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“COMPOSICOES INSETICIDAS NANOESTRUTURADAS A BASE DE
AVERMECTINAS E BENZOILFENILUREIAS COM CICLODEXTRINAS,
FORMULAGOES E USOS”

CAMPO DE APLICACAO

[001] A presente invencdo diz respeito ao processo de obtencdo de
composicdes inseticidas nanoestruturadas a base de avermectinas e/ou
benzoilfenilureias, com ciclodextrinas, suas formulagcbes e usos. As
nanoestruturas obtidas por esse processo podem ser utilizadas como sistemas
de liberacdo controlada do componente inseticida no meio ambiente, de modo
a aumentar a taxa de dissolucdo aquosa dos principios ativos, melhorar a
biodisponibilidade em meio aquoso na presenca de co-solvente, aumentar a
estabilidade térmica dos componentes, servir de iscas para larvas de Aedes
aegypti e potencializar e vetorizar a acdo dos componentes para o controle

larvicida desse mosquito, bem como outras zoonoses e pragas.

ESTADO DA TECNICA

[002] As avermectinas sdo compostos naturais pertencentes a familia
das lactonas macrociclicas, obtidos a partir da fermentacdo natural de
microorganismos presentes no solo (S. avermitis) (CAMPBELL,1989). Os
principais representantes dessa familia sdo a abamectina e seus derivados
ivermectina e eprinomectina. Esses compostos tém sido largamente utilizados
como medicamentos antiparasitarios e antifungicos em animais, em humanos e
na agricultura (SIDAM, 2016), tendo sido encontrado mais de 13 mil citagdes
utiizando a palavra chave “avermectin” na base de dados WIPO

(https://patentscope.wipo.int/search/pt/result.jsf). No Brasil, sdo encontrados
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atualmente 18 pedidos de patente ou patentes no sitio do INPI utilizando a
palavra chave “avermectina” na ferramenta de busca

(https://gru.inpi.gov.br/pePl/serviet/PatenteServietController).

[003] Dentre as avermectinas, a ivermectina € licenciada para tratamento
em humanos, sendo utilizada no controle de parasitoses na dose Unica de 150-
200 pg/kg de peso corporal (GUZZO et al., 2002).

[004] Seu uso eficaz e seguro para o tratamento de doencas como
oncorcercose e filariose linfatica faz deste composto um promissor candidato
para o desenvolvimento de formulac¢des inseticidas destinadas ao homem, bem
como para aplicagfes inseticidas em programas de saude publica. Na inddstria
pecuaria, produtos a base de eprinomectina sdo cada vez mais importantes
devido a sua propriedade de nao deixar residuos no leite e carne (FISHER
AND MROZIK, 1992).

[005] Aparentemente todas as avermectinas apresentam 0 mesmo
mecanismo de acdo antiparasitaria, aumentando a permeabilidade das células
musculares e nervosas aos ions cloreto, provocando assim paralisia e morte do
parasita. Elas atuam em receptores de glutamato, especificos de invertebrados.
Considerando que mamiferos ndo possuem esses tipos de canais idnicos, as
avermectinas proporcionam um elevado grau de seguranca e especificidade a

insetos.

[006] Quando utilizadas em doses mais elevadas, as avermectinas
podem se ligar a receptores de acido y-aminobutirico (GABA) de mamiferos.
No entanto, tais receptores sao restritos ao sistema nervoso central, que sdo
protegidos pela barreira hematoencefalica (BHE) a qual dificimente as
avermectinas permeiam. (CULLY et al, 1994; WOLSTENHOLME, 2012).

[007] Estudos realizados com formula¢cdes comerciais da ivermectina em
baixas doses comprovaram sua alta letalidade contra varias espécies de
artropodes, bem como efeitos subletais que incluem a ma formacgéo, dificuldade

de locomocéao, diminuicdo da fecundidade, reducdo do numero de eclosoes,
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reducdo da frequéncia de repasto sanguineo, além de desordens sensoriais e
motoras (de FREITAS et al., 2012, PRIDGEON et al., 2008; ROSA et al., 2011).

[008] Dentre as aplicacdes das avermectinas, a atividade inseticida tém
despertado grande interesse. Inclusive, recentes tecnologias relatam o uso de
avermectinas como inseticida, como por exemplo US 9,485,990 (2016) da
empresa Bayer, que descreve inseticidas impregnados em roupagens; e outras
tecnologias como US 9,456,605 (2016), US 9,402,395 (2016), US 9,301,525
(2016), US 9,247,740 (2016), US 9,204,648 (2015), US 9,260,436 (2016), US
9,420,793 (2016), US 9,265,256 (2016) que descrevem as avermectinas
misturadas com outros inseticidas para controle de insetos, moluscos,

nematoides fungos ou acaros.

[009] As doencgas transmitidas por insetos, especialmente por mosquitos,
sao responsaveis por 17% de todas as doencas infecciosas, provocando mais
de 1 bilhdo de mortes por ano. Além da letalidade, essas doencas trazem para
0s paises afetados grandes prejuizos humanos, sociais e econdmicos, sendo o
combate a esses vetores a principal forma de controle e erradicacdo dessas
doencas (OMS, 2016).

[010] O Aedes aegypti tém despertado grande interesse pela busca por
inseticidas, principalmente pela importancia dessa espécie, que pode veicular
diversas doencas de grande impacto no cenéario da saude publica mundial,

como febre amarela, febre de chikungunha, dengue e recentemente Zika.

[011] Até o momento, ndo existe vacina ou antiviral para a maioria das
doencas veiculadas pelo Aedes aegypti, sendo o controle e erradicacdo do
mosquito a melhor estratégia para o controle de doencas, principalmente
atravées do uso de inseticidas especificos para fases de vida do inseto

(larvicidas e adulticidas).

[012] Uma das classes de inseticidas mais utilizadas contra o A. aegypti
sdo os organofosforados e piretroides. Entretanto, o uso prolongado provocou

uma selecdo de mosquitos resistentes, demandando o uso de doses cada vez
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maiores e maior intervalo de tempo para garantia da acdo desses compostos
(CAMPOS E ANDRADE, 2001; MACORIS et al.,, 1999, FONTOURA et al.,
2012).

[013] Atualmente, para minimizar o desenvolvimento de resisténcia,
inseticidas das classes dos reguladores de crescimentode insetos (IGR) como
as benzoilfenilureias tem sido empregados. No entanto, apesar da introducéo
desses novos inseticidas, o limitado numero de principios ativos preconizados
pela OMS para programas de saude publica limita a estratégia de rotatividade
(OMS, 2016).

[014] Os IGRs causam anormalidades e efeitos retardados nos insetos,
dos quais podem ser citados aberracbes morfogenéticas, declinio na
reproducéo e fertilidade e falhas na reproducdo (MULLA, 1995). Atuam mais
especificamente que os outros inseticidas ja utilizados pois agem em estruturas
que ndo existem nos vertebrados, o que reduz sua toxicidade para mamiferos
(GRAF, 1993).

[015] As benzoilfenilureias tiveram sua origem na década de 70,
destacando-se por sua acdo mais especifica e menor toxicidade para
mamiferos. Somando-se a isso, sdo biodegradaveis e de baixo impacto
ambiental (MARTINS; SILVA, 2004). Esses compostos atuam no bloqueio da
sintese de quitina nos estadios larvais do inseto, causando a morte por
deposicdo endocuticular anormal e muda abortiva. Os efeitos incluem inibicéo
completa ou parcial da muda, pupas mal formadas e dificuldade de
alimentacdo. A mortalidade ap@s tratamentos com esses compostos sO pode
ser observada durante a mudanca de estadios larvais ou do estagio larva/pupa
e pupa/adulto, quando a quitina estda sendo ativamente sintetizada
(RETNAKARAN; WRIGHT, 1987).

[016] Por esse motivo, estdo presentes em diversas tecnologias,
geralmente combinadas com outros inseticidas, como por exemplo, com
isoxasolina (US 9,371,293, 2016), com dihidrofurano azetidine (US9,133,172,
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2015), nanoencapsulado em conjunto como acido antranilico (US9,204,644 e
US9,149,039, 2015), diamida antranilica (US8,709,976, 2014); ou em
formulagbes complexas com emprego de surfactantes, co-solventes e agentes
emolientes (US8,900,554, 2014); US8,691,256, 2014).

[017] Das benzoilfenilureias, o diflubenzuron, N-[[(4-clorofenil)amino]
carbonil]-2,6-difluorobenzamida ou 1-(4-clorofenil)-3-(2,6-difluorobenzoil)ureia
foi o primeiro inibidor da sintese de quitina a ser utilizado comercialmente em
agricultura e contra moscas de importancia veterinaria (GRAF, 1993). A
formulacéo é comercializada na forma de p6 ou granulos com teor maximo de
principio ativo de 25% p/p. O composto encontra-se na classe IV de toxicidade
de acordo com os critérios da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, 2015), sendo praticamente atoxico para mamiferos, biodegradavel,
nao sistémico e com baixo impacto ambiental (APPERSON et al., 1978). Ele
pode ser utilizado ainda em recipientes com agua potavel desde que sua dose
nao exceda de 0,25 ppm, uma vez que seus efeitos toxicos aparecem apenas
em concentracdes acima de 4500 ppm (BRASIL, 2008). No Brasil e no mundo,
diversos estudos mostraram a susceptibilidade do Aedes aegypti a esse
composto (GARCIA NETO, 2011; PORTO, 2015; SECCACINI et al., 2008).

[018] O novaluron, (x)-1-[3-cloro-4-(1,1,2-trifluoro-2-
trifluorometoxietoxilo)fenil]-3-(2,6-difluorobenzoil)ureia se destaca como um dos
analogos mais potentes dessa classe (CUTLER; SCOTT-DUPREE, 2007). Ele
foi inicialmente indicado para uso contra larvas de Aedes aegypti em habitats
temporarios do mosquito, aguas poluidas e recipientes ndo potaveis de
armazenamento de agua, sendo recomendada uma dose de 10-50 ppm ou 10-
100 g/ha do principio ativo (WHO, 2004). Apos avaliacdo de risco em 2007, o
composto passou a ser recomendado pela OMS para uso na agua potavel a
0,05 ppm (WHO, 2004; 2008). Inumeras pesquisas confirmam a acdo do
novaluron contra formas imaturas do mosquito, constituindo uma evolugao no
combate ao Aedes aegypti (FARNESI et al.,, 2012; FONTOURA et al., 2012;
MULLA et al., 2003).
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[019] No entanto, uma avaliacdo realizada em laboratério tratando

geracdes sucessivas com uma dose pré-determinada de diflubenzuron

identificou a possibilidade de surgimento de resisténcia de forma rapida para o
composto, sendo a mesma possivelmente relacionada a resisténcia metabolica
(BELINATO; VALLE, 2015). Este dado corrobora para a necessidade de
avaliacdo constante dos inseticidas preconizadas pela OMS, bem como para a
busca continua de melhoramento dos inseticidas ja existentes e avaliacdo de

Nnovos potenciais inseticidas.

[020] Tais informacg®es, aliadas ao expressivo crescimento do nimero de
casos notificados de Dengue (aumento de 48% em relacdo a 2015), além da
associacdo com os casos de Zika, que geram ma formacfGes neonatais e
distarbios neurolégicos, mostra-se a urgéncia na busca por novas tecnologias e

o desenvolvimento de estratégias alternativas para o combate a esse vetor.

[021] Uma estratégia tecnolégica cada vez mais empregada para
promover a eficiéncia de compostos diversos no meio biolégico e meio
ambiente, € o nanoencapsulamento molecular. Nanoformula¢des, embora ja
amplamente utilizadas no setor farmacéutico, somente tem recebido
importancia pela industria agroquimica a partir dos ultimos dez anos, quando
verifica-se a ocorréncia de mais de 3000 pedidos de patentes e cerca de 85

documentos cientificos tratando de nanopesticidas (KAH et al., 2013).

[022] Os nanopesticidas tem como objetivo, a protecdo dos
componentes ativos e a liberacdo lenta dos principios ho meio ambiente. Por
exemplo, a tecnologia P10606042-0A (2006) descreve o uso de Oleo essencial
de eucalipto nanoencapsulado em micelas de surfactante aniénico, juntamente
com Oleo mineral como co-solvente, para liberagdo controlada dos
componentes do Oleo, para controle de pragas como mosca branca. Esta
tecnologia exemplifica a relevancia da estratégia de nanoencapsulamento de
principios ativos de compostos para potencializar a eficiéncia contra pragas. A

tecnologia US6645516 (1999) descreve uma composi¢cdo baseada em sistema
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de nanoemulsédo de 6leo essencial etoxilado — surfactante derivado de Oleo
natural — co-surfactante — agua, com aplicacdo como inseticidas, inclusive. As
tecnologias Pl 0105956-4 (2001), PI 0105957-2 (2001), Pl 0105955-6 (2001)
descrevem processos onde sao reivindicados a preparacao e uso concentrado
emulsionavel do oOleo essencial de Eucalyptus Globulus solubilizado e
estabilizado em nanoestruturas, para uso no controle de endo e ecto parasitas
em animais domésticos e bovinos. A patente US9,023,398 (2015) reivindica um
método de microencapsulamento de compostos de baixa solubilidade, incluindo
inseticidas e farmacos, utilizando sais inorganicos como fosfato, trifosfato ou

carbonato de calcio, hidroxiapatita; mediante aplicacdo de energia mecanica.

[023] Nanotecnologias para usos inseticidas possuem um amplo
espectro de aplicagcdes, ndo somente para solubilizagdo de componentes
quimicos, mas para aplicacbes mais sofisticadas, como em sistemas de
liberacdo controlada no meio de interesse.

[024] Dentre as diversas possibilidades de nanodispositivos, as
ciclodextrinas (CDs) surgem como uma importante de matriz encapsulante.
Ciclodextrinas sao oligossacarideos ciclicos constituidos por 6, 7 e 8 unidades
glicosidicas (as principais), que sédo capazes de formar compostos de inclusao
molecular com diversas moléculas e principios ativos, especialmente para a
area farmacéutica. Tecnologias envolvendo o uso de ciclodextrinas tem sido
relatadas no estado da técnica como estratégia para melhoria da
biodisponibilidade de compostos bioativos através de: aumento da estabilidade
qguimica, reducdo da taxa de absorcdo, protecdo contra ataques quimicos,
reducado da taxa de degradacdo metabdlica, protecao contra fixacdo em tecidos
e Orgdos indesejados e reducao de efeitos toxicos; contribuindo ainda para
reducdo dos custos de producédo, conforme relatado em algumas patentes,
como WO/2008/052295 (2008), WO/2008/052294 (2008), WO/2007/044693-A2
(2007), WO/2008/052295 (2008), CN104877389-A (2015); BR 10 2013 030026
8 A2 (2013), BR1020120172348 A2 (2012), W02016041530-A1 (2015),
BR1020130300241 A2 (2013); dentre inimeros outros.
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[025] Além de formulacBes farmacéuticas, no estado da técnica séo
descritos produtos e processos baseados em ciclodextrinas e seus compostos
de inclusdo com inseticidas, onde diversas composi¢cdes sao reivindicadas,
demonstrando assim o interesse tecnologico na abordagem agroquimica,
veterinaria e para o controle de insetos. Tais estratégias incluem o emprego de
compostos de incluséo resultantes da combinacdo de moléculas diversas com
ciclodextrinas. As patentes BR1020120308991 A2 (2012) e
BR1020140246398 A2 (2014) descrevem o emprego de 6leos essenciais para
acdo larvicida e carrapaticida. As patentes EP2848122 A4 (2012) e
JP2009161471 (2009) descrevem métodos empregando ciclodextrinas e
inseticidas, com auxilio de um solvente, para obtencdo de composto de
inclusdo com atividade inseticida. A patente WO 2013/102691-A1 reivindica o
desenvolvimento de novos complexos de inclusdo de atividade pesticida
(piretoides, carbamatos, organofosforados, neonicotinoides, fenilpirazoles,
triazoles, benzoilureias, oxadiazinas, nitrometilenos, sinérgicos, etc) com
ciclodextrinas naturais e modificadas. Nessas tecnologias, seu uso é destinado
a eliminar, reduzir, controlar, atrair, repelir, neutralizar e prevenir organismos
prejudiciais, como por exemplo: gastrépodes, nematoides, artropodes, pragas,

roedores, moluscos, aves e peixes.

[026] No estado da técnica, sdo descritas também, algumas tecnologias
envolvendo o emprego de ciclodextrinas e avermectinas em formulagdes,
empregando muitas vezes surfactantes, outros aditivos ou mesmo, fontes de
energia como ultrassom. Na patente CN101933508-A (2010), € descrita uma
composicdo de abamectina, etanol, p-ciclodextrina (e derivadas) e agua. A
composicdo tem como vantagens uma maior estabilidade e solubilidade
aguosa dos constituintes. Todavia, ndo prevé aplicacdes especificas, apenas

aumento da solubilidade e estabilidade dos constituintes.

[027] A tecnologia CN101954089-A (2010) descreve e reivindica
complexos de inclusdo de drogas veterinarias compostos por ingrediente ativo,

entre os quais as avermectinas: ivermectina e abamectina e B-ciclodextrinas
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derivadas em uma proporcdo molar de 1:1-1:5. O complexo de incluséo
promove o aumento da solubilidade e a estabilidade das drogas veterinarias
sendo vantajoso para 0 armazenamento, além de reduzir a utilizacdo de
solventes orgéanicos e efeitos secundérios toxicos das drogas. Inclui o método
de preparacdo dos complexos de inclusdo dos medicamentos veterinarios, na
qual descreve o emprego dos métodos de liofilizacdo, moagem ou ultrassom. A
tecnologia descrita € destinada a sua utilizacdo em formulacdo veterinaria na
forma de dosagem peroral ou injecdo. Na forma de dosagem peroral incluem
as formas de particulas, oral liquido, comprimidos, p6 solluvel ou pré-misturas e
na dosagem por injecdo sdo reivindicadas as formas de solucdo parentérica e

injecao de pé.

[028] A patente CN1918992-A (2006), descreve e reivindica um
complexo sob a forma de granulado solivel de benzoato de metilamino-
avermectina com BCD e seu método de preparo. O foco desta tecnologia € a

elevada solubilidade e dissolucdo das formulagbes, mas ndo é reivindicado

nenhum uso em especifico.

[029] Na patente WO2003075656A2 (2003) € descrito uma formulacéo
de liberagdo lenta de acido graxo e ester graxo nematicidas com BCD,
contendo diversos outros aditivos, como estabilizante BHT, emulsificante
Tween 80 e agua, podendo ou ndo conter avermectina como nematicida
auxiliar. A formulacdo é descrita como sendo estavel, e taxa de decomposi¢ao
térmica reduzida, reducdo na hidrolise. Todavia, considerando que possui

diversos aditivos, ndo pode ter custo de producéo tdo baixo.

[030] A patente CN103417486 (2013) descreve uma dispersao solida
contendo ivermectina como principal inseticida e HPBCD como agente de
encapsulamento. A patente descreve o uso de diversos outros aditivos
auxiliares de solubilizacdo, como Tween 80, citrato de sodio anidro,
antioxidante e éster de acido gdlico, afim de se obter um pé molhavel. O

método de preparacdo da dispersdo soélida e o uso da formulagcdo na
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preparacdo de medicamento veterinario anti-helmintico sdo reivindicados nesta

patente.

[031] Na patente CN104208017 A (2013) é reivindicado uma solucao de
ivermectina e seu método de preparo. A formulagdo é caracterizada pelo
complexo de incluséo ciclodextrina:ivermectina, um agente emulsionante, um
co-emulsionante, um estabilizador e agua purificada. A formulacdo sob a forma
de solucao é util para o uso veterinario como medicamento antiparasitario para
animais. Na presente tecnologia a complexacao tem como objetivo melhorar a

solubilidade aquosa da ivermectina e facilitar a sua formulagéo.

[032] Na patente EP0930077 (2003) é reivindicado uma formulacdo para
uso veterinario contendo um agente anti-helmintico (avermectina: ivermectina,
abamectina ou milbemicina) e pelo menos uma ciclodextrina (o, 3, ou y) ou
derivadas. A formulacdo é destinada ao tratamento de helmintiases corporais
em animais e especialmente para o tratamento de infestaces nematoides em
animais domeésticos. Alimentos para animais que contenham a composi¢ao e o

método de preparacdo sdo também reivindicados nesta patente.

[033] A patente W02009062939 (2008), reivindica uma formulagéo
veterinaria para controle ou tratamento de endoparasitas em animais de
sangue quente (especialmente cédes e gatos). Os endoparasitas patogénicos
incluem cestodes, trematodes, nematodes e acantocéfalo. A formulacéo
compreende uma pasta de anti-helmintico em forma de uma suspensao
aquosa concentrada, para uso dérmico ou oral, contendo: praziquantel como
anti-helmintico antiparasitario de amplo espectro; e avermectinas e
milbemicinas como antiparasitarios auxiliares; em conjunto
com ciclodextrina, polimero espessante e agua. Essa tecnologia promove uma
melhor adesdo ao tratamento através da melhora na palatabilidade e,
consequentemente, na aceitacdo voluntaria ou ingestdo da composicao

farmacéutica por animais de sangue guente. Todavia, devido a complexidade,
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nao pode ser entendida como uma formulacdo de baixo valor comercial, além

de priorizar principalmente o uso oral.

[034] Na patente CN105288642-A (2014) foi reivindicado o método de
preparacdao do complexo de inclusédo entre a ivermectina e ciclodextrina na
proporcdao de 1:10 el:25; e 0 seu uso como pesticida para preparagdes
antiparasitarias. Umas das vantagens apresentadas nessa tecnologia € o
aumento da estabilidade em meio aquoso, favorecendo a sua formulacéo
aguosa e diminuicdo do emprego de solventes organicos. Todavia, considera-
se uma elevada proporcdo molar entre ciclodextrina e avermectina, o que
fatalmente promovera um encarecimento do processo de producdo da
formulacdo, especialmente para uso ambiental, jA que o custo por peso de

ciclodextrina é elevado.

[035] Como descrito acima, existe no estado da técnica varias invencoes
baseadas em complexos de inclusdo com ciclodextrinas e avermectinas, em
diferentes proporgcbes molares, com diversos aditivos e para diversas
aplicacdes de uso veterinario. No entanto, até o presente momento nao foi
encontrado no estado da técnica, nenhuma tecnologia com caracteristicas
similares ao da presente invencdo, onde é descrito novo método de obtencao
de formulacéo inseticida na forma de nanoprecipitados hidrofébicos, utilizando
ciclodextrinas, solvente organico em baixa quantidade e &gua. Inclusive o
tamanho de particula descrito no presente documento nao foi reivindicado em

nenhum documento.

[036] Quanto as benzoilfenilureias, sdo descritas no estado da técnica
algumas tecnologias combinando novaluron, diflubenzuron com ciclodextrinas
de forma genérica; muitas vezes utilizando essas moléculas como aditivos; ou
descritas em formulacbes contendo surfactantes, estabilizantes e outros
compostos, visando o aumento da solubilidade ou da estabilidade. Em ambos
0S casos, ndo se pode considerar que as formulacdes sejam de baixo valor

comercial, ou que seja reivindicado compostos de inclusdo das
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benzoilfenilureias com ciclodextrinas, uma vez que em misturas complexas,
ocorrera inevitavelmente a competicdo dos diversos componentes da

formulacédo pela cavidade das ciclodextrinas.

[037] Por exemplo, nas tecnologias US20120021914 Al, EP2278877A2,
W02009130282A2, W0O2009130282A3 (2009), sao reivindicadas formulacoes
inseticidas contendo novaluron e ciclodextrinas, mas sem considerar a
formacdo do correspondente composto de inclusdo, muito menos o uso na
forma de nanoprecipitados hidrofobicos. Nas patentes EP2278877A2 (2010),
WO02009130282A2 (2010), WO2009130282A3 (2010), sao descritos e
reivindicados compostos de inclusdo de ciclodextrinas com diamidas
antranilicas, porém, considerando ampla gama de possibilidades de emprego
de pesticidas auxiliares, sem considerar o uso de nanoprecipitados
hidrofébicos, ou especificamente, compostos de inclusédo de ciclodextrinas com
novaluron, diflubenzuron ou outras benzoilfeniluréias. Nesse caso, a mistura de
componentes implica na competicdo dos compostos pela cavidade das

ciclodextrinas, conforme jé citado.

[038] As patentes US 20140080710 Al (2013), US20140080711 (2013),
US20140080712 Al (2013), US8119150B2 (2002), US20070020304 9 (2013),
US9023398B2 (2009), CN102573912A (2009) e Al e CA2883429A1 (2013)
descrevem formulagcdes complexas contendo particulas recobertas com
polimero, hidrocarbonetos e outros aditivos, podendo conter ou néo inseticidas
e outros compostos. Porém, ndo sao reivindicados nanoprecipitados
hidrofébicos, nem compostos de inclusdo de benzoilfenilureias com
ciclodextrinas, além do problema da complexidade da formulacdo, que implica

em elevados precos e competicdo de compostos diversos pela ciclodextrina.

[039] Diante do apresentado, ndo foi encontrado no estado da técnica
tecnologias reivindicando métodos de preparo, formulacbes e uso de
compostos de inclusao de ciclodextrinas com as benzoilfenilureias novaluron e

diflubenzuron, da forma apresentada na presente tecnologia; muito menos na
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forma de nanoprecipitados hidrofébicos, para a finalidade de controle do Aedes

aegypti.

[040] Dai, a matéria tratada refere-se, em especifico, a um processo de
obtencdo de composi¢des nanoestruturadas contendo abamectina, ivermectina
ou eprinomectina (ndo restrita a essas avermectinas); ou contendo
diflubenzuron e novaluron (ndo restrita a essas benzoilfenilureias),
nanoencapsulamento desses compostos em f-ciclodextrina (n&o restrito a essa
ciclodextrina) na proporcdo molar de 1:1 (formacédo de compostos de inclusédo
moleculares), se diferenciando das demais tecnologias descritas no estado da
técnica, pela obtencdo de formulagdes contendo nanoprecipitados hidrofobicos
constituidos pelos compostos de inclusdo dos inseticidas em ciclodextrina em
presenca de pequeno volume dimetilsulfoxido e agua, de modo a se garantir

um baixissimo custo de producao.

[041] A presente tecnologia apresenta a vantagem de se dispensar sem
quaisquer outros aditivos, como surfactantes ou quelantes, contribuindo para

reducdo dos custos de producao e comercializacao das formulagdes.

[042] Outra vantagem frente as demais é o fato de poder ser
comercializada na forma de dispersdo concentrada, em baixos volumes, de
modo que quando diluidas em meio aquoso, num volume apropriado de agua,
levam a formacéo de suspensao estavel de nanoprecipitado hidrofébico. Isso é
possivel porque 0os compostos aqui apresentados possuem atividade inseticida

em concentragcdes da ordem de micro ou nanomolar.

[043] Esses nanoagregados funcionam como sistemas de liberacao
controlada dos inseticidas no meio ambiente, com acao residual, jA que os
nanoprecipitados sao pouco solaveis em agua, impregnando-se facilmente em
superficies soélidas (como paredes), apresentando dificuldade de lixiviacdo por

agua de chuva ou de outras fontes.
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[044] Formulacbes contendo essas nanoestruturas poderdo ser
utilizadas para controle do Aedes aegypti em programas de controle de
zoonoses, epidemias e pragas (ndo restrito somente ao A. aegypti), ja que
apresentam eficiéncia superior as avermectinas ou as benzoilfeniluréias puras,
conforme demonstrado nos exemplos abaixo. As formulacdes podem ser
empregadas contra outros insetos da familia do Aedes, pois possuem fisiologia

similar.

[045] Finalmente, outra grande vantagem da tecnologia € a possibilidade
de uso combinado de nanoprecipitados hidrofébicos mistos, contendo
simultaneamente avermectinas e benzoilfenilureias complexadas em
ciclodextrinas e nanoagregadas na forma dos nanoprecipitados hidrofébicos,
garantindo assim, modos diferentes de a¢do, em mais de um estadio/estagio,
com maior eficiéncia e eficacia contra essa espécie de mosquito e prevenindo o

desenvolvimento de resisténcia aos ativos.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[046] A presente invencdo consiste em trés etapas principais (I, Il e 1lI)

para se obter a composicao final.

[047] A etapa | consiste na obtencdo do composto de inclusdo pela
associacao entre os inseticidas e a ciclodextrinas. As moléculas, mantidas em
contato quimico em meio liquido, se associam através de interacdes nao
covalentes formando complexos supramoleculares conhecidos também como
compostos de inclusdo. Para isso, prepara-se uma solucdo aquosa de BCD
(n&o restrito a esta ciclodextrina) pesando-se uma massa equivalente a 5 mmol
do composto e dissolvendo-o em 500 mL de agua, sob brando aquecimento (=
50 °C). Em seguida, prepara-se uma solucéo do inseticida pesando-se a massa
equivalente a 5 mM do composto (avermectina: abamectina, eprinomectina ou
ivermectina; ou benzoilfeniluréia: novaluron ou diflubenzuron; ndo restrito a

esses compostos) e dissolvendo-o em 500 mL de alcool etilico 95%, grau P.A.
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Preparada as solucdes, procede-se com a mistura das duas, vertendo-se a
solugédo aquosa de BCD sobre a solucdo etanolica do inseticida. A suspenséo
formada deve ser mantida sob agitacdo magnética e aguecimento brando (=50
°C), em recipiente aberto, por 24 horas; afim de se remover o excesso de
solvente organico. A mistura resultante € denominada “mistura I”. Proporcdes
multiplas da apresentada ou concentragdes superiores podem ser utilizadas

sem causar prejuizo a formulacéo.

[048] A etapa Il consiste na remocao do solvente aquoso por liofilizagao
(ou por outro método de secagem, como aquecimento). Inicialmente, procede-
se com o congelamento da mistura | a uma temperatura inferior a -20 °C.
Subsequentemente, insere-se 0 material congelado em um liofilizador. O
material permanece sob liofilizacdo até a completa remocdo do solvente e
obtencdo de um pé amorfo (96 h), denominado “sélido liofilizado”. A remoc¢ao

do solvente pode ser feita também por secagem por aquecimento.

[049] A etapa Il consiste na dissolucdo dos soélidos liofilizados em
solucdo de DMSO, com consequente obtencdo dos nanoprecipitados
hidrofébicos em ambiente aquoso. Para isso, pesa-se a massa correspondente
do composto de inclusdo afim de se preparar 100 mL de solucdo em DMSO,
numa concentracdo de 50 mM (a massa molar do composto de inclusdo deve
ser calculada pela soma da massa molar do composto puro com a massa
molar da ciclodextrina a ser utilizada). Esta solucdo deve entdo ser vertida em
1 L de &gua, afim de se obter uma suspensao concentrada de
nanoprecipitados, com concentracdo total de principio ativo a 5 x 102 M (5
mM). Essa suspensdo concentrada pode ser diluida para um volume de até
250 L, afim de se obter uma suspensédo contendo 20 x 10® M (20 uM) do
componente ativo. Esta concentracdo final foi determinada com base nos
ensaios de atividade larvicida apresentados nos exemplos abaixo, onde
observou-se que os compostos apresentam atividade aguda ou cronica na
faixa de 10 nM até proximo de 1 uM. Assim, uma concentracdo de 20 uM é

suficiente para cobrir toda a faixa de atividade aguda e crénica dos compostos.
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[050] Tal procedimento leva a formacédo nanoprecipitados hidrofébicos,
denominada “mistura II”. Tanto a formacdo quanto a eficiéncia dos
nanoprecipitados pode ser melhor compreendida através dos seguintes

exemplos, ndo limitantes aos compostos apresentados.

EXEMPLO 1: Caracterizacdo quimica da nanocomposi¢cdo no estado
solido por FTIR.

[051] Inicialmente, procedeu-se com a caracterizacdo dos complexos de
inclusdo no estado solido com a espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho (FTIR). Foram feitas comparacdes dos espectros de
infravermelho obtidos dos inseticidas puros e dos respectivos complexos, pois
deslocamentos de bandas correspondem a mudancas na energia dos modos
vibracionais, enquanto que diferengas nas intensidades podem ser atribuidas a
perturbacdes nos momentos de dipolo das ligagcbes quimicas de grupos
funcionais envolvidos nas interacdes. Para fins de comparacao, preparou-se
também misturas mecéanicas (MM), resultantes da pesagem conjunta dos
compostos, seguida de agitacdo mecanica, sem contato com qualquer solvente

(nessas condic¢des, ndo ha inclusdo molecular).

[052] De modo geral, a inser¢cdo de uma molécula héspede no interior da
cavidade de uma ciclodextrina ou a sua associacdo externa leva a uma
restricdo conformacional das moléculas, reduzindo a livre movimentacédo, que
se refletem nos espectros como alteracdes ou reducdes de sinal (BARBATO et
al, 2000).

[053] Os espectros de FTIR da BCD, das moléculas hospede livres, das
Misturas Mecéanicas e das nanocomposi¢fes sdo apresentados nas Figuras 1-
5. Pode ser observado que em todos os espectros ocorre desvios e alteracéo
de intensidade de varias bandas quando compara-se o espectro das moléculas

livres e do complexo.
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[054] No espectro da BCD, observa-se principalmente a presenca de
bandas de absorcdo em 3380 cm (estiramento O-H), 2925 cm™ (estiramento
C-H), 1647 cm (deformacdes O-H, agua de hidratagdo) 1158 cm™ (estiramento
C-0) e 1028 cm-1 (estiramento C-0).

[055] Para os compostos avaliados os dados estéo divididos em letras

de acordo com o inseticida para melhor compreensdo. Sendo assim tem-se:

a) Abamectina (ABA)

[056] Para a ABA (figura 1) as principais absor¢cdes observadas foram
uma banda em 3473 cm associada ao estiramento da ligacdo O-H; bandas
com minimos em 1713 cmt e 1733 cm™ associadas ao estiramento da ligacédo
C=0 do anel macrolideo; bandas na regido de 1656 cm™ e 1669 cm
associadas ao estiramento de alcenos conjugados (vC=C); banda com minimo
em 1457 cm associada ao dobramento assimétrico do grupo CH3 (8assCH3),
bandas na regido de 1300 cm™ a 1000 cm™ associadas a ligacdo de éteres
(vC-O-C).

[057] Na MM né&o ocorreram mudancas significativas nas posicées das
principais bandas observadas para a ABA e a BCD isoladas sendo que o perfil

observado € justificado pela sobreposicédo das bandas oriundas na ABA e BCD.

[058] Apesar da ABA apresentar unidades glicosidicas como a BCD, no
espectro do composto de inclusdo (ABA/BCD), marcantes modificacdes podem
ser observadas como a sobreposi¢do das vibragbes atribuidas a ligacdo C=0
em 1735 cm™ oriunda da ABA e a mudanca no perfil e posicGes de bandas na
regido de 1200 a 900 cm™. Estas alteracdes sugerem a formacdo desse

composto de inclusédo no estado solido.

b) Eprinomectina (EPRI)
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[059] O espectro IV da EPRI (figura 2) mostra bandas de absor¢cdo em
3457 cm™ associada ao estiramento da ligacdo O-H e acoplamento com o
estiramento da ligacdo N-H; bandas com minimos em 1735 cm™ , 1659 cm™ e
1544 cm? associadas ao estiramento da ligacdo C=0 do anel macrolideo, da
amida e ao estiramento de alcenos conjugados (vC=C); banda com minimo em
1455 cm™? associada ao dobramento assimétrico do grupo CHs (8assCHa),
bandas na regido de 1300 cm™ a 1000 cm™ associadas a ligacdo de éteres
(vC-O-C); bandas com minimos em 1272 cm? e 1161 cm associadas ao

estiramento da ligacdo C-N da amida.

[060] Na MM ndo foram observadas mudancas significativas nas
posi¢des das principais bandas relacionadas a EPRI e a BCD isoladas, sendo o

perfil observado, justificado pela sobreposicéo das bandas da EPRI e da BCD.

[061] J& no complexo de inclusdo (EPRI/BCD) mudancas significativas
ocorrem no perfil das bandas no espectro de infravermelho, tais como:
afinamento da banda a 3404 cm! associada ao acoplamento da vibracdes v(N-
H), v(O-H), atribuido a formacdo de um novo padréao de ligacdes de hidrogénio;
atenuacao e deslocamento das bandas a 1735 cm%, 1658 cm correspondente
a vibracdes da ligacdo C=0; o desaparecimento da banda a 1545 cm; a
atenuacéo das bandas entre 1300-1100 cm™ e a mudanca no perfil e posicoes

de bandas na regido de 1200 a 900 cm! associadas a BCD.
c) lvermectina (IVER)

[062] O espectro da IVER (figura 3) mostra bandas de absor¢cdo em
3480 cm (vO-H), 2965, 2933 cm (vC-H), 1735 cm (vC=0, no macrociclo),
1678, 1635 cm™ (vO-H, C=C-C=C, sobreposicdo) 1454, 1380 cm™ (6C-H, C-O-
H), 1341-1000 (vC-O-C) e 1197, 1183 (vC-O-C).

[063] No espectro da MM nao foi identificado modificagGes significativas
de posicéo de bandas e o perfil observado é justificado pela sobreposicao das

bandas oriundas da ivermectina e da BCD.
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[064] Em relacdo ao complexo observa-se significativas modificacées no
perfil das bandas de IV, tais como: afinamento da banda a 3401 cm! (referente
as hidroxilas), devido a formacdo de um novo padrdo de ligacbes de
hidrogénio; atenuacédo e deslocamento das bandas a 1735 cm, 1678 cm™ e
1635 cm™ atribuidas a ligacdo C=0 e ao estiramento de alcenos conjugados
(vC=C) da IVER, atenuacdo das bandas a 1400-1300 cm atribuidas a
vibracdo de deformacdo das ligacbes C-H e C-O-H e a intensificagcdo e

mudanca no perfil das bandas na regido de 1200 a 900 cm™* associadas BCD.

d) Diflubenzuron (DIF)

[065] No espectro do DIF (figura 4) pode-se observar bandas com
minimo em 3233 cm™ e 3142 cm?, caracteristicas do estiramento das ligacGes
N-H; bandas em 1705 cm™ e 1685 cm, que caracterizam o estiramento das
ligacdes C=0; bandas na regido entre 1600 e 1400 cm™ que caracterizam
presenca de anel aromatico; bandas na regido de 1400 a 1000 cm™ atribuidas
a ligacdo C-F, bem como bandas na regido de 800 a 600 cm™ atribuidas a
ligacdo C-Cl (SILVERSTEIN; BOSSLER; MORRIL, 1994).

[066] Na MM né&o ocorreram mudancas significativas nas posi¢cbes das
principais bandas e o perfil observado é justificado pela sobreposicao das

bandas oriundas de ambos os compostos em separado.

[067] No composto DIF/BCD, mudancgas significativas ocorrem no perfil
das bandas no espectro de infravermelho, tais como: intensificacdo da banda a
3379 cm? e desaparecimento da banda a 1650 cm™ da BCD (referente as
hidroxilas); atenuacdo de bandas do DIF na regido de 1700 a 1200 cm?; e

mudanca no perfil das bandas na regido de 1200 a 900 cm! associadas a BCD.
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e) Novaluron (NOV)

[068] No espectro do NOV (figura 5) pode-se observar bandas com
minimo em 3234 cm™ e 3126 cm?, caracteristicas do estiramento das ligacdes
N-H; bandas em 1706 cm™ e 1692 cm, que caracterizam o estiramento das
ligagbes C=0, estando a ultima relacionada a amida secundaria; bandas na
regido entre 1600 e 1400 cm™ que caracterizam presenca de anel aromatico e
bandas na regido de 1400 a 1200 cm™ atribuidas aos CF2 e CF3 (tabela 5)
(SILVERSTEIN; BOSSLER; MORRIL, 1994).

[069] Na MM né&o ocorreram mudancas significativas nas posicoes das
principais bandas observadas para o NOV e a BCD isolados sendo o perfil
observado é justificado pela sobreposicdo das bandas oriundas do NOV e da
BCD.

[070] No composto NOV/BCD mudancgas significativas ocorrem no perfil
das bandas no espectro de infravermelho, tais como: afinamento da banda de
BCD a 3386 cm (referente as hidroxilas), devido a formagcédo de um novo
padréo de ligagcbes de hidrogénio; desaparecimento da banda a 1650 da BCD;
atenuacéo de bandas do NOV em torno de 1118 cm™ e mudanca no perfil das

bandas na regido de 1200 a 900 cm™ associadas a BCD.

EXEMPLO 2: Estabilidade térmica dos complexos em relagcdo as
moléculas livres (inseticida e BCD) por andlise termogravimétrica (TGA) e

andlise térmica diferencial (DTA).

[071] Analise termogravimétrica e andlise térmica diferencial foram
realizadas em atmosfera inerte (N2) a 50 mL/min e a uma taxa de aguecimento
de 10 °C/min para amostras de ABA, IVER, EPRI, NOV, DIF, BCD; para os
complexos de inclusdo (Cls) ABA/BCD, IVER/BCD, EPRI/BCD, NOV/BCD e

DIF/BCD e suas respectivas misturas mecanicas (MMs). Durante o0s
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experimentos, foi utilizado cadinho de alumina e massa aproximada de 3,5 mg
para cada composto.

[072] Este tipo de avaliacdo € importante visto que a formagdo dos
compostos de incluséo resultam de interagdes intermoleculares que levam a
alteracdes do comportamento térmico dos materiais. De modo geral, ao ser
formado o composto de inclusdo podem ocorrer modificacbes nas transicoes
de fases (fuséo, ebulicdo, sublimacdo, decomposi¢céo entre outros) e alteracdes

nas temperaturas de desidratagéo e decomposigao.

[073] Nas Figuras 6 a 10 sao apresentadas as curvas de TGA e DTA para
as moléculas livres, MMs e compostos de inclusdo, onde sdo apresentados os
valores de porcentagem de massa (%m/mo) e poténcia térmica (DTA / uV) em

funcdo da temperatura, juntamente com tabela resumindo os eventos térmicos.

[074] A curva TGA para a BCD, apresenta uma perda de 14,8% em massa
na faixa de 30-110 °C correspondente a perda de moléculas de agua presentes
na cavidade e aguas intertistiais entre as moléculas de BCD, seguida por uma
estabilidade térmica até 262 °C quando inicia-se sua fusdo seguida de uma
primeira decomposi¢cdo com perda de massa até 350°C, quando sofre uma
segunda decomposicao, responsavel pela calcinacdo do composto. Na curva
DTA, observa-se um pequeno pico endotérmico iniciado a 252 °C, com méaximo
a 316 °C, atribuido a fusdo da BCD. ApOGs esse evento, sucessivos picos
endotérmicos sdo observados, confirmando que a decomposicdo ocorre por

sucessivas etapas envolvendo reorganizacdo molecular do material sélido.

[075] Para os compostos avaliados temos:

a) Abamectina

[076] A curva de TGA da ABA (figura 6) apresenta uma sequéncia de
eventos térmicos de decomposicdo com maximo em 288,62 °C. Na curva de

DTA foram observados discretos picos endotérmicos de decomposicao.
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[077] Na curva de TGA da MM ocorrem trés eventos térmicos, sendo o
primeiro atribuido a desidratacdo da BCD com faixa e minimo bem proximos
aos observados para a molécula livre. Os demais eventos correspondem a
decomposicao da mistura apresentando um perfil térmico diferente em relagéo
as moléculas livres. Através da curva de DTA observa-se que todos esses

eventos sdo endotérmicos.

[078] Na curva de TGA do composto ABA/BCD, observa-se também trés
eventos térmicos. O primeiro corresponde a perda de massa devido a
desidratacédo da BCD, ocorrendo em uma faixa menor e com menor perda de
massa quando comparado a MM e a BCD livre. Esses dados podem ser
justificados por interacdes mais fracas com as moléculas de agua presentes
devido a complexacdo, bem como pela presenca de ligacdes glicosidicas na
ABA. A decomposicao da ABA na presenca de BCD ocorre a uma temperatura
superior de 229,65 °C, mostrando que as interacdes com a BCD promoveram

um aumento da estabilidade térmica do composto.

b) Eprinomectina

[079] Nas curvas de TGA e DTA da EPRI (figura 7) foi observado um
perfil de decomposicdo em sucessivas etapas. A desidratacdo da amostra
ocorre até a temperatura de 95 °C. O primeiro evento de decomposicdo se
inicia a 227 °C.

[080] Nas curvas TGA da MM, a primeira perda de massa, entre 30-
106°C, é associada a desidratacdo, sendo muito proxima aquela observada
para desidratacdo da BCD livre. A MM permaneceu estavel até a temperatura
de 270 °C. O aumento na temperatura de inicio da decomposi¢cdo da MM em
relacdo a de EPRI livre, indica aumento de estabilidade térmica resultante de

interacdes entre os compostos durante a decomposigao.
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[081] A interacdo entre EPRI e a BCD fez com que a decomposicao da
EPRI/BCD ocorresse a uma temperatura acima do observado para a EPRI livre,

mostrando aumento da estabilidade térmica do composto na presenca de BCD.

c) lvermectina

[082] Nas curvas TGA da IVER (figura 8) foi observado um evento de
perda de massa (Am = 5,2%) entre 145-168 °C, atribuido a dessolvatacao de
solventes residuais de sintese, geralmente etanol e dimetilformamida (78 °C e
164 °C). Em seguida, foi observado outro evento de perda de massa entre 193-
280 °C, atribuido ao inicio da decomposi¢cdo da amostra. Apos este evento,
sucessivas perdas de massa foram observadas até a sua completa
decomposicdo. Na curva de DTA da IVER, foi observado um primeiro evento
endotérmico entre 140 °C a 189 °C, com maxima temperatura em 164 °C,
atribuido a dessolvatacdo de solventes residuais que ocorre juntamente com o
evento relacionado a fusdo (150-160 °C). Em seguida, outro evento
endotérmico foi observado entre 192-250 °C (Tmax = 219 °C), atribuido ao inicio
da decomposicdo. Outros eventos endotérmicos foram atribuidos as
sucessivas decomposicdes até a calcinacao.

[083] Nas curvas TGA e DTA da MM, foram observados os eventos de
desidratacédo da BCD e a volatilizacdo dos solventes residuais da IVER, bem
como o pico endotérmico com maximo a 165 °C, atribuido a fusdo da IVER. Na
MM, os compostos sdo estaveis até a temperatura de 247 °C quando entdo
inicia-se sucessivas etapas de decomposicado das moléculas. O primeiro evento
de decomposicao na MM ocorreu a uma temperatura maior que na molécula de
IVER livre, indicando aumento da estabilidade térmica do composto durante a

decomposicéo, similar ao observado para o sistema EPRI/BCD.

[084] Nas curvas TGA e DTA do complexo IVER/BCD, quatro

observacdes importantes foram identificadas, sendo elas: i - A faixa de
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temperatura de desidratacdo da BCD é menor no complexo comparado com a
ciclodextrina pura, indicando interagcdes mais fracas com as moléculas de agua
presentes em virtude da complexacao; ii - Na curva de DTA o primeiro evento
endotérmico que ocorre entre 140-189 °C, atribuido a dessolvatacdo da IVER
ndo foi observado no complexo, mostrando que o processo de sintese remove
residuos de solvente; iii - no composto de inclusdo, a BCD inicia sua
decomposicdo a uma temperatura mais baixa, em virtude das novas interacdes
formadas; iv - Na curva TGA, a perda de massa, atribuida ao evento de
decomposicdo da IVER que ocorre entre 192-280 °C nao foi observado no
complexo, mostrando um perfil térmico diferente da substancia livre e

sugerindo aumento da estabilidade térmica do composto.

[085] Além disso, destacamos que em toda a faixa de temperatura varrida
nos experimentos, as curvas de DTA e TGA das MMs nao se sobrepuseram as
curvas dos complexos, indicando que existe diferencas significativas em

relacdo as interacdes intermoleculares estabelecidas nas hanocomposicdes.

d) Diflubenzuron

[086] Nas curvas TGA e DTA do DIF (figura 9) observa-se que o
composto apresenta um Unico evento térmico relacionado a sua decomposicao.
Nas curvas TG e DTA da MM observa-se eventos relacionados a BCD e ao

DIF, porém com mudancas no perfil térmico em relacéo as substancias livres.

[087] O composto DIF/BCD apresenta quatro eventos térmicos. O
primeiro corresponde ao processo de desidratacdo da BCD que ocorre em uma
faixa de temperatura inferior a observada para o0 composto livre,
provavelmente, devido a substituicio das moléculas de agua presentes na
cavidade pelo DIF durante a complexagcdo. Somando-se a isto, ainda verifica-
se mudanca em todas as faixas de decomposicdo o que sinaliza o ocorréncia

de novas interacdes intermoleculares.
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e) Novaluron

[088] Na curva TG do NOV (figura 10) observa-se um unico evento de
perda de massa iniciado a 170,7 °C (Tmax ~ 233,7 °C), atribuido a
decomposicdo. Ja na curva de DTA observa-se dois picos endotérmicos, sendo

um atribuido a fuséo e outro a decomposicao.

[089] Nas curvas TG e DTA da MM observa-se eventos relacionados a
BCD e ao NOV, porém com perfil térmico diferente em relacédo as substancias
livres.

[090] O composto NOV/BCD apresenta um perfil térmico diferente dos
compostos isoladamente e da préopria MM. Observa-se que no composto de
inclusao existem moléculas de agua residuais, ja que apresentam desidratacdo
na mesma faixa de temperatura da BCD livre. Além disso, ocorre a mudanca
em todas as faixas de decomposicdo o que reafirma que as interacdes no
composto sao diferentes das demais. O inicio da decomposi¢do ocorre a 177
°C, acima da temperatura de decomposi¢do do NOV puro, mostrando aumento
da estabilidade térmica.

EXEMPLO 3: Caracterizagdo quimica da interacéo entre BCD/inseticida em

solucdo por Titulagdo Calorimétrica Isotérmica (ITC).

[091] O processo de formacdo dos compostos de inclusdo entre os
inseticidas com a BCD foi monitorado em solugcdo através da Calorimetria
Isotérmica de Titulacdo (ITC) (WISEMAN et al., 1989).

[091] Para cada titulagdo, procedeu-se com 51 injecdes (de 5 uL) da
solucéo de inseticida a uma concentracdo de 30 mM, em 1,5 mL de solugéo de
BCD a 2 mM, a 25 °C, utilizando-se a mistura DMSO/H20 90:10 v/v como
solvente, ja que os inseticidas sdo pouco soluveis em agua. Em seguida, foram

realizadas as titulacdes dos compostos no solvente puro (DMSO/H20 90:10
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v/v) para obtencéo das curvas de diluicdo (branco). As curvas finais de titulacéo
foram obtidas através da subtracdo das curvas de titulacdo pelos respectivos
brancos, afim de se avaliar apenas as interagbes soluto-ciclodextrina
(DENADAI, 2005).

[092] ApOs esse procedimento, as curvas foram modeladas com a
Isoterma de Wiseman, para se obter os dados termodinamicos (WISEMAN et
al., 1989). A seguir estdo apresentados os resultados obtidos para cada

sistema.
a) Abamectina

[093] A curva de titulagdo da ABA 30 mM em BCD 2 mM apresentou perfil
sigmoidal (figura 11A), caracteristico de compostos com altas constantes de
afinidade (valores proximos ou superiores a 20000). Este dato sugere uma forte
interacdo entre as espécies (TURNBULL; DARANAS, 2003). De fato, as
interacOes entre os compostos fortes, ja que a constante de equilibrio calculada
pela Isoterma de Wiseman foi da ordem de K ~ 3 x 10%. A espontaneidade do
processo foi garantida pelo aumento de entropia, ja que o processo foi

endotérmico.

[094] A curva sigmoide apresentou ponto de inflexdo em razdo molar R ~
1, mostrando que o complexo possui estequiometria preferencial, independente

das proporc¢des relativas dos compostos em solucao.

b) Eprinomectina

[095] A curva de titulacdo calorimétrica da EPRI 30 mM em BCD 2 mM
apresentou perfil sigmoidal distorcido em relacdo ao sistema ABA/BCD (figura
11B), indicando uma interacdo mais fraca. Todavia, apés a modelagem da
curva com a Isoterma de Wiseman, observou-se também um ponto de inflexdo

em razdo molar aproximadamente igual a R ~ 1, demonstrando que a
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estequiometria mais favoravel foi 1:1. O processo de complexacdo também foi

endotérmico (AH° > 0) e favorecido pela entropia (TAS® > 0).

[096] A constante de equilibrio apresentou valor moderado (1060 £ 71)
guando comparado com outros sistemas (TURNBULL; DARANAS, 2003).

b) Ivermectina

[097] O sistema IVER/BCD (figura 11C) se comportou de forma muito
similar ao sistema EPRI/BCD, mostrando coeficiente estequiométrico proximo
de 1:1 (R ~ 1), processo endotérmico, regido por entropia. Os valores de
constante de equilibrio foram também muito proximos ao observado para o

sistema EPRI/BCD. Isto ocorreu pela elevada similaridade entre as moléculas.
d) Diflubenzuron

[098]Para esse sistema, o perfil da curva de titulagdo apresentou-se um
tanto distorcido, ndo sendo possivel definir precisamente a estequiometria do
complexo. Todavia, considerando os tamanhos relativos das moléculas, o
ajuste da curva de titulacdo pela Isoterma de Wiseman foi realizado fixando a
estequiometria em 1:1 (figura 11D) e determinando-se os demais parametros

termodinamicos.

[099] Apds a modelagem e determinagcdo dos parametros, observa-se que
0 processo é favorecido tanto por entalpia (AH° < 0) quanto por entropia (TAS >
0). Contudo apresenta constante de afinidade com valor muito baixo quando
comparada com outros compostos de inclusdo na literatura (DENADAI et al.,
2007; SILVA, 2015).

e) Novaluron

[100] A titulagéo da solucdo de NOV 30 mM em BCD 2 mM apresentou

comportamento muito distinto do observado para o analogo diflubenzuron.
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Neste caso, foi possivel determinar, mediante a modelagem, que a
estequiometria do complexo € 1:1, uma vez que o N encontrado foi de 0,917 *
0,04 (figura 11E).

[101] De acordo com os dados termodinamicos, pdde-se observar que a
complexacdo € um processo endotérmico favorecido por entropia, com uma
constante de equilibrio relativamente baixa (TURNBULL; DARANAS, 2003;
REKHARSKY; INOUE; 1998).

[102] Apesar das semelhancas estruturais dos compostos NOV e DIF nas
regibes aromaticas, as constantes de equilibrio foram bem diferentes e entalpia
de interacdo foi endotérmica para o sistema NOV/BCD e exotérmica para o
sistema DIF/BCD. Esse dado é compativel com o fato de que o grupo “1,1,2-
trifluoro-2-trifluoro-methoxyethoxy” torna o NOV muito mais hidrofébico que o
DIF, ja que a solubilidade do NOV é cerca de 27 vezes menor que a do DIF.
Sendo menos solUvel e mais hidrofébico, sua interacdo com a BCD torna-se
maior. Além disso, o fato da entalpia de interacdo ser positiva no caso do NOV
pode ser devido ao consumo energético envolvido na dessolvatacédo parcial do
grupo fluorcarbénico durante a inclusdo, o que ndo ocorre no caso do DIF.
Essa maior hidrofobicidade do NOV deve ser o mesmo motivo pelo qual € mais
ativo que o DIF.

[103] Os dados termodinamicos mostram, que de modo geral, a
estequiometria preferencial € 1:1. Isso significa que, do ponto de vista
termodindmico, um aumento na quantidade relativa de ciclodextrina né&o
acarreta na formacdo de complexo com estequiometrias superiores (como 1:2,
1:3, 1:4, etc), como esperado em algumas tecnologias (CN101954089-A, 2010
e CN105288642-A, 2014, por exemplo); podendo acarretar em desperdicio de

ciclodextrina.
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EXEMPLO 4. Caracterizacdo dos compostos de inclusdo em solucao por

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

[104] Informacbes estruturais e morfolégicas acerca dos complexos em
solugéo, foram obtidas por RMN (FIELDING, 2000; SCHNEIDER et al., 1998).
As analises foram feitas por comparagédo dos espectros das substancias puras
e das substancias complexadas em BCD, buscando-se identificar alteracdes
nas posicoes dos picos. Tais modificacbes se devem as alteracbes causadas
pela associacdo das moléculas, com alteracdo no microambiente ao redor dos
atomos de hidrogénio no interior da cavidade da ciclodextrina (HEDGES, 1998;
VENTURINI et al., 2008).

[105] Os experimentos foram realizados em espectrometro Brucker a 400
MHz, utilizando DMSO-d6 como solvente. As amostras foram preparadas
dissolvendo-se a massa apropriada dos compostos no solvente, de modo a se

obter solucbes a 5 mM dos compostos livres ou dos compostos de incluséo.

[106] Nos espectros de RMN de 'H dos complexos foram observadas
significativas variagcdes no deslocamento quimico dos hidrogénios H1, OH-3 e
OH-2 localizados na face externa da BCD, e do hidrogénio OH-6 presente no
lado mais estreito da cavidade da molécula. Os valores obtidos foram
condizentes com os apresentados em outros estudos de complexagédo (ZHANG
et al, 2015; JAHED et al, 2014). Em todos os complexos, as variacdes nos
deslocamentos quimicos dos hidrogénios da BCD ocorreram de forma similar,
corroborando a hipétese de que as interagdes entre a BCD e as avermectinas
sejam semelhantes, conforme ja citado anteriormente nos dados de ITC. Os
deslocamentos observados, principalmente com as hidroxilas externas da BCD,

sugerem o estabelecimento de ligacdes de hidrogénio intermoleculares.

[107] Segue abaixo os principais resultados obtidos pela observagao dos

espectros de RMN das avermectinas e benzoilfenilureias.

a) Abamectina
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[108] No espectro de RMN de 1H de ABA/BCD (figura 12) foram
observadas variacdes nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios CH-1, OH-
2, OH-3 e OH-6 da BCD e nos hidrogénios CH-2, CH-3, CH-3’, CHz-6", CH2-7,
OH-8a, CH-9, CHs-12a, CH-15, CH2-20, CH-22, CH-24, CH-26b, CH-28 da
ABA. O deslocamento dos hidrogénios externos da BCD pode ser justificado
pela interacdo entre suas hidroxilas e as subunidades glicosidicas da ABA,
tendo em vista a liberdade rotacional desses grupos. O grande numero de
deslocamentos dos sinais envolvendo hidrogénios do anel benzofuréanico da

ABA indicam a participacédo desse grupo na inclusao.
b) Eprinomectina

[109] No espectro de RMN de 1H de EPRI/BCD (figura 13) foram
observadas varia¢des nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios OH-2, OH-
3 e OH-6 da BCD e dos hidrogénios CH-2, CH-3, CH2-7 e OH-8a (presentes no
anel benzofuranico), dos hidrogénios CH2-2’, OCHs-3a’', CH-4’, CHs- 6', CH-1",
CH-5”, CH-6", NH-7" (presentes nas unidades glicosidicas) e dos hidrogénios
CH-7, CHs-12a, CH-13, CHs-14a, CH2-20, CHs-24a, CHs-26a, da EPRI. O
deslocamento dos hidrogénios externos da BCD pode ser justificado pela
interagcdo entre suas hidroxilas e as subunidades glicosidicas da molécula de
EPRI, tendo em vista a liberdade rotacional desses grupos. A variacdo nos
deslocamentos dos sinais envolvendo hidrogénios do anel benzofuranico da

EPRI indicam a participacéo desse grupo na inclusao.

[110] No experimento de ROESY (figura 14) para o composto EPRI/BCD
foi observado uma correlacdo entre os hidrogénios das hidroxilas externas
(OH2 e OHz) da BCD e o hidrogénio da hidroxila ligada ao carbono 8a presente

no anel benzofuranico da EPRI.
c) lvermectina

[111] No espectro de RMN de 1H de IVER/BCD (figura 15) foram

observadas variagdes nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios OH-2, OH-
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3 e OH-6 da BCD e dos hidrogénios OH-5a, OH-8a, CH-2, CH-3, CH-6, CH2-7
e CHs-5a (presentes no anel benzofuranico), dos hidrogénios CH-1', CH-4",
OH-4a", CH-5” (presentes nas unidades glicosidicas) e dos hidrogénios CH-10,
CH-11, CH-15, CH-20, CH2-27, CHs-4a, CHs-12a, CHs-14a, CHs-24a e CHs-
26a da IVER. O deslocamento dos hidrogénios externos da BCD pode ser
justificado pela interacdo entre as hidroxilas da BCD e as subunidades
glicosidicas da molécula de IVER, tendo em vista a liberdade rotacional desses
grupos. Novamente o grande numero de deslocamentos dos sinais envolvendo
hidrogénios do anel benzofuranico da IVER indicam a participacdo desse grupo

na inclusao.

[112] No experimento de ROESY (figura 16) para o composto IVER/BCD
também foi observado uma correlacdo entre os hidrogénios das hidroxilas
externas (OHz e OHzs) da BCD e o hidrogénio da hidroxila ligada ao carbono 8a

do anel benzofuranico da ivermectina.

d) Diflubenzuron

[113] No espectro de RMN de *H do DIF/BCD foi observada uma variacéo
nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios CH-1, OH-2, OH-3 e OH-6 da
BCD e nos hidrogénio NH-10, CH-2 e CH-6 do DIF (figura 17). Podemos sugerir
que a inclusédo deve estar ocorrendo pela porcéo fenila, pois dessa forma, as
hidroxilas presente na face externa da PCD estariam mais proximas do

nitrogénio possibilitando a formacao de ligacdes de hidrogénio nessa situacao.

[114] O experimento de ROESY (figura 18) para o composto DIF/BCD
mostrou uma correlacéo entre os hidrogénios das hidroxilas externas (OH-6) da
BCD e os hidrogénios ligados ao nitrogénio 10 do DIF. A existéncia dessa
correlagcdo confirma o modo de interacdo da ciclodextrina com a molécula
hospede deve ser diferente, corroborando as diferengcas nos parametros

termodinamicos observadas nos experimentos de ITC.
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e) Novaluron

[115] No espectro de RMN de 'H de NOV/BCD foram observadas
variacfes nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios OH-3, OH-6 e CH-1 da
B-CD, bem como dos hidrogénios NH-9, CH-15 e CH-18 do NOV (figura 19).

[116] Foram realizados ainda o experimento de ROESY para o composto
NOV-BCD, visto que a presenca de sinais de correlacdo dipolar (proximidade
espacial menor do que 5 A) entre os hidrogénios do hospede e da matriz de
encapsulamento pode confirmar a interacdo entre ambos. No entanto, ndo
foram observadas correlacdes entre os hidrogénios da molécula héspede e da
BCD.

[117] Comparando as variacdes de deslocamento quimicos da BCD nos
complexos avermectinas/CD em relacdo aos complexos benzoilfeniluréias-
BCD, observa-se que para os primeiros sistemas houve uma maior variagdo
desse parametro. Tal diferenca é condizente com os maiores valores de
constante de equilibrio encontrados para os sistemas PBCD/avermectinas,
devido a maior hidrofobicidade dos compostos em relacdo as

benzoilfeniluréias.

EXEMPLO 5: Anédlise de solubilizacdo dos compostos de inclusao

[118] A solubilidade de uma substéncia corresponde a quantidade
maxima que esse composto pode ser dissolvida em um volume fixo de
solvente, a uma dada temperatura. Ela constitui um importante parametro para

avaliar a disponibilidade de um determinado composto no meio liquido.

[119] A curva de solubilizagdo relaciona a quantidade de composto
dissolvido em fungcdo do tempo (RIPMEESTER et al,1991). No caso dos
complexos de incluséo tais curvas podem ser Uteis para se avaliar o perfil de
liberacdo dos inseticidas no ambiente. No presente trabalho, a solubilizacéo

dos compostos foi monitorada por medida da absorbancia em func¢éo do tempo,
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durante o intervalo de 24 h. Para isso, uma quantidade de 1 mg de cada
inseticida livre e a correspondente propor¢cao molar do respectivo composto de
inclusao foi pesada e inserida em uma cubeta de quartzo, de caminho éptico de
1 cm, e preenchida com 2 mL de agua destilada/deionizada. A cubeta foi
colocada em um espectrofotbmetro de varredura automatica e a absorbancia
de cada inseticida foi medida em funcdo do tempo, em intervalos de 25
minutos. Os valores de absorbancia foram convertidos em concentracao

(quando possivel) e plotados em funcdo do tempo.

[120] Na figura 20 estdo apresentadas as curvas de solubilizacdo de ABA,
IVER, EPRI e DIF e seus respectivos complexos de inclusdo com BCD, onde a
concentracdo é plotada em funcdo do tempo a 30 °C. O Novaluron nao

apresentou leitura no espectrofotémetro.

[121] Conforme observado na figura 20, para todos os sistemas, as
curvas de solubilizacdo dos inseticidas na presenca de BCD encontram-se
acima das curvas dos compostos livres, mostrando que a solubilidade € maior

na presenca da ciclodextrina.

[122] No caso da ABA/BCD, a curva de solubilizagdo apresenta
comportamento préximo do linear, mostrando que na presenca de BCD o
inseticida alcanca o equilibrio em poucas horas. No sistema EPRI/BCD, o
composto livre nunca atinge o equilibrio de dissolucéo, ja que a curva nao
atinge um patamar constante. Ja o composto de inclusdo mostra um transiente
inicial até proximo de 5 h, quando tendem para o equilibrio de dissolucéo.
Todavia, ap6s 20h de contato com o liquido, o complexo mostra um ligeiro
aumento na solubilizacdo, provavelmente por algum mecanismo alternativo de
dissolucdo. Para o sistema IVER/BCD, tanto o composto livre quanto o
composto de inclusdo ndo alcancam o equilibrio de dissolucdo, ja que as
curvas ndo apresentam patamares de concentragdo constante. Aparentemente,
o efeito da ciclodextrina neste caso é apenas de aumentar a solubilidade do

inseticida. Finalmente, no sistema DIF/BCD o efeito da ciclodextrina é de
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aumentar a taxa de dissolucdo do composto, uma vez que as curvas
convergem a um intervalo de 24 h, mostrando que apos este intervalo, ambos

0s sistemas alcancam o equilibrio.

EXEMPLO 6: Avaliacdo da estabilidade coloidal dos nanoprecipitados
hidrofobicos: Medidas de potencial zeta (ZP).

[123] A intensidade do potencial zeta de uma nanoparticula esta
relacionado com sua estabilidade coloidal, visto que a repulséo eletrostatica
ajuda a evitar coagulacdo das nanoparticulas. E relatado no estado da técnica
que valores de potencial zeta superiores a |30] mV indicam estabilidade
coloidal (FERNANDEZ-NIEVES; NIEVES 1999).

[124] Nesse contexto, considerando que os inseticidas descritos no
presente trabalho, mesmo na presenca de PBCD, apresentam solubilidade
relativamente baixa, uma estratégia de uso consiste em se trabalhar com
suspensdes aquosas formadas por nanoprecipitados hidrofébicos. Tais
precipitados se formam quando um determinado composto € dissolvido
inicialmente em um solvente menos polar que a agua, mas solivel em agua.

Exemplos desses tipos de solvente sédo o DMSO ou DMF.

[125] Quando essa solucdo é adicionada em agua sob agitacdo, em
baixas concentracdes, formam-se imediatamente 0s nanoprecipitados
hidrofébicos. A estabilidade desses nanoprecipitados dependera da

composicao na superficie, bem como do tamanho de particula.

[126] Na figura 21 estdo apresentados os gréaficos de potencial zeta em
funcdo da concentragdo crescente dos inseticidas ABA, EPRI, IVER, DIF e

NOV e seus respectivos compostos de inclusdo com BCD.

[127] Com relacéo aos dados de PZ, observa-se para todos os sistemas,

que tanto o composto livre quanto o composto de inclusdo apresentaram
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valores de PZ na faixa negativa, porém, abaixo de -30 mV. Isso significa que os
compostos, em ampla faixa de concentracdo, apresentam tendéncia de
precipitacdo, mesmo na presenca de BCD. Esse dado é compativel com o fato
de que as espécies apresentam carater hidrofébico, podendo se acumular em
superficies soélidas apos a aspersdo, sendo fundamental para se garantir aos

compostos, acdo residual.

EXEMPLO 7: Determinacdo do tamanho de particula dos
nanoprecipitados hidrofébicos: Medidas por Espalhamento de Luz
Dinamico (DLS).

[128] O diametro hidrodinAmico é um dos principais parametros fisico-
quimicos utilizados para caracterizar espécies nanométricas em suspensao. No
presente exemplo, os tamanhos de particula foram medidos com o objetivo de
descrever os nanoprecipitados hidrofébicos formados através do método aqui

apresentado, bem como o efeito da BCD nessas nanoestruturas.

[129] Para isso, foram preparadas solugcdes dos inseticidas puros e dos
seus respectivos compostos de inclusdo em DMSO a 5 mM. Essas solugcdes
foram tituladas manualmente em 1 mL agua pura, com incrementos de volume
de 5 pL. Apds cada adigcdo, o tamanho de particula foi medido por
espalhamento de luz dinamico a um angulo de espalhamento de 90°, utilizando
um lazer He-Ne a 600 nm. Para os experimentos, foram utilizadas cubetas de
polietileno de 1 cm de caminho éptico. Os valores de tamanho de particula
foram plotados em funcdo da concentracdo do inseticida e apresentado nos

graficos da figura 22.

7

[130] A figura 22 mostra que € possivel obter nanoprecipitados
hidrofébicos tanto para as espécies livres quanto para 0os compostos de
inclusdo. Todavia, na presenca de BCD, existe a vantagem de que € possivel
obter particulas de menor tamanho, que por sua vez, reflete no aumento da
area superficial da particula e maior exposicdo de atomos na superficie,

possibilitando uma maior diversidade de interagcbes e adesao a estruturas
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biolégicas ou superficies solidas. Isto se da pelo fato de que os
nanoprecipitados formados por na presenca de BCD apresentam maior
capacidade de interagirem com a agua do que os compostos puros, devido a
presenca das hidroxilas das ciclodextrinas. Essa maior afinidade com o
solvente contribui para uma menor tendéncia de coalescéncia, agregacao e

crescimento de particula.

[131] No caso especifico do diflubenzuron (figura 22D), observa-se que
os valores de diametro hidrodindmico (Dn / nm) foram superiores ao composto
puro. Esta discrepancia pode ser atribuida a auséncia do grupo 1,1,2-trifluoro-
2-trifluoro-metéxi-etdxi na molécula de DIF, que deve gerar um novo modo de
interacdo  hdspede-hospedeiro, produzindo alteragbes coloidais nos
nanoprecipitados hidrofébicos. No entanto, para a curva de titulacdo do DIF
livre observa-se uma grande polidispersidade, ja que os desvios padrdes dos
valores de tamanho de particula sdo muito grandes, o que sugere uma
instabilidade coloidal do sistema. No composto de incluséo, a presenca de BCD
confere uma maior homogeneidade de tamanho as particulas, jA& que os
desvios padrdes sdo menores. Este fenbmeno foi também atribuido a maior
capacidade das nanoparticulas interagirem com o solvente, devido a presenca
da BCD.

[132] Para todos os nanoprecipitados, observou-se aumento do tamanho
de particula com o aumento da concentracdo. Isso acontece em virtude da
reducdo gradativa da solubilidade dos compostos com o aumento da

concentragao.

EXEMPLO 8: Atividade larvicida no estadio L1, L4 24 h e L4 48h.

[133] A alimentacdo dos insetos nos estadios larvais € intensa, rapida e

indiscriminada, através do consumo de particulas de matéria organica
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presentes na agua. Nesse contexto, o fato dos nanoprecipitados estarem
sujeitos a floculagdo (Exemplo 6) e a vantagem de que a ciclodextrina promove
reducdo de tamanho dessas nanoestruturas (Exemplo 7), associado ao fato de
que a presenca da ciclodextrina (agucares) representa uma forma de atrair as
larvas; os nanoprecipitados hidrofébicos contendo ciclodextrina passam a servir
de “isca” destinada a atrair larvas e aumentar a efetividade no controle do
mosquito Aedes aegypti. Essa possibilidade foi avaliada através de avaliagdo
de atividade larvicida.

[134] Para isso, ovos de Aedes aegypti foram colocados para eclodir em
bacias plasticas com dimensfes de 30 x 20 x 7 cm, contendo 2 L de agua
declorada, em ambiente climatizado. Apds 24 h foram obtidas as larvas de 1°
estadio (L1) que foram transferidas para outra bacia, onde se adicionou 2 L de
adgua declorada e aproximadamente 118 mg de alimento (ragdo de peixe). A
partir dai, a agua foi trocada diariamente fazendo reposicao do alimento até os
individuos atingirem o estadio de desenvolvimento necessario para cada teste

descrito a sequir.

[135] O teste no estadio L1, desenvolvido por Pridgeon e colaboradores,
consiste em um teste de triagem que fornece de forma rapida, com reducao de
trabalho e utlizacdo de pequeno numero de larvas por experimento,
informacdes acerca do potencial toxico dos compostos em analise (PRIDGEON
et al., 2009).

[136] Ja o ensaio no estadio L4 é um teste preconizado pela OMS para
verificar de forma padronizada a atividade larvicida de compostos com acgéo
rapida (neurotdxicos) para os insetos tanto em laboratério, quanto em campo,
uma vez que a partir deste teste pode-se observar a acdo aguda dos
compostos (WHO, 2005).

[137] A atividade larvicida de um composto € avaliada pela determinagéo

da sua dose letal para matar 50% de individuos em determinado intervalo de
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tempo (DLso), servindo para se determinar a concentracdo ideal de inseticida a

ser utilizada para o combate a determinada espécie de inseto.

[138] Para todos os nanoprecipitados na forma livre e complexada com
BCD, observou-se que os valores de DLso foram menores que 1 ppm (figura 23)
0 que demonstra a alta atividade desses compostos contra larvas de Aedes
aegypti. Outros detalhes especificos do comportamento das larvas frente a

cada inseticida séo apresentados abaixo.
a) Abamectina

[139] Os resultados das DLso para o estadio L1 foram inferiores aqueles
encontradas no experimento envolvendo o estadio L4 a 24 h, o que demonstra
a fragilidade deste estadio larval aos compostos testados e uma maior
efetividade dos compostos neste estadio. Em relagdo ao nanoprecipitado
ABA/BCD este demonstrou ser mais potente que o nanoprecipitado ABA livre

em todos os estadios larvais, especialmente no estadio L1.
b) Eprinomectina

[140] Diferente da ABA pura, o0s resultados das DLso para o
nanoprecipitado EPRI puro no estadio L1 foram proximos daqueles
encontrados para o estadio L4 24h, porém superiores ao encontrado para o
estagio L4 48h, mostrando que este composto tem preferéncia por estadio
avancado da larva e que necessita de um tempo superior para inicio da

atividade.

[141] O nanoprecipitado do composto de inclusdo EPRI/BCD seguiu a
mesma tendéncia, apresentando maior valor de DLso no estadio L1, com
gradativa reducédo nos estadios L4 24 e L4 48h. Porém, conforme observado na
figura 23, os valores de DL50 para o nanoprecipitado do composto de incluséo
foram menores do que para o composto livre em todos os estadios,
confirmando sua vantagem de se incorporar ciclodextrina. Como no

7

nanoprecipitado EPRI/BCD possui menor tamanho de particula, é de se
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esperar que as lavas possam se alimentar deste composto mais facilmente do

qgue no caso da EPRI livre.

c) lvermectina

[141] Conforme figura 23, a IVER e IVER/BCD foi mais ativa no estadio
L1 se comparado aos outros dois estadios. Além disso, a atividade desse
composto foi maior quando comparado com a ABA, ABA/BCE, EPRI e
EPRI/BCD (mesma ordem de grandeza), o que deve estar relacionado a alta
toxicidade da IVER em relacdo as outras avermectinas (CAMPBELL AND
BENZ, 1984).

[142] No caso de seu composto de inclusdo, observou-se que a
presenca de BCD n&o produz um aumento na eficacia do inseticida, ja que
observou-se um aumento no valor de DLso em todos os estadios. Esse
comportamento pode ser entendido em termos do tamanho dos
nanoprecipitados. De todos os sistemas apresentados, a IVER/BCD foi o
composto de inclusdo que apresentou maior tamanho de particula em relacdo
ao inseticida livre. Este aumento de tamanho de particula pode ter dificultado a
alimentacéo por parte dos insetos, levando assim a um aumento da DLso. NO
entanto, continua valida a estratégia de se utilizar este nanoprecipitado, visto

que representa uma alternativa para a rotatividade de inseticida.

d) Diflubenzuron e Novaluron

[143] NOV, DIF e seus compostos de inclusdo ndo foram avaliados no
estadio L1, por se tratar de um teste de triagem, que ndo exclui a realizacao
dos ensaios L3 ou L4, como também pelo fato dos compostos livres ja serem

utilizados comercialmente no combate de larvas do mosquito.
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[144] Para ambas as benzoilfenilureias, os ensaios foram realizados
para verificar se havia alguma modificacdo da reposta do nanoprecipitado do

composto de inclusdo em relagéo ao do composto livre.

[145] Para o diflubenzuron, as linhas de tendéncia apresentadas nos
graficos da figura 24 demonstraram que, tanto o composto livre quanto o
composto de inclusdo apresentam o mesmo perfil, ndo apresentando diferenca

significativa nesse teste.

[146] J& no novaluron (figura 25), seus nanoprecipitados de compostos
de inclusdo apresentaram maior mortalidade a uma concentragao a partir de 1
uM, tanto em ambos os estadios L4 24 h e L4 48h, mostrando a vantagem da

tecnologia.

EXEMPLO 10: Atividade larvicida na Inibicdo de emergéncia

[147] Compostos cujo mecanismo de acgdo estdo relacionados com
alteracdes no processo de crescimento e desenvolvimento dos insetos, como
as benzoilfeniluréias, necessitam de um acompanhamento do desenvolvimento
do inseto para verificar sua acdo, uma vez que sua acdo ndo € imediata. Por
esta razdo, o OMS preconizou a realizacéo do teste de inibicdo de emergéncia
para compostos em que 0 mecanismo de acdo seja a regulacdo do

crescimento de insetos (IGR).

[148] As avermectinas e seus compostos de inclusdo ndo foram
avaliados no teste de inibicdo de emergéncia devido ao mecanismo de acéo
das mesma que encontra-se mais proximo dos compostos neurotoxicos. Assim,

apenas as benzoilfenilureias foram submetidas a esse teste.

[149] Os controles negativos utilizados foram agua declorada, solucéo
aguosa de DMSO 1% e solucdo aquosa de BCD na maior concentracéo

utilizada nos testes. Em nenhum caso ocorreu menos de 80% de emergéncia

Petica0 870170059218, de 16/08/2017, pag. 48/56



41/48

de adultos no controle. Assim como no experimento L4, quando a taxa de
emergéncia nos controles ficou entre 80% e 95% os dados foram corrigidos de
acordo com a formula de Abbott. Para a agua as taxas de emergéncia ficaram
por volta de 95% e para o DMSO 1% na faixa de 90%.

Diflubenzuron e Novaluron

[150] A partir dos dados do grafico de acompanhamento (figura 26)
observa-se que para o diflubenzuron, nas concentragfes utilizadas, ndo ocorre
a morte dos individuos nas primeiras 24 horas do experimento. ISso comprova
que o mecanismo de a¢do ndo esta relacionado a um efeito agudo, tipico de
compostos neurotoxicos. Além disso, durante a mudanga de fase na ecdise de
L3-L4, tanto para o composto puro quanto para o composto de inclusao,
observamos uma significativa mortalidade principalmente nas concentracées
de 10 nM, o que confirma que 0 mecanismo de a¢do de compostos € regulacdo
de crescimento. Nao houve diferenga na mortalidade na concentragdo de 0,01
nM.

[151] Uma alta mortalidade nessas concentracdes também sugere que a
mortalidade é dose dependente. Nessas concentracdes, os individuos que nao
morrem apresentam grande atraso de desenvolvimento em relacdo aos

individuos expostos a menores concentra¢cdes dos compostos.

[152] Todavia, observa-se nitidamente que para os nanoprecipitados do
composto de inclusdo DIF/BCD, os valores de mortalidade sédo superiores logo
no terceiro dia. Outro dado importante € que os valores sdo mais homogéneos,
apresentando valores de desvio padrdao menores do que para o DIF puro. Este
dado mostra que, embora o DIF/BCD né&o tenha mostrado uma melhora na
acdo inseticida nos estadios L1, L4 24h e L4 48h frente ao DIF puro (teste

agudo), no modelo de inibicdo de emergéncia (teste cronico) observa-se
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nitidamente uma melhora na atividade, demonstrando assim a vantagem frente

ao composto puro.

[153] Para o novaluron, observa-se pequena diferenca de atividade do
composto de inclusdo frente o composto puro na concentragdo de 0,01 nM, j&
que os pontos do gréfico estdo acima dos pontos para o composto puro. Na
concentracdo de 10 nM o composto puro inicia o processo de mortalidade apés
24 h. Conforme observado, a presenca de BCD leva a um atraso no inicio do
processo de mortalidade, que se inicia somente apds o segundo dia,
mostrando que o composto de inclusdo ndo € tdo eficiente na inibicdo de

emergéncia, se comparado ao composto puro.

[154] Porém, na figura 27 estdo apresentados os valores de dose capaz
de inibir a emergéncia de 50% da populacdo dos insetos (%IE50) para os
nanoprecipitados de NOV, DIF e seus compostos de inclusdo. Os valores de
%IEso para todos 0os compostos os compostos de inclusdo foram mais potentes
que as moléculas livres. Isso demonstra que a estratégia de preparar
nanoprecipitados de composto de inclusdo levou ao aumento da toxicidade

contra larvas do Aedes aegypti.

EXEMPLO 11: Andlise de citotoxicidade (Ensaio colorimétrico de MTT —

viabilidade celular)

[155] A avaliagdo da citotoxicidade in vitro € fundamental na etapa inicial
de desenvolvimento de novas composicfes fornecendo informacgdes acerca da
seguranca das mesmas. Geralmente, séo utilizados testes que verificam a
viabilidade celular apds a exposicdo a substancia em estudo, sendo o ensaio
MTT ([brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil-2,5-difenil)-2H-tetrazodlio]) um dos
testes colorimétricos mais empregados devido ao baixo custo e rapidez no
processamento das amostras (DE ARAUJO et al., 2008).
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[156] O teste com MTT avalia a funcéo mitocondrial da célula através da
atividade da enzima desidrogenase mitocondrial, sendo que as células que
respiram ativamente reduzem o MTT a formazan, um cristal parpura insolavel,
que apos solubilizado, permite determinar a concentracdo através da leitura da
densidade O6ptica. Assim, o ensaio mede a respiracdo celular que é
proporcional a quantidade de formazan produzida e ao numero de células
viaveis. Quanto menor a atividade mitocondrial, menor a viabilidade celular e
maior a toxicidade do composto. A partir desses dados é possivel determinar a
concentracdo do composto capaz de reduzir em 50% as células viaveis, ou
seja, o indice de citotoxicidade 50% (ICso) (DE ARAUJO et al., 2008;
MOSMANN, 1983).

a) Abamectina

[157] Os resultados de ICso0 apresentados na figura 28 indicam que a
ABA apresenta efeito citotoxico sobre fibroblastos WI26VA4, nas condi¢bes
experimentais. Isso pode estar relacionado ao mecanismo de acdo desse
composto, o qual envolve canais de cloreto que, por existirem em células de
vertebrados, podem estar sendo atingidos causando algum prejuizo aos
fibroblastos. Além disso, jA& foram relatados no estado da técnica que a
citotoxicidade desse composto em outras linhagens celulares (AL-SARAR et
al., 2015; LI et al., 2013; MAIOLI et al., 2013). O composto de inclusdo néo

apresentou diferenca significativa na toxicidade.

b) Eprinomectina

[158] Os resultados de ICso, apresentados na figura 28 indicam que a
EPRI e EPRI/BCD apresentam efeito citotoxico sobre fibroblastos WI26VA4,
nas condicdes experimentais. Para o complexo EPRI/BCD, o valor de ICso foi

significativamente maior que o0 de seu precursor, demonstrando que a
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complexacado com BCD reduz a citotoxicidade do composto frente a fibroblastos
WI26VA4, demonstrando ser vantajoso sob o ponto de vista da toxicidade da

formulacao.

c) lvermectina

[159] Os resultados de ICso apresentados na figura 28 indicam que IVER
e IVER/BCD apresentam efeitos citotoxicos similares sobre fibroblastos

WI26VA4, nas condigdes experimentais, ndo havendo diferenca significativa.

d) Diflubenzuron e novaluron

[160] As benzoilfeniluréias, NOV e DIF, apresentaram uma baixa
toxicidade (tabela 23), acima da concentracdo méaxima utilizada no
experimento. NOV e DIF, por serem mais seletivos, atuando sobre a sintese de
quitina, mecanismo esse que nao existe nos vertebrados, mostraram uma
reduzida toxicidade sobre os fibroflastos WI126VA4. DIF/BCD apresenta um ICso
superior a 100 uM, o que sugere a baixa toxicidade dessa classe de compostos
para células humanas, mesmo o composto de inclusdo DIF/BCD tendo
apresentado um aumento da toxicidade em relagdo ao seu precursor.
NOV/BCD, assim como seu precursor, apresentou um ICso superior a 100 uM,
0 que sugere a baixa toxicidade dessa classe de compostos para células

humanas.

[161] No geral, os nanoprecipitados de avermectinas com ciclodextrinas
tem efeito nulo (no caso da ABA e IVER) ou positivo (no caso da EPRI) no
abaixamento da toxicidade do inseticida. Assim, os valores de ICso entre 9 a 16
UM a partir do qual os compostos comecam a exercer efeitos citotdxicos contra
células de fibroblastos sdo significativamente maiores que os valores de DLso
(< 0,7 uM) para a atividade larvicida. Isso mostra que os compostos podem ser

utilizados como agentes larvicidas desde que sejam seguidas as
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recomendacdes ja preconizadas para o uso seguro dos compostos da classe
das avermectinas [ANVISA, 2016].

[162] No caso do novaluron, a complexacdo com BCD nao gerou
nenhum efeito significativo na toxidade do composto. Apenas para o
diflubenzuron, houve um aumento da toxicidade em trés vezes
aproximadamente, em relacdo o composto puro. De qualquer forma, as
quantidades utilizadas dos inseticidas para que tenham atividade larvicida sao
menores que a concentracdo toxica do composto, de modo a ndo comprometer

a segurancga no uso dos compostos.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[163] Figura 01: Espectro de infravermelho da abamectina (ABA), B-
ciclodextrina (BCD), mistura mecéanica de (MM) e composto de incluséo
(ABA/BCD) na regido 4000 a 400 em KBr.

[164] Figura 02: Espectro de infravermelho da eprinomectina (EPRI), B-
ciclodextrina (BCD), mistura mecéanica de (MM) e composto de incluséo
(EPRI/BCD) na regiao 4000 a 400 em KBr.

[165] Figura 03: Espectro de infravermelho da ivermectina (IVER), B-
ciclodextrina (BCD), mistura mecanica de (MM) e complexo de incluséo

(IVER/BCD) na regiao 4000 a 400 em KBr.

[166] Figura 04: Espectro de infravermelho do DIF, BCD, MM e DIF/BCD
na regido 4000 a 400 em KBr.

[167] Figura 05: Espectro de infravermelho do NOV, BCD, MM e
NOV/BCD na regido 4000 a 400 em KBr.
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[168] Figura 06: Curvas de TGA (A); DTG (B) e DTA (C) da BCD, ABA,
MM e ABA/BCD. Experimentos realizados em cadinho de alumina, atmosfera

inerte (N2) a 50 mL/min e a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min.

[169] Figura 07: Curvas de TGA (A) e DTA (B) da BCD, EPRI, MM e
EPRI/BCD, em N2. Experimentos realizados em cadinho de alumina, atmosfera

inerte (N2) a 50 mL/min e a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min.

[170] Figura 08: Curvas de TG (A) e DTA (B) da BCD, IVER, MM e
IVER/BCD. Experimentos realizados em cadinho de alumina, atmosfera inerte

(N2) a 50 mL/min e a uma taxa de aguecimento de 10 °C/min.

[171] Figura 09: Curvas de TG (A) e DTA (B) da BCD, DIF, MM e
DIF/BCD. Experimentos realizados em cadinho de alumina, atmosfera inerte

(N2) a 50 mL/min e a uma taxa de agquecimento de 10 °C/min.

[172] Figura 10: Curvas de TG (A) e e DTA (B) da BCD, NOV, MM e
NOV/BCD. Experimentos realizados em cadinho de alumina, atmosfera inerte

(N2) a 50 mL/min e a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min.

[172] Figura 11: Titulagdo calorimétrica isotérmica de solugdo do
inseticida a 30 mM em solugéo de BCD 2 mM, a 25 °C (solvente DMSO:H20
90:10 v/v).

[173] Figura 12: Espectros de RMN de 1H de BCD (A), ABA/BCD (B) e
ABA (C) em DMSO-ds,400 MHz.

[174] Figura 13: Espectros de RMN de 1H de BCD (A), EPRI/BCD (B) e
EPRI (C) em DMSO-ds,400 MHz.

[175] Figura 14: Regidao selecionada do mapa de contorno ROESY de
EPRI/BCD em DMSO-d6,400 MHz.

[176] Figura 15: Espectros de RMN de 1H de BCD (A), IVER/BCD (B) e
IVER (C) em DMSO-ds,400 MHz.
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[177] Figura 16: Regido selecionada do mapa de contorno ROESY de
IVER/BCD em DMSO0O-d6,400 MHz.

[178] Figura 17: Espectros de RMN de 1H de BCD, DIF e DIF-B-CD em
DMSO0-d6,400 MHz.

[179] Figura 18: Regido selecionada do mapa de contorno ROESY de
DIF-B-CD em DMSO-d6,400 MHz.

[180] Figura 19: Espectros de RMN de 1H de BCD, NOV e NOV/BCD
em DMSO0-d6,400 MHz.

[181] Figura 20: Curvas de solubilizacdo dos inseticidas e seus

respectivos complexos de inclusdo com BCD em agua a 30°C.

[182] Figura 21: Valores de potencial zeta em fungédo da concentragao

de inseticida e seus respectivos complexo com BCD a 25 °C.

[183] Figura 22: Valores de tamanho de particula (didmetro
hidrodindmico — Dn / nm) em funcdo da concentracdo de inseticida e seus

respectivos complexo com BCD a 25 °C.

[184] Figura 23: Toxicidade da ABA, IVER, EPRI e seus respectivos
complexos com 3-CD frente a larvas de Aedes aegypti nos estadios L1 e L4 (0s

dados obtidos sdo médias de 9 replicatas).

[185] Figura 24: Grafico de porcentagem de mortalidade das larvas de
mosquito Aedes aegypti em seu quarto estadio de desenvolvimento em funcao

do aumento da concentracéo de DIF e DIF/BCD.

[186] Figura 25: Grafico de porcentagem de mortalidade das larvas de
mosquito Aedes aegypti em seu quarto estadio de desenvolvimento em funcéo

do aumento da concentracdo NOV e NOV/BCD.
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[187] Figura 26: Porcentagem de mortalidade dos estadios/estagios em
funcdo do tempo durante o experimento de inibicdo de emergéncia para o DIF

e DIF/BCD; e NOV e NOV/BCD, nas concentracdes de 10 nM e 0,01 nM.

[188] Figura 27: Porcentagem de Inibicdo de Emergéncia (%IEso) para
0s compostos livres e de inclusao.

[189] Figura 28: Efeito citotdéxico (ICso) de ABA, ABA/BCD, IVER,

IVER/BCD, EPRI, EPRI/BCD, DIF, DIF/BCD, NOV e NOV/BCD em fibroblastos
WI26VAA4.
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REIVINDICACOES

1. COMPOSICOES INSETICIDAS NANOESTRUTURADAS A BASE DE
AVERMECTINAS E BENZOILFENILUREIAS COM CICLODEXTRINAS,
caracterizada por ser constituida por suspensdo aquosa concentrada de
nanoprecipitados hidrofébicos de compostos de inclusdo formados por um

inseticida e ciclodextrina na proporcdo molar de 1:1.

2. COMPOSICOES INSETICIDAS NANOESTRUTURADAS A BASE DE
AVERMECTINAS E BENZOILFENILUREIAS COM CICLODEXTRINAS,
de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada por ser constituida por
composto de inclusédo formado entre a ciclodextrina e o inseticida na

proporcao de 1:1.

3. COMPOSIQ@ES INSETICIDAS NANOESTRUTURADAS A BASE DE
AVERMECTINAS E BENZOILFENILUREIAS COM CICLODEXTRINAS,
de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada pelo composto de
inclusdo ciclodextrina/inseticida ser preparado a partir de mistura de
solugcédo aquosa de ciclodextrina a 5 mM e 500 mL, com solucéo etandlica
de inseticida a 5 mM e 500 mL, seguida de mistura sob aguecimento por

24 h, seguida de secagem por liofilizagcao.

4, COMPOSICOES INSETICIDAS NANOESTRUTURADAS A BASE DE
AVERMECTINAS E BENZOILFENILUREIAS COM CICLODEXTRINAS,
de acordo com a reivindicacao 1, caracterizada por a inseticida ser uma

avermectina.

5. COMPOSICOES INSETICIDAS NANOESTRUTURADAS A BASE DE
AVERMECTINAS E BENZOILFENILUREIAS COM CICLODEXTRINAS,
de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizada por a avermectina ser a

ivermectina, abamectina ou eprinomectina.
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6. COMPOSIQOES INSETICIDAS NANOESTRUTURADAS A BASE DE
AVERMECTINAS E BENZOILFENILUREIAS COM CICLODEXTRINAS,
de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada pelo inseticida ser uma

benzoilfenilureia.

7. COMPOSICOES INSETICIDAS NANOESTRUTURADAS A BASE DE
AVERMECTINAS E BENZOILFENILUREIAS COM CICLODEXTRINAS,
de acordo com a reivindicagcdo 1, caracterizada por a benzoilfenilureia

ser o novaluron ou o diflubenzuron.

8. COMPOSICOES INSETICIDAS NANOESTRUTURADAS A BASE DE
AVERMECTINAS E BENZOILFENILUREIAS COM CICLODEXTRINAS,
de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada por a ciclodextrina ser a

B-ciclodextrina.

9. COMPOSICOES INSETICIDAS NANOESTRUTURADAS A BASE DE
AVERMECTINAS E BENZOILFENILUREIAS COM CICLODEXTRINAS,
de acordo com a reivindicagcdo 1, caracterizada pelo fato dos
nanoprecipitados hidrofébicos serem produzidos pela diluicio em agua a
partir de solucdo concentrada dos compostos de inclusdo em DMSO ou
DMF.

10. COMPOSICOES INSETICIDAS NANOESTRUTURADAS A BASE DE
AVERMECTINAS E BENZOILFENILUREIAS COM CICLODEXTRINAS, de
acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 9, caracterizada por o
composto de inclusdo ciclodextrina/inseticida ser preparado a partir de

proporcdes multiplas das descritas na reivindicacéo 9.

11. COMPOSICOES INSETICIDAS NANOESTRUTURADAS A BASE DE
AVERMECTINAS E BENZOILFENILUREIAS COM CICLODEXTRINAS,
acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 9, caracterizada por um
método de secagem do composto de inclusdo ser por aguecimento ou

liofilizacao.
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12. COMPOSIQOES INSETICIDAS NANOESTRUTURADAS A BASE DE
AVERMECTINAS E BENZOILFENILUREIAS COM CICLODEXTRINAS,
acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 9, caracterizada por
uma solucédo concentrada de DMSO apresentar uma concentragdo de 50

mM ou maior.

13. COMPOSIQ()ES INSETICIDAS NANOESTRUTURADAS A BASE DE
AVERMECTINAS E BENZOILFENILUREIAS COM CICLODEXTRINAS, de
acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 12, caracterizada por
uma solucdo de composto de inclusdo em DMSO apresentar

concentracfes da faixa de 1 mM até 500 mM.

14. COMPOSICOES INSETICIDAS NANOESTRUTURADAS A BASE DE
AVERMECTINAS E BENZOILFENILUREIAS COM CICLODEXTRINAS,
de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 12, caracterizada
por uma suspensdo concentrada que apresenta nanoprecipitados
hidrofébicos de tamanho da ordem de 100-500 nm, quando diluidas para

uma concentracdo de até 200 uM.

15. COMPOSIQ()ES INSETICIDAS NANOESTRUTURADAS A BASE DE
AVERMECTINAS E BENZOILFENILUREIAS COM CICLODEXTRINAS,
de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 12, caracterizada
pelo uso dos nanoprecipitados de compostos de inclusdo como
dispositivos de liberacdo controlada dos inseticidas no meio ambiente.

16. COMPOSIQ()ES INSETICIDAS NANOESTRUTURADAS A BASE DE
AVERMECTINAS E BENZOILFENILUREIAS COM CICLODEXTRINAS,
de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada por nanoparticulas com

potencial zeta na faixa de 0 a -30 mV.

17. COMPOSIQ()ES INSETICIDAS NANOESTRUTURADAS A BASE DE
AVERMECTINAS E BENZOILFENILUREIAS COM CICLODEXTRINAS,
de acordo com as reivindicagbes 1 ou 11, caracterizada por
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nanoparticulas com potencial zeta na faixa de 0 a -30 mV apresentarem

acao residual, por estarem sujeitas a precipitagao.

18. COMPOSIQOES INSETICIDAS NANOESTRUTURADAS A BASE DE
AVERMECTINAS E BENZOILFENILUREIAS COM CICLODEXTRINAS,
de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 12, caracterizada
por os nanoprecipitados hidrofébicos de compostos de inclusdo entre

benzoilfenilureias e ciclodextrinas constituirem uma formulagéo.

19. COMPOSIQ@ES INSETICIDAS NANOESTRUTURADAS A BASE DE
AVERMECTINAS E BENZOILFENILUREIAS COM CICLODEXTRINAS,
de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 12, caracterizada
por os nanoprecipitados hidrofdbicos de compostos de inclusdo entre

avermectinas e ciclodextrinas constituirem uma formulacéo.

20. COMPOSIQ@ES INSETICIDAS NANOESTRUTURADAS A BASE DE
AVERMECTINAS E BENZOILFENILUREIAS COM CICLODEXTRINAS,
de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 13, caracterizada
por conter simultaneamente, nanoprecipitados hidrofébicos de compostos

de inclusao de benzoilfenilureias e avermectinas.
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Figura 01
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N I N I N 1
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

numero de onda (cm™)

Composto V(0-H) V(c=0) Vibragéo do anel piranose
BCD 3371 - 1158;1028

ABA 3473 1713; 1733 --

MM 3461 1712;1734 1158

ABA-BCD 3448 1735 1160;1026
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4000 3600 3200 2800
Numero de onda (cm™)
Lo NGmero de ondas (cm™)

Atribuicoes EPRI B-CD MM EPRI-B-CD
v(O-H), acoplamento v(N-H) , v(O-H) 3457 3380 3393 3404
v(C-H), CH, e CH; 2969;2933 2925 2965; 2932 2961, 2931
vas5(C=0), carbonila do macrociclo. 1735 - 1738 1740, 1710
v(C=0), caracteristica de amidas
secundérias 1659, 1544 - 1658,1544 -
80-H, 4gua de hidratagdo - 1647 - 1637
8455 (C-H), 5(C-OH) 14551377 | 1400-1300 | 1453, 1375 1453, 1375
V(C-0-C), vy55(C-0-C) 1341-1072 - 1340-1078 1336-1000
C-N alifatico 1272,1161 - 1271, 1159 1263, 1159
Macrociclo v(C-O-C) 1161 - - -
Vibragdo do anel piranose (acoplamento
3(0-C-H), 8(C-0O-H), 8(C-C-H) 1158, 1028 | 1159, 1029 1159, 1029
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Figura 03:

3127

~p-CD

S |
>
—— IVER-B-CD
P
T T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
NUmero de onda (cm™)
o NGmero de ondas (cm™)
Atribuictes IVER BCD MM IVER/BCD
v(0-H) 3480 3380 3440 3401
v(C-H), CH, e CH; 2965; 2933 2925 2965; 2933 2931
vass(C=0), carbonila do macrociclo. 1735 - 1735 1713
3(OH); vC=C-C=C, sobreposi¢ao 1678, 1635 - 1678 1683
30-H, 4gua de hidratagdo - 1647 1640 1637
Sass (C-H), 8(C-OH) 1454,1380 | 1400-1300 | 1453,1382 | 1453, 1375
V(C-0-C), vy55(C-0-C) 1341-1000 - 1341-1000 1339-1000
Macrociclo v(C-O-C) 1197 e 1183 - 1198, 1183 1197, 1155
Vibracdo do anel piranose (acoplamento i
5(0-C.H), 5(C-O-H). 8(C-C.H) 1158, 1028 | 1158,1027 | 1158, 1030
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Figura 04
pCD
P
-
DIF
MM
DIF-BCD WFM
-
v
T T T T T T T T T
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
ndmero de onda (cm™)
C Vibracéo do anel
omposto Vo M) Vic=0) piranose
BCD 3371 - - 1158;1028
DIF - 3233; 3142 1705;1685 -
MM 3391 3256; 3156 1705;1685 1158; 1028
DIF-BCD 3379 3259 1703;1686 1157; 1031
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4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
nimero de onda (cm™)
Composto Vibracdo do  anel
p V(0-H) V(N-H) V(c=0) piranose
BCD 3371 - - 1158;1028
NOV - 3234; 3126 1706; 1692 --
MM 3408 3234; 3126 1705; 1693 1157; 1029
NOV-BCD 3386 3234; 3143 1706; 1693 1157;1030
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Figura 06
100 4 — MM
B) W/\
A) v:ABA/ﬁCD
75
—— ABA
o
X
< w
£ %07 a 2
w pCD
25 A
0+ T T T T T T 1
T T T T T T 1 100 200 300 400 500 600 700
100 200 300 400 500 600 700
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
TG DTA
Composto
Eventos EAO;::) Atribuicdo Eventos Atribuigéo
Ti T Tmax Ti Tt Tax
30 1064 | 871 | 149 | Desidratagio | 30 1406 | 92,6 | Desidratacdo
CD (Endotérmico).
B 279 351,3 | 3316 | 72,7 Decomposicio 278 382 340,7 | Fusdo seguida de
351,3 | 591,1 12,4 pOSIgao. 384,7 | 627,2 | 555,2 | decomposicdo (Endot.)
ABA 228,87 | 603,74 | 288,73 | 100 Decomposigdo | - - - Decomposic¢do (Endot.)
30 102,26 | 86,27 11,78 | Desidratacéo 30 137,10 | 91,68 Desidratacdo (Endot.).
MM 213,49 | 344,80 | 243,17 | 66,55 | Estagios 290,01 | 351,57 | 334,23
mdltiplos  de Decomposicéao (Endot.)
344,80 | 649,97 | 332,16 | 21,67 decomposicio 351,57 | 658,71 | 562,58
30 89,07 71,65 | 8,69 Desidratagao 30 122,79 | 77,15 Desidratagéo (Endot.)
ABA/BCD | 229,65 | 343,02 | 254,30 | 64,67 | Estagios 30041 | 369.88 | 342,79 | -
mdltiplos  de ezorppos_mao
343,02 | 700 330,58 | 23,67 decomposicio 407,38 | 700 (endotérmico)
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0 T T T T T T 1 T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 100 200 300 400 500 600
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
TG DTA
Composto | gyengos Eventos
%Am | Atribuicdo Atribuicéo
Ti Te | Tmax Ti Tt Tmax
30 110 | 87,1 14,8 | Desidratacdo 30 135 93 Desidratacéo (Endot.)
BCD 262 | 350 331 72,7 252 382 340
Decomposicéo. Fusdo/decomposicéo.
350 | 640 460 12,5 384 640 555
. B Desidratacéo
30 95 68 8,1 Desidratacéo 30 136 67,5 o
(endotérmico).
EPRI
227 | 341 301 63,1 | Estagios maltiplos | 145 333 307 | Fuséo seguida de
341 | 400 367 12,0 | de decomposicéo. 333 656 599 | decomposicao (Endot).
Desidratacdo da
30 106 71,3 11,7 30 141 89 Desidratacéo (Endot).
BCD
Decomposicao da Fusdo/decomposigio
MM 270 323 305 16,0 145 310 302
EPRI e da BCD. EPRI (Endotérmico).
325 | 353 330 52 Decomposicéo da 310 359 334 | Fusdo e decomposicdo
353 | 669 502 20,3 | mistura mecanica. | 359 671 590 | da BCD na MM (Endot.).
Desidratacéo da
30 95,5 61 10,6 5CD 30 125 65 Desidratacéo (Endot.)
EPRI/BCD
252 | 315 | 291 | 339 | Decomposiciodo | 229 | 261 | 246,5| Decomposic&o
315 | 350 | 334 | 32,6 | complexo. 261 | 295 | 280 | (endotérmico)
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254 { ——B-CD
160 2(‘)0 360 460 5[‘)0 6(‘)0 760 160 260 360 460 560 560 760
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
TG DTA
Composto Eventos Eventos
%Am Atribuicdo Atribuicdo
Ti Tt Tmax Ti Tt Tmax
30 110 87,1 | 14,8 | Desidratacdo 30 135 93 Desidratacéo (Endot.)
BCD 262 350 331 | 72,7 ) 252 382 340 | Fusdo e decomposicao
Decomposicéo. .
350 640 460 12,5 384 640 555 | sucessiva (Endot.).
) Volatilizacéo de
Dessor¢édo de DMF .
145 168 157 52 140 189 164 | solventes e fuséo da
e etanol residuais .
IVER (endotérmico).
IVER
193 280 220 | 10,6 192 250 219 | Dpecomposicdo da IVER
Estagios multiplos .
280 330 316 48,3 L 250 335 319 | em etapas sucessivas
de decomposigao. o
330 | 427 | 370 | 245 335 | 683 | 625 | (Endotérmico).
30 93 82 6,0 Desidratacéo 30 128 87 Desidratacéo (Endot.)
o Volatilizacéo de
Volatilizagéo de
153 173 160 25 o 140 198 165 | solventes e fusdo da
solventes residuais
MM IVER (Endot.).
247 320 311 35 224 322 304 Decomposicio da VER
Decomposicéo da
320 449 332 | 40.2 . . 322 351 332 | e BCD em etapas
mistura mecanica. .
449 | 635 | 574 | 163 355 | 608 | 487 | sucessivas(Endot).
30 93 73 9,5 Desidratacao 30 129 78 Desidratacao (Endot.).
232 310 289 29,1 221 300 284
IVER/BCD Decomposigio Decomposicéo do
310 352 327 | 37,2 . 300 389 339
sucessiva complexo (Endot.).
352 698 433 | 188 382 700 668
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Figura 09
—— MM
A) 100 \fﬂ[\ —
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Temperatura (°C) 0 100 200 300 400 500 600 700
Temperatura (°C)
TG DTA
Composto | Eyentos N Eventos I
%Am | Atribuicéo Atribuicao
T T T imax T T T imax _
30 1064 | 87,1 | 149 | Desidratagio | 30 1406 | 92,6 | Frocesso  endotérmico
de desidratacéo.
BCD 279 351,3 | 3316 | 72,7 278 382 340,7 | Decomposicdo e fusdo
Decomposigao. com pico caracteristico
351,3 | 591,1 12,4 384,7 | 627,2 | 555,2 da BCD (endotérmico).
DIF 1832 | 2609 | 2376 | 100 | Decomposicio. | 1851 | 200 | 240,6 | -rocessos endotermicos

de decomposicéao

Processo  endotérmico

30 82,0 | 76,5 6,73 Desidratagéo 30 1175 | 823 de desidratacio.

MM 2106 | 2451 | 2347 | 257 | pecomposicao | 2094 | 2511 | 224 o
2451 | 361,8 | 3317 | 58,1 da mistura | 294,4 | 363 3278 Processos endotérmicos
ani de decomposi¢ao
361,2 | 697,7 9,4 mecanica.
30 |94 | 773 |10 | Desidratagio |30 | 1584 | g2 | Processo  endotérmico
de desidratacdo.
DIF/BCD 1815 | 234 2299 | 139 Estégios 187 263,8 | 2335

234 | 3618 | 3293 | 66,7 | Multiplos  de | 03 | 366,3 | 332 | processos endotérmicos

do complona. de decomposicao
361,8 | 546,8 9.4 do complexo.
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Temperatura (*C) Temperatura (°C)
TG DTA
Composto | Eventos N Eventos ibuica
%Am | Atribuicdo Atribuicao
Ti Tf Tméx Ti Tf Tméx
30 | 1064 | 871 | 149 | Desidratado 30 1406 | 92,6 (DIEe:(Ij((j)rtZtriEl;?coo)
pCcD 279 | @ia | 3aL6 [ 27 | o 278 382 3407 | Fusio e decomposicao
3513 | 591,1 24 POSIGR0. T | 6272 | 555,2 | (Endotérmico).
. 1718 199,7 183,7 Fusdo (Endotérmico).
NOV 1707 | 2453 | 233,7) 100 | Decomposicdo. | 1497 | 5918 | 2373 | Decomposicio (Endot.).
30 | 959 | 81,7 |56 | Desidratagio 30 1304 | 86,5 ?Eeﬁé‘iﬁtfnﬁ?&)
187,7 | 2564 | 231,3 | 53,2 1782 | 1992 | 1861 ?Eeﬁggggr‘;f:gg;’ do NOV
MM 2564 | 3181 | 289,9 | 15,6 | DECOMPOSiCA0 da | yqq, | 5g9g | p357 | Decomposicio do NOV
mistura mecanica. (Endot.).
3181 | 3492 | 322,9 | 20,7 2698 3672 [ 385 ' 0 ccessiva
3492 | 576,3 4.9 367,2 5574 su
- - - - 608 700 673 da BCD (Endotérmico).
30 | 8668|755 | 11 | Desidratacdo 30 1285 | 79,9 zg‘s’fjf;tzgggd"term'cc’ de
NOV/BCD | 177 232 | 2228 | 19,4 | Estagios multiplos | 175,5 200,3 185,5 Mdltiplos processos de
2782 | 3576 | 323,7 | 57,3 | de decomposicdo | 2003 | 2519 | 224 decomposi¢io da PCD e
357,6 | 573,3 12,3 | do complexo. 293,9 374 333,5 NOV (Endotérmico)
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Figura 11
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Figura 13
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Figura 14
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Figura 15
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Figura 16
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Figura 17
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Figura 18
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Figura 19
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Figura 21
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Figura 22
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Figura 23
DL g, * desvio padrio em pmol L™*/ppm
COMPOSTOS L1 (24 h) L4 (24 h) L4 (48 h)
pmol L ppm pmol L ppm pmol L Ppm
1,02613 + 0,16773 +
ABA 0,13153 0,0039
0,37702 0,18179 =+
ABA/BCD 0,02398 0,0066
0.0162 + 0.0142 + 0.2615 + 0.2289 + 0.1181 + 0.1034 +
IVER 0.0021 0.0018 0.0158 0.0138 0.0283 0.0248
0.0251 + 0.0505 + 0.4011 + 0.8062 + 0.1883 + 0.3785 +
IVER/BCD 0.0027 0.0053 0.0194 0.0389 0.0236 0.0474
0.6851 + 0.6263 + 0.6303 + 0.5762 + 0.3991 + 0.3649 +
EPRI 0.1170 0.1069 0.0717 0.0656 0.0106 0.097
0.6003 + 1.2299 + 0.1987 + 0.4071= 0.1357 + 0.2781 +
EPRI/BCD 0.0476 0.0974 0.0292 0.0598 0.0148 0.0303
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Figura 24
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Figura 25
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DESENVOLVIMENTO DO INSETO
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Figura 27
Composto %I Es, (nM) com intervalo de confianca Valores em ppb para a %IEs,de
de 95% (entre parénteses) ativo no caso do composto de
inclusao
NOV 0,877 (0,459-1,676) 0,432 (0,226-0,826)
NOV/BCD 0,490 (0,268-0,8960) 0,242 (0,132-0,441)
DIF 5,688 (3,340-9,685) 1,767 (1,038-3,009)
DIF/BCD 3,772 (1,812-7,853) 1,172 (0,563-2,440)
Figura 28
Composto ICsoem puM (intervalo de confianca de 95%)
ABA 14,81 (12,90-17,01)
ABA/BCD 15,07 (13,37-16,97)
IVER 11,34 (9,84 - 13,08)
IVER/BCD 10,79 (9,25 - 12,59)
EPRI 9,66 (8,69 - 10,75)
EPRI/BCD 16,44 (14,48 - 18,67)
DIF > 500
NOV > 200
NOV/BCD > 200
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