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GQ, GW, KM, ML, MR, NE, SN, TD, TG). —  com relatorio de pesquisa internacional (Art. 21(3))

E descrito um processo de obtengdio de nanoparticulas biopoliméricas contendo 6leo e extratos de Azadirachta Indica A. Juss
(Neem) que compreende na Fase I, em (10), o preparo de uma emulsdo aquosa do 6leo e extratos de Neem, na Fase II, em (20), o
preparo de uma solugdo de biopolimero em solvente orgénico, seguido da mistura das duas Fases I e II, e na Fase III, em (30), o
preparo de uma emulsdo aquosa de um tensoativo e adicdo da mesma & mistura das Fases I e II, obtendo uma suspensdo de
nanoparticulas que € estabilizada. Sdo também descritas as nanoparticulas biopoliméricas e as microparticulas em pé obtidas.
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PROCESSO DE OBTENGAO DE NANOPARTICULAS
BIOPOLIMERICAS CONTENDO OLEO E EXTRATOS DE
AZADIRACHTA INDICA A. JUSS (NEEM), NANOPARTICULAS
BIOPOLIMERICAS E MICROPARTICULAS EM PO

CAMPO DA INVENGAO

A presente invengdo pertence ao campo dos processos de
preparacdo de nanoparticulas para encapsulamento de extratos e 6leos
de Azadirachta indica (Neem), mais especificamente, a um tal processo
para encapsulamento de Neem em matrizes biopoliméricas, em
suspenséo coloidal e em po.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

Produtos derivados da Azadirachta indica (A. Juss) (Neem)
possuem uma posicao de destaque num seleto grupo de produtos
naturais, ambientalmente corretos, disponiveis comercialmente para o
controle de insetos e pragas. O Neem é uma planta tolerénte as mais
adversas condigc“)e's de cultivo, se expandindo rapidamente ao redor do
globo. Relatos na literatura identificam 500 espécies de insetos sensiveis
a algum tipo de agao aos extratos de Neem.

Atualmente, as nanoparticulas poliméricas constituem uma
abordagem mais sofisticada de formulagdo agroquimica podendo ser
aplicadas na busca de novas propriedades para o correto uso de Neem.
Entre suas principais vantagens ao setor podem se destacar sua
capacidade de controlar a taxa e as condigbes de liberagdo dos
ingredientes ativos, aumentar a solubilidade, reduzir o contato dos
ingredientes ativos com os trabalhadores rurais e vantagens ambientais
como a reducao das taxas de escorrimento.

Esta tecnologia permite manipular as propriedades do envoltério
exterior de uma capsula, a fim de controlar o momento da liberagéo da

substancia ativa.
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Varios trabalhos descrevem o uso do Neem na obtencdo de
nanoparticulas metalicas e no preparo de microparticulas em pd
formuiadas com Neem. Os trabalhos que utilizam o Neem na obteng¢éo de
nanoparticulas metdlicas apenas usam o Neem no processo, contudo, o
objetivo & preparar produtos metalicos, totalmente desconexos ao
presente processo.

A agricultura normalmente é vista como consistindo de trés tipos de
sistemas: econdémico, social e ecologico (ou meio ambiente). Os trés s&o
interligados, e as interagbes entre a agricultura e o meio ambiente sao
complexas. Problemas ambientais como a degradagdo de solos,
desertificacdo, destruicdo de florestas tropicais e a conseqlente
diminuicdo da vida selvagem e poluicho de mananciais hidricos
relacionam-se com praticas agricolas inadequadas ou com o uso intensivo
de insumos.

Desde os tempos romanos (1° século A.C.) até a metade do século
XX, o controle de insetos era realizado por produtos derivados de plantas
como a piretrina, a rotenona e nicotina (bioinseticidas ou inseticidas
naturais). A descoberta do DDT (diclorodifeniltriclorometano), inicialmente
acreditado como sendo a solugdo contra os ataques de insetos, apés um
periodo prolongado de uso, demonstrou-se desastroso. Isto ocasionou
uma busca por compostos sintéticos seguros a base de hidrocarbonetos
clorados. Esses compostos, todavia, apenas provaram ser
excessivamente toxicos e ecologicamente desastrosos além de propiciar
que os insetos adquirissem resisténcia a tais produtos.

O uso de pesticidas sintéticos vem sendo utilizado ha mais de 50
anos, tornando-se a principal ferramenta inseticida. Embora sua utilizagao
tenha sido eficiente no controle de algumas espécies de praga,
possibilitando incrementos significativos na produgao de alimentos, seu
uso extensivo e algumas vezes indiscriminado tem provocado diversos

problemas de repercussao social e ambiental, incluindo contaminagdes do
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solo, do ar, da agua, dos peixes, animais e do proéprio homem, redugio da
biodiversidade, da populagéo de inimigos naturais, da populagdo e do
namero de espécies de abelhas e polinizadores, além da resisténcia das
pragas e o surgimento de pragas secundarias.

Estima-se que o prejuizo causado pelas pragas na producéo
mundial de alimentos, apesar dos esforgos, ainda seja de pelo menos um
terco da producgéo.

Outro problema a ser destacado sdo as barreiras fitossanitarias
existentes. Elas s&o de grande importancia para a soberania dos paises,
face a protecéo das lavouras e a seguranga alimentar da populagéo. As
restricdes de carater fitossanitario vém impondo aos paises exportadores
de alimentos a necessidade do dominio da tecnologia da produgao
agricola e do controle de todas as etapas da cadeia agro-produtiva. O
Brasil como um dos grandes produtores de alimentos do mundo tem nos
produtos fitossanitarios um dos instrumentos imprescindiveis a promogao
da defesa vegetal.

Hoje, os inseticidas naturais constituiram-se como uma opg¢ao e/ou
complemento ao controle pragas, reduzindo ou eliminando o uso de
agrotoxicos sintéticos. Estas propriedades fazem dos inseticidas naturais
uma importante ferramenta para muitos programas de gerenciamento de
pragas. Entretanto, produgao significante, regulamentagéo e problemas de
aplicagdo, armazenamento e reprodutibilidade da eficacia devem ser
primeiramente solucionados permitindo que tais produtos possam ser
adquiridos com confiabilidade pelo mercado.

Entre os principais problemas limitantes ao uso de inseticidas
naturais podem se destacar necessidades de identificacdo e estudo de
espécies vegetais que permitam a exploracéao sustentavel, a influéncia de
fatores sazonais e intempéries da natureza, a falta de controle de
qualidade e reprodutibilidade da acdo inseticida e a caréncia de



10

15

20

25

WO 2014/113860 PCT/BR2014/000044

mecanismos de estabilizagdo para o correto uso e manipulacdo dos
compostos ativos.

Diversos fatores podem alterar a estabilidade de um produto ou
composto ativo de origem natural. Cada componente, quer ativo ou
inativo, dependendo da quantidade pode afetar a estabilidade.

Outros fatores, chamados extrinsecos como temperatura, radiagzo,
luz, ar (especificamente o oxigénio, diéxido de carbono e vapores de
agua), umidade, local e hora da coleta e de acondicionamento também
alteram a estabilidade e o contetido de compostos ativos.

Ha ainda os fatores intrinsecos como: incompatibilidades, pH,
hidrolise, racemizagéo e oxidag&do. Por exemplo, a rapida degradagéo dos
compostos de A. indica a inviabiliza para alguns cultivos, como a
fruticultura e para a horticultura (ja que o efeito residual é normalmente de
4 a 8 dias apenas). Estudos demonstraram que a atividade da
azadiractina pode ser reduzida a quase 60% apds 4 horas de exposicao
ao sol podendo chegar proximo a 50% ap6s 15 horas. Resultados obtidos
no campo indicaram que extratos do A. indica aplicados sobre as culturas
podem permanecer ativos por cerca de trés dias apenas.

Na procura por inseticidas naturais, a familia Meliaceae foi
identificada como um dos grupos mais promissores uma vez que grande
parte de suas espécies apresenta multiplas agdes no controle de pragas.
Dentro da familia Meliaceae, uma espécie em especial se destaca, a
Azadirachta indica de A. Jussieu, popularmente conhecida por Nim ou
Neem.

O Neem, planta nativa de Myanmar e das regides aridas do
subcontinente indiano, presente da india a Indonésia tem sido introduzida
por toda a regido tropical do globo. Atualmente, pode ser encontrada
desde os paises asiaticos aos africanos, na Australia, regido tropical da
América do Norte, América Central e América do Sul.
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O Neem € uma planta que tem sido extensamente usada em
diversas areas como na medicina, medicina veterinaria, agricultura,
farmacéutica, industria de cosméticos, moveleira, reflorestamento vegetal
entre outras. E uma arvore tolerante as mais adversas condigbes de
cultivo (altas temperaturas, solos pobres e salinos, etc.) sendo um dos
fatores que justifica sua rapida expansao mundial. Destas propriedades, o
grande interesse atual nas pesquisas envolvendo o Neem, principalmente
no mundo ocidental, sdo suas propriedades inseticidas. Atualmente, cerca
de 500 espécies de insetos foram relatadas como sensiveis a algum tipo
de acéo aos extratos de Neem.

As propriedades do Neem se devem a um grande numero de
metabdlitos secundarios, principalmente triterpenos e limondides,
disponiveis em diversas partes da planta. Entre esses compostos merece
destaque a azadiractina (Figura 1), principal constituinte da planta e de
formulacdes comerciais.

A azadiractina € um limonodide que se concentra principalmente nos
frutos, contudo, pode ser encontrado em menores teores em toda a
planta.

Essa substancia apresenta diversas oxidagcbes biossintéticas
formando varios grupos funcionais contendo oxigénio que tende a tornar
esse composto mais reativo tanto quimica quanto biologicamente.

Estudos prévios vém demonstrando diversos problemas de
estabilidade e degradagdo em compostos ativos de origem natural. Por
exemplo, mesmo quando armazenado sob condi¢cdes ideais, ao abrigo da
umidade, luz e temperatura, o conteiudo da azadiractina em odleos
comerciais de Neem decai em fungéo do tempo.

A Figura 2 ilustra a curva de decaimento da azadiractina.

Amostras de dleos de Neem submetidas ao processo de
envelhecimento acelerado por radiagdo UV permitem observar a

degradagao constante da azadiractina. Num sistema fechado, realizado
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sob radiagdo ultravioleta, a velocidade de degradacdo em amostras de
6leo/agua foi aproximadamente 108 vezes maior do que aquele
observado para amostras de 6leo isento de agua.

Estes resultados demonstraram a a¢do degradativa da umidade
sobre o produto natural num mecanismo de hidrdlise catalisado por

radiagao ultravioleta. O mecanismo esta ilustrado na Equagéo 1 a seguir.

Azadiractina + H,0 —hY 5 Pprodutos ¢))

A presenca de grupos funcionais nos metabdlitos do Neem como,
por exemplo, os grupos epodxido, éter, éster, sistemas conjugados, etc.,
presentes na molécula da azadiractina séo os principais responsaveis por
sua baixa persisténcia ambiental tendo como principal problema sua
sensibilidade a fotodegradagdo. A rapida perda da atividade da
azadiractina limita seu uso na agricultura. Um inseticida deve ser
persistente o bastante para causar a morte ou controle dos insetos e
pragas.

A falta de métodos de monitoramento e controle de qualidade
tornou-se outro fator limitante ao desenvolvimento e uso confiavel dos
produtos naturais. Na auséncia de protocolos de produgdo e métodos de
controle de qualidade torna se impossivel garantir a reprodutibilidade da
acao esperada para um determinado produto.

Simultaneamente ao desenvolvimento dos biocidas (naturais ou
sintéticos) tem havido a necessidade de uma ampla variedade de tipos de
formulagdes, aditivos e processos tecnolégicos capacitando a formulagao
de pesticidas de ingredientes ativos com diferentes propriedades fisicas
e/ou quimicas.

As formulagbes tém como objetivo promover o uso conveniente e
seguro de um produto o qual ndo sera deteriorado num periodo de tempo

e obter a maxima a atividade inerente a um composto ativo.
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Formulagbes mais sofisticadas a base de poderosos surfactantes e
outros aditivos e um melhor entendimento dos principios da quimica de
col6ides e de superficie em como aumentar a estabilidade da formulacédo
e sua atividade biolégica atende as necessidades do operador, aos
requisitos de seguranga ambiental e melhora a atividade e persisténcia
dos compostos ativos.

As formulagbes de ingredientes ativos de pesticidas mais comuns
citadas pela GCPF - Global Crop Protection Federation (Croplife
International) incluem granulados (GR), solugbes concentradas (SL),
concentrados emulsionaveis (EC), pés molhaveis (WP), suspensbes
concentradas (SC), emulsdes Oléo/agua (EW), microcapsulas (CS), etc.

Uma abordagem mais sofisticada a formulagéo de agrotéxicos em
escala nanométrica envolve a nano e micro encapsulagédo. Entre suas
principais vantagens ao setor podem se destacar a capacidade de
controlar e em que condi¢des o ingrediente ativo € liberado, aumentar a
solubilidade, reduzir o contato dos ingredientes ativos com os
trabalhadores rurais, prorrogar a validade das patentes e vantagens
ambientais como a redug¢ao das taxas de escorrimento. Esta tecnologia
permite manipular as propriedades do envoltério exterior de uma capsula,
a fim de controlar o momento da liberagao da substancia ativa.

Um grande nimero de diferentes estratégias tem sido proposto para
modificar as caracteristicas fisico-quimicas das nano e micro particulas e,
assim, sua interagdo com o meio biolégico. Por exemplo, ja & possivel
modificar a natureza quimica da matriz polimérica das particulas alterando
certas caracteristicas como bio-recogni¢éo, bio-distribuicdo, bio-adesao,
bio-compatibilidade, mobilidade e bio-degradagéo.

As nanoparticulas poliméricas podem ser definidas como particulas
poliméricas coloidais contendo compostos ativos. As nanoparticulas
podem ser classificadas em duas categorias, nanocapsulas e

nanoesféras.
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As nanocapsulas séo cohwpostos carregadores formados por um
nucleo oleoso revestido por uma parede polimérica, podendo o composto
ativo estar neste nucleo e/ou adsorvido a parede polimérica.

Por outro lado, as nanoesféras consistem de uma matriz polimérica
solida nao apresentando éleo em sua composigéo, estando os compostos
retidos e/ou adsorvidos.

Ambos os colbides sdo estabilizados por surfactantes na interface
particulas/agua.

Diferentes processos de produgdo de nano e micro particulas estio
disponiveis e podem desenvolver e/ou melhorar caracteristicas fisico-
quimicas como tamanho, estrutura, morfologia, textura de superficie e
composi¢ao. Vide a este respeito as publicagées Soppimath, K.S., et al.
Biodegradable polymeric nanoparticles as drug delivery devices. J.
Control. Release 70, 1 — 20, 2001; Couvreur, P. et al., Nanocapsule
technology. Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Syst. 19, 99-134, 2002; Tice,
T.R.; Gilley, R.M. Preparation of injectable controlled-release
microcapsules by solvent-evaporation process. J. Control. Release 2, 343
-352, 1985; Ibrahim, H.; et al., Aqueous nanodispersions prepared by a
salting-out process. Int. J. Pharm. 87:239-246, 1992; Caliceti, P. et al.,
Effective protein release from PEG/PLA nanoparticles produced by
compressed gas anti-solvent precipitation techniques. J. Control Release
94, 195-205, 2004; Galindo-Rodriguez, S. et al.,, Physicochemical
parameters associated with nanoparticle formation in the salting-out,
emulsification-diffusion, and nanoprecipitation methods. Pharm Res 21,
1428-1439, 2004.

Os sistemas de liberagdo coloidal demonstram um grande e
eficiente potencial como meio de liberagdo de um ou de uma mistura de
compostos ativos (extratos vegetais) em sites especificos de acéo
(sistemas de vetorizagdo) e controle sobre a velocidade de liberagéo,

minimizando assim efeitos téxicos indesejaveis e melhorando suas
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estabilidades fisico-quimicas, vide Tse, G. et al, Thermodynamic
prediction of active ingredient loading in polymeric microparticles. J.
Control. Release 60, 77-100, 1999.

A biodegradagdo pode ocorrer num sistema biolégico através do
relaxamento da cadeia polimérica, da quebra da unidade monomérica
localizada na extremidade da cadeia (erosdo) ou ainda através da ciséao
aleatéria de uma ligagdo em alguma posicdo ao longo da cadeia
polimérica (degradacgao).

Os trabalhos descritos na literatura para a espécie Azadirachta
indica (A. Juss) (Neem) relacionados com a nanotecnologia sdo tao
diversificados como vasto € o tema nanotecnologia.

Dentre os trabalhos mais préximos a pesquisa que resultou no
presente pedido esta o artigo por Riyajan, As-Ad.; Sakdapipanich, J.T.
Encapsulated neem extract containing Azadiractin-A within hydrolyzed
poly(vinyl acetate) for controlling its release and photodegradation stability.
Chemical Engineering Journal 152, 591-597, 2009. Os autores utilizaram
acetato de polivinila em rede com glutaraldeido 5% (p/v) para o preparo de
microcapsulas em pé pela técnica de Spray-Drying contendo extratos de
Neem. Como resultado foram obtidas microparticulas em pé com didmetro
médio superior a 10 uym, eficiéncia de encapsulamento de
aproximadamente 80% com ganhos na estabilidade (eficiéncia) contra
fotodegradacao.

Ainda um outro artigo pertinente é o de Kulkarni, A.R.et al,
Glutaraldehyde crosslinked sodium alginate beads containing liquid
pesticide for soil application. J. Control. Release 63, 97-105, 2000. Neste
artigo os autores descrevem o encapsulamento de 6leo de Neem em
particulas formadas por polimeros de alginato de sédio em rede com
glutaraldeido. O diametro de particula e eficiéncia de encapsulamento

variaram entre 1,01-1,68 mm e 72-90% respectivamente.
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No artigo por Shankar, S.S. et al., Rapid synthesis of Au, Ag, and
bimetallic Au core—Ag shell nanoparticles using Neem (Azadirachta indica)
leaf broth. J. Colloid Interface Sci. 275, 496-502, 2004 é descrito um
método de sintese extracelular, ambientalmente correto, para a produgéao
de nanoparticulas metalicas de prata e ouro utilizando folhas de
Azadirachta indica.

Tripathy, A.et al., Process variables in biomimetic synthesis of silver
nanoparticles by aqueous extract of Azadirachta indica (Neem) leaves. J.
Nanopart. Res. 12, 237-246, 2010 utilizaram extratos aquosos de folhas
de A. indica para produgdo de nanoparticulas' cristalinas de prata em
processos biomiméticos.

Nanoparticulas de prata também foram produzidas por Prathna,
T.C. et al., Kinetic evolution studies of silver nanoparticles in a bio-based
green synthesis process. Colloids Surf.A:Physicochem.Eng.Aspects, 2011,
doi:10.1016/j.colsurfa.2010.12.047, utilizando extratos de folhas de Neem
aplicados em estudos cinéticos.

Medidas eletroanaliticas de adenosina e adenosina-5'-trifostato
foram determinadas por Goyal, R.N. et al., Simultaneous Determination of
Adenosine and Adenosine-5-triphosphate at Nanogold Modified Indium
Tin Oxide Electrode by Osteryoung Square-Wave Voitammetry.
Electroanalysis 19, 575 — 581, 2007 utilizando nanoparticulas de ouro
modificadas em sistemas biolégicos como extratos de A. indica.

Particulas contendo folhas de Neem em pé, alginato de calicio,
caulim e bentonita foram preparadas para controlar a cinética de
liberagao, toxicidade e propriedades do fungicida Thiram®. Neste trabalho,
Singh, B. et al., Controlled release of thiram from neem-alginate-clay
based delivery systems to manage environmental and health hazards.
Applied Clay Science, 47, 384-391, 2010 demonstram uma aplica¢édo do
Neem no preparo de sistemas de liberagdo controlada com particulas de
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aproximadamente 1 mm e eficiéncia de encapsulamento para o Thiram®
proximo a 100%.

Diversos sdo os trabathos com pedidos de patentes para produtos e
processos envolvendo o Neem.

Os pedidos de patente em andamento no Instituto Nacional da
Propriedade Industrial (INPl) s&o dirigidos para fertilizantes, atividades
biologicas (germicida, inseticida, bactericida, fungicida, etc.), técnicas de
producdo de Oleo e extratos de Neem, formulagbes granulares,
repelentes, estudos de estabilidade, desodorizagdo, técnicas analiticas,
etc. Todavia, nenhum destes trabalhos tem como foco técnicas para a
producdo de nano e micro particulas poliméricas aplicadas ao aumento da
estabilidade dos constituintes quimicos derivados do Neem ou para
controlar a cinética de liberagdo dos mesmos em meio biolégico, sendo
estes os objetivos do presente pedido. ,

Os pedidos de patente depositados junto ao INP! envolvendo a
espécie Azadirachta indica incluem os pedidos brasileiros publicados
BR0804594-1 A2, BR0804546-1 A2, BR0702226-3 A2, BR0701347-7 A2,
BR0502588-5 A2, BR0508296-0 A2, BR0O000809-5 A2, BR9307044-6 A2,
BR9302976-4 A2, BR9202628-1 A2, BR0502772-1 A2, BR0109913-2 A2,
BR0700034-0 A2, BR9305223-5 A2, modelo de utilidade MU8602632-1
U2 e patentes brasileiras BR9302980-2 B1 e BR9302981-0 B1.

O pedido brasileiro publicado BR0702226-3 A2 descreve o preparo
de um o6leo emulsionavel de Neem utilizando tail extraido de Pinnus como
emulsionante.

O pedido brasileiro publicado BR0508296-0 A2 descreve uma
formulacdo granular com agéo sistémica quanto distribuida na rizosfera. A
formulagdo contém extratos de Neem, cera de hidrocarboneto, argila e
corante. O teor de azadiractina neste trabalho foi monitorado e controlado

em fungdo de sua concentragdo nos extratos. Estas formulagdes
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produziram um efeito estabilizador no armazenamento e um controle
sobre a liberagcdo em campo da azadiractina.

Na patente brasileira BR9302980-2 B1 & proposto um método de
preparo de extratos de Neem com elevados teores de azadiractina sendo
a azadiractina neste extrato, mais estavel.

Dentre as muitas e diversificadas técnicas de preparo de extratos, o
Modelo de Utilidade MU8602632-1 U2 apresenta uma técnica de extragao
utilizando moinhos de bola para micronizagao de sementes de Neem, na
presenca de solventes organicos, obtendo microparticulas de sementes
de Neem, de fato, sementes moidas e micronizadas.

O pedido brasileiro publicado BR0109913-2 A2 descreve um
pesticida na forma sdélida, com sistema de liberagdo de extratos de Neem,
livre de solventes organicos e completamente soliivel em agua, formulado
com sacarideos (metilcelulose, sucrose) obtendo peletes.

As bases de patentes internacionais também relatam um grande
nimero de trabalhos relacionados ao Neem, como os pedidos norte-
americanos U.S. 4.515.785, 4.537.774, 4.556.562, 4.902.713, 4.943.434,
4.946.681, 5.001.146, 5.001.149, 5.047.242, 5.110.591, 5.124.349,
5.229.007, 5.281.618, 5.298.247, 5.298.251, 5.352.672, 5.352.697,
5.356.628, 5.368.856, 5.370.873, 5.371.254, 5.372.817, 5.391.779,
5.395.951, 5.397.571, 5.405.612, 5.409.708, 5.411.736, 5.420.318,
5.472.700, 5.501.855, 5.503.837, 5.602.261, 5.626.848, 5.635.193,
5.663.374, 5.679.662, 5.695.763, 5.698.423, 5.730.986, 5.736.145,
5.756.773, 5.827.521, 5.856.526, 5.900.493, 6.193.974, 6.294.571,
6.312.738, 6.340.484, 6.545.167, 6.602.823, 6.660.291, 6.703.034,
6.703.347, 6.733.802, 6.734.198, 6.746.988, 6.773.727, 6.811.790,
6.824.787, 6.835.719, 6.849.614, 6.855.351, 6.855.351, 6.875.885,
6.930.076, 6.991.818, 7.083.779, 7.112.553, 7.132.455, 7.182.952,
7.186.891, 7.194.964, 7.204.994, 7.250.175, 7.250.396, 7.320.966,
7.345.009, 7.345.080, 7.351.420, 7.361.366, 7.390.480, 7.476.397,
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7.514.464, 7.530.196, 7.531.189, 7.534.447, 7.537.777, 7.618.645,
7.622.641, 7.655.597, 7.655.599, 7.674.807, 7.687.533, 7.696.232,
7.722.695, 7.754.655, 7.803.832, 7.803.992, 7.807.679, 7.823.323,
7.867.507, 7.871.645, 7.872.067, 7.887.827 e H1.541.

Em linhas gerais, muitos destes processos estdo relacionados ao
preparo de extratos, extragdo de azadiractina, ganho de estabilidade,
atividades biologicas, fertilizantes, formulagao e modificagbes estruturais,

Dentre os pedidos recuperados nas buscas, nenhuma técnica,
processo ou componentes de formulagéo € similar aqueles descritos na
metodologia objeto do presente pedido.

Na patente U.S. 6.340.484 séo descritos peletes de sacarideos
impregnados com extratos de Neem livre de solventes organicos e
completamente solGveis em agua, conferindo estabilidade e controle
sobre a cinética de liberagao.

A patente U.S. 5.856.526 relata a preparagédo de azadiractina em p6
com um teor de pureza préximo a 90% e um concentrado emulsionavel
contendo cerca de 30% em peso de azadiractina. Segundo este
documento de patente, a azadiractina em pé foi preparada por técnicas
fitoquimicas classicas de extragdo e fracionamento envolvendo etapas de
maceragdo, concentragéo e separagdo cromatografica e o concentrado
emulsionavel preparado dissolvendo-se a fragdo rica em azadiractina em
solventes organicos, contendo ou ndo emulsificantes e protetores solares.

Um trabalho similar é descrito na patente U.S. 5.736.145 para
processos de purificagio e produgao de azadiractina em p6 e preparo de
uma composicdo aquosa estavel para armazenamento. Para a formulagao
da emulsdo sao utilizados uma mistura de alcool e agua, acido oléico,
emulsificante, extrato e 6leo de Neem e acido p-aminobenzéico como
protetor solar.

A patente U.S. 6.193.974 descreve o preparo de microemulsGes

utilizando surfactantes nao-idnicos para o preparo da emuisdo contendo
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também acido p-aminobenzéico com protetor solar. Como resuitado €
obtida uma composi¢do aquosa estavel onde dependendo da quantidade
de 6leo de Neem e diluicbes, se encontram diferentes teores de
azadiractina.

Processos de preparagao de extratos e fragbes ricas em
azadiractina e emulsdes estaveis para armazenamento também estdo
descritos nas patentes U.S. 6.811.790, 5.827.521, 5.695.763, H1541,
5.420.318, 5.411.736 e outros.

Apesar do grande numero de trabalhos publicados descrevendo
técnicas para se produzir extratos e fragdes de Neem e azadiractina em
po, a reprodutibilidade da técnica geralmente depende de efeitos sazonais
e da qualidade da semente colhida.

Diversos sdo também os trabalhos que buscam propor composigdes
vidveis para estabilizar formulagbes com 6leo e extratos de Neem e
azadiractina.

Assim novas alternativas vém surgindo. A patente U.S. 5.698.423
trata de um procedimento para crescimento de células vegetais e
producao de azadiractina e reatores sob condigdes controlaveis.

A patente U.S. 6.733.802 descreve uma formulagdo para preparo de
um inseticida natural derivado de Neem. Neste trabalho é relatado o uso
de surfactantes derivados de plantas dos géneros Saponaria, Quillaja,
Chlorogalum, ou Sapindus e anti-oxidantes como vitamina C, tocoferol e
outros derivados dos géneros Zingiber ou Curcuma.

A patente U.S. 6.703.034 traz uma formulagdo para preparar
microemulsdes com Oleo de Neem utilizando surfactantes n&o-iénico
como, por exemplo, etoxilatos de alquilfenol.

A patente U.S. 6.635.757 apresenta formulagdes inseticidas em po
formadas por um complexo de extrato de Neem contendo azadiractina
com ciclodextrinas secas utilizando um Liofilizador ou Spray-Drying, que
podem ser dispersas em agua. Neste trabalho, foram realizadas diversas
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variacbes na composigdo de azadiractina, agentes de protecao solar
(hidroquinona e acido anacardico) e acido salicilico, tendo como resultado
formulagdes que aumentam o tempo de vida do mecanismo de defesa
destes inseticidas em cultivos.

A patente U.S. 6.667.277 descreve gomas modificadas
quimicamente melhorando a eficacia biolégica para uso em diversas
formulagdes inseticidas, herbicidas ou fungicidas, com diversos
ingredientes ativos entre eles 6leo de Neem, na forma sdlida, dispersos
em meio aquoso com rapida liberagédo dos agentes biologicos.

Na patente U.S. 5.643.351 se utilizam polimeros fundidos, dispersos
em agua ou solventes organicos, encapsulando ingredientes agricolas
com, por exemplo, produtos de Neem, na forma de filmes poliméricos.
Neste trabalho foram utilizados polietileno glicol e co-polimeros de oxido
de estireno e 6xido de propileno, surfactantes nao-ibnicos, emulsificates
liquidos, agentes de disperséo e protetores ultravioleta.

A patente U.S. 7.538.079 descreve um processo para produzir
capsulas em p6 por Spray-Drying formuladas com sais inorganicos e
agentes benéficos como oOleos essenciais para perfumes, materiais
aromaterapeuticos, vitaminas, repelentes para insetos, etc., podendo ter
em sua composicao detergentes, polimeros, agentes sequestrantes e
6leos diversos como, por exemplo, 6leo de citronela e 6leo de Neem,
aplicados em processos terapéuticos ou estimuladores.

A patente U.S. 5.009.886 traz um processo para produzir
microparticulas ou microfibras dentifricias formuladas com extratos de
ramos ou raizes de Neem.

A patente U.S. 7.872.067 apresenta como inovagdo uma
composicdo polimérica anfifilica aplicada para preparar composi¢oes
dispersas em meio aquoso de compostos insoltveis em agua, aplicados
na protecdo de cultivos. Entre os diversos inseticidas que podem ser

formulados é relacionada a azadiractina.
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A patente U.S. 7.871.645 prové um método e composi¢gdo com
resinas de trocas idnicas carregadas com um ou mais compostos ativos.
Diversos sdo os pesticidas e farmacos que podem ser adsorvidos nas
resinas entre eles, a azadiractina.

Particulas carregadoras de pesticidas diversos com diametros entre
500 e 3000 micrometros sdo apresentadas na patente U.S. 7.867.507. O
processo consiste em aplicar uma camada de um liquido contendo
solvente, fixador especifico para os grupos, bentonita, carboidratos,
proteinas, lipidios, polimeros sintéticos sobre o grupo carregador carbaril
em po previamente adsorvido com inseticidas, ou fertilizantes, ou
herbicidas ou estimulantes, contendo ou nao adjuvantes. Entre os
diversos pesticidas relacionados passiveis de serem aplicados com as
particulas carregadoras se encontra a azadiractina. Dentre as vantagens
os autores destacam a reducao dos impactos ambientais.

Num trabalho similar a patente U.S. 7.754.655 descreve o preparo
de formulagdes agroquimicas como microcapsulas. A microformulagéo €
constituida por uma fase particulada de dispersdo de microparticulas de
poliuréia e/ou poliuretano com agentes penetrantes e, se apropriado,
aditivos, dita fase sendo vertida sobre uma suspensdo de um composto
ativo agroquimico solido, aditivos (protetores coloidais e emulsificates) e
agua. Dentre os compostos os autores também relacionam a azadiractina.

As patentes U.S. 7655599 e U.S. 7.655.597 descrevem
formulagbes agroquimicas a base de emulsificantes e adjuvantes,
respectivamente.

Na patente U.S. 7.655.599 é descrita uma formulagdo adequada
para diversos compostos como a azadiractina, & base de emulsificantes
etileno diamina alcoxilado, que age como estabilizante da emulsdo ou

inibidor de cristalizag&o, ou ambos. Quando necessério, sdo incorporados
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na formulacdo promotores de penetragdo, emuisificantes e §-
butirolactona.

Ja a patente U.S. 7.655.597 descreve uma composi¢céo pesticida
(inseticida ou herbicida) formulada com co-polimeros adjuvantes ou
aditivos onde o co-polimero consiste de propor¢des individuais de grupos
maléicos ou itacénicos. Esta formulagdo promove um ganho de eficiéncia
quando comparada ao composto ativo ndo formulado podendo ser
aplicada para a azadiractina.

Excelente estabilidade em formulagao sélida granulada dispersa em
agua foi conseguida conforme a patente U.S. 6.596.292. A formulagao é
composta pelo composto ativo, entre eles, azadiractina, dispersante,
agente molhante, boro, carregador soluvel em agua e esmectita.
SUMARIO DA INVENGAO

De um modo amplo, o presente processo para a obtencdo de
nanoparticulas biopoliméricas contendo 6leo enriguecido com extratos de
Azadiractha indica (A. Juss.) (Neem) compreende as etapas de:

a) a partir de améndoas de Neem, prover 6leo de Neem enriquecido
com extratos de Neem;

b) Fase |, de formagao de uma nanoemulsdo 6leofagua obtida sob
vigorosa agitacdo por entre dois e sete minutos do dleo e extratos de
Neem, constituintes internos, contendo ou ndo um tensoativo nao inico
no meio de dispersao aquosa;

c) Fase ll, em que uma solugdo de acetona ou acetona/etanol
contendo um biopolimero previamente dissolvido é vertida lentamente
com o auxilio de uma bomba peristaltica sobre a nanoemuiséo da etapa a)
sob agitacao, obtendo uma combinagéo (Fase | + Fase Il),

d) Fase lll, em que apds um periodo de 10 minutos de estabilizagéo
é adicionada sobre a combinacédo (Fase | + Fase Il), sob agitagdo, uma
terceira fase aquosa contendo um tensoativo de elevado equilibrio
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hidrofilico-lipofilico para garantir a estabilidade da dispersdo coloidal
obtida;

e) agitar moderadamente por um periodo de 10 minutos e mais 30
minutos em repouso;

f) ajustar o volume final da dispersao coloidal retirando o solvente
organico e parte da agua sob vacuo; e

g) recuperar as nanoparticulas biopoliméricas contendo extratos de
6leo de Azadiractha indica (A. Juss.) em dispersao coloidal.

Assim, a presente prové um processo de obtengcdo de
nanoparticulas biopoliméricas contendo oOleo, alternativamente o6leo
enriquecido com extratos de Azadiractha indica (A. Juss) (Neem) a partir
de um extrato de Neem e preparagdo de um éleo enriquecido em
quantidade de azadiractina, controle da quantidade de azadiractina na
matéria prima e nos produtos formulados e formulacao de nanoparticulas
biopoliméricas com extratos e 6leo de Neem em suspensao coloidal.

A invengdo prové também um processo de preparacdo de
nanoparticulas biopoliméricas com éleo e extratos de Neem que recupera
com sucesso a azadiractina, sem demonstrar etapas de degradacao
enquanto mostra alta eficiéncia de encapsulamento, necessaria para
aumentar a estabilidade ultravioleta e capacidade de dispersdo em meio
aquoso.

A invencdo prové ainda um processo de preparagcdo de
nanoparticulas biopoliméricas com 6leo e extratos de Neem que é de facil
aplicacao e de baixo custo.

A invengcao prové ainda um processo de preparacdo de
nanoparticulas poliméricas com dleo e extratos de Neem que permite a
formacédo de nanocapsulas biopoliméricas, isto &, capsulas em escala
nanomeétrica.
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A invencdo prové ainda um processo de preparagio de
nanocapsulas biopoliméricas com 6leo e extratos de Neem que emprega
guantidades reduzidas de tensoativos.

A invengdo prové ainda um processo de preparagao de
nanoparticulas biopoliméricas com éleo e extratos de Neem que dispensa
o uso de protetores solares sintéticos.

A invencdo prové ainda um processo de preparagdo de
nanoparticulas biopoliméricas com Oleo e extratos de Neem que
proporciona o controle analitico sobre o conteddo de compostos ativos.

A invengdo prové ainda um processo de preparagdao de
nanoparticulas biopoliméricas com 6leo e extratos de Neem a base de
polimeros biodegradaveis comerciais de baixo custo que dispensam a
necessidade de etapas de derivatizagdo, com impactos comerciais e
ambientais.

A invencdao prové ainda um processo de preparagao de
nanoparticulas biopoliméricas com 6leo e extratos de Neem onde o
pequeno didmetro das nanoparticulas produzidas permite maior
penetrabilidade celular, ingestédo por insetos, agdo sistémica vegetal, entre
outros, com impacto positivo sobre a eficiéncia biolégica.

A invencgao prové também suspensdes coloidais de 6leo e extratos
de Neem com biopolimeros e opcionalmente tensoativos.

A invencao prové ainda as nanoparticulas biopoliméricas com 6leo
e extratos de Neem para uso agricola.

A invencgao prové adicionalmente microparticulas em po.

BREVE DESCRIGAO DOS DESENHOS

A FIGURA 1 anexa mostra a estrutura quimica do limonodide
azadiractina.

A FIGURA 2 anexa € um grafico que mostra a curva de degradacéo
de azadiractina em éleos de A. indica.
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A FIGURA 3 anexa mostra Cromatogramas de nanoparticulas em
suspensdo coloidal: isento (Figura 3A) e com extratos de Neem (Figura
3B).

A FIGURA 4 anexa mostra um fluxograma simplificado do processo
da invengao.

A FIGURA 5 anexa € um grafico que mostra a variagdo de pH da
formulagao de nanocapsulas de Neem no periodo entre 0 e 90 dias de
armazenamento a temperatura ambiente.

A FIGURA 6 anexa €& um grafico de barras que mostra a
investigagdo do didmetro de particula em formulagdes com diferentes
quantidades e tipos de polimeros.

A FIGURA 7 anexa mostra fotomicroscopias de nanoparticulas de
PCL carregadas com 2% (m/v) de éleo de Neem. Amplia¢des: a) 10.000
X; b) 25.000 X e ¢) 50.000 X.

A FIGURA 8 anexa mostra fotomicroscopias de microparticulas em
p6 de nanocapsulas de Neem. Ampliagdes: a) 1.000 X; b) 10.000 X e c)
50.000 X.

A FIGURA 9 anexa mostra curvas de TG (Figura 9A) e DTG (Figura
9B) obtidas para diferentes formulagdes de nanoparticulas de Neem
sendo: A) NC-30 (PCL, oleato de isodecila); B) NC-32 (PCL, 6leo de
Neem); C) NC-34 (PCL, 6leo e extrato de Neem); D) NC-36 (extrato e dleo
de Neem) e E) NC-37 (extrato de Neem, oleato de isodecila).

A FIGURA 10 anexa mostra as curvas de recuperacdo da
azadiractina apés radiagao ultravioleta de: A) Nanocapsulas em p6 sem
Span®0; B) Nanocapsulas em pé com Span®60; C) Nanoparticulas em
suspensao coloidal sem Span®0; D) Nanoparticulas em suspens&o
coloidal com Span®60; E) Oleo de Neem e F) Oleo de Neem protegido da
radiagao UV para um conteudo inicial de Azadiractina de 2.800,0 mg Kg™.



10

15

20

25

WO 2014/113860 PCT/BR2014/000044
21

A FIGURA 11 anexa mostra em grafico o perfil da liberagao
acumulada de azadiractina de nanoparticulas de PCL em suspensao
coloidal (n = 3).

DESCRICAO DETALHADA DA INVENGAO

O processo da invengdo para preparagdo de nanoparticulas
biopoliméricas contendo extratos e 6leo de Azadiractha indica (A. Juss)
(Neem) envolve o preparo desses 6leos e extratos, biopolimeros para
encapsular os ditos 6leos e extratos, e opcionalmente tensoativos para o
preparo de uma emuls&o oleosa.

Portanto um primeiro objeto da invengdo & um processo de
preparagao de nanoparticulas biopoliméricas contendo 6leo e extratos de
Azadiractha indica (A. Juss) (Neem).

Um segundo objeto da invengdo sdo as suspensbes coloidais
resultantes do presente processo.

Um terceiro objeto da invengdo sdo as nanoparticulas contendo
Oleo e extratos de Azadiractha indica (A. Juss) (Neem) obtidas por
evaporagdo do solvente e de parte da 4gua da dita suspensao coloidal.

Um quarto objeto da invengdo sdo as microparticulas em po
resultantes da evaporagdo em Spray-dryer das nanoparticulas em
suspensao coloidal combinadas com uma proporgdo de suporte de
secagem, incluindo silica coloidal, sem estar limitado a esta.

Uteis para a pratica da presente invengdo sdo polimeros nao
poluentes e n&o toxicos na formagao das suspensdes coloidais, como os
polimeros biodegradaveis (biopolimeros) e biocompativeis, selecionados
dentre gelatina, quitosana, alginato de sodio, ciclodextrinas, e os
poliesteres alifaticos. Dentre estes compostos, os homo e copolimeros de
lactato e glicolato (PLA, PGA, PLGA), poli-e-caprolactona (PCL) e os
polihidroxialcanoatos, conhecidos como PHA, celulose, fécula de

mandioca, e similares.
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Estes polimeros podem ser degradados por agdo enzimatica ou
hidrolisados demonstrando aplicagdes agricolas e farmacéuticas. Os
polimeros biodegradaveis colaboram com agdes ambientais, pois s&o
decompostos em campo sem deixarem residuos.

Adicionalmente, o polimetilmetacrilato, (PMMA), utilizado na
industria farmacéutica por suas propriedades de biocompatibilidade, pode
ser aplicado a seres vivos, embora nao seja biodegradavel e portanto &
um polimero Util para as finalidades da invengao.

Os tensoativos uteis para a pratica da invenc¢éo incluem tensoativos
gue promovam um rapido equilibrio hidrofilico-lipofilico, como o
monoestearato de sorbitano (span®60) e polisorbato (tween®80).

A atividade bioldgica depende diretamente das caracteristicas quali
e quantitativas dos extratos vegetais, sendo que estas podem ser
controladas empregando técnicas como, por exemplo, de enriquecimento
de extratos.

Neste caso, a tarefa inicial é assegurar a reprodutibilidade da
formulagao.

Portanto, a primeira etapa para preparo das nhanoparticulas
compreende preparar € analisar os extratos e 6leos de Neem utilizados no
processo, o principal parametro considerado sendo o teor final de
azadiractina.

A matéria prima utilizada para a produgdo das nanoparticulas
biopoliméricas compreende principaimente améndoas de Neem, embora
outras partes da planta sejam igualmente Gteis.

O procedimento de extragéo utilizado no presente processo envolve
a maceracdo de améndoas de Neem com n-hexano seguido pela extragao
com etanol.

Conforme esta técnica, o dleo é inicialmente removido das
améndoas pela difusdo do solvente (n-hexano) através das paredes

celulares, sendo dissolvido imediatamente apés o contato.
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A velocidade de difusdo é diretamente proporcional a uma poténcia
do diametro das particulas em maceragdo com circulagao livre do
solvente, dai a importancia da moagem das améndoas. O diametro médio
de particulas das améndoas submetidas a extragcdo esta na faixa entre 10
e 30 um. O uso de agitador mecéanico de haste no processo de percolagao
auxilia a micronizar as améndoas em dimensdes menores que aquelas
obtidas na moagem em moinho, favorecendo o processo de difus&o.

O processo de extragdo com n-hexano produz o éleo de Neem e
uma torta, sélida, como subproduto.

Uma vez que todo o o6leo tenha sido removido, se inicia uma
segunda etapa de extragdo com etanol.

A extracdo exaustiva de azadiractina € conduzida macerando em
etanol o produto sélido (torta) obtido apés a percolagéo com n-hexano. O
etanol é facilmente difundido entre as paredes celulares, apresenta uma
grande afinidade com limondides, tem baixo custo e facilidade de
transposicdo & escala industrial. Além disso, € considerado um solvente
moderno de mistura, de natureza volatil, bastante inerte aos solutos e nao
irritante a pele humana.

A remocao inicial com n-hexano de compostos apolares auxilia a
interacdo soluto/solvente (azadiractina/etanol) na etapa de extragéo da
torta com etanol. Além disso, proporciona a obtengao de extratos solidos,
faciimente manipulados e com maiores conteldos na razdo teor de
principio  ativo/quantidade de extrato. Estas caracteristicas s&o
importantes para as etapas de formulagdo dos éleos enriquecidos e das
nanoparticulas.

O rendimento do processo (% m/m), a eficiéncia de extragéo (%) e a
quantidade total de extrato obtido (g) para os extratos preparados se
encontram detalhados na Tabela 1 a seguir.

O conteldo de azadiractina nos extratos e 6leo de Neem e
quantificado por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) apos
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validacdo analitica, sendo as amostras preparadas conforme o pedido
publicado brasileiro BR0700034-0A, do mesmo autor do presente pedido.

A analise inicial da améndoa de Neem quantificou o teor de
azadiractina em 2.912,2 mg.Kg"' de améndoa, possibilitando calcular o
rendimento do processo.

TABELA 1
Quantidade Quant. Quant. I;: (; Eficiéncia Teor Eficianci
de 6leo extrato (mg.K ‘4 Extrato Azad. 6:;:?;')3
Améndoas %(mim) | (% m/m) 9't g (%) (mg.Kg"
ext.) 6leo)
505,6 g 2144 4191 7,0
1.040g 48.6 2.06 56.471,0 39,9 ) '
495,09 19,149 3225 49
1.119¢ 44.2 171 61.698,0 36,2 ) )
519,3¢g 19,89 3449 5,6
1.105¢g 47.0 179 58.100,0 35,8 ) )

O coeficiente de variagdo entre as andlises cromatogréficas (triplicatas) foi
inferior a 6%; Teor de azadiractina nas améndoas igual a 2.912,2 mg Kg™.
Contelido de azadiractina obtida no método de extragdo considerado padréo.

A validacdo do método analitico foi realizada de acordo com
critérios propostos pela ICH (International Conference on Harmonization).
As figuras de mérito investigadas na validagdo do método foram
linearidade, seletividade, exatiddo, precisdao, robustez, recuperacao,
limites de quantificagcdo e de detecgao e repetibilidade.

A seletividade do método analitico foi avaliada comparando
cromatogramas de andlises de nanoparticulas preparadas com extratos e
6leos de Neem conforme a Figura 3B e nanoparticulas isentas desses
extratos e 6leos, Figura 3A. Nenhum pico interferente foi observado em
8,68 min no cromatograma do branco (tempo de retengéo da azadiractina)
no comprimento de onda de trabalho de 217 nm.

Assim, o presente método analitico pode ser considerado seletivo
podendo distinguir a resposta do analito de interesse dos demais

componentes da mistura.
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A linearidade do método analitico proposto para quantificacdo da
azadiractina por CLAE € confirmada por uma curva de calibragdo
construida com as solugdes padroes de azadiractina (n = 7), obtendo o
coeficiente de correlagao (") pelo método dos minimos mditiplos
quadrados r° = 0.9999.

Adicionalmente, o fator de resposta versus a concentracado de
azadiractina nas amostras padrdao (n = 7) revela inclinagdo de (0,045)
préximo a zero e um Desvio Padrdao Relativo de 2,98% demonstrando a
linearidade da faixa de trabalho.

A exatiddo [Exatiddo = (medida da concentragéo/concentragéo
nominal) x 100, n = 15] pode ser avaliada calculando a porcentagem de
recuperacido da azadiractina. Verificou-se forte concordancia entre os
dados experimentais e os valores nominais teoricos.

A analise da precisdo [Exatiddo = (medida da
concentragdo/concentragcdo nominal) x 100, n = 15] possibilitou identificar
a extensao de erros aleatérios durante o preparo de amostras e validagao
do método. Os resultados obtidos indicam uma boa precisdo para o
método analitico. O Limite de Quantificagdo do método foi estabelecido
em 1,0 ug mL™", enquanto o Limite de Detecgéo foi 0,3 ug mL™.

Os mesmos procedimentos de validagdo da azadiractina foram
realizados para o 3-tigloilazadirachtol. Os resuitados da validagido do 3-
tigloilazadirachtol foram semelhantes aos descritos para a azadiractina.
Repetibilidade, robustez, recuperacdo e estabilidade de
armazenamento

A repetibilidade foi investigada analisando dez vezes uma mesma
amostra de azadiractina nanoencapsulada. Este resultado demonstrou a
correlacéao entre sucessivas analises sobre os mesmos parametros
cromatograficos e equipamento. O DPR% (Desvio Padrdo Relativo)
calculado foi de 0,71% (n = 10).
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A robustez do método analitico foi determinada analisando uma
mesma amostra de azadiractina (95.0 yg mL™") em suspenszo coloidal de
nanoparticulas poliméricas de PCL sob pequenas modificacées nas
condigbes cromatograficas. Esta avaliagado teve como propésito provar
que pequenas variagées no método séo negligenciaveis nos processos de
avaliacdo sendo estudados por mudancas deliberadas em parametros
criticos monitorando possiveis alteragdes.

Os resultados indicam que ndo houve perda da seletividade na
separacdo cromatografica e na informagdo quantitativa. A pequena
variagao no tempo de retengéo pode ser justificada por mudangas na
interagéo  soluto/solvente/adsorvente. Nenhuma outra variagdo foi
observada demonstrando ser o método robusto a pequenas variacdes nos
parametros cromatograficos.

A recuperagdo do método foi determinada pela comparagdo de
resultados do conteudo total de azadiractina adicionado e quantificado em
suspensdes coloidais preparadas com diferentes biopolimeros (PCL, PHB,
PMMA).

Os resultados de recuperagdo foram obtidos pela razédo entre o
conteudo de azadiractina quantificado e sua concentragdo nominal
expresso em porcentagem. O valor médio calculado das trés diferentes
formulagdes (95,0 pg mL™) foi 99,5 + 7,1% (n = 9) mostrando que nao
houve perda do analito durante as etapas de preparagcdo das
nanoparticulas, pré-tratamento ou analises cromatograficas.

Solugdes de azadiractina armazenadas a 4 °C foram consideradas
estaveis.

Preparagao das amostras

O pré-tratamento possivelmente é a etapa mais importante em

andlises quantitativas. Esta é a etapa critica em analises cromatograficas,

usualmente sendo a etapa lenta e com maiores possibilidades de perdas
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analiticas no processo. Esta etapa envolve a extragdo de compostos
ativos e a remocgéo de interferente.

Deste modo foi necessario desenvolver métodos de abertura e pré-
tratamento das amostras sem comprometer a recuperagéo. Assim, para a
analise da quantidade total de azadiractiha em nanoparticulas
biopoliméricas em suspensdo coloidal foi proposta uma técnica para
dissolugéo do polimero em acetona com posterior separacéo do polimero
e o sobrenadante.

O solvente ideal deve ao mesmo tempo dissolver o polimero e
solubilizar a azadiractina sem que haja equilibrio. Apds solubilizago,
separa-se o polimero do sobrenadante por centrifugacéo.

O processo de secar as amostras e solubilizar em metanol antes de
serem analisadas por CLAE evita que residuos de polimero comprometam
a eficiéncia de separagéo e perda prematura da coluna analitica uma vez
que estes residuos nao s&o soluveis em metanol.

O preparo da amostra para analise da eficiéncia de encapsulamento
€ mais simples, uma vez que ndo ha necessidade da remocgio do
polimero ou abertura da amostra.

No entanto foi necessario desenvolver um protocolo para a
separagao das nanoparticulas do meio de dispersdo. Uma vez separado o
meio e as nanoparticulas, & possivel quantificar toda a azadiractina
dissolvida neste meio.

As amostras em meio aquoso foram secas e re-suspendidas em
metanol para manter constante o coeficiente de absortividade molar da
azadiractina em comparagdo com as solugbes padrbes usadas na
construgao da curva de calibracéo.

Por ditimo, também foi necessario desenvolver um método para
analises do conteudo de azadiractina em microparticulas em po.

Similarmente a recuperacéo, foi preciso dissolver o polimero num

solvente apropriado (acetona) dispersando a azadiractina previamente
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encapsulada. Uma vez dissolvido, separou-se o polimero e o suporte de
secagem do sobrenadante por centrifugacdo. Parte do sobrenadante foi
seco e re-suspendido em metanol para analises cromatograficas.

A extracdo e pré-tratamento das amostras de sementes e 6leos de
Neem foram realizados conforme método proposto por Forim, M.R.; et al.
Simultaneous quantification of azadirachtin and 3-tigloylazadirachtol in
Brazilian seeds and oil of Azadirachta indica: application to quality control
and marketing. Anal. Methods 2, 860-869, 2010. Esses métodos estio
descritos detalhadamente a seguir no presente relatorio.

Preparagéo de Nanoparticulas poliméricas

Nanoparticulas de Neem em suspensio coloidal e em p6 foram
produzidas com sucesso.

Produtos agroquimicos sdo convencionalmente aplicados em
campo por pulverizagdo, sendo a agua utilizada como veiculo. Todavia,
apenas uma pequena parte dos produtos agroquimicos realmente atinge o
alvo esperado, nao raramente, numa concentracdo menor que a
concentracdo minima efetiva requerida devido a problemas como
lixiviagdo, fotodegradagéo, hidrélises e degradagdao microbiana.
Consequentemente, repetidas aplicagbes se tornam necessarias
causando impactos ambientais diretos ao solo e a agua.

Nanoparticulas para uso agricola devem ser projetadas de modo
que satisfagam propriedades fisicas e quimicas que tenham como
resultado uma melhora no controle de pragas agricolas e reducéo de
riscos ambientais. Dentre os beneficios se pode destacar o ajuste na
capacidade de dispersdo em meio aquoso de compostos organicos com
reducdo do uso de surfactantes, aumento na estabilidade contra
degradagdes provocadas por fotdlise, termélise ou hidrdlise e controle na
liberagéo de compostos ativos melhorando a atividade biologica desejada.
Consequentemente, com o ganho de estabilidade e ajuste da atividade
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biolégica ha uma redugdo nas dosagens e na necessidade de
reaplicagdes havendo um impacto direto positivo sobre o meio ambiente.

Moinard-Chécot, D.; et al. Mechanism of nanocapsules formation by
emulsion-diffusion process. Journal of Colloid and Interface Science 317,
458-468, 2008 descrevem um mecanismo de nanoencapsulamento por
um processo nomeado de emulsdo-difusdo o qual foi utilizado como
referéncia. Conforme este processo, uma emulsio de 6leo, polimero e
acetato de etila & inicialmente preparada. Diluicdo com agua pura permite
que o acetato de etila seja difundido para fora das goticulas, deixando
uma suspensdo de nanocapsulas no final. Foi demonstrado que o
tamanho das nanocapsulas tem relagdo com a composicao quimica da
fase organica e o tamanho da emulsao primaria através de uma relagao
geométrica simples. Como resultado, a maior parte das propriedades das
nanocapsulas é determinada na etapa de emulsificagdo. A difusdo do
solvente organico por etapas ocorre por equilibrios de particéo sucessivos
do acetato de etila entre as goticulas e a fase aquosa.

Ja o presente processo para o preparo de nanocapsulas de Neem
compreende o preparo de trés diferentes fases: a) emulsdo em fase
aquosa, b) fase organica com um polimero de encapsulamento e c) fase
aquosa com um tensoativo.

Como resultado, ha inicialmente a incorporacdo das moléculas que
se deseja hanoencapsular numa nanoemulsio, seguido pelo recobrimento
polimérico, formando nanoparticulas e, por ultimo, a estabilizacdo da
suspensao coloidal com um tensoativo.

Nos métodos previamente descritos o processo de formacao e
incorporagdo vesicular das moléculas que se deseja nanoencapsular,
revestimento polimérico e estabilizagdo ocorrem em uma unica etapa.

Inicialmente, os extratos de Neem séao utilizados para enriquecer o
oleo controlando o teor de azadiractina presente na formulagédo e no

produto final.
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Embora o modo preferido da invengédo contemple o uso de oleo
combinado a extratos de Neem, o conceito da invengdo prevé
alternativamente uma formulagdo contendo unicamente o 6leo de
azadiractina, sem a adi¢do de extratos para enriquecer o mesmo.

No caso do uso de extrato para enriquecer o 6leo, a quantidade
necessaria € determinada apoés analises cromatograficas do contetido de
azadiractina. Por exemplo, um 6leo com um teor de azadiractina de 419, 1
mg Kg™' pode ser enriquecido com 28,0 g de um extrato de 56.471,0 mg
Kg' a um contetdo final de 2.000 mg Kg"'. (Quantidade necessaria de
azadiractina para 2.000 mg em 1Kg de 6leo = 2.000 — 419,1 = 1.581 mg;
extrato g = 1.581 x 1000 g / 56.471 mg = 28,0 g a ser incorporado em 1
Kg de 6leo).

Assim, o uso de diferentes quantidades de extratos ou extratos com
diferentes conteudos de 6leo de azadiractina permite obter suspensdes
coloidais e produtos em pd, com diferentes teores de azadiractina, ou
seja, produtos com 1.000, 2.000, 10.000 mg Kg™' de azadiractina.

Conforme o esquema da Figura 4, na sequiéncia, o éleo enriquecido
com extratos de Neem ¢ disperso em (10) sob vigorosa agitagdo em fase
aquosa (Fase I) durante dois a sete minutos, tipicamente cinco minutos.
Este sistema possibilita a formagdo de micelas com o 6leo de Neem
criando uma emulsdo. Em fungdo da diferenga de solubilidade entre a
fase aquosa e as micelas, os constituintes do extrato de Neem
permanecem na fase micelar, ndo sendo dispersos para a fase aquosa.

Na Fase | o uso de tensoativos como o tensoativo ndo i6nico
monoestearato de sorbitano Span®0 & opcional, melhorando as
caracteristicas ambientais da formulagdo. A exclusdo possivel deste
tensoativo ja apresenta uma melhoria sobre o método de
nanoprecipitacdo. O ndo uso do tensoativo reduz o custo de producéo e

possiveis impactos ao meio ambiente.
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Na Fase | o teor de 6leo varia entre 0,5 e 10% (m/v), o teor de
extrato entre 0,1 e 5%(m/v) e o teor de tensoativo entre 0,1 e 2% (m/v).

Uma tipica formulacao € a seguinte:

Fase I: [Oleo] = 2% (m/v), [extrato] = 0,5% (m/v) e [Span®60] 0,5%
(m/v) em meio aquoso (200 mL).

Uma segunda fase (Fase 1l) é preparada em (20) dissolvendo um
biopolimero em solvente organico miscivel em agua selecionado dentre
acetona ou uma mistura de acetona e etanol em qualquer proporgao.

A dissolugéo do biopolimero ocorre sob aquecimento de 40-50°C,
tipicamente 45°C e agitacéo.

Uma formulagéo tipica para a Fase Il é a seguinte: dissolver entre
0,1 e 2g de polimero, tipicamente 1,0 g de polimero, por exemplo, o PCL,
em 200 mL de solvente organico composto pela mistura de acetona e
etanol em proporgdes de acetona, variando entre 100% (0% de etanol) a
30% (70% de etanol).

Uma vez disperso o polimero na fase organica, esta fase é vertida
lentamente sobre a emulsdo da Fase | via L1. Com a difusdo do solvente
organico na fase aquosa via L3 ocorre a deposicdo do polimero na
interface 6leo-agua resultando em (40), na mistura da Fase | + Fase |l,
dando origem as nanoparticulas em forma de nanocapsulas.

Por dltimo, uma terceira fase (Fase 1ll) em (30) composta por agua
e um tensoativo nao-idnico é preparada e vertida via L2 sobre as
nanocapsulas pré-formadas em (40), podendo agora o tensoativo
adsorver sobre as nanoparticulas atuando como dispersante.

O tensoativo da Fase Il € um tensoativo nao iénico e emulsificante,
por exemplo, o polisorbato 80, conhecido como Tween®80, derivado do
polietoxilato de sorbitano e acido oleico. O polisorbato 80 é viscoso e

soluvel em meio liguido.
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Uma formulagao tipica para a Fase Il € a seguinte: dispersar entre
0,1 e 2 g de tensoativo, tipicamente 1,0 g do tensoativo, em 100 mL de
agua destilada.

Finalmente o solvente e parte da agua s&o removidos por
evaporagdo sob pressdo reduzida via L4 ajustando o volume final e 0
conteldo de azadiractina no meio de dispérséo, resultando no produto
desejado em (50), uma nanoparticula contendo dleo e extratos de Neem
em suspensao coloidal.

A nanoparticula (50) quando submetida a processos de secagem
com auxilio de um suporte, selecionado dentre silica coloidal e suportes
similares via L5 permite a obtenc&o de uma microparticula em p6 (60).

A proporcao de nano particula (50) para o suporte é entre 1.0,2 a
1:2 m/m de nanoparticulas para silica. O tipo e o conteudo dos
componentes das formulagées foram variados no decorrer dos
experimentos da Requerente que levaram ao presente pedido.

O presente processo contempla ainda uma modalidade em que sao
produzidas microparticulas em p6 diretamente, caso em que a Fase lll de
preparo da solugdo aquosa de emulsificante e a adigao da mesma via L2
3 mistura das Fases | e Il sdo dispensaveis. A suspensdo coloidal obtida
por mistura da Fase | e Fase Il € nesta modalidade diretamente
transformada em nanoparticulas em (40), tem o volume reduzido para
obter as nanoparticulas (50) e é transformada em microparticulas em po
(60) por Spray-Drying.

Os extratos podem ser usados para enriquecer ainda mais o
contetido de azadiractina nas suspensdes coloidais.

O uso de Span®60 ou outro tensoativo é opcional.

Fase II: [Polimero] = 0,5% (m/v) em fase organica (200 mL).

Fase lII: [Tween®80] = 1,0% (m/v) em meio aquoso (100 mL).

Apos o preparo das nanocapsulas e ajuste do volume final do meio

aquoso de dispers&o (200 mL) a formulag&o tipica final é a seguinte:
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Meio de dispersao: [Oleo] = 2 % (m/v), [extrato] = 0,5 % (m/v),
[Span®60] 0,5 % (m/v), [Polimero] = 0,5 % (m/v) e [Tween®80] = 0,5 %
(m/v).

A invengdo sera descrita a seguir em relagdo a Exemplos
especificos, mas nao deve ser considerado que 0s mMesmos sejam
limitativos da invencéo.

Nanoparticulas biopoliméricas foram sintetizadas de modo eficiente
e reprodutivel utilizando o processo da invengéao.

Exemplos ilustrativos estao listados abaixo na Tabela 2.

EXEMPLOS
TABELA 2
_ Fase | , Fase ll Fase ]II Vol
EX Oleo | Extrato | Span” | Agua | Solvente | PCL Tyeen | Agua | o\
" | Neem Neem 60 (mL) | (mL) @ | (g |(mb) (mL)
(@) (9) (@)
1 4.0 1,0 -0- 200,01 200,0 1,0 1,0 |100,0 | 200,0
2 4,0 1,0 1,0 200,0 | 200,0 1,0 1,0 {100,0 | 200,0
3 2,0 1,0 -0- 200,0( 200,0 1,0 1,0 {100,0 | 2000
4 2,0 1,0 1,0 200,0 | 200,0 1,0 1,0 | 100,0 | 2000
5 -0- -0- -0- 200,0 200,0 1,0 1,0 | 100,0 | 200,0
6 -0- -0- 1,0 200,0 | 200,0 1,0 1,0 | 100,0 | 200,0

As medidas de pH, diametro de particulas (diametro hidrodinamico),
polidispersdo e potencial zeta sdo parametros indicativos da estabilidade
da suspensao coloidal.

O valor do pH dos sistemas coloidais pode afetar a estabilidade de
sistemas coloidais, pois alteragcdes neste parametro podem estar
relacionadas com a degradacéo do polimero, de algum outro componente
da formulagao, ou mesmo na difusdo da substancia ativa da particula para
0 meio. Alteragdes no pH também podem afetar a velocidade de liberagao
do composto ativo ou catalisar reacdes de degradagao.

O diametro de particula e o tamanho de sua distribuicdo podem
afetar a estabilidade coloidal do sistema, cinética de liberagao, capacidade

de carregamento, distribuigéo in vivo (agao sistémica) e toxicidade.
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A polidispersdo, ou indice de polidispersividade - IP, indica a
distribuicdo média do tamanho das nanoparticulas e, normalmente,
valores menores que 0,2 para a suspensdo coloidal sdo considerados
bons indicadores de estabilidade.

Por sua vez, o potencial zeta reflete a carga de superficie das
nanoparticulas sendo este parametro influenciado pela composicédo das
particulas, meio dispersante, pH e forga idnica da suspens@o coloidal.
Normalmente, nanoparticulas com valores de potencial zeta em mddulo >
30 mV possuem boa estabilidade coloidal em suspenséao.

O aumento na quantidade do 6leo leva a formacgéo de nanocapsulas
com diametro de particula ligeiramente superior. Para esta matriz,
observou-se que a presenca e quantidade dos tensoativos nao afetaram o
diametro de particula.

O potencial zeta mostrou que todas as formulagdes exibem cargas
negativas com valores variando entre -25,22 e -36,80 mV, tipicamente
observados em sistemas contendo 6éleos com grupos de acidos livres.
Estes valores de potencial zeta combinados com baixos indices de
polidispersividade conduzem a uma dispersao coloidal estavel devido a
repulséao entre as particulas, a qual inibe sua agregacéo.

O principal componente da formulacado, 6leo de Neem, pode
apresentar acidos livres ou fosfolipidios carregados negativamente
conferindo cargas negativas as nanoparticulas.

Tipicamente as nanoparticulas apresentam diametro de particulas
entre 30 e 500 nm, pH entre 4,0 e 7,0, polidispersividade entre 0,03 e
0,600, e potencial zeta entre -10 e -50,0.

Os valores de pH, didmetro de particula, polidispersao e potencial
zeta para uma serie de Exemplos de nanocapsulas de Neem preparadas
pelo método descrito podem ser observados na Tabela 3.
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TABELA 3
Diametro de Potencial zeta
Exemplo* pH particulas Polidispersividade a‘ze
(nm) (mV)
1 487+0,19 | 231,3+18,89 0,490 + 0,180 -36,80 + 0,167
2 484 +0,11 { 243,0+ 19,03 0,029 + 0,007 -29,94 + 4,439
3 4,77+0,17 | 213,3+ 11,51 0,321 + 0,082 -25,22 + 2,104
4 495+0,12 | 212,5+10,37 0,005 + 0,002 -28,54 + 2 961
5 6,53+0,11 | 177,4 +12,38 0,227 + 0,079 -33,47 £ 2,077
6 6,69+0,13 | 2449 + 15,87 0,119+ 0,024 -32,84 + 2,736

* Valores expressam o resultado médio + desvio padréo (n = 3).

O dleo de Neem reduz o pH do meio de dispersao. Porém, a
variagéo na quantidade de 6leo nas formulagdes pouco afetou o valor do
pH.

Os tensoativos também pouco afetam o pH das suspensées
coloidais.

A partir da Figura 5 pode se observar que o pH reduz em fungio do
tempo. A redugéo do pH em fungdo do armazenamento a temperatura
ambiente pode ser explicada pela degradagéo polimérica.

Foi observado que o didmetro de particula depende mais da
quantidade de oleo e extrato do que da quantidade ou tipo de polimero
empregado para o encapsulamento.

Por exemplo, num experimento variando a raziao oOleo de
Neem/quantidade de polimero com um contetdo fixo de 6leo ndo ha
variagdo significativa no diametro de particulas. O mesmo resultado é
encontrado alterando o tipo do polimero (PCL: poli-e-caprolactona; PHB:
Poli-B-hidroxibutirato; PMMA: Poli-metacrilato de metila) (Figura 6).

A estratégia adotada busca principaimente preparar nanoparticulas
de Neem com elevado contetdo de azadiractina promovendo um ganho
na dispersdo deste limondide em meio aquoso. Observou-se para o
método de Fessi, H. et al. Nanocapsule formation by interfacial deposition
following solvent displacement. Int. J. Pharm. 55, R1- R4, 1989 um limite
de 75% na eficiéncia de encapsulamento.
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Apds o preparo das nanocapsulas de Neem pelo presente processo
e analises cromatograficas seguindo os procedimentos descritos acima no
presente relatério, foram obtidas suspensbes coloidais com
aproximadamente 100% de recuperacdo e de eficiéncia de
encapsulamento para a azadiractina usada no processo.

A Tabela 4 a seguir mostra a caracterizagido quantitativa de

nanocapsulas de Neem em suspenséo coloidal obtidas pelo processo da

invencgao.
TABELA 4
Exemplo | Concentragdao | Recuperagio Eficiéncia de
Nominal * (ug | Absoluta (%) | encapsulamento
mL") (%)
1 80,0 101 £ 9,35 > 98,0
2 80,0 96,7 + 5,07 >98,0
3 40,0 97,6 + 8,36 >97,5
4 40,0 98,1+7,12 >97,5

* para a solugdo coloidal; Valores expressam o resultado médio + desvio padréo
(n =3).
A recuperagéo é determinada avaliando por CLAE primeiramente a

quantidade de azadiractina presente no 6leo e extratos usados no
processo dividido pelo teor total quantificado na suspensdo coloidal
resultante. Por exemplo, a formulagdo do Exemplo 1 preparada com 4,00
g de um 6leo enriquecido a 4.000,0 mg Kg™, deve conter no final 8,00 mg
de azadiractina num volume final ajustado para 200,0 mL. Esta
quantidade equivale ao valor nominal de 80,0 ug mL™".

Para as formulagbes descritas na Tabela 2 a eficiéncia de
encapsulamento é superior ao limite de quantificacdo do método analitico,
ou seja, aproximadamente 100%. _

Utilizando diferentes quantidades de extratos no preparo de
formulagdes, foi testada a eficiéncia de encapsulamento da azadiractina
em suspensodes coloidais com até 3.300,0 mg I'' (Tabela 5).
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Nas formulagées de todos os Exemplos a recuperacé@o absoluta e
eficiéncia de encapsulamento séo iguais as descritas na Tabela 4.

A eficiéncia de recuperacido foi calculada apés quantificacdo das
suspensdes coloidais por CLAE tendo como valor de referéncia a
concentragao nominal.

O diametro de particula, indice de polidisperséo, pH e potencial zeta
destas formulagdes sdo semelhantes aos descritos na Tabela 3.

TABELA S

Exemplo | Concentragdo | Recuperagao Eficiéncia de
Nominal * (ug | Absoluta (%) | encapsulamento
mL") (%)
7 2.200,0 102,2 + 1,89 98,7 + 0,01
8 2.800,0 99,2+ 1,03 98,8 + 0,04
9 3.400,0 95,8 £2,00 98,8 + 0,01

* Valores expressam o resultado médio + desvio padréo (n = 3).

A solubilidade da azadiractina tendo sido estimada em 26,0 mg 100
mL™", sdo preparadas suspensées coloidais (40) em fase aquosa com um
contetdo de azadiractina igual a 340,0 mg 100 mL™. Este valor representa
uma capacidade de dispersdo da azadiractina 13 vezes maior que sua
solubilidade. Ou seja, é possivel preparar uma nova formulagdo para
aplicacdo de extratos e o6leo de Neem com elevados teores de
azadiractina, enquanto o teor de surfactantes € mantido baixo (Tween®80
= 0,5% m/v). Deve ficar bem claro para os especialistas que este valor
representa um exemplo n&o limitativo, maiores capacidades de dispersao
sendo perfeitamente possiveis conforme o teor de extrato empregado.

Para avaliar a formagéo das nanocapsulas esféricas a morfologia €
determinada por analises de microscopia eletronica de varredura (MEV). A
remocdo da agua da dispersdo coloidal sobre o porta-amostras metalico
requerida para o preparo de amostras para analises morfologicas por

MEV promove a aglomeragdo das nanoparticulas formando um filme
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polimérico. Contudo, é possivel observar nanocapsulas sobre o filme
polimérico (Figura 7).
Microparticulas de nanocapsulas

As suspensdes coloidais geralmente possuem uma estabilidade
fisico-quimica limitada. Longos tempos de armazenamento podem
favorecer o crescimento microbiano e a hidrélise polimérica. Muitas vezes,
por conveniéncia, a transformacdo destes sistemas liquidos em p6 se
torna uma estratégia viavel. As nanoparticulas em p6 podem apresentar
uma maior estabilidade, além de reduzir o volume de armazenamento e
peso para transporte.

As nanoparticulas de fato, sdo aprisionadas numa matriz sélida
seca (microparticulas em pd) ap6és sua interagdo com particulas de silica
antes da secagem. Durante o processo de secagem ha a formacgéo de
aglomerados de silica circunvizinhada por uma ou varias nanocapsulas de
Neem cobrindo a superficie das microparticulas, vide Pohimann, A.R. et
al. Spray-dried indomethacin-loaded polyester nanocapsules and
nanospheres: development, stability evaluation and nanostructure models.
Eur. J. Pharm. Sci. 16, 305-312, 2002.

Este processo pode prevenir a agregacdo irreversivel de
nanocapsulas, vide Tewa-Tagne, P. et al. Spray-dried microparticles
containing polymeric nanocapsules: formulation aspects, liquid phase
interaction and particles characteristics. Int. J. Pharm. 325, 63-74, 2006.’

O diéxido de silicio coloidal como suporte de secagem mostrou ser
um bom candidato. Entre as vantagens, o silicio coloidal pode originar
uma grande area superficial € possuir uma boa condutividade térmica
favoravel a remogéo de agua. Além disso, € um material biocompativel,
atdxico sendo considerado seguro inclusive para preparo de
medicamentos.
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No desenvolvimento do processo de secagem sao utilizadas
nanocapsulas de diametro de particula inferior a 300 nm, com cargas
negativas relativas ao potencial zeta (~ -30 mV).

Conforme proposto por Pohimann, A.R. no artigo citado logo acima
no presente relatério e no artigo por Tewa-Tagne, P. igualmente citado
logo acima no presente relatorio, o rendimento foi avaliado pela
porcentagem de silica (Aerosil®200) utilizada no processo de secagem por
Spray-Dryer.

No preparo das microparticulas em p6é (60) por combinacdo de
nanocapsulas (50) com suporte de secagem (p.ex., silica) em Spray-Dryer
as proporgdes nanocapsulas/silica variam entre 1:0,2 a 1:2 m/m.

Os dados estdao compilados na Tabela 6 abaixo.

TABELA 6
Contetldo na preparagao .
Amostras "/Am/p\g Rend:mento
Nanocapsulas Silica (%)
10 1,0 0,5 721 +£1,9
11 1,0 1,0 78,9+22
12 1,0 1,5 80,5+1,3
13 1,0 2,0 78,7+1,5
14 2,0 1,0 52,3+4,6
15° 2,0 1,0 39,1+6,9

 Formulagéo isenta de Span®60.
* Valores expressam o resultado médio + desvio padréo (n = 3).

Nas diferentes formulagées usadas na alimentacao do Spray-Dryer
com 1,0% de nanocapsulas os melhores rendimentos foram obtidos para
uma quantidade de silica superior a 1,0%. Abaixo desta composicao foi
observada a formacgéao de um filme nas paredes do ciclone procedente da
adsorcao do material das nanocapsulas e silica (Amostra 10). O mesmo
perfil foi observado com o aumento da quantidade de nanocapsulas em
relacao a quantidade de silica (Amostra 14).
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Os piores resultados de recuperagdo foram obtidos para
nanoparticulas preparadas sem o tensoativo Span®60 (Amostra 15)
conduzindo a uma forte adsorcao nas paredes do ciclone.

Os dados da Tabela 6 demonstram a importancia do controle das
quantidades dos componentes submetidas ao processo de secagem por
Spray-Dryer.

A recuperacdo de particulas em pd de microparticulas de
Neem/silica demonstrou um rendimento aceitavel para o processo de
Spray-Drying.

Os parametros operacionais do equipamento Spray-Dryer incluindo
taxa de alimentacdo, vazao do ar atomizador, capacidade do aspirador e
temperatura de entrada foram tais que permitiram obter uma temperatura
de saida de 50 + 5 °C favoravel a ndo decomposi¢do térmica de
compostos sensiveis como a azadiractina.

A forma e a morfologia das microparticulas em p6 de nanocapsulas
de Neem obtidas no processo de secagem por Spray-Drying podem ser
observadas na Figura 8.

Microparticulas em pé esféricas bem separadas foram obtidas com
diversos didmetros variando entre 1 e 10 pm. O formato esférico
demonstra auséncia de efeitos de desestabilizagao durante o processo de
secagem.

Através da andlise por MEV com altas ampliagdes (Figura 8c),
nanocapsulas foram observadas sobre as microparticulas em pé
apresentando um diametro médio reduzido (< 100 nm).

O mesmo comportamento foi observado e descrito por Pohlmann,
A.R. no artigo ja mencionado acima no presente relatorio.

As superficies das particulas apresentaram um aspecto rugoso com
uma camada porosa de nanoparticulas e silica. Embora as preparagoes
sejam homogéneas, a dispersdo no didmetro de particulas € originario do

bico do sistema de atomizagéo que produz gotas com uma ampla faixa de
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tamanhos. Assim, diferentes tamanhos de gotas conduzem a uma ampla
dispersao de diametro de particulas.

A fusdo de particulas na etapa final de secagem também pode
produzir maiores aglomerados.

A andlise quantitativa do contetdo de azadiractina por CLAE foi
realizada conforme descrito acima no presente relatorio.

Formulagbes preparadas com diferentes quantidades de
azadiractina em o6leos enriquecidos e extratos de Neem conduziram a
preparacdo de microparticulas em p6é com variados contetidos de
azadiractina proporcional a massa total da formulagéo.

A quantidade final de azadiractina nas microparticulas em p6 variou
entre 1.600,0 mg Kg™ a 6.800,0 mg Kg™. Contudo, este resultado ilustra
apenas os valores de alguns experimentos, a quantidade de azadiractina
podendo variar amplamente dependendo do teor de azadiractina no dleo e
nos extratos de Neem e da quantidade dos mesmos empregados na
formulagado. Em um exemplo ndo limitativo, €& possivel preparar
microparticulas em p6 com teores de 10.000 mg Kg', dependendo da
quantidade e qualidade do extrato de Neem utilizado.

A avaliagéo da interagdo polimero-produtos de Neem foi realizada
por termogravimetria (TG) e a derivada da termogravimetria (DTG). Neste
estudo, a interacgéo fisico-quimica entre os constituintes da formulagéo foi
analisada para prever o comportamento térmico e biodegradavel das
microparticulas. A perda de massa foi entre 45 e 50%, proporcional a
composicao das formulagdes e a quantidade de silica utilizada.

As formulagbes avaliadas encontram-se listadas na Tabela 7.
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TABELA 7
Formulagao P?ggf)ro dix:lr:;?n Ohlleec;r:l‘e Span®60 | Tween®80
A Sim Nao Nao? Sim Sim
B Sim Nao Sim Sim Sim
C Sim Sim Sim Sim Sim
D Nao Sim Nao Sim Sim
E Nao Nao Nao? Sim Sim

® Nesta composigao foi utilizado oleato de isodecila

Claramente foi possivel identificar diferentes eventos térmicos para
perdas de massa em decorréncia do material presente. Devido a
substituicdo do éleo de Neem por oleato de isodecila as formulagdes ndo
apresentaram necessariamente os mesmos eventos térmicos. Contudo
importantes observagées podem ser apresentadaé.

Formulagbes A a E contendo extratos e o6leos de Neem
apresentaram uma curva de degradagdo tardia comparadas as
formulagdes isentas de extratos e/ou 6leo de Neem (Figura 9A — curva de
TG, Figura 9B, curva de DTG). Justifica o fato, ser o primeiro evento
térmico resultado da decomposicdo dos extratos de Neem e/ou 6leos
utilizados na formulagdo. O segundo evento ocorre pela degradag¢do do
Span®0 e Tween®80. Comparando a formulagdo de PCL com dleo de
Neem (B — Tabela 7 acima) e PCL com oleato de isodecila (B — Tabela 7
acima) se observa que o 6leo de Neem retarda a degradagéao do Span®60
e Tween®80. O Ultimo evento ocorre pela degradacao do polimero. Apés
estes eventos a decomposicdo do material ocorre lentamente
provavelmente pela eliminagcao de materiais carbonados.

Estabilidade das nanoparticulas

A estabilidade das nahoparticulas em suspensado coloidal e em
microparticulas em p6 submetidas a radiagdo de Ultravioleta é reportada
em termos de porcentagem residual de azadiractina (Figura 10).

Como padrdes de referéncia sado utilizadas duas amostras de 6leo

de Neem nao encapsulado sendo uma exposta a radiagao ultravioleta (E -
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Figura 10) e outra revestida ao abrigo da radiagéo ultravioleta (F — Figura
10). Durante o periodo avaliado, as amostras foram continuamente
homogeneizadas.

A velocidade de degradacédo da amostra de 6leo de Neem exposta
a radiagao ultravioleta foi muito superior se comparada com as amostras
nanoencapsuladas.

A amostra de 6leo protegida da radiacao ultravioleta nao apresentou
sinais de fotodegradacgao durante o periodo investigado.

Diferentes velocidades de degradacgao ultravioleta também foram
observadas entre nanoparticulas em pdé (A e B — Figura 10) e em
suspensao coloidal (C e D - Figura 10).

A velocidade de degradagcdo das nanocapsulas em suspensao
coloidal foi maior que das nanoparticulas em pé. Esta diferenca pode ser
explicada pelo intumescimento do polimero e liberagédo da azadiractina em
meio aquoso e pela habilidade das nanoparticulas de silica de absorver
ou refletir radiagdo ultravioleta. Além disso, no p6 ha uma menor
penetracao ultravioleta. Amostras contendo Span®60 (B e D - Figura 10)
apresentam uma menor fotodegradagéo do que amostras sem Span®60
(A e C —Figura 10).

Quando as amostras foram irradiadas por 7 dias a quantidade de
azadiractina fotodegradada no 6leo exposto foi aproximadamente 100%
enquanto que nas amostras de nanoparticulas em pé e em suspensao
coloidal eram de 90% e 55% respectivamente. Depois de 14 dias a
quantidade de azadiractina fotodegradada nas nanoparticulas em p6 e em
suspensao coloidal eram de 25% e 72% respectivamente.

Os valores das constantes de fotodegradagdo (dias™) da
azadiractina sao descritos na Tabela 8 a seguir no presente relatério.

A diferenca entre os valores das constantes de fotodegradacao
confirma que a azadiractina foi encapsulada e parcialmente protegida,

principalmente em matrizes sélidas. Um objetivo da presente investigagéo
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foi determinar a eficiéncia de fotodegradagdo necessaria para reduzir a
quantidade de azadiractina a 50% do valor inicial sob condigdes
aceleradas, de amostras de azadiractina n&do-encapsuladas e
encapsuladas (Tabela 8).

A partir dos dados da Tabela 8 fica evidente a diferenga de
estabilidade ultravioleta entre as amostras, sendo as nanoparticulas em
po mais estaveis que aquelas em suspensao coloidal.

Como esperado, o 6leo ndo-encapsulado é o que oferece a menor

fotoprotecéo para a azadiractina.

TABELA 8
Constantes de Eficiencia df’ b
Amostras fotodegradacao® (, dias™) fotodeg_radagao
(dias)
Oleo de Neem
exposto a radiagéo 0,50010 1,39
uv
Oleo de Neem
protegido da 0,00110 630
radiagcdo UV
A—-NPempb
(sem Span®60) 0,02014 34,4
B - NP em pé
(com Span®60) 0,01271 54,5
C—-NPem
suspenséo coloidal 0,09923 6,98
(sem Span®60)
D - NP em
suspenséo coloidal 0,08902 7,78
(com Span®60)

# Constantes para cinética de primeira ordem: In[Aza]/[Aza], = — kt
® Tempo de radiagdo necessario (em dias) para reduzir a quantidade de
azadiractina em 50% do seu valor inicial.

Estudo de liberagao de azadiractina de nanocapsulas de PCL
A cinética de liberagdo foi investigada para as nanocapsulas de
maior estabilidade ultravioleta, isto €, nanocapsulas formuladas com

Span®60. O sistema projetado sob fluxo constante evita a saturacao do
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sistema e, consequentemente, o equilibrio de solubilidade. Neste ensaio
somente a azadiractina ndo-encapsulada possui a capacidade de passar
através dos poros da bolsa de dialise.

O perfil da liberagéo in vitro pode ser observado na Figura 11. O
tempo necessario para liberagdo de 100% da azadiractina foi de 10 horas
sendo 85% liberada nas quatro primeiras horas.

O valor de n é um parédmetro empirico obtido na equagéo de
Korsmeyer, RW. et al. Mechanisms of solute release from porous
hydrophilic polymers. Int. J. Pharm. 15, 25-35, 1983, usado para
caracterizar o mecanismo de liberagdo com base na Equacao a seguir:

Mi/M, =KL
onde M; /M. é a fragdo de liberagdo no tempo ¢, n € o expoente de
liberacao e K o fator de liberagao.

De acordo com o valor numérico que n assume €& possivel
caracterizar o mecanismo de liberagdo do farmaco. Esta equagdo semi-
empirica é utilizada para descrever a liberagdo do soluto (azadiractina).
Neste caso para valores de n < 0,45 o principal mecanismo que controla a
liberacdo da azadiractina é a difus&o pura (Fickiana classica).

Quando n assume valores entre 0,45 < n < 0,89 indica cinética de
transporte anémalo, ou seja, uma combinagdo dos mecanismos de
difusdo do farmaco (transporte Fickiano) e do transporte nao-Fickiano
(Caso-Il), controlado pelo relaxamento das cadeias poliméricas.

O valor de n determinado pelo coeficiente angular do grafico log(M;
/M.) versus log(t) para a azadiractina foi de 2,49 (> 0,89) correspondendo
a cinética de primeira ordem sendo a liberagdo controlada por
mecanismos de transporte decorrentes do fendmeno de intumescimento e

relaxamento do polimero ou liberagdo mediante eroséo.
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Os resultados indicam que nanocapsulas de PCL contendo 6leo e
extratos de Neem em suspensdo coloidal sdo satisfatoriamente
preparadas pelo método proposto.

Nanocapsulas de Neem em pé podem ser facilmente preparadas
pela secagem das suspensdes coloidais por Spray-Dryer.

Os produtos apresentam boa homogeneidade e estabilidade em
suspensao coloidal e em pé. A taxa de associagdo (eficiéncia de
encapsulamento), monitorada pela azadiractina, foi de aproximadamente
100% sendo o perfil de liberagao in vitro estipulado para cinética de ordem
zero, ou seja, governado pelo intumescimento e relaxagao polimérica.

A recuperagdo da azadiractina determinada nas suspensées
coloidais foi de 100% demonstrando ndo haver perdas de compostos
durante o preparo.

Os produtos obtidos pelo processo da invengdo apresentam um
ganho de estabilidade contra radiagdo ultravioleta se comparados aos
produtos comerciais ja disponiveis de 6leo de Neem.

O uso de 6leo de Neem enriquecido com extratos de Neem
possibilitou obter produtos com quantidades desejadas e reprodutiveis de
azadiractina.

A técnica analitica desenvolvida e validada de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia foi eficiente no controle quantitativo de
azadiractina em extratos, 6leos e nas nanoparticulas, tal controle sendo

necessario para a preparagao e caracteriza¢ao das nanoparticulas.
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REIVINDICAGOES

1. Processo de obtencdo de nanoparticulas biopoliméricas contendo

o0leo e extratos de Azadirachta indica A. Juss. (Neem), dito

processo sendo caracterizado por compreender as etapas de:

a)

b)

d)

A partir de améndoas de Neem moidas com diametro médio
de particula entre 10 e 30um prover 6leo enriquecido com
desde 1 até 10.000 mg kg™ de azadiractina usando extratos
de Neem;

Formar em (10) uma nanoemulsiao aquosa (Fase [) por
vigorosa agitagcao por entre dois e sete minutos de entre 0,5
e 10% (m/v) do dito éleo de Neem, entre 0,1 e 5% (m/v) de
extratos de Neem da etapa a), e entre 0,1 a 2 % m/v de um
tensoativo néo idnico selecionado dentre monoestearato de
sorbitano;

Dissolver em (20) sob agitacdo e aquecimento a 40°C-50°C
entre 0,1 e 2,0 % (m/v) de um biopolimero em solvente
organico polar selecionado dentre acetona e alcool etilico e
suas misturas em qualquer proporcao, obtendo uma solugéo
de biopolimero no dito solvente (Fase ll);

verter via L1 lentamente a solugdo de biopolimero da etapa
c) com o auxilio de uma bomba peristaltica sobre a
nanoemulsdo da etapa a) sob agitagdo, com difusdo do
solvente organico na fase aquosa via L3 e deposicao do
polimero na interface dleo-agua resultando, por mistura da
Fase | e Fase ll, em suspensdes coloidais de nanoparticulas
biopoliméricas pré-formadas (40) com pH entre 4,0 e 7,0, as
ditas suspensdes se estabilizando por um periodo de tempo

de 10 minutos;
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9)

h)

48

preparar em (30) uma terceira fase aquosa (Fase lli),
contendo entre 0,1 e 2% m/v de um tensoativo nao i6nico da
classe dos oleatos de polietoxisorbitano, e adicionar a
mesma sobre as nanocapsulas pré-formadas de d), sob
agitagdo, para garantir a estabilidade da dispersé@o coloidal
obtida por agédo dispersante do tensoativo adsorvido sobre
as nanoparticuias;

agitar moderadamente a disperséo coloidal da etapa e) por
um periodo de 10 minutos e mais 30 minutos em repouso de
modo a obter a dita dispers&o estabilizada;

ajustar o volume final das nanoparticulas (40) em dispersao
coloidal da etapa f) retirando via L4 parte da agua da
dispersao sob vacuo; e

recuperar as nanoparticulas biopoliméricas (50) sob forma
de nanocapsulas contendo dleo e extratos de Azadiractha

indica (A. Juss.) em dispersdo coloidal prontas para uso.

2. Processo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por

alternativamente a carga da etapa a) ser isenta de extrato de

Neem.

3. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por

alternativamente a nanoemulsido da etapa b) ser isenta de

tensoativo nao idnico.

4. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por

alternativamente preparar as nanoparticulas (40) em auséncia de

adigéo via L2 da solugdo aquosa de tensoativo da Fase IIl.

5. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por na

etapa c) o biopolimero ser selecionado dentre gelatina, quitosana,

alginato de sédio, ciclodextrinas, celulose, fécula de mandioca,
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poli-e-caprolactona (PCL), polihidroxialcanoatos (PHASs),

polimetilmetacrilato (PMMA) e os poliésteres alifaticos.

. Processo de acordo com a reivindicagao 5, caracterizado por os

poliésteres alifaticos serem selecionados dentre os homo e
copolimeros de lactato e glicolato (PLA, PGA, PLGA).

. Processo de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado por o

biopolimero ser PLA.

. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por as

suspensdes coloidais (40) da etapa d) apresentarem capacidade
de dispersdo de azadiractina superior a solubilidade da mesma,
incluindo 13 vezes superior, para teores reduzidos de tensoativo,
de 0,5% m/v.

. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por a

nanoparticula (50) da etapa h) ser seca via L5 por Spray-Drying
ap6s combinagdo com um suporte selecionado dentre silica
coloidal na proporcéo entre 1:0,2 a 1:2 m/m de nanoparticula (50)
para silica para obter microparticulas em p6 (60).

Nanoparticulas biopoliméricas preparadas pelo processo de
acordo com a reivindicagdo 1, caracterizadas por, na etapa g)
compreenderem dleo de Neem, 2 % (m/v), extrato de Neem, 0,5 %
(m/v), tensoativo Span®0, 0,5 % (m/v), polimero, 0,5 % (m/v) e
tensoativo Tween®80 0,5 % (m/v). |
Nanoparticulas biopoliméricas de acordo com a reivindicagéo 10,
caracterizadas por apresentarem didmetro de particulas entre 30 e
500 nm, polidispersividade entre 0,03 e 0,600, e potencial zeta
entre -10 € -50,0 mV.

Nanoparticulas biopoliméricas de acordo com a reivindicagéo 10,
caracterizadas por apresentarem valor de recuperacgéo absoluta de

azadiractina de 976 + 8,36 e valor de eficiéncia de
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encapsulamento de 97,5% para concentragdo nominal de
azadiractina de 40 pug ml™ até valor de recuperagdo absoluta de
102,2 + 1,89 e valor de 98,7 + 0,01 de eficiéncia de
encapsulamento para concentragdo nominal de azadiractina de
2.200,00 pg mt™,

Microparticulas em p6 preparadas de acordo com o processo da
reivindicagdo 1, caracterizadas por serem esféricas, com diametro
de particula entre 1 e 10 um.

Microparticulas de acordo com a reivindicagdo 13, caracterizadas
por serem obtidas a partir de nanoparticulas (40) preparadas em
auséncia de adicdo de solucdo aquosa de tensoativo da Fase |l
via L2.

Microparticulas de acordo com a reivindicagdo 13, caracterizadas
por a quantidade final de azadiractina nas microparticulas em po
variar entre 1.600,0 mg Kg™' e 10.000,0 mg Kg™'.
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