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RESUMO

O canabidiol (CBD) € um dos metabolitos especiais presente na Cannabis sativa que
ndo causa os tipicos efeitos alucinégenos apresentados pelo Delta-9-
Tetrahidrocanabinol (A°-THC), mas que apresenta varios efeitos farmacolégicos com
aplicacdes de interesse terapéutico. Embora o CBD tenha um potencial clinico promissor,
com destaque para sua utilizacdo em certos disturbios psiquiatricos e neuroldgicos, essa
molécula apresenta limitagbes quando a sua baixissima biodisponibilidade, alta
lipofilicidade, instabilidade no pH gastrico e susceptibilidade ao metabolismo de primeira
passagem. Tais caracteristicas limitam o desenvolvimento de uma formulagcéo para sua
administracdo por uma via amplamente utilizada, segura, econdmica, e confortavel,
como a via oral. Nesse contexto, o presente trabalho tem como objetivo desenvolver uma
microemulsédo (ME) para veiculagdo do CBD por via oral com embasamento tedrico em
uma revisdo da literatura. Todos os estudos cientificos relacionados ao desenvolvimento
de sistemas avancados de liberacdo de farmacos contendo CBD que foram publicados
até janeiro de 2020 e que atenderam aos critérios de inclusédo foram revisados abordando
as estratégias de desenvolvimento da formulacéo, suas limitacdes e perspectivas futuras
em relagdo a protecdo da propriedade intelectual. Concomitantemente, uma
microemulsdo contendo CBD (CBD-ME) foi desenvolvida e caracterizada quando ao
aspecto macroscopico, pH, isotropia, condutividade, tensdo superficial, distribuicdo de
tamanho de goticula e eficiéncia de incorporacdo. Além disso, a CBD-ME foi liofilizada e
sua estabilidade em fluidos géastricos e intestinais simulados e ao longo do periodo de 90
dias também foram analisadas através de medidas de tamanho de goticula e indice de
polidispersdo. Por conseguinte, um sistema microemulsionado contendo CBD para
administracao pela via oral e uma revisdo da literatura foram obtidos. Os resultados
mostraram que nao houve diferencas significativas nos parametros avaliados na ME
apos a incorporacao de aproximadamente 1,65 mg de CBD/ml de fase oleosa (p>0.05).
ME e CBD-ME se mostraram sistemas opticamente claros, homogéneos e transparentes,
de coloracao levemente amarelada, sem nenhum precipitado ou fenbmeno de separacao
de fases. Além disso, eles se apresentaram escuros sob microscopia de luz polarizada
(sem birrefringéncia) e tinham indices de refracédo de 1,3894 + 0,0001 e 1,3879 £+ 0,0001,
respectivamente. ME e CBD-ME apresentaram pH de 6,2 £ 0,07 e 6,1 £ 0,09,
respectivamente, considerados fisiologicamente aceitaveis para administracdo por via
oral. A condutividade elétrica e a tensao superficial da ME e CBD-ME foram de 148 + 22
e 140 £ 16 uS/cm e 40,53 £ 1,8 e 41,98 £ 2,1 dines/cm, respectivamente. O tamanho
médio das goticulas foi de 20 + 0,4 nm com Pdl de 0,151 + 0,07 e 22 + 0,6 nm com PdlI
de 0,127 £ 0,08 (valores de p > 0,05) para ME e CBD-ME, respectivamente. As médias
de tamanho de goticulas e Pdl do ME e CBD-ME antes e apés a liofilizagdo nao
apresentaram alteracdes significativas apos diluicdo e incubacdo nos fluidos
gastrointestinais simulados (p>0,05). A CBD-ME liofilizada e armazenada a 4°C exibiu a
maior estabilidade com um tamanho de 21,4 + 0,4, um Pdl de 0,205 + 0,003 e uma
eficiéncia de encapsulamento de 98,8 + 0,9% ap0s o final do periodo de 90 dias deste
estudo. Portanto, nossos resultados apontam que a CBD-ME armazenada nestas
condi¢cdes é potencialmente adequado para uso como um sistema oral de liberagcéao de
CBD.

Palavras-chaves: Revisédo; Microemulséo; Liofilizacdo; Estabilidade; Canabidiol; Via
oral; Fluidos gastrointestinais simulados.



ABSTRACT

Cannabidiol (CBD) is one of the special metabolites present in Cannabis sativa that does
not cause the typical hallucinogenic effects shown by Delta-9-Tetrahydrocannabinol (A9-
THC); however, it has several pharmacological effects with applications of therapeutic
interest. Although CBD has promising clinical potential, with emphasis on its use in certain
psychiatric and neurological disorders, this molecule has limitations due to its very low
bioavailability, high lipophilicity, instability in gastric pH and susceptibility to first-pass
metabolism. Such characteristics limit the development of a formulation for its
administration by a widely used, safe, economical, and comfortable route, such as the
oral route. In this context, this work aims to develop a microemulsion system for CBD oral
delivery with theoretical basis in a literature review. All scientific studies related to the
development of advanced drug delivery systems containing CBD that were published up
to January 2020 and that met the inclusion criteria were reviewed addressing formulation
development strategies, their limitations, and future perspectives regarding protection of
intellectual property. Simultaneously, a microemulsion containing CBD (CBD-ME) was
developed and characterized in terms of macroscopic aspect, pH, isotropy, conductivity,
surface tension, droplet size distribution and encapsulation efficiency. In addition, the
microemulsion was lyophilized and its stability in simulated gastric and intestinal fluids
and for 90 days were also analyzed through measurements of droplet size and
polydispersity index. Therefore, a microemulsion system containing CBD for oral
administration and a review of the literature were obtained. The results showed that there
were no significant differences in the parameters evaluated in the ME after the
incorporation of approximately 1.65 mg CBD/ml oil phase (p>0.05). ME and CBD-ME
were optically clear, homogeneous, and transparent systems, with a slightly yellowish
color, without any precipitate or phenomenon of phase separation. In addition, they
appeared dark under polarized light microscopy (no birefringence) and had refractive
indices of 1.3894 + 0.0001 and 1.3879 + 0.0001, respectively. ME and CBD-ME had a
pH of 6.2 £ 0.07 and 6.1 + 0.09, respectively, considered physiologically acceptable for
oral administration. The electrical conductivity and surface tension of ME and CBD-ME
were 148 + 22 and 140 £ 16 puS/cm and 40.53 + 1.8 and 41.98 + 2.1 dynes/cm,
respectively. The mean droplet size was 20 £+ 0.4 nm with Pdl of 0.151 + 0.07 and 22 +
0.6 nm with Pdl of 0.127 + 0.08 (p-values > 0.05) for ME and CBD- ME, respectively.
Mean droplet size and PdI of ME and CBD-ME before and after lyophilization did not show
significant changes after dilution and incubation in simulated gastrointestinal fluids
(p>0.05). CBD-ME lyophilized and stored at 4°C exhibited the highest stability with a size
of 21.4 + 0.4, a PdI of 0.205 + 0.003 and an encapsulation efficiency of 98.8 + 0.9% after
finishing of the 90-day period of this study. Therefore, our results indicate that CBD-ME
stored under these conditions is potentially suitable for use as an oral CBD delivery
system.

Keywords: Review; Microemulsion; Lyophilization; Stability; Cannabidiol; Oral Route;
Simulated Gastrointestinal Fluids.
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1. INTRODUCAO

A Cannabis sativa € um planta que contém mais de 400 compostos, dos quais
66 sdo fitocanabinoides (1). Delta-9-Tetrahidrocanabinol (A°-THC) é o metabdlito
especial majoritario, sendo esse também o principal responsavel pelos efeitos
alucinégenos notados pelos usuarios dessa planta que € uma das mais utilizadas no
mundo (2). O canabidiol (CBD) é o segundo maior metabdlito especial e, diferente do
THC, ndo causa os tipicos efeitos alucindgenos (1).

O CBBD foi isolado a partir da Cannabis sativa em 1940 por Adams, Hunt e Clark
nos EUA, e por Jacob e Todd no Reino Unido (3, 4). Sua estrutura quimica foi elucidada
em 1963, e sua configuracdo completamente esclarecida em 1967 (5, 6). Em apenas
pouco mais de meio século de pesquisas relacionadas ao CBD, varios efeitos
farmacoldégicos da molécula foram encontrados, muitos dos quais com aplicacbes de
interesse terapéutico (7).

Dentre as propriedades terapéuticas do CBD podemos destacar seus efeitos
ansioliticos em ensaios clinicos (7, 8), antipsicoticos em estudos in vivo (2, 9),
antidepressivos em estudos in vivo (1, 2), reguladores dos ciclos do sono em ensaios
clinicos (10), antiepiléptico em ensaios clinicos (11, 12), anti-inflamatério em estudos in
vivo (13), e analgésico em estudos in vivo (14, 15), além de diminuir os sintomas do mal
de Parkinson em ensaios clinicos (16). Assim, o CBD apresenta um potencial clinico
promissor, com destaque para sua utilizacdo em certos distarbios psiquiatricos e
neurolégicos. Entretanto, essa molécula apresenta limitacdes quando a sua baixissima
biodisponibilidade, alta lipofilicidade, instabilidade no pH gastrico e susceptibilidade ao
metabolismo de primeira passagem (17-21). Tais caracteristicas tornam o
desenvolvimento de uma formulacédo farmacéutica para a administracdo do CBD por uma
via amplamente utilizada, segura, econdmica, e confortavel, como a via oral, um desafio.
Portanto, uma forma farmacéutica capaz de superar as limitagcbes impostas pela
molécula para administracdo por via oral se faz necessaria.

O desenvolvimento de nanocarreadores lipidicos visando a veiculacdo do CBD é
um processo que continua crescendo na pesquisa farmacéutica devido as diversas
vantagens destes sistemas, como: protecdo do farmaco contra instabilidades no
organismo, reducdo da toxicidade como consequéncia da vetorizacdo de farmacos a

alvos especificos e menor exposicdo aos tecidos saudaveis, liberagdo controlada de
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farmacos, possibilidade de incorporacdo de outras substancias e adjuvantes hidrofilicos
e lipofilicos, diminuicdo da dose e numero de administragdes e por fim, maior adeséo do
paciente a terapia (22).

Diversos sistemas de liberacdo de farmacos tém sido explorados visando a
administracado do CBD (23). Contudo, apesar das microemulsdes (ME) exercerem um
papel de destaque como um sistema de liberacdo de farmacos e apresentarem um
potencial relevante de aplicabilidade na area farmacéutica, estas ainda ndo foram
estudadas como veiculo para o CBD. As ME séo capazes de melhorar a eficacia através
de propriedades como o aumento na solubilidade e protecdo dos farmacos devido ao
seu tamanho nanométrico das goticulas e grande area de interface, melhorando o perfil
de dissolucdo e aumentando a biodisponibilidade de farmacos (24-26). Portanto, tais
propriedades conferem as ME a capacidade de incorporar moléculas insoluveis que
dificilmente seriam incorporadas em formulaces convencionais, como o CBD.

Neste contexto, o presente trabalho visou melhorar a absor¢éo por via oral do
CBD através do desenvolvimento de uma ME contendo CBD (CBD-ME) para sua
administracdo com embasamento tedrico em uma revisdo da literatura dos diversos

sistemas de liberacdo de farmacos ja estudados para veiculagdo do CBD.
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2. JUSTIFICATIVA

Apesar do promissor uso terapéutico dos metabolitos da Cannabis sativa, a
proibicdo do uso desses metabolitos em diversos paises limita a realizacao de pesquisas
cientificas dificultando a elucidacdo dos seus mecanismos de acao e interagdo com
outros farmacos, a realiza¢éo dos estudos de seguranga em longo prazo, a determinacao
das propriedades farmacocinéticas e o desenvolvimento de formas farmacéuticas (27).
Outro fator limitante para o desenvolvimento de formulacdes farmacéuticas para o CBD
€ o fato desta ser uma substancia instavel, lipofilica e significantemente suscetivel ao
efeito de primeira passagem, sendo assim classificada na classe Il de farmacos de
acordo com o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutico e pelo Sistema de Classificacao
Biofarmacéutica pela Disposi¢cdo de Farmacos (28-32).

Dentre as diversas vias exploradas para administracdo dos sistemas de
liberacdo contendo o CBD, a via oral € considerada uma das vias mais atrativas e
preferiveis (23). Entretanto, esta via apresenta barreiras fisicas e bioquimicas para a
absorcao de farmacos resultando em uma baixa biodisponibilidade e eficacia limitada de
formulacées administradas oralmente (33, 34). Assim, o desenvolvimento de formas
farmacéuticas para veiculagédo do CBD necessita sobrepor as limitagbes impostas pelas
caracteristicas fisico-quimicas do CBD garantindo um perfil farmacocinético satisfatério
apo6s administracdo oral (35).

Uma das alternativas utilizadas para aumentar a biodisponibilidade de farmacos
lipofilicos ou farmacos classe Il, como o CBD, é a sua incorporacdo em formulacfes
lipidicas (23, 35-37). Dentre as formulacdes lipidicas, os nanocarreadores lipidicos como
as ME, nanoparticulas lipidicas tém se destacado como sistemas carreadores de
farmacos com grande potencial de aplicabilidade na &rea farmacéutica, pois sdo capazes
de melhorar a eficicia através de propriedades como o aumento na solubilidade e
protecdo dos farmacos, tamanho nanomeétrico das goticulas, baixa tenséo interfacial,
grande area de interface, melhora do perfil de dissolugéo, liberagdo controlada de
farmacos e aumento da biodisponibilidade (25, 26).

Sabendo que as dificuldades para veiculacdo do CBD em formas farmacéuticas
orais sdo um obstaculo na investigacdo de novas aplicacbes terapéuticos dessa
molécula, esse estudo se propds a realizar uma revisao tedrica dos diversos sistemas

de liberacdo de farmacos estudados para veiculacdo do CBD, possibilitando o
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desenvolvimento de uma formulagdo que permita a veiculagdo adequada do CBD para
sua aplicacdo em pesquisas farmacoldgicas de disturbios psiquiatricos e neurologicos,

com futura aplicacéo clinica.
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3. OBJETIVOS

3.1.0BJETIVO GERAL

Melhorar a absor¢éo por via oral do CBD através do desenvolvimento da CBD-

ME para administracdo oral com embasamento tedrico em uma revisdo da literatura dos

diversos sistemas de liberacdo de farmacos ja estudados para veiculacdo do CBD.
3.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

Revisar a literatura académica para estruturacédo conceitual da pesquisa;
Desenvolver um sistema microemulsionado para administracdo via oral do
CBD;

Desenvolver metodologia para quantificagdo do CBD na ME;

Realizar a caracterizacgao fisico-quimica do sistema obtido;

Avaliar a estabilidade fisico-quimica e em fluidos fisiol6gicos simulados desses
sistemas;

Avaliar a estabilidade da ME antes e ap0s liofilizacao;
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4. METODOLOGIA
4.1.REVISAO DA LITERATURA

Todos os estudos cientificos relacionados ao desenvolvimento de sistemas
avancados de liberacdo de farmacos contendo CBD que foram publicados até janeiro
de 2020 e que atenderam aos critérios de inclusdo foram revisados. Para isso, uma
busca foi conduzida nas bases de dados ‘Web of Science’, ‘PubMed’ e ‘Science Direct’
com as seguintes palavras-chave: ‘Cannabidiol’ e ‘formulation’ ou ‘nanoparticles’;
‘microparticles’;  ‘microemulsion’;  ‘nanoemulsions’;  ‘liposomes’;  ‘nanosystems’;
‘nanocarrier’; ‘cyclodextrin’; ‘drug delivery’; ‘drug delivery systems’; ‘drug targeting’;
‘nanotechnology’; ‘nanomedicine’; e ‘nanostructures’. Estudos que objetivassem (i)
desenvolver um sistema de liberacdo avancado contendo CBD e (ii) utilizar esse sistema
para aplicagdes medicinais foram incluidos na revisdo. Os estudos que (i) ndo relataram
dados experimentais e (ii) estavam em outros idiomas que nao o inglés foram excluidos.
Além disso, foram abordadas as estratégias de desenvolvimento das formulacdes, suas

limitacdes e perspectivas futuras em relacao a protecéo da propriedade intelectual.

Varias abordagens tecnoldgicas foram utilizadas no desenvolvimento de sistemas
de liberacdo contendo CBD que foram revisados, os quais foram categorizados de
acordo com os sistemas estudados em sistemas com base lipidica, sistemas poliméricos
microparticulados, complexos de inclusdo e outros sistemas. Mais da metade dos
estudos relacionados ao desenvolvimento de sistemas de liberacdo contendo CBD estao
focados no desenvolvimento de sistemas lipidicos, dentre os quais estdo as
nanoparticulas lipidicas e os sistemas vesiculares. A este respeito, varias abordagens
farmacéuticas aplicadas para desenvolver estratégias de formulagéo para a liberacéo de
CBD foram discutidas e evidenciaram que apesar da relevancia das ME como um
sistema de liberacdo de farmacos, seu potencial ainda nédo foi explorado como veiculo

para o CBD.
4.2.OBTENCAO DO SISTEMA MICROEMULSIONADO

Visando a obter ME, o método de formacdo espontanea por agitacdo magnética
foi utilizado apos adaptacdo da metodologia de desenvolvimento da ME previamente
desenvolvida pelo grupo de pesquisa (38). Inicialmente, o Lipoid® S100 (6,3%) foi

disperso em etanol sob agitacdo magnética. Apés a dispersdo completa do Lipoid® S100,
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Miglyol® 812 N (11%) foi adicionado, constituindo a fase oleosa. O Tween® 80 (14,7%)
foi dissolvido em &gua purificada (68%) sob agitagcdo magnética, constituindo a fase
aquosa. Em seguida, a fase aquosa foi vertida na fase oleosa sob agitacdo magnética e
aquecida a 70 °C até a formacdo da ME e evaporacao do etanol. Por fim, a ME foi
resfriada até 25 °C sob agitagdo magnética e teve seu volume final ajustado pela adi¢éo
de &gua ultrapura. Para a incorporagédo do CBD (> 90.5% (-)-trans CBD, <0.01% TCH,
BSPG/Trigal Pharm, Sandwich, Kent, United Kingdom), esse foi adicionado a ME
previamente formulada sob agitacdo magnética durante 12 horas. As formulacdes foram
preparadas em volumes de 10 a 100ml de acordo com a necessidade das analises a

serem realizadas.
4.3.LIOFILIZACAO DA MICROEMULSAO

Amostras da ME e CBD-ME foram liofilizados seguindo o método de liofilizacédo
previamente otimizado para ME (39). Inicialmente, o crioprotetor, maltose 5% (p/p), foi
adicionado a formulacao final. Em seguida, aliquotas foram colocadas em criotubos e
congeladas a -80 °C em ultracongelador Glacier NU-9438 ULT Freezer (NuAire, Inc.,
MN, EUA) por 24 h. Finalmente, as formulagGes foram liofilizadas utilizando um
liofilizador Christ Alpha 1-2 LD a 0,0005 mBar, -80 °C, por 24h (Martin Christ
efriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode am Harz, Germany). Ap0s o processo de
liofilizacdo, as ME foram reconstituidas para analise adicionando-se a mesma
guantidade de agua ultrapura perdida durante o processo, seguido de aquecimento das
formulacdes até 70 °C e agitacdo em vortex por 10 min. Apds a reconstituicdo, as
formulacdes foram caracterizadas quanto ao didmetro hidrodindmico das goticulas, a

eficiéncia de incorporacgéo e a estabilidade da formulacgéo.

4.4, CARACTERIZACAO DO SISTEMA MICROEMULSIONADO
4.4.1. Aspecto macroscoépico, avaliagdo de potencial hidrogenidnico, isotropia,

condutividade e analise de tenséo superficial

As médias dos indices de condutividade, potencial hidrogeniénico (pH) e refragédo
foram feitas usando um medidor de condutividade pré-calibrado MC 226 (Toledo/Mettler,
Brasil), um medidor de pH (modelo HI 221, instrumentos Hanna, Brasil) e um refratdmetro
Abbe (Analytik Jena AG, Alemanha), respectivamente.
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O comportamento isotropico do sistema foi avaliado por meio de microscopia de
luz com polarizagdo cruzada (BX-50, Olympus Start, Téquio, Japdo). Uma gota da
amostra foi colocada em uma lamina de vidro, que foi coberta com uma laminula e entéo

examinada em um microscopio de luz polarizada.

O ensaio de tensao superficial foi realizado em tensiobmetro SensaDyne (modelo
QC-6000, Research Corp., EUA) utilizando a técnica de bolha de pressdo maxima,
utilizando nitrogénio como fase gasosa (40). O tensidmetro foi conectado a um

computador e controlado pelo software SensaDyne Tensiometer, verséo 1.21.

4.4.2. Andlise de distribuicdo de tamanho de goticula

O diametro hidrodinamico das goticulas das formulacfes (n=3) e o indice de
polidisperséo foram avaliados por espalhamento dinamico de luz usando um Zetasizer®
Nano ZS (Malvern PCS Instruments, Reino Unido) com angulo fixo de 173 °C. Amostras
da ME foram previamente diluidas em agua ultrapura (1:40 v/v). Cada amostra foi
equilibrada antes do experimento por 60 segundos e todas as andlises foram conduzidas
em triplicata a temperatura ambiente (25 °C).

4.4.3. Desenvolvimento do método de doseamento espectrofotométrico

A curva analitica espectrofotométrica foi desenvolvida a partir de uma solucao
estoque de CBD dissolvido em metanol (5 mg/mL) (n = 3). Para determinar o
comprimento de onda de absor¢cdo maximo do espectro de CBD, uma varredura de
espectroscopia UV-Vis (Biochrom®, Libra® S32, Cambourne, Reino Unido) desta
solucéo foi conduzida na faixa de 200—-500 nm. Posteriormente, a solucdo estoque foi
diluida em metanol para obter solu¢cdes de amostra na faixa de concentracées de 100-
400 pug/mL. Cada solucéo foi analisada por espectroscopia UV-Vis a 274 nm (n = 3). Em
seguida, a curva analitica foi obtida por regressao linear a partir das concentracdes e

absorbancias de cada solu¢cdo amostral.
4.4.4. Doseamento e eficiéncia de incorporacao

Para doseamento do CBD, aliquotas de 50 uL da CBD-ME foram diluidas em
metanol (1:59 v/v) e analisadas por espectroscopia UV-Vis a 274 nm (n = 3) utilizando a
curva analitica previamente descrita. Em seguida, com o objetivo de determinar a

eficiéncia de incorporagdo apds a adicdo de diferentes concentragbes de CBD na ME
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(2,5 a 25 mg/ml), cada formulacéo foi centrifugada (Gusto Mini Centrifuge, Fisherbrand®,
Chicago, lllinois, EUA) a 9.000 g por 10 minutos e tiveram a concentragdo de CBD no
sobrenadante determinada seguindo a mesma metodologia de doseamento (41). Assim,

a eficiéncia de incorporacéao (El) foi calculada de acordo com a seguinte equacgao:

[cBD] DC

El = [CBD] AC

x 100,

Onde: El, Eficiéncia de incorporacdo em porcentagem. [CBD] DC: Concentracdo de CBD
no sobrenadante da ME depois da centrifugacdo. [CBD] AC: Concentracédo de CBD na

ME antes da centrifugacéo.

4.5.ESTABILIDADE DO SISTEMA MICROEMULSIONADO

4.5.1. Estabilidade fisica em fluidos géastricos e intestinais simulados

Para avaliar a estabilidade da ME e CBD-ME ap6s administracdo oral, foram
preparados fluidos gastricos simulados (FGS, pH 1,2 e 4) e intestinais (FIS, pH 6,8) sem
enzimas de acordo com a Farmacopeia Americana. Amostras da ME e CBD-ME (n=3)
antes e apés a liofilizagdo foram incubados em frascos com fluidos simulados a 37 °C
em agitador orbital (TE-420, Tecnal®, Sdo Paulo, SP, Brasil) a 100 RPM. As formulacdes
liofilizadas foram reconstituidas antes da incubacdo. As amostras foram coletadas
periodicamente por até 2 horas quando incubadas em FGS (0,2 mL fluido/AmL ME) ou
por 6 horas quando incubadas em FIS (1,2 mL fluido/AmL ME) para analises de
distribuicdo de tamanho de goticula de acordo com os métodos descritos na secéo 4.3.2.
O tempo de leitura zero (TO) foi adotado como a diluicho de ME nos fluidos sem

incubacéo.
4.5.2. Estabilidade fisico-quimica ao longo do tempo

A estabilidade da ME e CBD-ME antes e ap0s a liofilizacdo a temperatura
ambiente (25 °C) e sob refrigeracdo (4 °C) foram monitoradas por analise da distribuicdo
de tamanho de goticula, doseamento e eficiéncia de incorporagdo de acordo com 0s
métodos descritos nas secoes 4.3.2 e 4.3.4, respectivamente. As formulacgdes liofilizadas
foram reconstituidas antes das medidas de tamanho de goticula e indice de
polidispersédo. Este estudo foi realizado em triplicata ao longo de 90 dias.
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4.6. ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas no software Prism 5 (GraphPad,
Califérnia, EUA). Diferencas diferentes foram avaliadas por meio de analise de variancia
(ANOVA) e pbés-teste de Bonferroni, em que valores de p <0,05 foram considerados
significativos. Os resultados serdo expressos em termos do valor médio seguido do

desvio padréo da média.



21

5. ARTIGOS PRODUZIDOS

Artigo 1 (Publicado)

Titulo: Current trends on cannabidiol delivery systems: where are we and where are we
going?

DOI: 10.1080/17425247.2021.1952978

Periodico: Expert Opinion Drug Delivery

Data da publicacao: 19/07/2021

Fator de impacto: 6.648 (2020-2021)

Qualis Al na area de medicina Il

Artigo 2 (Para submisséo)

Titulo: Lyophilized Oil-Water Microemulsion as an Advanced Oral Drug Delivery System
for Cannabidiol

DOI: 10.3390/xxxxX

Periddico: Pharmaceutics

Data da publicacdo: _/ [/

Fator de impacto: 6.32 (2020-2021)

Qualis B1 na area de Ciéncias bioldgicas |



22

ARTIGO 1
Current trends on cannabidiol delivery systems: where are we and where are we going?



EXPERT OPINION ON DRUG DELIVERY
https://doi.org/10.1080/17425247.2021.1952978

23

1< ) Taylor & Francis

REVIEW

- Taylor & Francis Group
—

") Check for updates

Current trends on cannabidiol delivery systems: where are we and where are we

going?

[zola Morais de Medeiros Ramalho
Danielle Teixeira Freire ", Lucas Amaral-Machado
and Eryvaldo Socrates Tabosa do Egito @<

2 Daniel Torres Pereira
ab Everton do Nascimento Alencar @<

2, Giovanna Brunelly Lima Galvao @°,

Graduate Program in Health Sciences (Ppgcsa), Federal University of Rio Grande Do Norte (UFRN), Natal, Brazil; "Department of Pharmacy, Federal
University of Rio Grande Do Norte (UFRN), Natal, Brazil; “Graduate Program in Pharmaceutical Nanotechnology (Ppgnanofarma), Federal University

of Rio Grande Do Norte (UFRN), Natal, Brazil

ABSTRACT

Introduction: Cannabidiol (CBD), a phytocannabinoid from Cannabis sativa, has several therapeutic
properties. However, its high lipophilicity, metabolization, and instability impair its bioavailability and
translational use in clinical settings. Several advanced drug delivery systems (ADDSs) have been
evaluated as CBD carriers to overcome these drawbacks. These systems can improve the CBD dissolu-
tion profile, protect it against metabolization, and produce a site-specific release, increasing its bioavail-
ability and making CBD administration clinically effective.

Areas covered: This review summarizes scientific reports on cannabidiol advanced delivery systems (CBD-
ADSs) that have been (i) developed, and (i) applied therapeutically; reports published in the main scientific
databases until January 2020 were included. Studies without experimental data and/or published in
languages other than English were excluded. Moreover, pharmaceutical technology tools in CBD therapeu-
tic use have been discussed, emphasizing the clinical translation of CBD carrier use.

Expert opinion: Studies reporting CBD-ADS use for medicinal applications were reviewed and revealed
multifaceted systems that can overcome the physicochemical drawbacks of CBD and improve its
biological activities. Therefore, researchers concluded that the developed CBD-ADS can be used as an
alternative to traditional formulations because they show comparable or superior effectiveness in
treatment protocols. Although several criteria remain to be met, our findings emphasize the potential
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of CBD-ADSs for translational therapeutics, particularly for neurological-disorders.

1. Introduction

Cannabidiol (CBD), the second-largest component of Cannabis
sativa and the most promising phytocannabinoid, has been
widely explored because of its numerous therapeutic properties
(such as anxiolytic, antioxidant, neuroprotective, antitumor,
antiemetic, antidepressant, antipsychotic, anti-inflammatory,
and analgesic properties). C. sativa has been used for centuries
for both recreational and medicinal purposes. However, the
utility of CBD in medical practice is still broadly debated.

Scientific data regarding the pharmaceutical potential of CBD
have increased over the years. Several studies have reported that
(CBD is a safe compound because of its low toxicity, high toler-
ability, non-hallucinogenic effects, and lack of side effects, even
after chronic administration of high doses [1-3]. Moreover, leg-
islation has changed due to its widespread use, and worldwide
regulatory agencies have recently addressed CBD use regulation
as a medicine, requiring licenses that assure safety, efficacy, and
quality standards to safeguard public health. Therefore, public
and scientific community opinions concerning CBD effectiveness
in various medical conditions have been amended, and various
CBD dosage forms have been developed [4].

In this regard, several studies have sought to elucidate the
physical, chemical, and biopharmaceutical characteristics of
CBD. CBD is reported to be a small, water-insoluble (water
solubility = 12.6 mg/L), and lipophilic molecule (log P = 6.3). It
is unstable in gastric pH, highly susceptible to first-pass meta-
bolism, and is insignificantly susceptible to renal excretion [5-
7]. Therefore, CBD is classified as a Class Il drug due to its low

water solubility and high permeability by both the
Biopharmaceutical ~ Classification ~ System  and  the
Biopharmaceutical Drug  Classification ~ System.  The

Biopharmaceutics Drug Disposition Classification System also
classifies CBD as a Class Il compound because of its low water
solubility and metabolic elimination [7-9]. Due to the above-
mentioned properties, CBD shows low and unpredictable oral
bioavailability that further complicates formulation develop-
ment [6,10].

Currently, Sativex® (nabiximols), a cannabis extract formu-
lated as a buccal spray loaded with CBD and delta-9 tetrahy-
drocannabinol (THC) (1:1), although not approved in the
United States, has regulatory approval in more than 25 coun-
tries for the treatment of spasticity (muscle stiffness/spasm)
related to multiple sclerosis [11]. In 2018, a pharmaceutical-
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Abstract: Cannabidiol (CBD) has a significant pharmacological potential limited by
its high lipophilicity and low erratic oral bioavailability. Microemulsions have
showed significant applications for improving the oral bioavailability of hydrophobic
drugs, such as CBD. Therefore, this study aimed to develop a CBD microemulsion
(CBD-ME) expected to improve the oral bioavailability of CBD. The microemulsion
was formulated using Lipoid® S100 and Tween® 80 as surfactants, Miglyol® 812 N as
the oil phase and ethanol as a co-solvent. The obtained systems were freezed dried
and physico-chemically characterized regarding their macroscopic aspect, pH,
isotropy, conductivity, surface tension, and size distribution. Additionally, the
encapsulation efficiency, stability in simulated gastrointestinal fluids and stability
over time in different storage conditions were accomplished. Lyophilized ME and
CBD-ME stored at 4°C exhibited the most outstanding stability over the 90 days
period of this study. Due to the physico-chemical characteristics of CBD-ME, high
encapsulation efficiency, stability in gastrointestinal conditions, the improvement of
the stability of the formulation by lyophilization, this system is potentially suitable
for use as an oral advanced CBD delivery system.

Keywords: microemulsion; lyophilization; stability; cannabidiol; oral route;

simulated gastrointestinal fluids

1. Introduction

Cannabidiol (CBD) is the second most abundant phytocannabinoid
from the Cannabis sativa plant. Since CBD was first synthesized [1,2] and
isolated [3], an exponential interest in its therapeutic potential began to
emerge [4]. Various studies have suggested CBD pharmacological potential
as anxiolytic, antioxidant, neuroprotective, antitumor, antiemetic,
antidepressant, antipsychotic, anti-inflammatory, analgesic, antiarthritic,
and anticonvulsant, showing beneficial effects in the management of several
neurological disorders such as epilepsy, multiple sclerosis, Parkinson's
disease, and Alzheimer's disease [5-8]. Moreover, CBD has been reported to
be safe, well-tolerated, and non-hallucinogenic. Despite the versatile
pharmacological profile and safety of CBD, it has a low and highly variable
oral bioavailability due to its low water solubility (12.6 mg/L), high
lipophilicity (log P = 6.3), instability in gastric pH, and high susceptibility to
first-pass metabolism and renal excretion [9-11].
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CONCLUSOES
O conjunto de tarefas realizados nessa tese permitiu concluir que:

e O desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos adequados para o CBD
€ necessario para que todo o seu potencial farmacolégico possa ser utilizado na
pratica clinica de acordo com a resultados obtidos através da revisdo da literatura.

e O uso de tecnologia para desenvolver formula¢des contendo CBD podem mudar
completamente o cenario terapéutico.

e Existe a possibilidade de diminuir o regime posoldgico em disturbios neuroldgicos,
melhorando a seguranca e eficacia terapéutica do CBD, e diminuindo seus efeitos
colaterais, impactando assim a saude de milhares de pacientes.

e A ME contendo CBD foi desenvolvida eficientemente por formacdo espontanea
utilizando agitacdo magnética com caracteristicas fisico-quimicas compativeis
com a molécula e a via de administracao.

e A ME foi capaz de incorporar o CBD de forma eficiente conforme analisado
através da determinacao da eficiéncia de incorporacao utilizando o método de
guantificacdo desenvolvido.

e O método de liofilizacdo utilizando a maltose como crioprotetor se mostrou
eficiente, permitindo a reconstituicdo das ME sem alteracdes significativas do
tamanho de goticula e Pdl.

e O sistema microemulsionado desenvolvido com ou sem CBD incorporado se
mostrou estavel fluidos gastricos e intestinais simulados antes e apds a
liofilizag&o. Além disso, esse sistema

e O sistema microemulsionado desenvolvido com ou sem CBD incorporado apos a
liofilizagcdo e armazenado a 4°C mostrou a estabilidade mais notavel durante o

periodo de 90 dias deste estudo.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Diante dos resultados obtidos e visando explorar a aplicabilidade clinica da ME
contendo CBD, o grupo de pesquisa pretende aprimorar as tecnologias de fabricacdo em
escala dessa formulagéo, avaliar a seguranca e eficacia das formulagbes através de
estudos de toxicidade, e investigar no uso clinico dessa formulagdo como terapia em
neuro-disturbios. A possibilidade de diminuir o regime de dosagem de CBD em disturbios
neuroldgicos atravées do uso da CBD-ME, melhorando sua seguranca e eficacia
terapéutica e diminuindo seus efeitos colaterais impacta a saude de milhares de
pacientes. Portanto, o atual panorama da pesquisa enfatiza o potencial da CBD-ME e
direciona para o estudo de seus efeitos relacionados a melhoria de sintomas da doenca
de Parkinson, Alzheimer, autismo, esquizofrenia e distlrbios do sono, como também
para sua a aplicacao no tratamento da ansiedade consequente a dor cronica e diabetes.
Assim, esse progresso permitira a transposicdo de formulacdes contendo CBD da
bancada para a industria e para o nivel de aplicacdo clinica, fornecendo informacdes
mais robustas para o direcionamento do desenvolvimento da CBD-ME. Certamente
estamos apenas no estégio inicial de desenvolvimento indicando que essa abordagem
atraente para a veiculacédo de CBD nao apresenta um desfecho definitivo e deve ser

fortemente encorajada.
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