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RESUMO

O canabidiol (CBD) representa um dos compostos de maior prevaléncia entre as inUmeras substancias
guimicas canabinoides encontradas na Cannabis sativa, podendo representar mais de 40% dos extratos
da planta. O referido composto tem atraido fortemente a atengdo da industria farmacéutica devido as
suas inumeras possibilidades terapéuticas e seu perfil de seguranga favoravel, especialmente por nao
possuir os efeitos psicoativos do A9-tetrahidrocanabinol (THC). Em um cendrio regulatério ainda
insipiente, que carece de robustez juridica para fortalecer os produtos a base de CDB, este trabalho teve
dois focos distintos, porém complementares na busca de uma formulagao segura e eficaz ao uso clinico.
O ponto de partida refere-se a caracterizacao estrutural do CDB via avaliacdo da modelagem molecular e
das propriedades eletrénicas entre 7 compostos do tipo CDB, onde foi possivel concluir que o CBD
apresenta potencial antioxidante significativo. Em continuidade, o desenvolvimento farmacéutico
tecnoldgico buscou trazer percepcdes relevantes na tentativa de contornar o principal desafio na
formulagdo de um sdlido oral contendo CBD, a solubilidade. A estabilidade das formulagdes contendo CBD
tendem a ndo apresentar grandes desafios visto que a predicdo tedrica de degradacao do farmaco nao
remete a grupos funcionais criticos, entretanto, qualquer nova formulacdo deverd ser validada ou
confirmada via estudos de estresse experimentais. Frente ao sistema de classificagdo biofarmacéutica
(SCB) o CDB encontra-se na classe Il (baixa solubilidade / alta permeabilidade), entretanto, o desafio da
biodisponibilidade podera ser superado ou mitigado dependendo da formulagdo, granulometria e/ou

polimorfo a serem utilizados para determinada forma farmacéutica.

Palavras-Chave: canabidiol; antioxidante; solubilidade; polimorfismo.



ABSTRACT

Cannabidiol (CBD) represents one of the most prevalent compounds among the numerous cannabinoid
chemical substances found in Cannabis sativa and may represent more than 40% of the plant's extracts.
The mentioned compound has attracted strong attention from the pharmaceutical industry due to its
numerous therapeutic possibilities and its favorable safety profile, especially because it does not have the
psychoactive effects of A9-tetrahydrocannabinol (THC). In a regulatory scenario that is still incipient,
which lacks legal robustness to strengthen cannabidiol-based products, this work had two distinct but
complementary focuses in the search for a safe and effective formulation for clinical use. The starting
point refers to the structural characterization of CBD via evaluation of molecular modeling and electronic
properties among 7 cannabidiol-type compounds, where it was possible to conclude that CBD has
significant antioxidant potential. In continuity, the technological pharmaceutical development sought to
bring relevant insights in an attempt to overcome the main challenge in the formulation of an oral solid
containing CBD, the solubility. The stability of formulations containing CBD tends not to present major
challenges since the theoretical prediction of drug degradation does not refer to critical functional groups,
however, any new formulation must be validated or confirmed via experimental stress studies. According
to the biopharmaceutical classification system (BCS), cannabidiol is in class Il (low solubility/high
permeability), however, the challenge of bioavailability can be overcome or mitigated depending on the

formulation, granulometry and/or polymorph to be used for a given pharmaceutical form.

Keywords: cannabidiol; antioxidant; solubility; polymorphism.
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1. INTRODUCAO

O canabidiol (CBD) é um constituinte fitocanabinoide da Cannabis sativa que nao possui os efeitos
psicoativos do A9-tetrahidrocanabinol (THC) [1]. E um composto fendlico terpeno de 21 carbonos, o que
o torna uma molécula relativamente grande. Sua estrutura quimica é composta de uma longa cadeia de
hidrocarbonetos linear com um anel benzénico em uma extremidade, como mostrado na Figura 01 [2].
Estudos pré-clinicos e clinicos tem mostrado que o CBD possui uma ampla gama de propriedades
terapéuticas, incluindo propriedades antipsicéticas, analgésicas, neuroprotetoras, anticonvulsivantes,
antieméticas, antioxidantes, anti-inflamatérias, antiartriticas e antineopldsicas [1]. No que tange a sua
propriedade antioxidante é importante desmistificar os conceitos e caracteristicas de uma reacao de
oxidacao, especialmente aquelas que ocorrem in vivo.

A oxidacdo é uma reacao quimica que envolve a transferéncia de elétrons ou hidrogénio entre os
reagentes, sendo que o processo de metabolizacdo do oxigénio pelo organismo leva a formacado de
radicais livres, os quais sao altamente reativos e podem dar inicio a reacdes em cadeia que, quando
ocorrem em células, especialmente em condicdes fisiopatoldgicas podem danifica-las ou causar a sua
morte (desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes = stress oxidativo). Em contrapartida os
antioxidantes através de sua propria oxidagdo interrompem estas reacSes em cadeia eliminando os
radicais livres intermediarios e inibindo outras reacdes de oxida¢do. Tais compostos representam um
conjunto heterogéneo de substancias formadas por vitaminas, minerais, pigmentos naturais e outros
compostos vegetais e, ainda, enzimas. Do ponto de vista quimico os antioxidantes sdo compostos
aromaticos que contém, no minimo, uma hidroxila, podendo ser sintéticos como o BHA e o BHT,
amplamente utilizados pela industria, ou naturais, substancias bioativas, tais como organosulfurados,
fendlicos e terpenos [3].

Os antioxidantes s3o conhecidamente substincias imprescindiveis na regulacio e/ou
manutencdo do equilibrio das reacdes enddégenas com foco na minimizacdo do stress oxidativo,
entretanto, a auséncia de dados ou estudos in vivo que evidenciam a eficdcia e seguranca destas
substancias tem se provado um desafio no registro de medicamentos com alegac¢des de propriedade
antioxidante, ou seja, faltam evidéncias conclusivas acerca da dose, duracdo do tratamento e forma de
administracdo para garantir os efeitos benéficos destes compostos. Para uso oral os complexos
vitaminicos sdo os que mais se aproximam para uma indicacdo ou alegacao de propriedade antioxidante,
especialmente as vitaminas C (4cido ascérbico) e E (acetato de racealfatocoferol), as quais possuem
registro por inUmeros fabricantes na categoria regulatdria de produto especifico [4]. A Vitamina C, como

é hidrossoltvel, possui acdo maior no plasma sanguineo, agindo através do ascorbato, que tem
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propriedade doadora de elétrons e, consequentemente, impede e protege as outras moléculas, pois sofre
oxidacdo antes que outras moléculas se oxidem [5]. A Vitamina E, que é lipossoluvel, tem a¢do maior em
membranas celulares, tendo a capacidade de impedir a propagacao das reagdes em cadeia induzidas pelos
radicais livres nas membranas bioldgicas, podendo minimizar ou até mesmo impedir alguns danos
provocados pelos radicais livres associados a doencas especificas, como cancer e artrite [5].

Embora haja uma barreira no registro de medicamentos com alegacbes de propriedades
antioxidantes devido a auséncia de estudos clinicos que evidenciam a eficacia e seguranca dos compostos
alvo, varias pesquisas tém surgido, especialmente com o uso de ferramentas in silico, promovendo ou
realcando a caracteristica antioxidante de certas moléculas até entdo desconhecidas para tal finalidade.
Neste cenario podemos destacar o CDB, o qual através dos grupamentos hidroxila (OH) ligados a porc¢édo
aromatica da molécula é capaz de converter espécies reativas em espécies menos reativas ou até mesmo
inertes, consequentemente, esta molécula torna-se uma potencial candidata como agente
antienvelhecimento dado que este processo esta relacionado ao stress oxidativo, bem como pode estar
associada a prevencdo de multiplas doencgas, tais como doengas neurodegenerativas, doencas
cardiovasculares e cancer. Cabendo destacar que em certos estudos o CBD, em razdo de seu potencial
antioxidante, tem se provado mais protetor contra a neurotoxicidade do glutamato do que o ascorbato
ou a Vitamina E [6].

Neste contexto de inumeras possibilidades terapéuticas o CDB tem chamado a atencado da
industria farmacéutica nos ultimos anos e atrelado a este interesse novos estudos tem surgido com foco
na avaliacdo dos efeitos adversos e/ou psicoativos da droga. Uma revisdo de potenciais efeitos colaterais
em humanos descobriu que o CBD foi bem tolerado em uma ampla faixa de dosagem, até 1500 mg/dia
(por via oral), sem relatos de lentiddo psicomotora, efeitos negativos de humor ou anormalidades de
sinais vitais observadas [1]. Em outro estudo os dados disponiveis de ensaios clinicos sugerem que o CBD
é bem tolerado e tem relativamente poucos efeitos adversos sérios, no entanto, interagcdes com outros
medicamentos devem ser monitoradas cuidadosamente [7]. Portanto, destaca-se que em vdrios paises
este perfil de seguranga favoravel tem levado a recente mitigacdo de barreiras legais e/ou regulatérias

em torno dos produtos a base de CBD, bem como tem estimulado o interesse em tratamentos com CDB

[8].



Figura 01. Férmula estrutural do CBD.
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2. DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO FARMACEUTICO
2.1 Regulamentagao

No Brasil a regulamentacado dos produtos medicinais a base de Cannabis originou-se de discussdes
recentes, ou seja, estdo autorizados pela ANVISA como uma nova categoria regulatdria, Unica e separada,
denominada “Produtos de cannabis”, e estdo sujeitos a autorizagdo sanitaria, conforme a Resolugdo da
Diretoria Colegiada - RDC N2 327, DE 9 DE DEZEMBRO DE 2019: “Dispde sobre os procedimentos para a
concessdo da Autorizagdo Sanitdria para a fabricagdo e a importagcdo, bem como estabelece requisitos
para a comercializagdo, prescrigdo, a dispensag¢@o, o monitoramento e a fiscalizagGo de produtos de
Cannabis para fins medicinais, e dd outras providéncias.” [9]. De acordo com a referida legislagao duas
categorias de produtos podem ser registradas ou autorizadas para comercializagdo em nosso mercado:
produtos de Cannabis contendo minimamente o CBD e até 0,2% de THC ou produtos de Cannabis
contendo minimamente o CBD e acima de 0,2% de THC.

Art. 4° da RDC N2 327, DE 9 DE DEZEMBRO DE 2019, “Os produtos de Cannabis
contendo como ativos exclusivamente derivados vegetais ou fitofarmacos da
Cannabis sativa, devem possuir predominantemente, canabidiol (CBD) e ndo
mais que 0,2% de tetrahidrocanabinol (THC). Pardgrafo unico. Os produtos de
Cannabis poderdao conter teor de THC acima de 0,2%, desde que sejam
destinados a cuidados paliativos exclusivamente para pacientes sem outras
alternativas terapéuticas e em situagdes clinicas irreversiveis ou terminais.” [9].

A maior cautela e/ou preocupacao ligada ao THC reside no fato deste componente desempenhar
funcao psicoativa preponderante e, consequentemente, apresentar maior potencial de efeitos colaterais
e de causar dependéncia fisica ou psiquica. Neste contexto o CBD deve ser predominante em formulag¢des
de “Produtos de cannabis”. Indo ao encontro desta preocupacao destaca-se que a prescricao do produto
com THC até 0,2% deve ser acompanhada da Notificacdo de Receita “B”, enquanto a prescrigdo do
produto com THC acima de 0,2% deve ser acompanhada da Notificacdo de Receita “A”, nos termos da
Portaria SVS/MS n2 344, de 1998 e suas atualizacBes. Além disso, os rotulos das embalagens de produtos
de Cannabis devem apresentar para produto com THC até 0,2% as seguintes frases de alerta em caixa alta,
“VENDA SOB PRESCRICAO MEDICA” e “SO PODE SER VENDIDO COM RETENGAO DE RECEITA”, enquanto
para produto com THC acima de 0,2% as seguintes frases de alerta sdo mandatdrias, “VENDA SOB
PRESCRICAO MEDICA” e “ATENGAO: USO DESSE PRODUTO PODE CAUSAR DEPENDENCIA FiSICA OU
PSIQUICA”.

Dado que diversos fatores como interacdes com medicamentos e alimentos, condi¢Ges clinicas,

exposicao prévia, idade e fatores genéticos podem influenciar a eficdcia e seguranga, a falta dos estudos
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clinicos definidos pela ANVISA impedem a regularizagdo ou categorizagao de tais compostos no mesmo
patamar dos medicamentos convencionais. Além disso, a auséncia de dados clinicos restringe as
evidéncias de alto nivel sobre dose e frequéncia, limitando as informagdes sobre a dose ideal, portanto,
todo tratamento deve ser iniciado com a menor dose e aumentado conforme a resposta clinica, sendo
esta avalia¢do (indicagdo, dose e frequéncia) a critério médico.

Art. 5° da RDC N2 327, DE 9 DE DEZEMBRO DE 2019, “Os produtos de Cannabis
podem ser prescritos quando estiverem esgotadas outras op¢des terapéuticas
disponiveis no mercado brasileiro.” [9].

Destaca-se ainda que a prescricdo de “Produtos de cannabis” deve ser precedida da assinatura
pelo paciente ou representante legal do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) conforme
modelo estabelecido no Anexo Il da referida Resolugdo: “Estou ciente que durante o tratamento podem
surgir complicagées de diferentes naturezas, como possiveis efeitos adversos ainda ndo descritos ou
reagdes alérgicas inesperadas. Fui informado que o produto de Cannabis ainda ndo é registrado como
medicamento, mas que segue o padrdo de qualidade estabelecido pela Anvisa, e que seu uso estd sendo
feito em cardter excepcional, devido a auséncia de resposta de minha doeng¢a as outras medicagoes
disponiveis. Também fui informado que o médico responsdvel poderd responder as minhas duvidas
quando necessdrio. Sou igualmente sabedor que, apesar do empenho do meu médico, ndo existe garantia
absoluta no resultado deste produto de Cannabis com rela¢Go a melhora dos sintomas da minha doeng¢a.”

A auséncia de estudos clinicos, especialmente para respaldar a seguranca e eficicia dos produtos
a base de Cannabis, limita ndo apenas as prescricdes, mas também restringe as tecnologias e diversas
possibilidades de desenvolvimento farmacéutico ao delimitar o uso apenas pelas vias de administragao
oral e nasal. O paragrafo 5° do artigo 10° refor¢a o entendimento de que ndo hd autorizagdao para o uso
de CBD em alimentos, mesmo como ingrediente funcional, bem como esta negado o uso em cosméticos.
Consequentemente, uma mudanca deste cenario dependerd de uma atualizacdo nas convencdes e/ou
legislacdes nacionais que tratam da proscricao da planta Cannabis sativa e sua internalizacdo no Brasil.

Art. 10° da RDC N2 327, DE 9 DE DEZEMBRO DE 2019, “Os produtos de Cannabis
serdo autorizados para utilizagdo apenas por via oral ou nasal. § 4° Os produtos
de Cannabis ndo podem ser de liberacdo modificada, nanotecnoldgicos e
peguilhados. § 5° Nao sdo considerados produtos de Cannabis para fins
medicinais os cosméticos, produtos fumigenos, produtos para a saude ou
alimentos a base de Cannabis spp. e seus derivados.” [9].

ARDC 327/2019 em seu art. 18, estabelece que para a fabricagdo e comercializagdo de “Produtos
de cannabis” em territério nacional a empresa deve importar o insumo farmacéutico nas formas de

derivado vegetal, fitofdrmaco, a granel ou produto industrializado, ou seja, ndo é permitida a importacao
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da planta ou partes da planta de Cannabis spp., bem como n3o estd liberado o plantio no Brasil para
extracdo do insumo farmacéutico ativo (IFA). Além disso, o art. 21 destaca as documentagdes e/ou
licengas minimas necessarias para solicitacdo de autorizacdo sanitaria de “Produtos de cannabis”, dentre
as quais é importante referenciar as seguintes: autoriza¢cdo de funcionamento de empresa (AFE) emitida
pela Anvisa com atividade de fabricar ou importar medicamento; autorizagdo especial (AE); certificado de
boas praticas de fabricacdo (CBPF) de medicamentos para a empresa fabricante do produto; boas praticas
de distribuicdo e armazenagem de medicamento [9].

Outro ponto de extrema relevancia e impacto para a fabricacdo e/ou comercializacdo de
“Produtos de cannabis” no Brasil é destacado no art. 30 da referida norma, no qual é imperativo que o
controle de qualidade do produto acabado seja realizado em territério nacional para todos os lotes
importados [9]. Desta forma, as autoriza¢Bes para fabricacdo e/ou comercializagdo concebidas no ambito
da RDC 327/2019 terdo validade improrrogavel de 5 anos, sendo que as empresas interessadas em
continuar com os produtos deverdo, dentro do prazo de vigéncia da autorizacdo, pleitear a regularizacdo
do produto pelas vias de registro de medicamento, seguindo as legislagbes especificas vigentes,
necessitando, para isso, que os dados de qualidade, seguranca e eficacia sejam apresentados para
avalia¢do da Anvisa [9].

Em complemento a RDC 327/2019 é importante destacar a IN N2 71, DE 12 DE SETEMBRO DE
2020: “Dispbe sobre a inclusdo de declaracdo sobre nova formula na rotulagem de medicamentos
notificados de baixo risco, produtos tradicionais fitoterdpicos e produtos de cannabis quando da alteracdo
de sua composicGo.”, a qual mais especificamente em seu art. 32, determina: “A expressdo "NOVA
FORMULA" deve ser declarada nos rétulos dos produtos abrangidos por esta Instrucdo Normativa quando
das alteragbes qualitativas de excipientes em que a empresa desejar manter o nome comercial e a mesma
indicacgdo terapéutica.” [10].

Por fim, mas ainda dentro do arcabouco legal que abrange produtos de cannabis, faz-se
necessario mencionar a RDC N2 660, DE 30 DE MARCO DE 2022: “Define os critérios e os procedimentos
para a importag¢@o de Produto derivado de Cannabis, por pessoa fisica, para uso proprio, mediante
prescri¢do de profissional legalmente habilitado, para tratamento de satde.”. O foco aqui ndo reside na
fabricacdo ou comercializacdo de produtos de cannabis no mercado brasileiro e sim concentra-se no
paciente. A referida resolucdo em seu art. 42 determina que o produto a serimportado deve ser produzido
e distribuido por estabelecimentos devidamente regularizados pelas autoridades competentes em seus
paises de origem, bem como seu art. 72 torna imperativo que para o cadastramento junto a Anvisa é

necessario apresentar a prescricdo do produto por profissional legalmente habilitado contendo



17

obrigatoriamente o nome do paciente e do produto, posologia, data, assinatura e nimero do registro do
profissional prescritor em seu conselho de classe, consequentemente, o art. 152 destaca que é vedada a
alteracdo de finalidade desta importacdo, sendo o uso do produto importado estritamente pessoal e
intransferivel e proibida a sua entrega a terceiros, doagao, venda ou qualquer outra utilizacdo diferente

da indicada [11].

2.2 Insumo Farmacéutico Ativo

O IFA a ser utilizado na fabricacdo de produtos de cannabis podera ser oriundo exclusivamente
de uma das seguintes fontes: derivados vegetais ou fitofarmacos da Cannabis sativa. Portanto, a fim de
qgue haja uma adequada interpretacdo de cada uma das fontes de IFA segue abaixo a definicdo de ambas:

i Derivado vegetal: produto da extracdao da planta medicinal fresca ou da droga vegetal, que
contenha as substancias responsaveis pela acdo terapéutica, podendo ocorrer na forma de
extrato, 6leo fixo e volatil, cera, exsudato e outros [12].

ii. Fitofdrmacos: substancias purificadas e isoladas a partir de matéria-prima vegetal com
estrutura quimica definida.

O CBD representa um dos compostos de maior prevaléncia entre as inUmeras substancias
guimicas canabinoides encontradas na Cannabis sativa, ou seja, constitui grande parte da planta,
podendo representar mais de 40% de seus extratos. Além disso, se destaca por ndo produzir euforia e
nem intoxicacdo, diferentemente do principal canabinoide psicoativo na maconha, o THC,
consequentemente, o CBD em sua forma de fitofdrmaco serd o foco das discussdes nos préoximos
paragrafos, especialmente quanto as suas caracteristicas fisico-quimicas.

O CDB é insolGvel em dgua, mas é solivel em solventes organicos como o pentano. A temperatura
ambiente, é um sélido cristalino incolor. Em meios fortemente bdsicos e a presenca de ar, é oxidado para
uma quinona, ja em condi¢des acidas cicliza para THC [13]. De CAS N2 13956-29-1, possui férmula
molecular Cy1H300,, massa molar de 314.46 g/mol e é nomeado pela IUPAC com a seguinte descri¢do
quimica: ((1’R,2’R)-5’-Methyl-4-pentyl-2’-(prop-1-en-2-yl)-1°,2°,3’,4’-tetrahydro-[1,1’-biphenyl]-2,6-diol)
[14]. Além disso, apresenta ponto de fusdo caracteristico na temperatura de 67°C e ebulicdo em 188,5°C
[15]. Sua conformacdo estrutural formada por uma longa cadeia linear de hidrocarboneto ligada a um
anel benzénico em uma extremidade lhe confere uma grande area hidrofébica, o que contribui para sua
lipofilicidade e hidrofobicidade [2].

Este fitofarmaco faz parte da classe Il do Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), ou seja,
apresenta baixa solubilidade aquosa (0,01 pg/mL), mas em contrapartida alta permeabilidade [16]. Essa

caracteristica traz desafios em ambito de formulacdo haja visto o consenso de que o resultado de um
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estudo de biodisponibilidade é fortemente influenciado pela solubilidade do farmaco, enquanto a
permeabilidade ou extensdao do metabolismo causam menores impactos. Tal entendimento se justifica
pelo fato de a taxa de dissolugdo ser critica para os fadrmacos desta classe, onde a absorgao in vivo pode
ser afetada por varios fatores, tais como: o volume e o pH dos liquidos intestinais, a presenga de sais
biliares, comida, enzimas, bactérias, a mobilidade e a viscosidade do limen intestinal. Além disso, o CBD
apresenta um alto metabolismo hepatico de primeira passagem, o que resulta em uma biodisponibilidade
estimada de 6% [16].

Apds uma Unica administracao oral, as concentracdes plasmaticas maximas de CBD geralmente
ocorrem dentro de duas a quatro horas e os niveis sanguineos sdo menores em compara¢do com a
inalacdo de cannabis fumada, dado que a absorcdo oral é mais lenta principalmente por influéncia da
solubilidade/dissolugdo [17]. Essa absorgdo errdtica leva a uma alta variabilidade das concentragées
plasmaticas na populagdo clinica [16]. Em contrapartida o volume de distribuicdo no organismo é
altamente influenciado por sua lipofilicidade, fazendo com que o composto se acumule no tecido adiposo,
portanto, a liberacdo a partir deste tecido é o mecanismo responsavel pela meia-vida de eliminagdo

terminal prolongada [17].

2.3 Formulagao

Tomando por base as discussdes realizadas até o momento, com foco especial na baixa
solubilidade ou hidrofobicidade do IFA CDB, fica explicito que um dos maiores desafios no
desenvolvimento de novas formulagdes ou medicamentos a base de CBD reside na sua baixa e varidvel
biodisponibilidade. Neste contexto, uma variedade de abordagens e estudos tem surgido no intuito de
melhorar a biodisponibilidade do CBD e pavimentar o caminho para novas formulagdes, incluindo
sistemas baseados em nanoemulsdo, formulagdes lipidicas, pré-fadrmacos e nanocarreadores, bem como
vias alternativas de administracdo tem sido discutida [2].

A principio e a julgar pela maior facilidade de desenvolvimento, destacaram-se as formulac¢des a
base de uma solucdo oleosa para administragdo oral, em cdpsula ou ndo. No entanto, as formula¢des
lipidicas sofrem de algumas desvantagens, como a sensibilidade a oxida¢cdo ou a compatibilidade com a
capsula quando o encapsulamento é considerado. Consequentemente, o desenvolvimento de uma forma
de dosagem sélida oral é algo desafiador e que merece ser estudado, especialmente porque esta forma
farmacéutica detém a preferéncia dos pacientes e apresenta maior estabilidade se comparado a outras

formulagdes liquidas [16].



19

O desenvolvimento de um sdlido oral contendo farmacos de classe Il pode partir de inimeras
técnicas que visam melhorar a solubilidade, como a complexacdo em ciclodextrinas, a formacdo de
dispersdes sélidas, especialmente por extrusdo a quente (HME) e a técnica de “spray drying”. A técnica
de HME, se comparada ao “spray drying”, tem a vantagem de trabalhar sem o uso de solventes caros e
poluentes. Essa técnica envolve o aquecimento de uma mistura entre um IFA e um ou mais polimeros
compativeis para obtencdo de um filamento em forma de espaguete ou filme, o qual pode ser peletizado
e preenchido em capsulas, usado diretamente como implante, ser moido e comprimido ou moldado por
impressao 3D [16].

Como medicamento o CBD foi inicialmente formulado e registrado no Canadd em uma formulacao
1:1 com THC (formulagdo conhecida como "nabiximols"), cuja marca do produto é o Sativex® [17]. Trata-
se de uma solucgdo para pulverizagdo oromucosa, contendo em cada 100pL (1 pulveriza¢cdo) 2,7 mg de THC
e 2,5 mg de CBD, formulado com os excipientes etanol anidro (0,04g/100uL), propilenoglicol e dleo de
horteld-pimenta [18]. No Brasil este mesmo produto esta registrado desde 09/2023 sob a marca de
Mevatyl®, na categoria regulatdria de medicamento “Especifico” [19]. O Sativex® é aprovado para uso
como tratamento adjuvante para alivio sintomatico da espasticidade em pacientes adultos com esclerose
multipla (EM), bem como recebeu um “Aviso de Conformidade Condicional” para uso como tratamento
adjuvante para o alivio sintomdtico da dor neuropatica em pacientes adultos com esclerose multipla e
como tratamento analgésico adjuvante para dor moderada a grave em pacientes adultos com cancer
avancado [17].

Em 25 de junho de 2018, o Food and Drug Administration (FDA) aprovou o Epidiolex® (solucdo
oral de CDB), o primeiro produto a base de CBD disponivel no mercado dos EUA. O medicamento é
indicado para o tratamento de duas formas raras de epilepsia e que estdo entre os tipos mais dificeis de
tratar: sindrome de Lennox-Gastaut e sindrome de Dravet. O Epidiolex recebeu a designacdo de
“Medicamento Orfdo” e, consequentemente, obteve a aprovacdo “Fast Track” do FDA (revisio e
aprovacdo em 60 dias) em que parte dos estudos de seguranca e eficacia podem ser apresentados em
paralelo a comercializagdo. Notavelmente, os ensaios clinicos de fase 3 do Epidiolex demonstraram
melhora clinicamente significativa nas sindromes de Lennox-Gastaut e Dravet [17]. O produto contém
100mg/ml de CBD, formulado com os excipientes etanol anidro, 6leo de semente de gergelim,
aromatizante de morango e sucralose [20]. Além do Epidiolex® (medicamento de prescri¢do) é possivel
encontrar no mercado americano outras formas farmacéuticas a base de CDB em concentragdes mais

baixas e de venda livre (over-the-counter), como 6leo de CBD, gomas, cremes tdpicos ou solucbes de
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vaporizagao, os quais ainda nao sdo regulados pelo FDA e, muitas vezes, sdo de concentragdo e pureza
incertas [21].

No Brasil a primeira autorizacdo para comercializagao de “Produtos de cannabis” com base na
RDC N2 327/2019 remete a data de 04/2020, cuja empresa detentora é a Prati-Donaduzzi. O produto é
fabricado a partir do CDB isolado, sem nenhuma outra substancia da Cannabis, ou seja, é livre de THC.
Atualmente, o CDB da Prati-Donaduzzi esta disponivel em trés concentracdes (20 mg/ml, 50 mg/ml e 200
mg/ml) e sua formulacdo é composta pelos seguintes excipientes: 6leo de milho e butilhidroxianisol.
Reforcando seu pioneirismo e em atendimento aos paragrafos 1° e 2° do art. 8° da RDC 327/2019, a Prati-
Donaduzzi saiu na frente para a regularizacdo de seu produto pela via de registro de medicamentos, ou
seja, o estudo clinico realizado em parceria com a Universidade de Sdo Paulo (USP) de Ribeirdo Preto teve
sua fase 3 concluida em 12/2022 e ja foi submetido para avaliagdo da Anvisa [22]. Além do produto
descrito acima inUmeras outras autoriza¢Ges sanitarias, com base na RDC N2 327/2019, foram concedidas
para diversas empresas entre 2021 e 2024. Toda essa gama de produtos possui formulagdes oleosas e em
certos casos acrescido de solventes visando mitigar a baixa solubilidade do CBD em meio aquoso, por
exemplo: Produto de cannabis Eurofarma contém os excipientes dleo de gergelim e etanol anidro [23];
Produto de cannabis Ease Labs Pharma possui em sua formula o acetato de racealfatocoferol e
triglicerideos de cadeia média [24]; Produto de cannabis Aura Pharma LTDA contém apenas triglicerideos
de cadeia média como constituinte inerte [25]. Portanto, em uma observacdao mais profunda destas
inumeras formulagdes orais autorizadas pela Anvisa fica explicito uma tendéncia ao uso do excipiente
triglicerideos de cadeia média (MCT), o qual atua como um veiculo eficiente, melhorando a absorg¢ao e
biodisponibilidade, que por sua vez representa uma estratégia para maximizar os beneficios do CBD.

Com foco na atividade antioxidante do CBD, destaca-se que ainda hd uma limitacdo de
formula¢gbes combinadas ao referido fitofarmaco que visam alegacdes terapéuticas como
antienvelhecimento e/ou agdo promissora contra doencas inflamatérias, tais como: doencas
neurodegenerativas, doencgas cardiovasculares e cancer. Esse escasso numero de estudos ou pesquisas
ainda insipientes nesta drea terapéutica com o uso do CBD pode ser justificado pelo receio do estereétipo
gue envolve o uso dos derivados da cannabis. Portanto, a fim de contornar essa limitagao e principalmente
evitar a “velha” estratégia de desenvolvimento farmacéutico que preconiza a combinacdo de
compostos/formulagcdo por “tentativa e erro”, ressalta-se a necessidade do uso de uma premissa de
desenvolvimento tecnoldgico mais inovadora e assertiva, ou seja, buscar formular medicamentos a base
de CBD através da similaridade estrutural e/ou fisico-quimica com outros compostos/farmacos ja

amplamente utilizados em formulagdes reconhecidas como seguras e eficazes dentro das referidas
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alegacdes terapéuticas pretendidas. Neste contexto de similaridade entre compostos, destaca-se o uso
de formulagdes contendo Vitamina E ou tocoferol, a qual assim como o CBD, refere-se a uma molécula
com elevado potencial antioxidante ndo sintetizada pelo organismo, mas apenas produzida por plantas e,
portanto, é preciso ingeri-la por meio da alimenta¢do ou em sua grande maioria através da suplementagao
orientada por médicos. Além disso, certas caracteristicas fisico-quimicas que estdo intimamente
relacionadas entre as moléculas de CBD e Vitamina E, merecem atencao especial dos formuladores no
momento do desenvolvimento pois podem impactar diretamente na performance do medicamento, por
exemplo, ambos os compostos sao lipossolliveis e situam-se na classe Il dentro do Sistema de Classificacao
Biofarmacéutica (baixa solubilidade e alta permeabilidade) [26].

Neste cendrio em que a Vitamina E é amplamente conhecida e fortemente utilizada em vdrios
cosmeéticos e produtos farmacéuticos orais com a alegacdo terapéutica de produto antioxidante, bem
como atrelado a toda discussdao do paragrafo anterior quanto a similaridade de certas caracteristicas
fisico-quimicas comparativamente ao CBD, ressalta-se que um olhar para as formulagbes registradas
contendo Vitamina E torna-se um facilitador ou um ponto de partida no desenvolvimento de
medicamentos a base de CDB, valendo destacar as formula¢des das formas farmacéuticas em capsula
gelatinosa mole, as quais em sua grande maioria trazem em sua base os seguintes excipientes: agua
purificada, glicerol, dleo de soja e gelatina [27].

A baixa solubilidade em agua da Vitamina E, similarmente ao que ocorre com o CBD, tem se
mostrado um desafio no desenvolvimento de novas formas farmacéuticas e, consequentemente,
causando limitacdo em suas aplica¢des, entretanto, motivados pela superacdo de tais desafios inimeros
estudos foram conduzidos e através de uma esterificacdo do D-a-tocoferol succinato ligado ao
polietilenoglicol 1000 foi sintetizado o composto D-a-tocoferol polietilenoglicol 1000 succinato
(simplesmente Vitamina E-TPGS ou TPGS), conforme estrutura destacada na Figura 02. Tal composto é
um derivado soldvel em dgua da Vitamina E natural, sendo que tal melhoria de solubilidade foi possivel
devido a estrutura anfifilica que compreende uma porg¢ao de cabeca polar hidrofilica e uma cauda alquil
lipofilica. O TPGS foi reconhecido e aprovado pelo FDA como um adjuvante seguro e que pode ser usado
com um veiculo eficiente em sistemas de administracdao de medicamentos, especialmente devido as suas
propriedades bioldgicas e fisico-quimicas, como alta biocompatibilidade, aumento da solubilidade de
farmacos classe Il e IV, melhoria da permeagao do medicamento e atividade antitumoral seletiva [28].
Além disso, nesta conformac¢do molecular o composto TPGS pode ser utilizado como uma fonte oral

biodisponivel de vitamina E.
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Figura 02. Férmula estrutural da Vitamina E-TPGS ou TPGS

Tais estudos realizados com a molécula de Vitamina E associado a comparabilidade ou
similaridade de caracteristicas fisico-quimicas com a molécula de CBD ja discutido acima, pode servir de
base para uma avalia¢cdo de possibilidades no rearranjo molecular do CDB de forma a promover ganhos
similares, mas principalmente a combinacdao do TPGS com o CBD via desenvolvimento farmacotécnico
pode ser uma abordagem inovadora ao favorecer a biodisponibilidade do composto alvo bem como ter

um efeito sinérgico na funcado antioxidante.

2.4 Conhecimento Estrutural e Desenvolvimento Farmacéutico

A descoberta de novas moléculas candidatas a novos farmacos pode ocorrer de diversas maneiras,
por exemplo: por meio de identificacdo e elucidagdo de um alvo para o composto; planejamento racional
do farmaco, com base no conhecimento dos mecanismos bioldgicos e estrutura dos receptores;
modifica¢gbes quimicas de uma molécula conhecida; triagem de grande nimero de produtos naturais a
procura de atividade bioldgica. Neste cenario cabe destaque aos produtos naturais por sua relevancia no
desenvolvimento farmacéutico, haja visto que uma grande parcela dos farmacos em uso atualmente
deriva-se de fontes naturais e/ou foram desenvolvidos por sintese quimica planejada a partir de produtos
naturais, ou seja, as plantas, fungos, insetos, organismos marinhos e bactérias constituem importantes
fontes de substancias biologicamente ativas [29]. Considerando todas essas possibilidades e “matérias-
primas” disponiveis é imprescindivel que se tenha um conhecimento estrutural apurado das moléculas
em estudo, que atrelado a quimica computacional ird desempenhar papel fundamental na definicao de
quais modificagdes moleculares se fazem necessdrias visando melhorias nas propriedades
farmacodinamica e farmacocinética.

De forma similar o desenvolvimento farmacotécnico de um medicamento exige um delineamento
especifico para cada produto, englobando principalmente um estudo prévio minucioso das propriedades

fisicas e quimicas do farmaco. Propriedades como solubilidade, formas polimdrficas, estabilidade e
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interacBes entre farmaco e adjuvantes podem ter um efeito significativo sobre a disponibilidade
fisiolégica e a estabilidade fisica e quimica do farmaco. Mediante a combinac¢do desses dados e de outros
procedimentos de estudos farmacolégicos e biolégicos, podem ser selecionados o farmaco e os
adjuvantes que melhor se ajustem a formulagao da forma farmacéutica desejada [30].

O quesito solubilidade do fdarmaco é um dos parametros mais criticos em ambito de
desenvolvimento farmacéutico pois impacta significativamente na biodisponibilidade da droga, sendo
inclusive mais relevante do que o parametro permeabilidade. Portanto, farmacos de classificacao
biofarmacéutica Il ou IV (baixa solubilidade) tornam seu processo de desenvolvimento muito mais
desafiador em comparacdo aos farmacos de classes | e Il (alta solubilidade). Frente a este conhecimento
as autoridades reguladoras internacionais, bem como a Anvisa, mostram-se cautelosas quanto a avaliacao
da solubilidade dos farmacos em processos de pedido de registro de medicamentos. No caso do Brasil,
mesmo na presenca de inimeros dados de literatura e/ou diferentes técnicas de avaliacdo que possam
destacar ou justificar que determinado fdrmaco é altamente solivel versus sua dose maxima
administrada, os fabricantes de medicamentos que desejam registrar um produto pleiteando a bioisengao
baseada no sistema de classificacdo biofarmacéutica (SCB) deverdao provar a solubilidade através dos
parametros definidos pela RDC N2 749, DE 5 DE SETEMBRO DE 2022: “Dispée sobre isengdo de estudos de
bioequivaléncia/biodisponibilidade relativa.” [31]:

Art. 31. Um farmaco serd considerado altamente solldvel se sua maior dose
administrada oralmente como uma formulagdo de liberacdo imediata (dose
maxima por administracdo descrita em bula) solubiliza-se completamente em
até 250 ml de cada uma das solu¢des tampao utilizadas dentro da faixa de pH
fisioldgico (1,2 a 6,8),a 37 + 1°C [31].

Art. 34. Deverdo ser testadas, no minimo, trés condicdes de pH (1,2; 4,5 e 6,8),
utilizando-se, no minimo, trés replicatas para cada condi¢cdo, devendo o
coeficiente de variagdo (CV%) ser menor que 5% (cinco por cento) [31].

Art. 36. Devera ser utilizado método para estudos de solubilidade em equilibrio,
usando a técnica de shake-flask ou um método alternativo, se justificado [31].

A cautela e preocupacdo da Anvisa em nao aceitar apenas dados de literatura para justificativa da
solubilidade dos farmacos torna-se legitima na medida em que ha o entendimento e consenso de que tal
caracteristica é influenciada por diversos fatores, dentre os quais se destacam os seguintes: dosagem
maxima por administracdo conforme descrito em bula, ou seja, quanto maior for a dose posoldgica para
determinada indicac¢do terapéutica maior serd o desafio da solubilidade haja visto que o volume de 250ml
é fixo para cada uma das solugdes tampao; a granulometria ou tamanho das particulas é inversamente

proporcional a drea superficial, consequentemente, menores particulas terdo maior area superficial e por
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sua vez maior solubilidade; presenca de polimorfismo é outro fator da caracteriza¢do estrutural que deve
ser cuidadosamente avaliado pois pode trazer grande variabilidade no parametro solubilidade. Frente a
tais variaveis é importante repensar ou rediscutir a classificagdo biofarmacéutica dada ao CDB pela
literatura (classe Il — baixa solubilidade / alta permeabilidade), pois a depender da indicagdo terapéutica
e respectiva dose posoldgica maxima, bem como a granulometria e polimorfo a serem utilizados em
determinada forma farmacéutica (ex.: solido oral) poderemos ter uma melhoria da solubilidade e,
consequentemente, na biodisponibilidade.

Dado ao seu impacto, especialmente em formas farmacéuticas sélidas, o polimorfismo assim
como o parametro solubilidade merece atencao especial no desenvolvimento farmacéutico. De acordo
com a literatura diferentes polimorfos podem variar em suas propriedades fisicas, como
solubilidade/dissolugdo e estabilidade do estado sdlido, bem como impactar seu comportamento
tecnoldgico em termos de fluxo de pds e compactac¢do durante processos de compressao [30]. O emprego
de uma forma polimérfica inadequada no estagio de formulag¢do ou qualquer transformacdo entre fases
durante o processamento e estocagem pode resultar em ineficacia farmacéutica ou até mesmo em
toxicidade [32]. A Anvisa reconhece como principal método de caracterizagdo de polimorfismo a difracdo
de raios X pelo método de pé (DRXP) [33], o qual encontra-se devidamente descrito no capitulo geral
5.2.31 da Farmacopeia Brasileira 62 edi¢do, volume | [34]. Entretanto, a caracteriza¢cdo polimdrfica pode
ser realizada por outras técnicas ou métodos como por exemplo:

i Microscopia.
ii. Analise térmica (por exemplo, DSC, andlise gravimétrica térmica e microscopia de estagio
guente).

iii. Espectroscopia (por exemplo, IR, Raman e ressonancia magnética nuclear de estado sélido

(ssNMR)) [33].

Apds caracterizado o polimorfo deve ser avaliado quanto a ser um atributo critico de qualidade
do IFA atrelado a sua performance no produto acabado, conforme racional da arvore deciséria N°4 do
guia International Conference on Harmonisation (ICH) Q6A, destacado na Figura 03 [35], por exemplo,
nao ha criticidade para IFAs que somente sdo usados totalmente dissolvidos na preparacdo de
medicamentos [33]. Tal avaliacdo de risco deve fundamentar a necessidade de se estabelecer o controle
na rotina e/ou no estudo de estabilidade, além disso, caso o IFA seja submetido a qualquer processo fisico

para reducdo do tamanho de particula (ex. microniza¢cdo), uma discussdo sobre o seu impacto no

polimorfismo do IFA deve ser fornecida [33].
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ARVORE DECISORIA N2 4: INVESTIGANDO A NECESSIDADE DE ESTABELECER CRITERIOS DE
ACEITAGAO PARA O POLIMORFISMO EM SUBSTANCIAS MEDICAMENTOSAS E MEDICAMENTOS

Substancia Medicamentosa

. . . . Diferentes ~
Realizar triagem de polimorfismo . Nenhuma agdo complementar.
1 ot . polimorfos podem
: na substancia medicamentosa.
ser formados?
Caracterize as formas, Exemplo:
- Difracdo de raios X por pd
- DSC/Termoanalise ——— Vapara 2.
- Microscopia
- Espectroscopia.
As formas tém
2 propriedades diferentes Nao
* (solubilidade, estabilidade,
ponto de fusdo)?
\ 4
Nenhum outro teste ou critério
Sim de aceitagdo para a substancia
medicamentosa
A
A seguranga,
desempenho ou eficacia Nao

do medicamento sdo
afetados?

Sim

Definir critério de aceitagdo para
conteudo polimérfico na P» Vi para 3.
substancia medicamentosa.

Figura 03. Arvore deciséria N°4 do guia ICH Q6A.
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ARVORE DECISORIA N2 4: INVESTIGANDO A NECESSIDADE DE ESTABELECER CRITERIOS DE
ACEITAGAO PARA O POLIMORFISMO EM SUBSTANCIAS MEDICAMENTOSAS E MEDICAMENTOS

Medicamento - Forma Farmacéutica Sélida ou Liquida Contendo Substancia Medicamentosa Ndo Dissolvida

Nota: Realize o seguinte processo somente se for tecnicamente possivel medir o conteddo polimérfico no
medicamento.

Os testes de desempenho do . T
S A, SR ——— Sim Estabelecer critérios de aceitagdo
3 »
. I —— »| para ofs) teste(s) de desempenho
polimorfos mudar (Ex., relevamelol
dissolugao)?
Ndo
Monitorar a forma do polimorfo
durante a estabilidade do
medicamento.
Ocorre uma mudanga N3o N&o ha necessidade de definir
que pode afetar a P critérios de aceitacdo para alteracdo
seguranca ou eficacia? do polimorfo no medicamento.

Sim

Estabelecer critérios de aceitacdo
que sejam consistentes com
seguranca e/ou eficacia.

Figura 03. Arvore deciséria N°4 do guia ICH Q6A - continuac3o.

Estudos recentes para caracterizagao polimoérfica do CBD demonstraram que este composto
apresenta 2 estruturas cristalinas: Forma 1 e Forma 2. A forma cristalina 2 em experimentos de ponto de
fusdo derrete em torno de 43—46 °C, ao passo que a forma cristalina 1 apresenta ponto de fusdo em torno
de 66 °C, portanto, considerando que a forma 2 tem um ponto de fusdao menor do que a forma 1 em
aproximadamente 20 °C, sugere-se que a forma 2 é um polimorfo metaestdvel formado cineticamente

“via modelagem”, enquanto a forma 1 representa o polimorfo mais estdvel termodinamicamente [36].
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Em ambito de desenvolvimento farmacéutico é importante destacar a necessidade de que ambas as
formas polimdrficas sejam testadas para fins de formulagao, especialmente para formas farmacéuticas
sblidas, pois a forma 2 (metaestavel) pode demonstrar melhoria na solubilidade/dissolu¢cio em
comparag¢do com a forma 1, enquanto, a combinacdo adequada dos excipientes, processo de fabricagdo
e material de embalagem poderd superar o desafio da estabilidade e garantir um prazo de validade
satisfatério para determinada composicao que seja formulada com o polimorfo 2.

Outro aspecto crucial do conhecimento estrutural é a avaliacao dos farmacos quanto a presenca
ou ndo de grupos funcionais criticos que possam impactar diretamente na estabilidade da droga e,
consequentemente, do medicamento. Este cendrio é de tamanha criticidade que nos ultimos anos tem se
tornado o foco de exigéncias e regulamentacdes por parte da Anvisa, sendo criteriosamente avaliado em
todos os processos de registro e pds-registro de medicamentos genéricos, similares e novos. Como base
legal nossa agéncia reguladora se ampara na RDC 53/2015 [37] e Guia 04/2015 [38], as quais determinam
gue as empresas tenham conhecimento aprofundado dos possiveis riscos e/ou produtos de degradagéo
que cada farmaco esteja sujeito em decorréncia da presenca de grupos funcionais criticos, bem como
sejam determinadas medidas de mitigacdo (ex. ajuste de formulagao, processo de fabricagao ou material
de embalagem) capazes de resguardar a qualidade e seguranga dos produtos.

De acordo com o Guia 04/2015 é na avaliagdo critica ou, como alguns autores preferem tratar, na
predicdao de degradacdo tedrica, que se concentra a necessidade de avaliacao dos grupos funcionais da
molécula do(s) ativo(s) mais suscetiveis a degradac¢do, como por exemplo, ésteres, amidas ou aminas, e
como resultado esta abordagem possibilita predizer os produtos de degradacado teéricos considerando as
reacdes mais comuns oriundas destes grupos [38]. Em uma avaliacdo como essa e na presenca de
grupamentos criticos é imprescindivel que o pesquisador acenda o “farol amarelo” pois ha vasta literatura
destacando, por exemplo, que grupamentos ésteres (R—COO-R', sendo R o radical organico) ou amidas (N
ligado a uma carbonila, C=0) s3o passiveis de hidrélise na presenca de agua ou umidade, assim como o
grupamento tiol (grupo SH ligado a um carbono saturado) apresenta tendéncia para reacées de oxidacdo.
Tal predicdo tedrica deverd ser validada ou confirmada via estudos de estresse experimentais e sempre
gue necessario devem ser determinadas as tratativas ou a¢Ges de mitigagcdo para os casos criticos, por
exemplo, farmaco sensivel a via de degradacdo oxidativa podera ser formulado na presenca de
antioxidantes e/ou com inclusdo de nitrogénio durante o processo produtivo, bem como o uso de material
de embalagem primaria impermedvel (ex.: frascos de vidro) pode ser uma alternativa. Trazendo esse olhar
para a molécula de CBD (Figura 01) é possivel concluir que ndo ha grupamentos funcionais criticos com

propensao a degradacado e, consequentemente, ndo é esperado grandes desafios de estabilidade para o
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formulador, fato este que se complementa a teoria de que sdlidos cristalinos ou farmacos de baixa
solubilidade tendem a apresentar maior estabilidade termodinamica, entretanto, como premissa do Guia
04/2015 é importante reiterar que todo esse racional tedrico deverd ser validado via estudos de estresse
experimentais para qualquer formulagdo contendo CBD.

Neste contexto fica evidente de que um desenvolvimento farmacéutico dentro das melhores
praticas internacionais e regulatérias é amparado por um conhecimento estrutural ou uma compreensao
abrangente das propriedades moleculares dos farmacos, que combinado a uma escolha apropriada dos
excipientes conforme via de administracao pretendida, ird proporcionar a concep¢ao de uma formulagao
segura e eficaz. Portanto, todo esse racional e preocupacdo quanto a solubilidade, caracterizacdo
polimérfica, estabilidade e combinacdo farmaco/excipiente adequadamente ajustada a forma
farmacéutica alvo deve ser aplicavel ao desenvolvimento de qualquer formulagdo contendo CBD e,
consequentemente, os principais desafios serdo mitigados culminando com um produto de qualidade e

eficacia assegurada ao uso clinico.
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3. RESULTADOS

O artigo intitulado “A comprehensive molecular analysis of cannabidiol: From solid state to
antioxidant potential” se concentra na modelagem molecular e nas propriedades eletrénicas do CDB e
compostos do tipo CDB usando descritores de reatividade quimica, visando entender as potenciais
propriedades antioxidantes. Os radicais formados durante os processos de eliminagao de radicais livres
foram avaliados em termos termodinamicos e eletrénicos por meio dos mecanismos de transferéncia de
atomos de hidrogénio e transferéncia de um elétron. Os célculos da entalpia de dissocia¢do da ligagao OH
e do potencial de ionizagdo mostraram que o CBD-C5 tem o melhor potencial antioxidante entre os

compostos do tipo CDB [39].
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Cannabis sativa contains approximately 540 natural compounds, including terpenes and flavonoids, and
Cannabidiol ) approximately 100 of these compounds are phytocannabinoids, of which the most studied are A°-tetrahydro-
II\)AI:’;eCUlar modeling cannabinol and cannabidiol. Due to potential therapeutic properties and psychoactive effects dissociated from

cannabis consumption, cannabidiol has received significant attention. This study focuses on molecular modeling
and the electronic properties of cannabidiol and cannabidiol-type compounds using chemical reactivity de-
scriptors, aiming to understand the potential antioxidant properties. The radicals formed during free radical
scavenging processes were evaluated in thermodynamic and electronic terms through the mechanisms of
hydrogen atom transfer and one-electron transfer. The topological parameters showed that the interactions are of
the closed-shell type and have a van der Waals character, except where the —OH group rotation occurs, resulting
in an H bond. Calculations of O—H bond dissociation enthalpy and ionization potential showed that CBD-Cs has

Antioxidant potential

the best antioxidant potential among cannabidiol-type compounds.

1. Introduction

Over the years, natural product-based compounds have captured
significant attention in the pharmaceutical, agri-food, and cosmetics
industries [1]. In this regard, cannabis has played a multifaceted role,
serving as food, seeds for oil, and fiber for ropes and nets [2]. The his-
torical documentation of cannabis has been traced back to central and
southeast Asia, and its expansion and dissemination finally occurred
when the species reached Africa and America [3]. The use of cannabis
was mentioned in the Ebers papyrus around 1500 BC as a medicine for
the treatment of inflammation and depression [4].

Concerning its pharmacognostic evaluation, the Cannabis sativa plant
encompasses over 540 phytochemicals, including terpenes, flavonoids,
and phytocannabinoids. Approximately 100 of these compounds have
been identified as phytocannabinoids [5,6], marking a diverse array of
natural-based chemical entities within the plant’s profile. At present,

* Corresponding author.

several countries acknowledge and employ various cannabis-based
products as medication for the treatment of diseases [7]. The most
tested and consumed phytocannabinoids are A°-tetrahydrocannabinol
(A°-THC) and cannabidiol (CBD), and both bind in a partial agonist or
antagonist manner to the cannabinoid 1/2 receptors (CB1/2) [8].
Although cannabis faced stigma in the 20th century, primarily due to the
psychoactive nature of A°-THG, its well-known therapeutic activity has
been attributed to several compounds; one of the most important, owing
to its pharmacological potential, is CBD [9].

CBD is a terpenephenolic compound containing two hydroxyl groups
linked in the ortho position and an n-pentyl chain linked in the para
position of the aromatic ring. The absolute configuration is trans at 1,2-
positions of the compound [10]. CBD belongs to a group of seven
compounds known as cannabidiol-type compounds [10], namely
(—)-cannabidiol (CBD-Cs), cannabidibutol (CBD-C4), cannabidicol
(CBD-Cy), cannabidiolic acid (CBDA-Cs), cannabidiol monomethyl ether
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(-)-cannabidiolic acid

(-)-cannabidiorcol

(-)-cannabidivarin

cannabidiol-type compound

(0]
(-)-cannabidivarinic acid

Fig. 1. Structural formula of cannabidiol-type compounds.

Table 1

Crystallographic data and structure refinement for cannabidiol.
Crystal data Form I Form II
Chemical formula C21H3002 C21H3002
Molecular weight (g/mol) 314.4617 314.4617
Crystal system Monoclinic Monoclinic
Space group P2, P2,
a @) 10.617(4) 10.43950(10)
b (10\) 10.649(5) 10.87390(10)
c (10\) 17.266(6) 16.7853(2)
a(®) 90 90
pC) 95.30(4) 95.4480(10)
7 () 90 90
Volume (10\3) 1943.76 1896.83
V4 4 4

(CBDM-Cs), (—)-cannabidivarin (CBDV-C3), and cannabidivarinic acid
(CBDVA-Cg), as shown in Fig. 1. They all share a typical structure,
differing only in the substituent groups at R; and Ry, and the length of
the aliphatic chain at Rs. (Fig. 1) [11,12].

CBD has presented considerable interest in recent years due to its
therapeutic properties, which are distinctly devoid of the psychoactive
effects commonly linked with cannabis use [13]. This natural-based
compound is used mainly for the treatment of chronic inflammation
and pain, cancer, epilepsy, schizophrenia, Parkinson’s disease, sub-
stance use disorders, and anxiety disorders, among other medical con-
ditions [14-16]. Some authors reported the actions of CBD outside of the
endocannabinoid system due to its low binding affinity for endogenous

cannabinoid receptors (CB;, CBy, and GPR55) [6,17-19]. On the con-
trary, there is a high relationship between CBD and these receptors and
others, such as transient receptor potential vanilloid (TRPV) and
peroxisome proliferator-activated receptor gamma [20]. The fatty acids
amide hydrolase (FAAH) and monoacylglycerol lipase (MAGL) that
metabolize the endocannabinoids are targets for CBD and developing
novel therapeutics [21-23]. As an inverse agonist/antagonist at the CB,
receptor and an FAAH inhibitor, CBD effectively reduces breast cancer
proliferation, invasion, and metastasis. This effect is associated with
increased levels of the CBj; receptor rather than the CB; receptor and the
overexpression of FAAH [24-27]. CBD is a terpenophenolic compound
with a terpene ring and a phenolic ring connected by the C;—C5 bond,
with an n-pentyl aliphatic chain attached to the aromatic ring in the
para-position. Additionally, two hydroxyl groups are attached to the Cg
and Cj, atoms of the aromatic ring (Fig. 1). The absolute configuration is
trans at 1,2-positions of the compound [10].

Developing CBD-based drugs includes a comprehensive under-
standing of their molecular and electronic properties. The in-depth
comprehension enhances our insights into the therapeutic potential
and contributes significantly to ensuring the safety profile of this phar-
maceutical for clinical use. This work aimed to compare the electronic
structures of cannabinoid-type compounds (CBD-type) through chemi-
cal reactivity descriptors and the free radical scavenging mechanisms
(HAT and SET-PT). Spin density calculations [28] and natural bond
orbital [29,30] (NBO) analysis were used to predict the stability of
possible radicals formed during free radical scavenging processes. The
theoretical calculations were carried out using density functional theory
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Fig. 2. Relaxed scan calculated for the rotation of the (a) C;—Csg, (b) C;—C5, (c) C10—Ci3, and (d) C;3—Cy4 bond. The conformations include alternating antiplanar
(I) and (VID), eclipsed anticlinal (II) and (VI), alternating syncline (III) and (V), and eclipsed synplanar (IV). In (b), the conformers A and B structures in the can-

nabidiol crystal.

[31,32] (DFT) in the gas phase, and a supramolecular arrangement
analysis of two conformers of CBD was carried out, and the stability of
those intermolecular interactions was verified by NBO analysis.

2. Computational Procedures
2.1. Molecular modeling analysis

The crystal structures of CBD were retrieved from the Cambridge
Crystallographic Data Centre (CCDC) under codes 1120112 [33] and
1533487 [34]. Crystal structure I (P-I) was obtained by Peter G. Jones
and co-workers in 1977, and crystal structure II (P-II) by Tobias Mayr
and co-workers in 2017. Although both crystalline states were formed in
the same primitive crystal system, conformational polymorphism arises
due to the rotation of one of the —OH groups present in the aromatic
ring of the compound. The molecular structure of CBD underwent
theoretical calculations using DFT, implemented in the Gaussian 16 [35]
program package. Relaxed scan calculations showed the most stable

conformations of the studied systems. The molecular structure of com-
pounds in the solid state differs slightly from their geometries in the gas
phase due to intermolecular interactions within the crystal lattice. Since
the electronic properties described in this work were determined in the
gas phase, it is necessary to fully optimize the compounds to ensure their
molecular geometries correspond to a local minimum on the potential
energy hypersurface. Initially, the compounds were optimized using the
M06-2X[36]/6-311++G(d,p) level of theory. Subsequently, they were
reoptimized at the M08-HX[37]/6-311++G(d,p) level of theory and
frequency calculations were carried out at this same level. The absence
of imaginary frequencies confirms that the compounds are located at a
local minimum on the potential energy hypersurface. It is expected that
such a sequence of calculations may result in more accurate energy
values of molecular systems. Statistical calculations employing the One-
Way ANOVA test, integrated into the RStudio software package, were
carried out to assess variations in geometric parameters in the con-
formers present in the asymmetric unit of each crystal. The theoretical
results were also subjected to statistical analysis to determine whether
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(a)

+0.34 kcal/mol

(b)

Y

Fig. 3. Rotation of the C;3—Cy4 bond in CBD conformer A, which consumes 0.34 kcal/mol for the formation of conformer B and overlap of both structures.

the chosen theory level adequately describes CBD’s molecular structure.

2.2. Supramolecular arrangement

The interaction patterns in the supramolecular arrangements of CBD
crystals were investigated by analyzing the Hirshfeld surfaces [38,39]
(HS), and 2D fingerprint plots [40] of CBD conformers, providing in-
formation about the intermolecular interaction patterns by the color
map and the specific properties of the surfaces. To achieve this, it
employed the CrystalExplorer [41] program. The HS provides qualita-
tive information on the intermolecular interactions present in crystalline
structures, according to the equation,

W(I‘) =P promolecule/ pprocrystal = Zﬂfpmmoleculep a (l‘) / Z

where p, (1) is a spherically averaged atomic electron density centered at
a atom belonging to the promolecule and procrystal are sums over the
atoms belonging to the molecule and the crystal, respectively.

The quantum theory of atoms in molecules [42,43] (QTAIM)
formalism was undertaken to determine the nature of interactions be-
tween the CBD molecular units through the topological parameters. In
QTAIM, interactions between two atoms form a critical point in the

Pa(X), (€Y

A€procrystal

charge density, p(r) [44]. If the charge is concentrated at this point, a
local maximum appears on the interatomic surface; conversely, if the
charge is depleted, a local minimum is assigned. The Laplacian of p(r),
V2p, at the bond critical point (BCP) identifies regions where potential
energy contributions dominate to lower the system energy [44,45],
following the virial theorem.

T plr) = 26() +v(r),

(2)

where G(r) is the kinetic energy density and v(r) is the potential energy
density. For G(r) > 0, the system energy decreases for every |v| > 2G,
where V2p < 0, indicating systems with shared nuclei, such as covalent
bonds. Conversely, if v(r) exceeds the system, the charge density con-
centrates at the atomic nuclei (or nuclear attractors), where G(r) dom-
inates at the critical point, characterizing a closed-shell system. This
pattern is typical of noble gases, ionic bonds, and hydrogen bonds,
where V2p > 0. The relationship of V2p with the total energy density
[46], h(r), is given by,

2
() + 50, ®)

8m

h(r)
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Fig. 4. Scatterplots of data on the lengths and bond angles of cannabidiol conformers in (a) P-I, (b) P-II, and (c) theoretical calculations.

so that, by the virial theorem, internuclear region (p is large), G(r) < |[v(r)|, V?p < 0 and h(r) < 0. On
the other hand, for systems whose charge density is depleted in the
h(r)=G . 4
® (r) +v() “) internuclear region (p is small), G(r) > |v(r)|, V2p > O and h(r) > 0 [46].
Thus, for systems whose charge concentration is large in the
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Fig. 5. Boxplots of (a) length and (b) bond angle of cannabidiol. The graphs showed that there were no outliers among the conformers.

2.3. Antioxidant potential

To comprehend the antioxidant properties, the electronic structure
of CBD was analyzed and compared to other natural cannabinoid com-
pounds of the CBD-type extracted from Cannabis sativa L. [10]. Chemical
reactivity descriptors were derived from the energies of the frontier
molecular orbitals, the highest occupied molecular orbital (HOMO), and

HAT
I
A—H + R-——

SET
I — .
I

the lowest unoccupied molecular orbital (LUMO) [47], including
chemical hardness [48,49],

e

measuring resistance to deformation of the electron cloud during
chemical processes, chemical potential [49],

oE I+A
(),

I-A

5 )

v

related to charge transfer from a species with higher chemical potential,
Hharges> to one with lower chemical potential, gy, 1, and the global elec-

trophilicity index [50],

0 =" &)

measuring energy stabilization when the system acquires electronic
charge from the environment. In Egs. (5) and (6), E is the energy of the
system, N is the number of particles, v is the external potential, y is the
electronegativity, >~ —Eyomo 1s the ionization potential, and
A =~ —Fpypmo is the electron affinity. Calculation of Fukui’s f° function
[51,52]

szwmr ®)

———» A

[AH]™ + [Ri]

enabled the most probable sites for radical attacks on the CBD molecule
to be predicted.

There are two main mechanisms involved in the free radical scav-
enging processes: the hydrogen atom transfer (HAT) mechanism and the
single electron transfer followed by proton transfer (SET-PT) mecha-
nism, [53].

+ R—H

PT
— A.
II

+ R—H

In the HAT mechanism, the free radical (R’) abstracts a hydrogen
atom from the antioxidant compound (A—H), forming a new radical A’
derived from A—H and the neutral compound R—H. To evaluate the
antioxidant power of A—H, O—H bond dissociation enthalpy (BDE) is
calculated, according to the expression

BDE = Ha. +Hu. —Han ()]

where Hay, Ha., and Hy. are the antioxidant, radical from A—H, and
hydrogen atom enthalpies, respectively. The bond dissociation enthalpy
(BDE) was calculated with thermal corrections, using energies calcu-
lated at 0 K and thermal corrections to the enthalpy at T = 298.15 K, as
implemented in the Gaussian 16 program. The BDE value for the ho-
molytic breaking of the O—H bond in phenolic compounds is a theo-
retical parameter widely used to measure the hydrogen atom transfer
capacity, and the lower it is, the greater the antioxidant activity of the
compound [54]. In the SET-PT mechanism, the antioxidant compound
initially loses an electron to the free radical, forming the radical cation
[AH]" and the anion [R:]~ (Step I). Then, [R:]™ abstracts a proton from
[AHT, forming A" and R—H (Step II). The thermodynamic descriptors
in this mechanism are the ionization potential (IP) and the proton
dissociation enthalpy (PDE)

IP = Hy - +He — Han 10)

and
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Fig. 6. 2D fingerprint plots of the conformers present in crystalline states (a) I and (b) II of cannabidiol, and (c) bar graph showing the percentages of contacts on

their respective Hirshfeld surfaces.

PDE = Hy. +Hyyr — Hjpyy e an
where Hpy, H[AH,]+, Hp., Hy+, and H, are the antioxidant compound,
radical cation [AH']™, cation from the A—H, proton, and electron en-
thalpies, respectively. In this case, the antioxidant potential is deter-

mined by the sum of the IP and PDE values. The lower the sum, the

better the antioxidant character. In each of these mechanisms, the for-
mation of the radical A’ derived from the antioxidant compound occurs,
which should be more stable and less reactive than the initial free
radical. To this end, spin density calculations [55] were carried out to
predict how the unpaired electron behaves in the structure of each
radical formed. Additionally, to verify the stability of these radicals,
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Fig. 7. Hirshfeld surfaces of cannabidiol conformers in (a) I and (b) II crystals. The red spots indicate the surface regions where the contact distance is less than the
sum of the van der Waals radii, and the white areas indicate that the contact distance is equal to the sum of these radii.
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Fig. 8. Shape index of cannabidiol conformers in (a) I and (b) II crystals. The red regions indicated by black circles indicate where C—H---x interactions occur.

NBO analysis was carried out through the values of the stabilizing en-
ergies, estimated using the second-order perturbation formula

S \2
Flo;) Fj
= —n

E(2) _ <6i
[ L Ty
j i

. : (12)
Sj* — &

where (6|F|6)? or Fl? is the Fock matrix element between the i, and j NBO;

¢, is the energy of the antibonding orbital ¢*, and ¢, is the energy of the
bonding orbital ¢; n, is the population occupation of the ¢ donor orbital.

3. Results and discussion
3.1. Comparative solid state description

The molecular structure of CBD was determined in 1963 by
Mechoulam-Shvo; however, its crystallographic parameters were only

obtained in 1977 by Peter G. Jones and co-workers. Cannabidiol crys-
tallizes in the monoclinic space group P2; with two independent mol-
ecules in the asymmetric unit. The crystallographic parameters are
shown in Table 1.

The CBD molecule has four important rotational bonds that predict
its conformation: Co—Cjg, C;—C7, C19—C13, and C13—Cj4. Relaxed scan
analyses of these bonds showed that the torsional angles corresponding
to the lowest energy state of the molecule are 58.55° for
Cl—Cz—Clg—CQO (Fig. 2a), 120.85° for Cz—cl—C7—C8 (Flg Zb),
89.63° for Cg—clo_clg—cl4 (Fig. 26), and 180° for C10—C13—C14—C15
(Fig. 2d). The two conformers differ by the conformation of the n-pentyl
group linked to the aromatic ring of the compound (Fig. 3). In conformer
A, the n-pentyl group is arranged linearly, forming a dihedral angle of
—55.18° with the aromatic ring, while in conformer B, the group is
rotated, forming a dihedral angle of 116.53°. A conformational analysis
for the rotation of the C;3—Cy4 bond, was carried out through relaxed
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Interactions present in the supramolecular arrangement of CBD, where H---A is the bond distance between the H atom and the acceptor atom (A), D—H---A is the bond
angle formed between the donor atom (D), H, and acceptor (A). The topological parameters of QTAIM are also presented, in addition to the type of resulting

interaction.

Interaction pla.u.) V?p(a.u.) G(r)(a.u.) v(r)(a.u.) h(r)(a.u.) [v| Interaction type
G

Crystalline state I
05:+-0y 0.0111 0.0406 0.0093 —0.0085 0.0009 0.9 van der Waals
Ci7—H---Oy 0.0086 0.0308 0.0065 —0.0054 0.0012 0.8 van der Waals
C4—H:--Oy 0.0088 0.0299 0.0064 —0.0054 0.0010 0.8 van der Waals
Co—H:--Oy 0.0068 0.0212 0.0044 —0.0035 0.0009 0.8 van der Waals
O;---H—Cy5 0.0068 0.0215 0.0047 —0.0040 0.0007 0.9 van der Waals
01-+-H—Ci¢ 0.0020 0.0083 0.0016 —0.0011 0.0005 0.7 van der Waals
Ci4—H--Cyio 0.0040 0.0101 0.0022 —0.0018 0.0004 0.8 van der Waals
Cig—H---Cy 0.0050 0.0124 0.0027 —0.0022 0.0004 0.8 van der Waals
Cio--H—Coy’ 0.0057 0.0187 0.0038 —0.0030 0.0009 0.8 van der Waals
Ce--H—Ci3 0.0067 0.0161 0.0035 —0.0031 0.0005 0.9 van der Waals
Ci3—H-Cg 0.0067 0.0161 0.0035 —0.0031 0.0005 0.9 van der Waals
Ci1—H---Cqy 0.0061 0.0169 0.0035 —0.0028 0.0007 0.8 van der Waals
Coo—H:--H—Oy 0.0042 0.0135 0.0027 —0.0020 0.0007 0.7 van der Waals
Cy1—H---C34—Csy 0.0073 0.0235 0.0047 —0.0035 0.0012 0.7 van der Waals
Ci3—H---H—Cyo 0.0052 0.0151 0.0032 —0.0026 0.0006 0.8 van der Waals
Ci7—H--H—Cyy 0.0086 0.0238 0.0051 —0.0043 0.0008 0.8 van der Waals
Ci5—H---H—Cyy 0.0049 0.0144 0.0031 —0.0026 0.0005 0.8 van der Waals
Ci7—H---H—Cy¢ 0.0100 0.0341 0.0070 —0.0055 0.0015 0.8 van der Waals
Cy—H--H—Cg 0.0031 0.0103 0.0019 —0.0012 0.0007 0.6 van der Waals
O0;—H--H—Cys 0.0052 0.0143 0.0031 —0.0026 0.0005 0.8 van der Waals
0;--Cry 0.0050 0.0167 0.0035 —0.0029 0.0007 0.8 van der Waals
Crystalline state II
Oy--H—O0y 0.0207 0.0973 0.0209 —0.0174 0.0035 0.8 H-bond
Ci7—H--Oy 0.0058 0.0205 0.0044 —0.0037 0.0007 0.8 van der Waals
C4—H:-Oy 0.0075 0.0254 0.0055 —0.0046 0.0009 0.8 van der Waals
Ci17—H-0, 0.0052 0.0198 0.0042 —0.0034 0.0008 0.8 van der Waals
Ci4—H--Cig 0.0043 0.0110 0.0024 —0.0020 0.0004 0.8 van der Waals
Ci6—H--Cy 0.0037 0.0100 0.0021 —0.0017 0.0004 0.8 van der Waals
Ci1—H--Cg 0.0055 0.0154 0.0032 —0.0026 0.0006 0.8 van der Waals
Co—H:--Cyo 0.0078 0.0257 0.0053 —0.0042 0.0011 0.8 van der Waals
0,—H---Cg 0.0073 0.0243 0.0051 —0.0041 0.0010 0.8 van der Waals
Co---H—Cg 0.0064 0.0168 0.0036 —0.0030 0.0006 0.8 van der Waals
Cis—H:--Cyy 0.0048 0.0176 0.0035 —0.0026 0.0009 0.7 van der Waals
Ce-H—Ci3 0.0071 0.0181 0.0039 —0.0033 0.0006 0.8 van der Waals
Cy1—H--Cy2 0.0066 0.0193 0.0040 —0.0032 0.0008 0.8 van der Waals
Ci7—H---Cyy 0.0048 0.0138 0.0030 —0.0025 0.0005 0.8 van der Waals
Cis—H--H—Cyo 0.0039 0.0121 0.0025 —0.0020 0.0005 0.8 van der Waals
Ci7—H--H—Cpy 0.0045 0.0144 0.0030 —0.0024 0.0006 0.8 van der Waals
Cy1—H---H—Cy 0.0020 0.0068 0.0013 —0.0010 0.0004 0.7 van der Waals
Ci—H---H—Cyy 0.0024 0.0088 0.0018 —0.0014 0.0004 0.8 van der Waals
C4;—H--H—Cyn 0.0026 0.0084 0.0017 —-0.0013 0.0004 0.8 van der Waals
C4,—H--H—C¢ 0.0028 0.0089 0.0018 —0.0014 0.0004 0.8 van der Waals
Ce—H:---H—Cy4 0.0020 0.0068 0.0013 —0.0009 0.0004 0.7 van der Waals

scanning. The results indicate that the lowest energy state corresponds
to the conformation where the linear CBD chain alternates antiplanarly
(I) and (VII). However, the synclinal alternating conformations (III) and
(V) exhibit slightly higher energy levels than the former conformation,
approximately 0.34 kcal/mol. Baranovi¢ [56] showed that the energy
difference between two conformations is 0.26 kcal/mol. Furthermore, it
was shown that the CBD molecule interacts as an antagonist at the CBD
receptor binding site through attractive dispersion forces with the
eclipsed anticline conformation [57]. This minor conformational vari-
ation justifies the presence of conformers in the crystal. The terpene and
phenolic rings of CBD are in planes approximately perpendicular to each
other. However, in the crystal, it was observed that there were slight
variations in the orientation of these planes in each conformer, with an
angle of approximately ~80° in A and ~72° in B.

Conformers A and B exhibit slight variations in bond lengths and
bond angles. However, statistical calculations conducted using the One-
Way ANOVA test indicated no significant differences in these geometric
parameters. Regarding bond lengths, the statistical results were as fol-
lows: F(1, 46) = 0.01, p = 0.921 for P-I, and F(1, 46) = 0.013, p = 0.910
for P-II. Meanwhile, for bond angles, the results were: F(1, 64) = 0.01, p
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= 0.920 for P-I, and F(1, 64) = 0.014, p = 0.907 for P-II. The graphs in
Fig. 4 illustrate that the data dispersion is more pronounced between
conformers A and B of P-I. In fact, the mean absolute differences

MAD — Z@ (10
i=1

indicate that the variation is more pronounced in this conformer (MAD
=0.0200 f\) compared to the values obtained for P-II (MAD = 0.0073 10\).
In Eq. 9, y, and yg represent the values of the geometric parameters. The
boxplots in Fig. 5 demonstrate that, in P-I, the median values of bond
length and bond angle for conformer A are 1.496 A and 117.35°. In
contrast, for conformer B, they are 1.491 A and 118.55°, representing a
relative difference of only 0.33 %. The interquartile range values exhibit
differences of 1.57 % for bond length and 1.78 % for bond angle. In P-II,
the median values for bond length are 1.506 A for both conformers and
for bond angle, they are 117.88° (conformer A) and 118.15° (conformer
B). The interquartile ranges are nearly identical (0.122 A and 0.125 i\);
however, for bond angles, this difference is smaller in conformer A
(7.57° vs. 8.61°).

Theoretical calculations revealed that, as a result of the varying
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Fig. 9. Molecular electrostatic potential maps indicate the regions that form the Cy3—H---H—C;9’ and C;,—H---H—Cy;' dihydrogen interactions. In the supramo-
lecular arrangements of cannabidiol, hydrogen atoms have positive electrostatic potentials, although close to zero. The electrostatic potential values in the figure are

given in kcal/mol.

conformations of the compound, the geometric parameters also
changed. Nevertheless, these changes are not statistically significant,
with F(1, 46) = 0.001, p = 0.972 (for bond length) and F(1, 64) = 0.061,
p = 0.806 (for bond angle).

3.2. Supramolecular arrangement

In both CBD crystal structures, weak interactions between molecular
units were observed, characterized as closed-shell according to the
QTAIM formalism. The conformational differences into supramolecular
arrangements arise from the rotation of hydroxyl groups connected to Cg
and Cg' atoms. This orientation results in the formation of an H-bond in
P-II, which is absent in P-I. The analysis of the 2D fingerprint plots for
the P-II conformers (Fig. 6b) reveals the presence of the H-bond inter-
action represented by the pointed shape, which is absent in P-I (Fig. 6a).
Additionally, they revealed distinct contact patterns on the HS for both
crystals, as shown in the bar plot in Fig. 6¢. Conformers in P-II exhibited
increased O---H and C---H contacts, accompanied by a reduction in H---H
interactions. Additionally, C---O and O---O contacts were absent in P-II.

HS in Fig. 7 reveals a larger spot in the O region of conformer A of P-
II (Fig. 7b), while in P-I (Fig. 7a), the spot is smaller. This variation arises
from the fact that in P-I, the contact between the O, atoms of conformer
A and O of conformer B occurs at 2.859 f\, whereas in P-II, there is
contact between O, and the hydrogen atom from the hydroxyl group
(H—0,) at 1.985 A. QTAIM topological results show that the Oy---O;’
interaction has a van der Waals character in P-I, as evidenced by very
low electron density in the internuclear region (p = 0.0111, V?p =
0.0406, and h = 0.0009). This interaction is formed with the contribu-
tion of 14.88 % of the p orbital of O, and 25.79 % of the 5 orbital of O;".
In P-II, the O,---H—O' interaction forms an H-bond, with the p value
approximately 1.9 times greater compared to P-I (p = 0.0207, V?p =
0.0973, and h = 0.0035). In this case, the interaction is formed with the
contribution of 33.90 % of the o orbital of Oo—H and 49.45 % of the 5
orbital of O7'.

The 2D fingerprint plots also revealed a slightly higher number of
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O---H contacts in P-II compared to P-I, with differences of 1.6 % for
conformer A and 1.9 % for conformer B. In both supramolecular ar-
rangements, other O--H contacts were observed, including the
C17—H---0;{' interaction between conformers A and B and the
C4—H---Oy' interaction between two conformers B. QTAIM topological
parameters indicated slightly stronger interactions in P-I, with electron
densities being 1.5 and 1.2 times higher, respectively. Consequently, the
interacting atoms are closer in P-I, with lengths of 0.067 A and 0.050 A
smaller than P-II. These interactions exhibit van der Waals character in
both crystals. Furthermore, interactions are formed by different orbitals
in each supramolecular arrangement. In P-1, the C;;—H---O;’ interaction
is formed by the contribution of ¢ orbitals, with 48.83 % from the
6(C17—H) orbital and 28.69 % from the 6(0;—H) orbital, while in P-1I,
it is formed by the contribution of 46.95 % from ¢(C;;—H) and 11.71 %
from 7(01). The C4/—H---O5' interaction in P-I also occurs with the
contribution of ¢ orbitals: 43.21 % from the 6(C4/—H) orbital and 28.95
% from the ¢(0Oy—H) orbital, whereas in P-II, there is a contribution of
44.53 % from the 6(C4—H) orbital and 41.68 % from the 5(05)) orbital.
It appears that the contribution of ¢ orbitals has a greater effect on the
stability of these interactions in P-I, resulting in stronger interactions at
shorter distances and consequent increases in p in the internuclear
region.

The 2D fingerprint plots also showed increases of 2.2 % and 2.0 % in
C---H contacts on the HS of conformers A and B in P-II. These contacts
are due to C—H---n interactions in supramolecular arrangements. The
shape indexes of conformers A and B, presented in Fig. 8, show the re-
gions in which such interactions occur. Two interactions of this type are
common in both crystals, C;4—H---n and Cj¢—H---n. Other C—H---n
interactions are shown in Table 2. In the Cy4—H---n interaction, the
value of p is slightly higher in P-II (about 1.07 times) and is formed by
the contribution of 17.34 % from the 6(C14—H) orbital and 35.77 %
from the r orbital. In P-I, the interaction is formed by contributing 28.90
% from the ¢(C4—H) orbital and 33.13 % from the & orbital. Therefore,
the interaction is more stable in P-II. In the C;—H---1 interaction, the
electron density is 1.4 times greater in P-I, and the interaction is formed
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CBD-C;
—171.27 kcal/mol —21.85 kcal/mol
CBD-C,
—170.88 kcal/mol —22.84 kcal/mol
CBD-C,
—172.16 kcal/mol —22.00 kcal/mol
CBDA-C;
; |
—175.30 kcal/mol —23.13 kcal/mol
9
CBDM-C;
—172.14 kcal/mol —20.49 kcal/mol
CBDV-C,
—170.80 kcal/mol —21.68 kcal/mol
CBDVA-GC;
—176.11 kcal/mol —23.08 kcal/mol

Fig. 10. Isosurfaces of the frontier molecular orbitals of known CBD-type natural compounds, produced at the MO8HX/6-311++G(d,p) level of theory in the gas
phase (isovalue: 0.04). HOMO is on the left of the figure, and LUMO is on the right.
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Table 3

Reactivity indices for cannabinoid compounds obtained at MO8-HX/6-311++G(d,p) level of theory. The values are in units of kcal/mol.
Descriptor CBD-Cs CBD-C4 CBD-C, CBDA CBDM CBDV CBDVA
Enomo —171.265 —170.876 —172.155 —175.303 —172.143 —170.801 —176.106
Erumo —21.854 —22.839 —21.998 —23.127 —20.493 —21.679 —23.077
AEq.* 149.411 148.037 150.157 152.176 151.649 149.122 153.029
Chemical potential (x) —96.559 —96.857 —97.077 —99.215 —96.318 —96.240 —99.591
Chemical hardness (¢) 75.078 74.019 74.705 76.088 75.825 76.515 74.561
Electrophilicity index (w) 62.760 63.371 62.403 64.686 61.175 64.814 62.111

" AEn. = Erymo - Erumo-

with the contribution of 36.64 % from the = orbital of the phenolic ring
and 37.05 % from the 6(C1¢—H) orbital. In P-II, the orbital contribution
is 32.76 % from the 7 orbital and 35.77 % from the 6(C;6—H) orbital. In
this case, the interaction is more stable in P-I.

H---H contacts are 2.3 % more numerous in P-I for conformers A and
B. Several dihydrogen interactions, C—H:---H—C, are observed in the
two supramolecular arrangements, as can be seen in Table 2. These are
electrostatic interactions between two oppositely charged hydrogen
atoms, or identical or similar hydrogen atoms close to electrical
neutrality, opposing dihydrogen bonding with positively and negatively
charged hydrogens [58,59]. The electrostatic potentials of the hydrogen
atoms are similar in the Ci3—H.--H—C;¢' and Cy;—H---H—Cy{ in-
teractions, as shown in Fig. 9 by the MEP maps of the CBD conformers.
The QTAIM topological parameters revealed that the electron density is
slightly higher in P-I for both interactions, and all of them are formed by
contributions from ¢(C—H) orbitals in the BCP. These interactions are
weak, but they play a stabilizing role in CBD’s supramolecular systems.
This means that these dihydrogen interactions better stabilize the P-I
crystal.

3.3. Antioxidant potential

Previous studies [60] have demonstrated that CBD exhibits antioxi-
dant potential similar to well-known antioxidants like vitamin E [61]
and BHT. This property is attributed to its molecular structure, which
contains —OH groups in the aromatic portion of the molecule, which are
capable of converting reactive species into less reactive or even inert
species. The isosurfaces of CBD’s frontier molecular orbitals (Fig. 10)
reveal that the HOMO is a z orbital predominantly located in the aro-
matic portion of the molecule. Therefore, this region is the most likely
site for removing an electron during oxidation processes in the presence
of ROS.

In other compounds, the HOMO isosurface indicates that the =
orbital is also found in the aromatic region of the molecule. However,
the structure of this orbital probably undergoes some minor changes in
CBD-C;, CBD-C4, and CBDVA-Cs, and is also present in the terpene ring.
When comparing the HOMO energies (Eyomo) of CBD (CBD-Cs) with
those of the other six compounds (Table 3), it can be observed that CBD
presents the third-highest value (—171.26 kcal/mol), indicating that its
electrons are more delocalized than those of the other compounds.
Furthermore, the high chemical potential (—96.559 kcal/mol) suggests
an ease of charge transfer to ROS during free radical scavenging pro-
cesses. On the other hand, the chemical hardness (75.078 kcal/mol)
values indicated that all seven cannabinoids have similar polarizabil-
ities, and CBD-Cs is the third least hard compound, being around 2.4 %
softer than CBDV, the hardest in this class. All these properties suggest
that CBD-Cs tends to transfer electrons. Table 3 presents the values of the
chemical reactivity descriptors obtained for CBD and the other six
cannabinoids in the group.

It has been demonstrated that during the free radical scavenging
processes, CBD-Cs transforms into less active species, preventing the
formation of superoxide radicals generated by xanthine oxidase and
NADPH oxidase [62], in addition to being able to chelate metal ions
responsible for producing extremely reactive "OH radicals [63]. The
antioxidant potential of CBD-Cs is due to the —OH groups present in the
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phenol portion of the molecule [64]. Fig. 11a schematically presents
both antioxidant mechanisms to the CBD and the possible radicals
formed during the free radical scavenging process, according to Fukui’s
£° function. The results indicated that oxygen atoms, particularly O,, are
the most susceptible to reactive species attacks in this mechanism, as
shown in the isosurfaces of the f° function in Fig. 11b. These isosurfaces
reveal that the CBD molecule’s Cg, Cg, and Cp; atoms are potential sites
for radical attacks. Consequently, four CBD radicals can be formed after
a ROS attack. The calculations indicated that by removing the hydrogen
radical linked to the O; (radical 1) and O (radical 2) atoms, the un-
paired electrons could be in their respective oxygen atoms. The spin
densities on these oxygen atoms are very similar, measuring 0.359 for O;
and 0.374 for O,. Furthermore, the unpaired electron can be located
with greater density on the carbon atoms opposite the oxygen atoms;
that is, C1; for the radical in O; and Cg for the radical in Os.

The thermodynamic descriptor calculations for CBD are presented in
Table 4. Both the BDE and IP+PDE values showed that the antioxidant
potential of the cannabinoid compound is most prominent due to the
radical attack on the H atom of the —O,—H group, as indicated by the
Fukui f° function. The abstraction of the H atom from the C atoms
resulted in very high BDE values (118.6 and 119.6 kcal/mol), and these
atoms were not targeted during the radical attacks. Compared to other
CBD-type compounds, it is possible to observe that CBD has the best
antioxidant potential. Furthermore, when compared to other com-
pounds commercially used as antioxidants in food products, cosmetics,
and biodiesel, namely butylated hydroxyanisole acid (BHA), butylated
hydroxytoluene (BHT), gallic acid (GA), propyl gallate (PG), pyrogallol
(PY), and tert-butylhydroquinone (TBHQ), it was observed that the BDE
values are in the range of 78-87 kcal/mol. Thus, the BDE,;, for CBD is
slightly higher (~2.2 %) compared to the upper limit of the range pre-
sented for such compounds. Flavonoids such as quercetin, luteolin, and
taxifolin also present BDE values within the indicated range (72.11,
73.32, and 73.56 kcal/mol, respectively) [65]. Chalcones containing
phenolic nuclei presented BDE in the range of 73-99 kcal/mol [66].
Although the BDE values for CBD are high, experimental tests have
demonstrated the antioxidant potential of this cannabinoid compound
[67-69]. It was observed that the compound CBD-C; has the lowest
[IP+PDE] i, value of this group of cannabinoids, indicating that the
SET-PT mechanism is the preferred one. In the case of CBD-Cs, the
preferred mechanism is HAT. The IP values indicate that CBDM tends to
transfer the electron to the free radical in Step I of the SET-PT mecha-
nism more easily than other cannabinoid compounds. The IP range for
commercial antioxidants is 171-183 kcal/mol, with CBD-Cs falling
within this range.

For a compound to be a good antioxidant, the radical formed after a
radical attack must be at least more stable and less reactive than the free
radical R". Thus, calculating the enthalpy difference of neutral canna-
binoids and their respective radicals revealed that the stabilities of
radicals 1 and 2 are similar across all compounds. The graph in Fig. 12
shows the AH values obtained for the radicals. These values indicate that
the CBD-Cs radicals exhibited slightly higher stability, with radical 2
marginally more stable than radical 1. The NBO analysis revealed
hyperconjugations between the pure p donor orbital #,(01) and the
acceptor orbitals 6”(C;—Cg) and ¢ (Cg—Co), aiding in the stabilization
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Fig. 11. (a) Scheme of radical formation from the mechanisms of free radical scavenging by cannabidiol; (b) Isosurface of the Fukui f° function, indicating the sites
of radical attacks; and (c) unpaired electron spin densities in possible CBD radicals.
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Bond dissociation enthalpy, ionization potential and proton dissociation enthalpy of possible radicals of the cannabinoid compounds formed during the free radical
scavenging processes. These values were calculated by M08-HX/6-311++G(d,p) level of theory.

Compound BDE (kcal/mol) IP (kcal/mol) PDE (kcal/mol) IP+PDE (kcal/mol)
Radical 1 Radical 2 Radical 1 Radical 2 Radical 1 Radical 2
CBD-Cs 89.941 88.929 178.072 237.142 236.130 415.213 414.201
CBD-C4 92.374 91.270 179.268 237.540 236.436 416.808 415.704
CBD-C,; 91.021 91.349 179.686 234.134 234.462 413.820 414.148
CBDA 94.345 93.047 180.946 240.220 238.921 421.166 419.868
CBDM 94.443 - 174.672 245.112 - 419.784 -
CBDVA 94.989 98.492 182.310 237.504 241.006 419.814 423.317
CBDV 90.501 92.026 181.916 233.056 234.582 414.973 416.498
BHA 79.941 - 171.919 220.544 - 392.463 -
BHT 78.348 - 173.299 217.572 - 390.871 -
GA 85.117 87.024 182.879 214.767 216.675 397.647 399.554
PG 83.464 82.536 179.209 216.783 215.854 395.992 395.063
PY 84.461 84.995 183.530 213.461 213.995 396.991 397.525
TBHQ 80.185 82.625 176.511 216.199 218.640 392.710 395.151
450
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Fig. 12. AH values obtained by calculating the difference between the radical CBD and the neutral compound CBD indicating the stability of CBD-type com-

pound radicals.

of radical 1. The corresponding Efi)} values are 9.37 and 9.12 kcal/mol.

The 77,(01) orbital has occupancy 0.96e, and the ¢°(C;—Cg) and
6" (Cg—Co) orbitals are respectively formed by the contribution of 47.98
% from the sp*!* hybrid orbital of C; with 52.02 % of the sp*®2 hybrid
orbital of Cg, and by the contribution of 51.03 % of the sp'%° hybrid
orbital of Cg with 48.97 % of the sp>°° hybrid orbital of Co. In radical 2,
the pure p donor orbital 75(03) significantly hyperconjugates with the

7" (C;—C;2) orbital, with an EI@J value of 49.19 kcal/mol. Additionally,

the #,(02) orbital, also pure p, moderately stabilizes radical 2 through
hyperconjugations with the ¢"(C;—Cj2) and 6" (C11—C12) orbitals, with
Efi)j values of 9.14 and 9.04 kcal/mol, respectively. The orbital is
formed by the contribution of 31.20 % of the p orbital of C; with 68.20 %
of the p orbital of C;5, while the 6" (C;—Ci2) and 6" (C1;—Ci2) orbitals
are formed by the contribution of 48.19 % of the sp*!° hybrid orbital of
C; with 58.81 % of the sp'®3 hybrid orbital of C;o, and by the contri-
bution of 50.99 % of the sp1'87 hybrid orbital of C12 with 49.01 % of the
hybrid orbital spz‘01 of Cj1, respectively.

There is some evidence from work also carried out using in silico tools
of cannabidiol antioxidant potential. Erukainure and colleagues (2023)
suggested that cannabidiol presented antioxidant and antidiabetic ef-
fects using in vitro and in silico tools. Using the scavenge 2,2-diphenyl-1-
picryl-hydrazyl-hydrate (DPPH) and reducing ferric ion (Fe3*) meth-
odologies, the authors found that cannabidiol showed significant ac-
tivity in these two techniques, with values of 211.93 and 101.72y g/mL,
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respectively. Besides, in this paper, the authors also suggested the
antidiabetic effect of cannabidiol due to its interaction with a-glucosi-
dase. The DFT analysis revealed the potential mechanism for scavenging
DPPH. The hydrogen atom transfer and single electron transfer followed
proton transfer [70]. Supplementation with cannabidiol in the diet of
the juvenile large yellow croaker (Larmichthys crocea) promotes anti-
oxidant capacity. It inhibits inflammatory gene expression in the liver of
this species with a high level of soybean oil. Thus, cannabidiol could be
employed as an antioxidant additive in fish and a new feed additive for
growth performance [71]. Applications related to the antioxidant po-
tential of cannabidiol go beyond the human area and find uses with
economic advantages in the animal area. In rats pretreated with can-
nabidiol, cerebral damage was attenuated, including oxidative stress
and cell death. Cannabidiol at a dose of 100n g/rat reduced the damage
area and malondialdehyde in cortical and striatal regions, compared to a
vehicle group. This cannabinoid compound presented anti-apoptosis
and antioxidant properties, affecting endogenous antioxidant enzymes
and lipid peroxidation [72]. Due to the evidence of the antioxidant
properties of cannabidiol, this molecule is a potential candidate for an
antiaging agent, which could be associated with the prevention of
multiple diseases, such as neurodegenerative diseases, cardiovascular
diseases, and cancer. Some studies suggested that cannabidiol could
boost healthy longevity, which might be associated with its antioxidant
effects [73]. Given that aging is related to oxidative stress, cannabidiol
could play a role in decelerating this biological process [74].
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4. Conclusion

Although there are two independent molecules with different con-
formations in the asymmetric unit of the cannabidiol crystal, the vari-
ations in the geometric parameters of both crystalline states are not
significantly changed. However, for the rotation from the altered anti-
planar form to the eclipsed synplanar form, the n-pentyl group consumes
energy of 0.34 kcal/mol. It was observed that the rotation of the —OH
group in the aromatic portion of the compound resulted in a stronger
interaction (H-bond), slightly altering the interaction patterns in the
compound, even though they were crystallized in the same space group.
Compared to the structures of other cannabidiol-type compounds, the
CBD-Cs molecule tends to transfer electrons more easily in the presence
of reactive oxygen species, as it is one of the compounds with high
polarizability. Furthermore, the possible radicals formed by CBD-Cs
during free radical scavenging processes are electronically stable since
the hyperconjugation effects, together with the resonance effects caused
by the aromatic ring, contribute to stabilizing the unpaired electron.
Although the Fukui f° function indicates radical attacks on aromatic Co
and Cjp; atoms, the removal of H atoms from these consumes high en-
ergy, making it impossible to form radicals through this route, in addi-
tion to the radicals not being electronically stable. The calculations of
the O—H bond dissociation enthalpy and the ionization potential
showed that the CBD-Cs molecule is one of the CBD-type molecules that
presents the best antioxidant potential. Furthermore, the results indi-
cated that the possible radicals formed during the free radical scav-
enging processes result in electronically stable structures due to the
resonance effect in the aromatic portions of the compounds.
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4. CONSIDERAGOES FINAIS

O desenvolvimento de medicamentos a base de CDB tem atraido a atencdo da industria
farmacéutica nos ultimos anos especialmente devido as inumeras possibilidades terapéuticas e perfil de
seguranca favordvel atrelado a este farmaco, entretanto, apesar de varios estudos ja disponiveis ainda ha
grandes desafios a serem superados, tanto em ambito regulatério e de formulagdo quanto em pesquisa
clinica. Os produtos disponiveis no mercado brasileiro sdo recentes, tendo sido autorizados a partir de
2020 e encontram-se amparados principalmente pela RDC 327/2019. Esta legislagdo ja nos coloca em um
cenario desafiador, uma vez que, conforme paragrafo Unico do Art. 77, tal norma deveria ter passado por
uma revisdo em no maximo 3 (trés) anos apods a sua publicagdo, ou seja, o ato encontra-se “desatualizado”
desde dezembro de 2022, fato este que traz certa “fragilidade” juridica pois a qualquer momento as
empresas autorizadas a fabricacdo e/ou comercializacdo de produtos de Cannabis poderdo se deparar
com mudancas significativas no ato normativo e a manutencdo dos produtos no mercado podera
depender das alteragdes propostas.

Além disso, o Art. 8° destaca que as autorizacdes para fabricacdo e/ou comercializagdo concebidas
no ambito da RDC 327/2019 terdo validade improrrogavel de 5 anos e, conforme paragrafo 1°, as
empresas interessadas em continuar com os produtos deverdo, dentro deste prazo, pleitear a
regularizacao do produto pelas vias de registro de medicamento apresentando a comprovacao de eficacia
e seguranca das suas formulagbes para avaliagdo da Anvisa. Esta necessidade de regularizagdo com provas
de seguranca e eficacia podera ajustar a oferta e concorréncia dos produtos de Cannabis, uma vez que,
até o momento o conhecimento publico que se tem acerca da regularizagdo do produto iniciou-se apenas
por parte da empresa Prati-Donaduzzi, a qual ja conduziu os estudos clinicos e submeteu para apreciagao
da Anvisa, em contrapartida inUmeros outros players poderao ter suas autorizacdes canceladas a partir
de 2026 e 2027 caso nao consigam conduzir os referidos estudos dentro do prazo de 5 anos a partir da
concessao da autorizacao.

Em ambito de desenvolvimento farmacéutico e considerando a preferéncia dos pacientes por
uma forma de dosagem sodlida oral, atrelado ao fato desta forma farmacéutica apresentar maior
estabilidade se comparado a outras formulag¢des liquidas, a concep¢do de comprimidos ou cdpsulas
contendo CBD deverd superar especialmente o desafio da solubilidade. Neste sentido inimeras técnicas
podem ser adotadas, cabendo destacar a complexacdo em ciclodextrinas, a técnica de formagdo de
dispersdes sodlidas, especialmente por extrusdao a quente (HME), a associacdo em dose fixa do CDB com a
Vitamina E TPGS, bem como o rearranjo molecular do CDB pode ser uma alternativa. Entretanto, o uso

das tecnologias farmacéuticas na determinacdao de formulagdes inovadoras, robustas e eficazes para as
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indicacGes terapéuticas pretendidas, dependera sempre de um conhecimento profundo das
caracteristicas estruturais dos farmacos. Consequentemente, os resultados obtidos em nosso artigo
ganham destaque, pois apds a avaliacdo da modelagem molecular e das propriedades eletronicas entre 7
compostos do tipo CDB foi possivel concluir que o CBD-C5 (nomeadamente CDB) apresenta o melhor
potencial antioxidante e isso estd diretamente relacionado a sua facilidade em transferir elétrons na
presenca de espécies reativas de oxigénio, bem como o efeito de ressonancia nas por¢des aromaticas dos
compostos faz com que os radicais formados possuam estruturas eletronicamente mais estaveis.

Por fim, é importante destacar que embora o potencial antioxidante esteja determinado para o
CBD e que moléculas como estas sejam reconhecidamente imprescindiveis na regulacdo e/ou
manutencado do equilibrio das rea¢cdes enddgenas com foco na minimizacao do stress oxidativo, reitera-
se que a auséncia de dados ou estudos in vivo que evidenciam a eficacia e seguranga destas substancias
tem se provado um desafio no registro de medicamentos com alegac¢des de propriedade antioxidante,
portanto, novos estudos devem ser conduzidos com foco em evidéncias conclusivas acerca da dose,

duragdo do tratamento e forma de administragdo para garantir os efeitos benéficos destes compostos.
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