estdgio. A eficdcia neste teste foi obtida com base
na quantidade de ovos presentes na amostra inicial, e o nimero de L1
eclodidas, apds o fratamento com as concentracdes de CuCl; e
CuSOa.

b.4) Teste de desenvolvimento larvar (TDL):

[037] Os ovos de nematodas foram recuperados e plagueadosda
mesma maneira que para o TEO. Nos pocos, foram adicionados 200 ul
de dgua destilada, e as placas foram incubadas em estufa B.O.D. por
um periodo de 48h a 27C°. Apds este periodo, 0os ovos se
desenvolveram até L1 e os fratamentos foram adicionados em ftriplicata
nas concentracdes da Clig (0,95 uM), Clso (25,7 uM) e Clso (695 uM) de
CuCly, e Clig (1,5 uM), Clsp (29 uM) e Clso (660 uM) de CuSO4. O controle
positivo utilizado foi NTX (68 ug/ul) e o controle negativo foi dgua
destilada. Todos os pocos receberam 80 pyl de uma solucdo de meio
nutritivo contendo E. coli, para o garanfir a alimentacdo e o
desenvolvimento das larvas. As placas foram incubadas em estufa
B.O.D. por um periodo de 5 dias 27C° e a leitura das larvas L1 e L3 foi
feita em microscopio invertido, para o cdlculo do percentual de
inibicdo do desenvolvimento larvar. A eficAcia neste teste foi obtida
com base na quantidade de L1 presente nos pocos no inicio do teste, e

o nUmero de L3 apds o tratamento.

b.5) Teste de inibicao da migrag¢ao larvar (TIML):
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[038] Este teste foi realizado de acordo com o descrito por Molento
&Prichard (2001), com adaptacdes de Demeler et al. (2010). Foram
utilizadas L3, desembainhadas com 3% (v/v) de hipoclorito de sddio,
durante 15-30 minutos, e posteriormente foram lavadas trés vezes por
centrifugacdo, quantificadas e distribuidas em placas de 24 pocos (200
L3/poco), em quadriplicata, para cada concentracdo dos produtos
(Figura 3). As L3 foram incubadas em estufa B.O.D. por 18h a 27°C
(primeira incubacdo), contendo as concentfracdes de 2,0; 7,0; 30; 125,
500 e 2000 uM de CuCle CuSOs4. Apds 18h, todo o conteludo de cada
poco foi fransferido para uma nova placa contendo um aparato
previomente preparado em cada poco com malha de 25um. As novas
placas foram incubadas nas mesmas condicdes da primeira incubacdo,
com um foco de luz de 150 MHz para estimular a motilidade larvar,
durante 24h. Decorrido este tempo, os aparatos foram retirados
cuidadosamente dos pocos, e a leitura do teste foi feita em microscdpio
invertido com aumento de 10x. A média da quantidade de larvas que
migraram foi calculada de acordo com a férmula: Eficacia (%) = (Br- M
/ Br) x 100, onde Br € o controle negativo e M representa a média de

larvas que migraram apds incubacdo.

b.6) Combinag¢do das solugoes de Cu-ll com Nitroxinil (NTX):

[039] As concentracdes inibitdrias (Cl) 10, 30, 50, 70 e 90 do CuCly, CuSO4
e NITX, foram calculadas com base na média das curvas de
concentracdo. Apds isto, as curvas foram combinadas entre si para o
CuClacom NTX e CuSO4 com NTX para verificar o comportamento da
eficdcia entre essas combinacdes (Figura 4 — “1": controle negativo
(Gdgua destilada); “2": Clio, Clso, Clso, Cl7o € Cloo de NTX; “3": CI 10, 30, 50,
70 e 90 de CuCly; “4": combinacdo das CI 10, 30, 50, 70 e 90 de NTX com
a Clsp de CuCly; 5 = combinacdo das Clio, Clzo, Clso, Cl7o € Cleode CuCla
com a Clso de NTX).
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b.7) Andlise estatistica:

[040] Os resultados obtidos no TEO, TDL, TIML e combinacdo das
solucdes com antiparasitdrio comercial, foram comparados por meio do
software R Core Team, versdo 3.6.3 (2019). A homogeneidade das
vari@ncias e a normalidade dos residuos foram avaliadas pelo Teste de
Barlett e método de Shapiro-Wilkk, com 5% de significancia,
respectivamente. Foi avaliada a variacdo estatistica entre as
concentracoes e eficAcias dos produtos testados para o TEO, TDL e
TIML, e para as duas espécies animais (ovinos e bovinos) para a
intferacdo solucdo-NTX. Apds, redlizou-se a andlise de vari@ncia
(ANOVA), seguido por Tukey para realizacdo dos agrupamentos. Os
agrupamentos por Tukey foram realizados com o auxilio do pacote
“agricolae” (MENDIBURU, 2017). As curvas de concentracdo-resposta

foram realizadas com auxilio do pacote “drc” (RITZ, et al., 2015).

c) Carrapato R. microplus

c.1) Teste de imersao de adultos (TIA):

[041] Grupos com 10 teledginas foram submetidas ao banho de
imersdo. Os grupos controle negativo recebeu dgua destfilada, controle
positivo recebeu a combinacdo de cipermetrina 20% e clorpirifés 50%
(Aspersin, BiogénesisBagd, Curitiba, Brasil), na dilvicdo de 1:1250,
indicada pelo fabricante, e os demais grupos receberam 30, 60, 120,
240, 480 e 1000 mM de CuCl; e CuSOy4, durante 5 min sob agitacdo
manual. Os grupos foram distribuidos em placas de Petri e mantidos por
um periodo de 14 dias em estufa B.O.D., a 27°C e 70% de umidade
relativa, para oviposicdo (Figuras 5 e 6). Decorrido esse tempo, 0s ovos
foram removidos das placas e foi separado 0,3 g de ovos de cada
grupo e transferidos para tubos de ensaio tipo Falcon. Os tubos foram

mantidos em estufa B.O.D nas mesmas condi¢coes, durante 26 dias para
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incubacdo e eclosdo dos ovos (Figura 7). A leitura da eclodibilidade dos
ovos (TEO) foi feita visualmente, adotando-se como par@metro,
intervalos de 5% para a relagcdo do niUmero de ovos eclodidos e ndo-
eclodidos. Os ovos que ndo eclodiram foram comparados com as
cascas e a visualizacdo das larvas vivas, aderidas a parede do tubo. O
indice reprodutivo (IR) e a eficdcia do produto (EP), para cada
tratamento foi determinado a partir das férmulas (DRUMMOND et al.,
1973):

IR = peso total dos ovos (g) x % eclosdo x 20.000 / peso das teledginas
(9)

EP = IR do grupo controle - IR do grupo tratado x 100 / IR do grupo

controle

c.2) Histologia do ovdrio das fémeas de R. microplus:

[042] A fim de avaliar possiveis alteracdes morfoldgicas nos ovarios das
fémeas de R. microplus em decorréncia dos tratamentos realizados, 10
fémeas completamente ingurgitadas foram homogeneamente
distribuidas por peso em cada um dos oito grupos experimentais:
controle negativo (Ggua destilada), controle positivo (combinacdo de
cipermetrina 20% e clorpirifdés 50%), e tfratamentos nas concentragcdes de
240, 480 e 1000 mM de CuCl, e CuSO4. Os grupos foram tratados
durante 5 min. Como descrito acima. Em seguida, os grupos foram
secos em papel filtro, acondicionadas em placa de Pefri e mantidas em
estufa B.O.D (27°C e 70% de umidade relativa), durante 48h. O
protocolo seguido para as etapas seguintes foi descrito por De Oliveira
et al. (2015), com adaptacdes. Apds 48h, quatro fémeas de cada grupo
foraom colocadas individualmente em nova placa de Pefri contendo
solucdo fisioldgica salina tamponada com fosfato (PBS) (NaCl 7.5 g/L,
Na2HPO4 2.38 g/L e KH2PO4 2.72 g/L). Cada fémea foi dissecada sob

microscopico (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha),com o auxilio de
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pincas e micro-tesoura (Petrovitch, SGo Paulo, Brasil) para a remocdo
dos ovdarios. Cada orgdo foi imediatamente fransferido para um
microtubo de 2 ml, devidamente identificado, contendo 500 ul de
solucdo fixadora contendo dlcool 100%, formalina comercial e dcido
acético glacial (AFA — 85:10:5), onde permaneceram durante 2 h. Em
seguida, os ovdrios foram lavados com PBS e mantidos em 500 ul de
dlcool etilico a 70% durante 18 h, para preservacdo. No dia seguinte,
iniciou-se a etapa de desidratacdo em série crescente de dlcool a 80,
90 e 95% (2x), durante 20 min. Na sequéncia, deu-se inicio o processo de
inclusGo em historesina pldstica Technovit 7100 (glicol metacrilato)
(KulzerGmbH, Hanau, Alemanha), de acordo com as recomendacoes
do fabricante. Apds a desidratacdo, o material foi mantido em 50 pl de
solucdo intermedidria contendo dlcool etilico 95% e Base Liquida
Technovit (viv) (KulzerGmbH, Hanau, Alemanha), por 2 h para pré-
infiltracdo. Em seguida, a solucdo foi substituida por 50 pl de solucdo de
infiltracdo preparada com Base Liquida Technovit, acrescida do
endurecedor |. O material preparado foi mantido durante 24 h em
temperatura ambiente. Para a inclusdo, os ovdarios foram retfirados desta
solucdo, posicionados individualmente em pocos nos moldes pldsticos
(LeicaBiosystems, Nussloch, Alemanha), e cobertos com 500 pl de uma
solucdo composta pela solucdo de infilfracdo, adicionada do
endurecedor liquido ll. Os moldes permaneceram em estufa a 32°C,
para secagem durante 48 h. Apds endurecimento, os blocos de
historesina contendo os ovdarios, foram destacados do molde e colados
em suportes de madeira, para serem seccionados em ultramicrétomo
rotativo semiautomatizadoleica RM2245 (LeicaBiosystems, Buffalo
Grove, Estados Unidos da América). Os cortes foram obtidos com a
espessura de 3 um, e foram fixados em |IGminas de vidro previamente
limpas. Depois de secas, as |dminas foram coradas com hematoxilina-

eosina (HE) conforme rotina histoldgica e montadas com bdlsamo do
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Canadd em laminula. Posteriormente, as IGminas foram observadas e
fotografadas para documentacdo em fotomicroscopio Olympus CX43
(Olympus, Toquio, Japdo), acoplado em microcomputador Dell (Dell
Inc, Austin, EUA). As interpretacdes foram de acordo com SAITO et al.
(2005) e DE OLIVEIRA et al, (2005), adaptado (Figura 8 — “A": controle
negativo e “B": controle positivo; Figura 9 — grupo tratado com CuCl"*C
=240 mM”, “D = 480 mM" e “E = 1000 mM"; e Figura 10 — grupo tratado
com CuSO4 “F = 240 mM"”, "G = 480 mM"” e “H = 1000 mM"; nu =
nucléolo; vg = vesicula germinal, vi = vitelo, ch = cdrion, pe = pedicelo;

po = parede do ovdario).

c.3) Andlise estatistica:

[043] Os resultados obtidos no TIA foram analisados por meio do
software R Core Team, versdo 3.6.3 (2019). A homogeneidade das
vari@necias € a normalidade foram avaliados pelo Teste de Barlett e
método de Shapiro-Wilk, com 5% de significncia, respectivamente. Foi
avaliada a variagcdo estatistica entre as doses e eficAcias dos produtos
testados. Apds, realizou-se a andlise de varidncia (ANOVA), seguido por
Tukey para realizacdo dos agrupamentos. Os agrupamentos por Tukey
foram realizados com o auxilio do pacote “agricolae” (MENDIBURU,
2017). As curvas de concentracdo-resposta foram realizadas com auxilio
do pacote “drc” (RITZ, et al., 2015).

d) Teste de Toxicidade

d.1) Cultivo de células MDBK:

[044] O cultivo celular foi feito em garrafas 725 com filtro (Kasvi, Sdo José
dos Pinhais, Brasil) e incubadas em estufa de CO,, a 37°C,
(EscoCelCulture, Eindhoven, Holanda) utilizando meio de culfivo
Dulbecco’sModifiedEagleMedium (DMEM, Gibco, Grand Island, EUA),

contendo 10% de soro fetal bovino (SFB), 10% de caldo de ftriptose

Petica0 870210075185, de 17/08/2021, pég. 26/34



25/32

fosfato (TPB, Gibco, Grand Island, EUA), 5 ug/ml de ciprofloxacina, 40
ug/ml de garamicinag, e 2,5 ug/ml de anfotericina B. O repique foi feito a
cada 2 dias, em uma taxa de 1:3, utilizando solucdo Tryple (Gibco,

Grand Island, EUA), para promover a desadesdo celular.

d.2) Ensaio de viabilidade pelo método MTT:

[045] O efeito das solucdes CuCl, e CuSO4 sobre a viabilidade celular foi
avaliado utilizando o reagente brometo de 3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-
2,5-diphenyltetrazolium (MTT, Sigma-Aldrich, St Louis, EUA). Este ensaio é
baseado na capacidade das células vivas em reduzir os anéis
tetrazolium do MTT pelas desidrogenases mitocondriais, resultando na
formacdo de cristais de coloracdo violeta (formazan), como descrito
por Mosmann (1983). As células MDBK foram plagueadas em placas de
96 pocos, com densidade de 2,5x103 células por poco em meio
completo: DMEM + 10% SFB + 10% TPB + antibidticos + antifUngico, por 24
h. No dia seguinte, o meio de cultivo foi retirado e as solucdes de CuClp
e CuSOq4 foram diluidas em meio completo, adicionadas as células e
incubadas por 24 e 48h. O meio completo foi usado como confrole
negativo. Apds os periodos de incubacdo, o meio com os tratamentos
foi retirado e uma solucdo de MTT 0,5 mg/ml foi adicionada em cada
poco (100 ul). As placas foram mantidas em estufa a 37 °C por 4 h, e o
MTT foi substituido por dimetilsulfoxido (DMSQO), para solubilizar os cristais
de formazan. Deste modo, quanto menor for a viabilidade celular,
menor serd a reducdo do MTT e menor o sinal espectrofotométrico. A
leitura da absorbdncia foi readlizada em leitor de microplaca em
comprimento de onda de 540 nm (Figura 11). A viabilidade celular para
cada concentracdo testada foi calculada de acordo com a férmula:
Viabilidade (%) = (Abs amostra / Abs controle) x 100, na qual "Abs

amostra”, indica o valor de absorbdncia obtido na concentracdo-teste
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e "“Abs controle”, significa a absorbdncia obtfida nos pocos que

continham apenas o meio (controle negativo).

d.3) Andlise estatistica:

[046] As andlises estatisticas foram realizadas através do software
GraphPadPrism, versao 8.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, EUA). A
diferenca entre as doses, valor de MTT e tempo de reacdo das solucoes
de CuCl, e CuSOs e o coeficiente de correlacdo (R?) foram
determinados. Foi feita a andlise de variGncia (ANOVA), seguida pelo
pos-teste de Bonferroni. O teste de Tukey foi feito para a realizacdo dos

agrupamentos.

Breve descricdo das Figuras

Figura 1 — Fluxograma do preparo das solucdes de Cu-ll para os testes
com nematodas gastrintestinais.

Figura 2 — Fluxograma do preparo das solucdes de Cu-ll para os testes
com carrapatos R. microplus.

Figura 3 — Modelo de placa utilizada para o TIML, contendo os aparatos
preparados com a malha de 25 um.

Figura 4 — Placas do teste de inibicdo da migracdo larvar, com as
combinacdes, contendo controle dgua destiada, concentracdoes
inibitérias (Cl) 10, 30, 50, 70 e 90 do Nitroxinil e da solucdo de CuCla,
Figura 5 - Grupo de fémeas adultas de Rhipicephalus
microplusdistribuidas em placa de Petri utilizadas no teste de imersdo de
adultos.

Figura 6 — Oviposicdo do grupo confrole de fémeas adultas de

Rhipicephalus microplus, apds periodo de 14 dias em estufa B.O.D.
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Figura 7 — Massa de 0,3 g de ovos de Rhipicephalus microplustransferidos
para tubos identificados e que permaneceram em estufa por 26-28 dias
para eclodibilidade.

Figura 8 — Corteshistolégicos de ovdrios de Rhipicephalus microplus apds
48 h de fratamento. (a): dgua destilada, (b): combinacdo de
cipermetrina 20% e clorpirifés 50%.

Figura 9 —Cortes histoldégicos de ovdrios de Rhipicephalus microplus apds
48 h de fratamento com 240, 480 e 1000 mM de CuCla.

Figura 10 — Cortes histoldgicos de ovdarios de Rhipicephalus microplus
apods 48 h de fratamento com 240, 480 e 1000 mM de CuSQOa.

Figura 11-Curva do MTT para cloreto (CuClp) e sulfato (CuSOy),
contendo as concenfracdes (UM) e o coeficiente de correlacdo (R?),
testadas em 24 e 48h.
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REIVINDICACOES

1 — Uso dos produtos de sais de Cu-ll e complexos de Cu-ll
(contraions) caracterizado pela aplicacdo no confrole da
contaminacdo de endo e ectoparasitos como produto veterindrio com
alta atividade bioldgica de amplo espectro e com mulfifuncionalidades
quando aplicados no controle sanitdrio de diferentes formas,
combinacoes com NTX e outros produtos comerciais, ou proporcoes
molares livres ou ainda contidos ou em suporte de matrizes ou substratos

poliméricos ou NnGo poliméricos;

2 — Uso de NTX e produtos similares com sais de Cu-ll e/ou
complexos de Cu-ll (confraions), de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo uso do complexo livre, nano ou microencapsulado
de compostos cUpricos ou contido em dispositivos ou matrizes de
liberacdo lenta; quer seja na forma liquida spray/pulverizacdo, gel,
solida, iscas ou ainda dispersos em polimeros naturais e/ou sintéticos
puros ou em diferentes proporcdes de mistura ou combinacdo para
aplicacdo e controle de endo e ectoparasitos em ruminantes e outros

animais;

3 — Uso da mistura NTX e produtos similares — sais de Cu-ll e/ou
complexos de Cu-ll (contraions), de acordo com as reivindicacdes 1 e 2,
caracterizado pela ufilizacdo dessas misturas e/ou complexos,e/ou
combinagcdes do ion metdlico contidos em dispositivos e/ou
impregnados para liberacdo na forma de pds secos, liquidos ou gel em
dispositivos de base polimérica, cerdmicos ou argilosos ou ainda em
massas de contencdo para a fabricacdo de areias especiais para
animais, materiais telhas, fijolos, vasos, recipientes, pisos, cdpsulas,

artefatos domésticos entre outros artefatos possiveis que sejam bioativos
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para confrole de endo e ectoparasitos em locais/fazendas de
producdo, doméstico ou industrial, incluindo dispositivos para controle
de parasitos em jardins ou espacos com vegetais como citado em

residéncias, espacos publicos, espacos produtivos ou industrias;

4 — Uso da mistura NTX e produtos similares - sal de Cu-ll e/ou de
complexos de Cu-ll (confraions) ou misturas contendo o complexo
metdlico, de acordo com as reivindicacdes 1, 2 e 3, caracterizado pela
utilizacdo da mistura de parasiticidas - sal de Cu (ll) e/ou complexo de
Cu (Il) (conftraions) contidos em dispositivos, substratos ou iscas ou
qualquer outra forma de disponibilizacdo aplicados na forma livre por
dispersdo para o controle de endo e ectoparasitos, principalmente,
carrapatos que sdo susceptiveis as misturas e/ou combinagdes cupricas
ou ainda em formulacdoes e/ou misturas em diferentes concentracdes
com outros parasiticidas, inseticidas convencionais ou Nndo
convencionais ou ainda oufros ativos bioldgicos em residéncias,
espacos produtivos ou ndo produtivos, e as aplicacdes podem ser
realizadas a partir da aplicacdo de NTX e produtos similares - sal de Cu
() e/ou espécies complexas NTX e produtos similares com Cu (ll) livre ou
combinadas na forma de formulacdes ou ainda misturas e/ou
formulacdes parasiticidas, insetficidas, fungicidas, bactericidas,
nematicidas ou ainda em quaisquer outras formulacdes para aplicacdo
veterindria, no solo, areias formuladas comerciais para uso doméstico,
agricola ou agroindustrial, cobertura de vegetais ou iscas parasiticidas
e/ou inseticidas para uso na supressdo/confrole de endo e

ectoparasiticidas em usos veterindrios, agricolas e domésticos
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DESENHOS

Figuras

Figura 1

Pesagem Sal de Cu Diluigdo em H,0
(m . CUElr 50 . destilada = 100 mM

\ 4

Testes: TEO, TDL e . Diluigsoipars usa:

1,7, 30, 125,500 e

L 2000uM
Figura 2
Pesagem Sal de Cu Diluigdo em H,0
(1) CliClyausa, destilada = 1000 mM
Diluigdo para uso: 30,
Teste: TIA . 60, 120, 240, 480
1000mM
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Figura 3

Figura 4
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Figura 5

Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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Tabelas

TABELA 1 - EFICACIA (%) DAS CONCENTRACOES (uM) QUE FORMARAM A CURVA
CONCENTRACAO-DEPENDENTE DAS SOLUCOES DECuCI,E CuSO,, CONTRA LARVAS DE
NEMATODAS DE OVINOS E BOVINOS.

Ovinos Bovinos
CuCl, CuSO, CuCl, CuSO,
uM % % % %
2 12,84 5,75 12,36 8,49
7 34,10 34,29 39,00 33,98
30 48,28 49,62 47,10 47,88
125 77,39 73,37 77,99 69,11
500 86,02 87,93 89,96 84,17
2000 95,21 97,32 95,75 93,44

TABELA 2 - CONCENTRAGCOES CALCULADAS PARA O NITROXINIL (ug/ul) E PARA AS
SOLUCOES DE CuCl, E CuSO; (uM), CORRESPONDENTES AS CONCENTRAGOES
INIBITORIAS (Cl) 10, 30, 50, 70 e 90.

Cl NTX (ug/pl) CuCl, (uM) CuSO4 (LM)
10 0,05 0,95 1,5

30 0,48 7,2 9

50 2,17 25,7 29

70 8 91,6 97

90 75 695 660
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TABELA 3 — DOSES CALCULADAS (ug/ml) PARA O NITROXINIL E PARA AS SOLUGOES DE
CuCl, E CuSO; CORRESPONDENTES AS CONCENTRAGCOES INIBITORIAS (Cl) 10, 30, 50, 70

e 90.

Cl NTX (ug/ml) CuCly(ug/ml)  CuSOg4(ug/ml)
10 50a 0,16a 0,38a
30 480b 1,2b 2,2b
50 1970c 4,4c 7,2c
70 8000d 15,5d 24,2d
90 75500e 118,0e 150e

TABELA 4 - EFICACIA (%) DA CONCENTRACAO INIBITORIA (Cl) ENCONTRADA PARA O
NITROXINIL E AS SOLUGCOES DE CuCl, E CuSO,USANDO O TESTE DE INIBICAO DA
MIGRACAO LARVAR (TIML) CONTRA NEMATODAS DE OVINOS.

NTX (ug/ml) CuCly(pg/ml) CuSO4(ug/ml)
cl Dose % Dose % Dose %
10 50 10,63 0,16 9,29 0,38 5,26
30 480 31,71 1,2 28,17 2,2 29,50
50 1970 49,75 4,4 51,62 7,2 48,47
70 8000 71,78 15,5 69,02 24,2 72,35
90 75500 92,44 118,0 89,.97 150 88,21
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TABELA 5 - EFICACIA (%) DA CONCENTRAGAO INIBITORIA (Cl) ENCONTRADA PARA O
NITROXINIL E AS SOLUGOES DE CuCl, E CuSO,USANDO O TESTE DE INIBICAO DA

MIGRAGAO LARVAR (TIML) CONTRA NEMATODAS DE BOVINOS.

NTX (ug/ml) CuCly(pg/ml) CuSO4(ug/ml)
Cl Dose % Dose % Dose %
10 50 10,32 0,16 11,11 0,38 9,47
30 480 31,43 1,2 25,28 2,2 28,94
50 1970 50,59 4,4 49,59 7,2 50,26
70 8000 70,49 15,5 73,42 24,2 71,57
90 75500 92,42 118,0 92,27 150 88,68

TABELA 6 — EFICACIA (%) DAS COMBINACOES DA CONCENTRACAO INIBITORIA (Clso) DE
NITROXINIL COM AS Cllo, C|3o, C|50, C|7o E C|90DECUC|2 E CUSO4, NA |N|B|CAO DA

MIGRACAO DE L3 DE PARASITOS DE OVINOS E BOVINOS.

Ovinos Bovinos
Clsp de NTX
Cl CuCl, CuSO, CuCl, CuSO,
10 67,99 14,24 64,41 17,37
30 84,37 40,39 79,09 47,63
50 70,06 14,96 71,18 13,16
70 92,33 63,97 90,66 61,84
90 98,38 88,69 97,10 75,00
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TABELA 7 — EFICACIA (%) DAS COMBINACOES DA CONCENTRACOES INIBITORIAS Cls
DECuUCI, E CuSO4COM AS Clyg, Clzg, Clsg, Clyg E Clgo DE NITROXINIL, NA INIBICAO DA
MIGRAGAO DE L3 DE PARASITOS DE OVINOS E BOVINOS.

Ovinos Bovinos
Nitroxinil
Cl Clso de CuCl, Clso de CuSO4 Clso de CuCl, Clsode CuSO4
10 88,94 77,02 91,30 79,47
30 79,94 69,54 77,62 65,53
50 80,97 20,35 78,58 16,84
70 87,02 86,71 86,31 80,00
90 98,53 92,46 97,75 90,26

TABELA 8 — EFICACIA (%) DO TESTE DE ECLODIBILIDADE DE OVOS DE PARASITOS DE
OVINOS, NA PRESENCA DAS CONCENTRACOES INIBITORIAS (Cl) 10, 50 E 90 DAS
SOLUCOES CuCl, E CuSO, E NITROXINIL (CONTROLE POSITIVO).

Grupos Cl Concentracao Eficacia (%) P
CN - - 10,91 d
NTX - 68 ug/ul 100,00 a

CuCl, 10 0,95 uM 13,72 d
CuCl, 50 25,7 uM 37,68 o
CuCl, 90 695 uM 93,62 ab
CuSO4 10 1,5 uM 14,09 d
CuSO, 50 29 uM 42,14 o
CuSO4 90 660 uM 90,86 b
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TABELA 9 — EFICACIA (%) DO TESTE DE DESENVOLVIMENTO LARVAR DE PARASITOS DE
OVINOS, NA PRESENGCA DAS CONCENTRACOES INIBITORIAS (Cl) 10, 50 E 90 DAS
SOLUGOES DE CuCl, E CuSO4E NITROXINIL (CONTROLE POSITIVO).

Grupos Cl Concentragdo Eficacia (%) P
CN - - 3,33 d
NTX - 68 ug/ul 94,68 bc

CuCl, 10 0,95 uM 91,22 o
CuCl, 50 25,7 uM 100,00 a
CuCl; 90 695 uM 99,79 a

CuSO,4 10 1,5 uM 91,71 o

CuSOq4 50 29 uM 100,00 a

CuSO,4 90 660 uM 99,27 ab

TABELA 10 - EFICACIA DAS SOLUCOES DE CuCl, e CuSO,CONTRA TELEOGINAS DE
Rhipicephalus microplus NAS FASES DE INIBICAO DA OVIPOSTURA (%), ECLODIBILIDADE
(ECLO%), INDICE DE REPRODUTIBILIDADE (IR) E EFICACIA GERAL (EP%).

Produto Inib.Ovip. (%) ECLO% IR EP (%)

CN 20,00c 80,00b 6499,00 (+ 656,30) -
CpP 100.00a 0,00a 0,00 (+ 0,00) 100,00a
CuCl; 30 mM 20,00c 10,00a 620,08 (+ 590,62) 81,29a
CuCl, 60 mM 16,66¢ 10,00a 601,40 (+117,02) 82,46a
CuCl; 120 mM 59,44abc 12,50a 275,06 (+ 164,56) 89,77a
CuCl; 240 mM 51,11bc 7,50a 525,08 (+ 877,64) 87,53a
CuCl, 480 mM 88,88ab 0,00a 0,00 (+ 0,00) 100,00a
CuCl; 1000 mM 100,00a 0,00a 0,00 (+ 0,00) 100,00a
CuS04 30 mM 13,333 5,00a 1458,05 (+ 1597,43) 61,73a
CuS0O4 60 mM 0,00a 23,33a 1985,12 (+ 1177,35) 43,37a
CuS0O4 120 mM 32,77a 25,00a 810,11 (+ 1041,53) 62,47a
CuS0O4 240 mM 61,11a 5,00a 0,00 (+ 0,00) 93,09a
CuS0, 480 mM 88,88a 0,00a 0,00 (+ 0,00) 100,00a
CuS0O,4 1000 mM 9,52a 1,66a 0,00 (+ 0,00) 98,51a
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TABELA 11 — GRAU DE LESOES VISUALIZADAS NAS LAMINAS HISTOLOGICAS DOS
OVARIOS DE Rhipicephalus microplusAPOS TRATAMENTO COM 240, 480 E 1000 mM de
CuCl, e CuSO,.

Ovdcitos Regido CuCl, CuCl, CuCl, 1000 CuSO, CuSO, CuSO,
240 mM 480 mM mM 240mM 480 mM 1000 mM
Morfologia + ++ +++ + ++ .
Nucléolo 0 0 0 0 0 0
Vac. citoplasmatica + ++ ++ + ++ ++
| Vesicula germinal 0 + ++ 0 0 ++
Vitelo - - - - - -
Cérion - - - - - -
Pedicelo - - - 0 0 0
Parede do ovdrio - - - 0 - -
Morfologia + ++ ++ ++ ++ +++
Nucléolo 0 0 0 0 0 +
Vac. citoplasmadtica + - - + - -
" Vesicula germinal 0 + ++ 0 + ++
Vitelo + ++ ++ + ++ +H+
Cérion - - +++ - ++ +++
Pedicelo 0 + - - + -
Parede do ovario - + - 0 + +
Morfologia + ++ ++ ++ ++ +++
Nucléolo - 0 - - - -
Vac. citoplasmadtica - ++ - - - R
" Vesicula germinal 0 0 0 + ++ +++
Vitelo 0 0 0 0 + ++
Cérion - - - - + ++
Pedicelo 0 0 - - - -
Parede do ovario - - - - - -
Morfologia + + ++ ++ ++ 4+
Nucléolo - - - - - -
Vac. citoplasmatica - - - - - -
v Vesicula germinal - - - - -
Vitelo 0 0 0 0 4+ 4
Cérion + ++ ++ + ++ 4+
Pedicelo - - - - - T+
Parede do ovario - - - - ++ 4
Morfologia + + ++ ++ ++ 4+
Nucléolo - - - - - -
Vac. citoplasmadtica - - - - - -
v Vesicula germinal - - - - -
Vitelo 0 0 0 0 ++ ++
Cérion + ++ ++ + ++ 4+
Pedicelo - - - - - -
Parede do ovario - - - - - F++
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TABELA 12 — CONCENTRACOES INIBITORIAS (Cl) (LM) DAS SOLUCOES DE CuCl, e CuSO,4

UTILIZADAS EM CELULAS MDBK, NO TESTE DE CITOTOXICIDADE.

CUC|2

CuSO4

cl
10
30
50
70
90
180
360

uM
0,95
7,2
25,7
91,6
695
1390
2780

Cl
10
30
50
70
90
180
360

pM
1,5

29
97
660
1320
2640
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RESUMO

Cobre (Cu-ll), para uso como parasiticida e acdo sinérgica no

controle de endo e ectoparasitos (endectocida) em animais domésticos

A presente invencdo consiste na utilizacdo de misturas do
parasiticida NTX e produtos similares biologicamente ativos - sal de Cu-ll
e/ou complexos cupricos e/ou associacdo com sais de Cu-ll, como
cloreto e sulfato de Cu-ll (contraions), para aplicacdo nos espacos
produtivos e ndo produtivos, para o controle/supressdo de endo e
ectoparasitos e/ou controle populacional destes. A mistura NTX e sais de
Cu-ll induz a potencializacdo e maior atividade biolégica ao produto
veterindrio. Estas misturas foram avaliadas quanto d sua eficiéncia para
o controle de nematodas gastrintestinais de ovinos e bovinose do
carrapato Rhipicephalus microplus. Os resultados mostraram que a CI50
de ambas as solucdes, em combinacdo com o CI10 de NTX
apresentaram efeito sinérgico em L3 de ovinos e bovinos. Desse modo,
a mistura NTX com sal de Cu-ll (cloreto e sulfato) atendem ao propdsito
de novas formulacoes para o controle de endo e ectoparasitos, tendo
acdo sinérgica para aplicacoes com acoes
abrangentes/multifuncionais, com ufilizacdo veterindria e agregacdo
de valor a produtos convencionais como NTX e similares comerciais

para o confrole/supressdo de endo e ectoparasitos.
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