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Apresentagao

Nos ultimos anos, tem-se observado um crescente aumento no numero de
pessoas sofrendo com dores crbnicas e agudas ao redor do mundo. De acordo com
a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a dor € um dos principais motivos de
consulta médica, afetando milhdes de individuos e impactando significativamente
sua qualidade de vida. A dor pode surgir de diversas formas, incluindo lesdes,
doencas cronicas, condicdes inflamatdrias e até mesmo de causas desconhecidas.
Esse cenario gera uma necessidade urgente de desenvolver tratamentos mais
eficazes e seguros para o manejo da dor.

O uso de dleos vegetais e canabidiol (CBD) tem ganhado destaque como
alternativas promissoras no tratamento da dor. O CBD, um composto ndo psicoativo
encontrado na planta Cannabis sativa, tem demonstrado potencial em reduzir a dor
e a inflamagdo em diversos estudos clinicos e pré-clinicos. No entanto, a
biodisponibilidade limitada e a rapida degradacédo no organismo sao desafios que
comprometem sua eficacia terapéutica.

Para enfrentar esses desafios, a pesquisa em nanotecnologia tem se
concentrado no desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada, como os
Carreadores Lipidicos Nanoestruturados (NLCs). Os NLCs sao sistemas
avancados de liberagdo de moléculas que encapsulam os compostos bioativos em
matrizes lipidicas, protegendo-os da degradagdo e melhorando sua absor¢ao no
organismo. Esses sistemas n&o apenas aumentam a biodisponibilidade dos
compostos encapsulados, mas também permitem uma liberagao sustentada, o que
pode resultar em uma maior eficacia terapéutica e menores efeitos colaterais.

A combinagdo de NLCs encapsulando CBD representa uma abordagem
inovadora para o tratamento da dor. Este sistema aproveita as propriedades
terapéuticas do CBD potencializando seus efeitos por meio de uma liberacéo
prolongada. A pesquisa e desenvolvimento de NLCs para o tratamento da dor sao
fundamentais para oferecer novas opcgdes terapéuticas que possam melhorar a
qualidade de vida de milhdes de pessoas que sofrem diariamente com dores

cronicas e agudas.
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CAPITULO I: Fundamentagao Tedrica



1 A MAGNITUDE DO PROBLEMA DA DOR

A dor é uma experiéncia sensorial e emocional complexa, frequentemente
associada a danos reais ou potenciais aos tecidos. A dor cronica, em particular,
representa um dos principais problemas de saude publica global. Estima-se que
cerca de 20 % da populagdo mundial sofra de dor cronica, impactando
negativamente a qualidade de vida dos individuos afetados. Este tipo de dor néo
s6 resulta em sofrimento fisico e emocional, mas também acarreta enormes custos
sociais e econdmicos devido a perda de produtividade e ao aumento do uso dos
servigos de saude (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019).

O impacto da dor crénica é particularmente pronunciado em populagoes
vulneraveis e em paises de baixa e média renda, onde o acesso a tratamentos
eficazes € muitas vezes limitado. Estudos indicam que a dor é frequentemente
subtratada nessas regides, devido a uma combinagdo de fatores, incluindo a falta
de disponibilidade de medicamentos, barreiras econémicas e insuficiéncia de
profissionais de saude treinados (KNAUL et al., 2019). A International Association
for the Study of Pain (IASP) destaca que a disparidade na gestdo da dor € um
problema significativo, que precisa ser abordado para melhorar a qualidade de vida
globalmente (IASP, 2020).

Além disso, a variabilidade na resposta ao tratamento da dor € um desafio
continuo. A resposta individual ao tratamento pode ser influenciada por uma
variedade de fatores genéticos, psicolégicos e ambientais, o que torna dificil a
padronizacdo dos protocolos de tratamento (ECCLESTON et al.,, 2020). Esta
complexidade € exacerbada pela coexisténcia de outras condigbes, como
depressdao e ansiedade, que sdo comuns em pacientes com dor cronica e
complicam ainda mais o manejo clinico (GATCHEL et al., 2019).

O estigma associado ao uso de opioides e outras terapias para o manejo da
dor é outro obstaculo significativo. O medo de dependéncia e os potenciais efeitos
colaterais desses medicamentos contribuem para a subutilizagdo dos tratamentos
disponiveis (VOLKOW et al., 2020). Este estigma nado apenas impede o uso
adequado de analgésicos eficazes, mas também perpetua a desinformagéo sobre

a natureza da dor crénica e suas opgoes de tratamento.



Em resumo, os problemas relacionados a dor ao redor do mundo s&o
multifacetados e complexos. A dor crbénica afeta uma parte substancial da
populacdo global, com implicagdes profundas para a saude publica. Superar os
desafios associados ao tratamento da dor requer uma abordagem multidisciplinar
que considere as disparidades no acesso a cuidados, a variabilidade individual na
resposta ao tratamento e o estigma persistente associado ao manejo da dor (IASP,
2020).

Nos ultimos anos, a pesquisa sobre o tratamento da dor tem avancgado
significativamente, especialmente com o advento de novas abordagens
terapéuticas e tecnoldgicas. Uma dessas inovagdes € o uso de canabinoides, como
o canabidiol (CBD), que tém demonstrado propriedades analgésicas e anti-
inflamatdrias promissoras. Estudos recentes indicam que o CBD pode ser eficaz no
manejo da dor crOnica, oferecendo uma alternativa aos opioides tradicionais
(HAUSER et al., 2018).

Além disso, a nanotecnologia tem emergido como uma ferramenta crucial no
desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos mais eficientes, como os
Carreadores Lipidicos Nanoestruturados (NLCs) (CHEN et al., 2020).

2 OLEOS DE CANABIDIOL

O d6leo de canabidiol (CBD) é derivado da planta Cannabis sativa, no
qual ndo possui efeito psicoativo e tem ganhado destaque por suas propriedades
terapéuticas. Em geral, o0 método mais comum para a extragdo de CBD inclui a
selegao de plantas de cannabis ricas em CBD e o preparo das partes da planta que
contém maiores concentracdes de CBD, como as flores, que s&o secas e moidas
para aumentar a area de superficie para extragdo. Existem varios métodos de
extracéo, dentre os mais comuns esta a extracdo com CO, supercritico, um método
popular e eficiente que usa didxido de carbono sob alta pressdo e baixa
temperatura para isolar, preservar e manter a pureza do CBD. O CO, supercritico
atua como um solvente que extrai os canabinoides e outros compostos desejaveis
da planta (MORAIS; ALMEIDA; SILVA, 2019). E a extragdo com solventes, que
utiliza solventes como etanol, butano ou propano para dissolver o CBD e outros
canabinoides da planta. Apds a extragdo, o solvente € removido, ficando apenas o
extrato de CBD (DUPUIS; MELO; PAULINO, 2020).

Xi



Os 6leos de CBD séao formulados com uma combinacao de extrato de CBD
e um Oleo transportador. Dentre os extratos mais comuns dos 6leos de CBD estao
o de CBD isolado (canabidiol puro), o CBD Full Spectrum (CBD e outros
canabinoides, incluindo pequenas quantidades de THC, geralmente menos de 0,3
%, além de terpenos e flavonoides) e o CBD Broad Spectrum (CBD e outros
canabinoides, mas sem THC). Ja como 6leo transportador, alguns dos mais
comuns sao, 0leo de coco, 6leo de semente de canhamo, 6leo de azeite e 6leo de
girassol. Podem também ser adicionados terpenos (compostos aromaticos que
melhoram o sabor e aumenta a eficacia do 6leo por meio do chamado efeito
comitiva), aromatizantes naturais ou esséncias (sabor) e antioxidantes e
conservantes naturais (vitamina E), como o Tocoferol (MORAIS; ALMEIDA; SILVA,
2019).

O 6leo de CBD é um composto hidrofébico, o que implica em baixa
solubilidade em agua, mas boa solubilidade em 6leos e solventes organicos. I1sso
afeta diretamente sua biodisponibilidade, que € um dos principais desafios na sua
administracdo oral. A estrutura quimica do CBD permite que ele interaja com
receptores do sistema endocanabinoide, influenciando fungdes fisiolégicas como a
modulag¢ado da dor e da inflamacdo (MECHOULAM; HANEY, 2019).

Os beneficios terapéuticos dos 6leos de CBD sao vastos e tém sido objeto
de numerosos estudos clinicos e pré-clinicos. O CBD tem demonstrado eficacia na
redugao da dor aguda e crdnica, alivio de sintomas de ansiedade e depressao, e
controle de convulsdes em epilepsia resistente a tratamentos convencionais. Um
estudo de Hauser et al. (2018) revelou que os canabinoides, incluindo o CBD, sao
eficazes na reducdo da dor neuropatica e crénica, o que pode melhorar
significativamente a qualidade de vida dos pacientes. Além disso, o CBD possui
propriedades anti-inflamatoérias que contribuem para a sua eficacia em condigdes
inflamatdrias como artrite-reumatoide (RHEIN et al., 2020).

O dleo de CBD atua no sistema da dor principalmente através de sua
interacdo com o sistema endocanabinoide, que é responsavel por regular diversas
fungdes fisioldgicas, incluindo a percepgao da dor. Diferente do THC, o CBD néo
se liga diretamente aos receptores canabinoides CB1 e CB2, mas modula
indiretamente suas atividades. Ele aumenta os niveis de endocanabinoides no

corpo ao inibir a enzima que os degrada, proporcionando efeitos analgésicos e anti-
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inflamatorios. Além disso, o CBD interage com outros receptores n&o canabinoides,
como o receptor de serotonina 5-HT1A e o receptor vaniloide TRPV1, ambos
envolvidos na modulacédo da dor e inflamacdo. Essa agcdo multifacetada do CBD
contribui para sua eficacia potencial no tratamento de condi¢cdes de dor crbnica e
neuropatica (LORD et al., 2023).

Apesar dos beneficios, a aplicacdo de oleos de CBD enfrenta varias
dificuldades. A baixa biodisponibilidade oral do 6leo de CBD, devido a sua
solubilidade limitada em agua e ao metabolismo de primeira passagem no figado,
reduz a sua atividade terapéutica. Estudos mostram que a biodisponibilidade oral
do CBD é de aproximadamente 6 %. (CHESNEY et al., 2020). Além disso, a
variabilidade na resposta ao tratamento entre os individuos representa um desafio
adicional, influenciado por fatores genéticos, estado de saude e interacdes
medicamentosas (SOLINAS; ZOLI; VACCA, 2020).

Para superar esses desafios, nos ultimos anos tem sido explorado métodos
avancados de entrega de farmacos, como o desenvolvimento de Carreadores
Lipidicos Nanoestruturados (NLCs). Os NLCs podem encapsular o 6leo de CBD,
protegendo-o da degradagao e aumentando sua solubilidade e estabilidade, o que
potencializa sua biodisponibilidade e eficacia terapéutica. Um estudo realizado por
Chen et al. (2020) demonstrou que os NLCs podem melhorar significativamente a
entrega de compostos bioativos, como o CBD, proporcionando sua liberagao
sustentada. Esse avancgo tecnoldgico pode representar uma solugdo promissora

para maximizar os beneficios terapéuticos dos 6leos de CBD.

3 NANOTECNOLOGIA NA ENTREGA DE CANABIDIOL

A nanotecnologia tem revolucionado a entrega de CBD, proporcionando
solucdes avancadas para superar as limitagcdes inerentes a administragcao deste
composto bioativo. A utilizagdo de nanocarreadores para encapsular o CBD tem
mostrado um potencial notavel para aumentar sua biodisponibilidade e eficiéncia
no tratamento da dor. Além dos meétodos convencionais de administragdo, como
solugdes oleosas ou alcodlicas em capsulas de gelatina mole, solugdes orais,

sprays e gotas sublinguais, os nanocarreadores surgem como uma estratégia
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promissora para superar as limitagdes na biodisponibilidade do CBD (HARSHITA

et al. 2020).

Pesquisas indicam que a administracdo de CBD com uma refeicao rica em

calorias e gorduras aumenta notavelmente sua biodisponibilidade, sugerindo que

técnicas de encapsulacdo em nanocarreadores podem potencializar ainda mais
essa absorgao (RAO et al., 2021; MATARAZZO et al., 2021; SANTOS PIMENTEL

et al., 2024). A Tabela 1 exibe alguns tipos de nanocarreadores que encapsulam

CBD visando diferentes aplicagdes e vias de administragao.

Tabela 1 - Diferentes nanocarreadores que encapsulam CBD e suas potenciais

aplicagdes.
Nanocarreador [CBD] Via de
Administracao Aplicacao Referéncia
Etossomas 200 ng/mL Transdérmica Artrite (LODZKI et al.,
reumatoide 2003)
Microparticulas 1.95 mg/mL; Transdérmica  Céncer de mama (FRAGUAS-
poliméricas 2.55 mg/mL,; SANCHEZ et al.,
3.65 mg/mL 2019)
Oral e Cancer,
Nanoparticulas 1-5 mg/mL parenteral distarbios (GRIFONI et al.
Poliméricas neuroldgicos e 2022)
dor
(SHILO-
Lipossomas 5 mg/kg Subcutanea Analgesia BENJAMINI et al.,
2022)
Nano quitosana - Oral Alzheimer (AMINI et al.,
2021)
Nanomicelas de 2 mg/mL Oral Anti inflamatério  (RAO et al., 2021)
Poloxamer 407
Nanocéapsulas 2.5mg/mL; Oral Glioma (APARICIO-
lipidicas 5 mg/mL BLANCO et al.,
2018)
Nanoparticulas 1-10 mg/mL Oral e topica Condigdes de (ALCANTARA et
lipidicas sélidas pele, osteoartrite al. 2024)

(SLNs)
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NLC 2.5mg/mL; Intravenosa Antitumor activity (APARICIO-

5mg/mL (Glioblastoma) BLANCO et al.,
2018)
NLC 5 mg/mL Intravenosa Doengas do (APARICIO-
sistema nervoso BLANCO et al.,
central 2019)
NLC 5 mg/kg™! Oral e Dor Neuropatica  (MATARAZZO et
intranasal al., 2021)

Os NLCs sdo um dos nanocarreadores mais promissores para a entrega de
CBD, oferecendo beneficios significativos em termos de estabilidade,
biocompatibilidade e eficacia. Tais sistemas possuem tamanhos de particulas
variando entre 50 e 500 nanémetros, o que € ideal para melhorar a absorgéao
sistémica do CBD (CHEN et al., 2020). Essas nanoparticulas sdo compostas por
uma mistura de lipidios sdlidos e liquidos, formando uma matriz estavel que
encapsula e protege o 6leo de CBD contra degradagao oxidativa e enzimatica,
sendo estabilizada por surfactantes. Nesse sentido, o 6leo de CBD exerce um duplo
papel: € parte constituinte da nanoparticula e é responsavel pela atividade
terapéutica da formulagéo (PIMENTEL et al., 2024).

Os NLCs oferecem vantagens distintas em comparagao a outros sistemas
de liberacdo de farmacos, especialmente para o CBD (SMITH; LEE, 2022). Os
NLCs melhoram a solubilidade e biodisponibilidade do CBD, uma substancia
lipofilica com baixa solubilidade em agua, encapsulando-o em uma matriz lipidica
que facilita sua absorcdo. Eles também proporcionam uma liberacédo controlada e
sustentada do CBD, util no tratamento de dores cronicas, devido ao controle preciso
do tamanho das particulas e da composi¢cado da matriz (KHAN et al., 2021), podendo
prolongar seus efeitos terapéuticos e reduzir a frequéncia de administragao
(SHARMA et al., 2016).

De acordo com estudos, a utilizagdo de NLCs pode aumentar a
biodisponibilidade oral do CBD em até 4 vezes comparado as formulagdes
tradicionais (DORNER; MULLER, 2018), permitindo uma administracdo mais
eficaz, melhorando o perfil terapéutico do CBD.

Além disso, os NLCs protegem o CBD de degradag¢des quimicas e fisicas,

como oxidacado e fotodegradacgado, durante o armazenamento. Feitos de lipidios

XV



biocompativeis e biodegradaveis, eles sdo menos tdxicos que outros
nanocarregadores, como nanoparticulas poliméricas. A produgdo de NLCs é
relativamente simples e escalonavel, utilizando métodos como homogeneizagéo e
emulsificagao ultrassénica, tornando-os uma opgao viavel para produg¢ao em larga
escala. Estas caracteristicas fazem dos NLCs uma plataforma promissora para a
entrega eficaz de CBD, potencializando seus efeitos terapéuticos, especialmente
no manejo da dor e em outras aplicagdes clinicas (ZHANG; TIAN; QIAN, 2020).

As vias de aplicagdo dos NLCs carregando CBD sao diversas e incluem
administragao oral, topica e transdérmica. A administracdo oral € conveniente e
pode ser facilmente incorporada na rotina diaria dos pacientes, sendo ideal para
condicbes sistémicas como ansiedade e epilepsia. A aplicacdo topica é
particularmente vantajosa para condigdes localizadas de dor e inflamagéo,
permitindo a liberacdo direta do CBD na area afetada e reduzindo os efeitos
colaterais sistémicos. A via transdérmica, por sua vez, oferece uma absor¢ao lenta
e controlada do CBD através da pele, proporcionando niveis terapéuticos
prolongados no sangue e melhorando a adesé&o ao tratamento, sendo util tanto para
condigdes locais quanto sistémicas (RHEIN et al., 2020).

Em conclusao, a nanotecnologia, especialmente através dos NLC, oferece
uma solugdo promissora para os desafios de entrega do CBD. Ao melhorar a
solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade do CBD, os NLCs podem maximizar
os beneficios terapéuticos desse composto, proporcionando novas oportunidades

para o tratamento de diversas condigdes de saude.
4 OPINIAO CRITICA

E um fato que o impacto da dor ao redor do mundo é imenso, afetando todas
as pessoas, principalmente as de baixa renda, sem acesso a medicamentos e um
atendimento médico especializado (MORAIS et al., 2022). Segundo Volkow e
McLellan (2016) a desinformacgé&o e necessidade de suprimir a dor trabalham juntas
para facilitar o continuo aumento do consumo de opioides de maneira
descontrolada, se tornando o problema grave que € na sociedade hoje. Portanto
torna-se imprescindivel o desenvolvimento de novas terapias que sejam seguras e

eficazes para tratar a dor.
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Logo, a Cannabis, em especial, o CBD, se mostra uma alternativa
promissora para produgdao de formulagdes com potencial analgésico. Porém,
devido as restricbes e barreiras juridicas enfrentadas para se ter o acesso a
pesquisa ou ao tratamento, se torna um processo muito custoso. Cada vez mais,
se vé necessaria a legalizacdo da Cannabis, para desburocratizar e baratear os
processos, trazendo mais informacéo, facilitando o acesso e a regulamentagao de
medicamentos, principalmente os nanoestruturados (GROTE, 2020; CAMPOS,
2019).

Em suma, o texto destaca a necessidade de uma abordagem multifacetada
para enfrentar os desafios associados a dor. Isso inclui a melhoria do acesso a
tratamentos eficazes, a personalizagdo dos protocolos terapéuticos, a integragéo
de abordagens psicossociais e a luta contra o estigma relacionado ao manejo da
dor. As recentes inovagdes na pesquisa sobre o tratamento da dor, como o uso de
canabinoides e nanotecnologia, oferecem novas perspectivas e possibilidades para
o futuro, mas é fundamental que esses avangos sejam acessiveis a todas as
populagdes, independentemente de sua localizagdo geografica ou condigédo

socioecondmica.
5 CONSIDERA(}()ES FINAIS

A variabilidade na resposta ao tratamento da dor, influenciada por fatores
genéticos, psicolégicos e ambientais, & outro desafio significativo. Essa
variabilidade exige abordagens personalizadas e multidisciplinares para o manejo
da dor, considerando tanto os aspectos fisicos quanto os psicolégicos da condigéo.
A coexisténcia de transtornos como depressao e ansiedade em pacientes com dor
cronica complica ainda mais o tratamento, destacando a necessidade de
estratégias integradas e compreensivas.

As inovacgdes recentes na pesquisa sobre tratamento da dor, como o uso de
canabinoides e nanotecnologia, oferecem novas perspectivas e solugbes
promissoras. O CBD, com suas propriedades analgésicas e anti-inflamatorias,
apresenta-se como uma alternativa eficaz aos opioides tradicionais. A
nanotecnologia, por sua vez, melhora a biodisponibilidade e a eficacia do CBD,

oferecendo novas possibilidades para o manejo da dor.
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CAPITULO II: Desenvolvimento de nanoparticulas de

canabidiol com propriedades analgésicas
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RESUMO

A Cannabis tem se tornado uma promissora candidata para o tratamento de dores,
quando comparada as outras alternativas, tendo entre suas principais
caracteristicas, a analgesia. O presente trabalho desenvolveu carreadores lipidicos
nanoestruturados (NLC) compostos por manteiga vegetal e surfactante que
encapsulam 6leo de canabidiol (CBD) com o objetivo de prevenir ou gerenciar a
dor. Os NLC exibiram estabilidade fisico-quimica por 365 dias (25 ° C) em relacéo
ao tamanho de particulas (nm), indice de polidisperséo e carga elétrica superficial
(mV). O estudo de nanotoxicidade in vivo em modelo de embrido de galinha
determinou que tal formulagdo n&o induziu nanotoxicidade em nenhum dos
parametros avaliados. Além disso, a atividade analgésica in vivo em larvas de
Drosophila melanogaster elucidou a efetividade das formulagdes a base de 6leo de
CBD no modelo bioldgico testado. Com base nos resultados obtidos, pode-se
concluir que os carreadores lipidicos nanoestruturados desenvolvidos para
encapsular 6leo de canabidiol demonstram ser uma abordagem eficaz e segura
para o gerenciamento da dor, apresentando estabilidade prolongada e auséncia de
efeitos toxicos, além de evidenciar significativa atividade analgésica nos modelos

bioldgicos testados.

Palavras-chave: Carreadores lipidicos nanoestruturados; analgésico; Cannabis;

canabidiol.
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ABSTRACT

Cannabis has become a promising candidate for the treatment of pain, when
compared to other alternatives, having analgesia among its main characteristics.
The present work developed nanostructured lipid carriers (NLC) composed of
vegetable butter and surfactant that encapsulate cannabidiol (CBD) oil with the aim
of preventing or managing pain. The NLCs exhibited physicochemical stability for
365 days (25 °C) in relation to particle size (nm), polydispersity index and surface
electrical charge (mV). The in vivo nanotoxicity study in a chicken embryo model
determined that this formulation did not induce nanotoxicity in any of the evaluated
parameters. Furthermore, the in vivo analgesic activity in Drosophila melanogaster
larvae elucidated the effectiveness of CBD oil-based formulations in the biological
model tested. Based on the results obtained, it can be concluded that
nanostructured lipid carriers developed to encapsulate cannabidiol oil demonstrate
to be an effective and safe approach to pain management, presenting prolonged
stability and absence of toxic effects, in addition to showing significant analgesic

activity in tested biological models.

Keywords: Lipid nanocarriers; analgesic; Cannabis; cannabidiol.
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1 INTRODUGAO

1.1 Dor e seus aspectos gerais

A dor é um fendbmeno bioldgico e psicoldgico fundamentalmente complexo,
que serve como um sistema de alerta para lesbes ou doencas, mas também pode
se tornar uma experiéncia crénica e debilitante (IASP, 2017). Conforme definido
pela Associagado Internacional para o Estudo da Dor (IASP), a dor é uma
"experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada ou semelhante a uma
lesao tecidual real ou potencial" (IASP, 2020). Essa definicdo reconhece tanto os
componentes fisicos quanto emocionais da dor, refletindo sua natureza
multifacetada.

A dor pode ser categorizada de varias maneiras, como aguda ou crénica,
nociceptiva ou neuropatica, e somatica ou visceral, cada uma com mecanismos
fisiopatolégicos distintos (COLLOCA et al., 2019). A dor aguda geralmente serve
como um alerta para um dano tecidual iminente ou existente e tende a resolver-se
com a cura do corpo (TREEDE, 2019). Em contraste, a dor crbnica persiste além
do tempo normal de cicatrizagéo, podendo ser atribuida a um processo patolégico
ou disfungao do sistema nervoso (COHEN et al., 2021).

A percepcgéao da dor € altamente subjetiva e pode ser influenciada por uma
série de fatores, incluindo contexto emocional, estado psicoldgico, experiéncias
anteriores e expectativas (ECCLESTON et al., 2020). Além disso, a teoria do
controle do portdo, proposta por Melzack e Wall em 1965, revolucionou a
compreensao de como a dor é modulada no nivel da medula espinhal e cerebral,
sugerindo que estimulos nervosos podem ser "bloqueados" ou modulados por
mecanismos internos ou externos (MELZACK & WALL, 1965).

A intensidade e o desconforto da dor n&o estdo diretamente relacionados a
natureza ou ao tamanho do dano nos tecidos. Até mesmo bebés recém-nascidos
podem sentir dores diferentes a partir do mesmo estimulo, devido as diferengas nas
condigdes em que ele é aplicado (WALKER, 2021).

As experiéncias de dor podem variar desde uma completa falta de percepcao
de dor, independentemente da intensidade do estimulo, até a percepgéo de dor em

um membro que ja foi amputado. A percepgao da dor, sua expressao e a reagao a



ela sdo influenciadas por fatores genéticos, de desenvolvimento, familiares,
psicoldgicos, sociais e culturais (TRACEY & MANTYH, 2021).

Fatores psicoldgicos, como a atengao, compreensao, controle, expectativas
e a importancia que damos a dor podem alterar a percepgcao que temos dela.
Portanto, para compreender a dor, é necessario ndo apenas entender o sistema
nociceptivo, mas também reconhecer e controlar os muitos fatores ambientais e
psicolégicos que influenciam a forma como as pessoas percebem a dor
(MOSELEY, 2021).

O tratamento da dor envolve uma abordagem multidisciplinar, com
estratégias que vao desde medicamentos e terapia fisica até intervengao
psicolégica e técnicas de controle cognitivo. Compreender a dor e seus aspectos
gerais requer ndo apenas uma visao biolégica, mas também uma apreciagao de

sua dimensao emocional e social (COHEN et al., 2021).

1.2 Os desafios no tratamento da dor

Um dos principais desafios no tratamento da dor é sua etiologia diversa e a
falta de biomarcadores precisos que possam orientar o diagnostico e a terapia (Nijs
et al., 2020). O entendimento de que fatores psicolégicos, emocionais e sociais
desempenham papéis cruciais na percepc¢ao da dor levou ao desenvolvimento do
conceito biopsicossocial, que reconhece a dor como um fenédmeno influenciado por
multiplos aspectos além do biolégico (LINTON & SHAW, 2019).

Outro desafio é a variabilidade na resposta aos tratamentos. Enquanto
algumas pessoas respondem bem a analgésicos e anestésicos na prevengao de
dor oriunda de procedimentos invasivos, outras continuam a sofrer com a dor,
mesmo apos intervengdes farmacologicas expressivas (TRACEY & MANTYH,
2021). A crescente conscientizagao sobre os riscos associados ao uso prolongado
de opioides, incluindo dependéncia e overdose, também limitou a utilizagdo de
certas drogas no tratamento da dor, levando a uma busca por alternativas mais
seguras e eficazes (VOLKOW & BLANCO, 2021).

Além disso, a disparidade no acesso ao tratamento da dor e a diversidade
cultural podem afetar a maneira como a dor € percebida e tratada. Individuos de

diferentes origens culturais podem expressar e lidar com a dor de maneiras



distintas, exigindo uma abordagem sensivel e personalizada (MEGHANI &
VAPIWALA, 2021).

Esses desafios sublinham a necessidade de abordagens personalizadas,
pesquisa continua e educacao de profissionais de saude para garantir que as
terapias de tratamento da dor sejam eficazes, seguras e equitativas. Para abordar
essas questdes, estratégias inovadoras e multidisciplinares que combinem
elementos farmacologicos, fisicos e psicologicos sdo consideradas o padrao-ouro
para o tratamento da dor (COHEN et al., 2021).

1.3 Cannabis no tratamento de dores

A Cannabis tem ganhado crescente interesse como tratamento para a dor,
onde outras opg¢des terapéuticas tém se mostrado insuficientes ou causam efeitos
colaterais significativos. Os compostos ativos da Cannabis, conhecidos como
canabinoides, interagem com o sistema endocanabinoide do corpo humano, um
complexo conjunto de receptores e neurotransmissores que desempenham um
papel na modulagao da dor e de outros processos fisioldgicos (MANZANARES et
al., 2019).

Os dois principais canabinoides estudados para uso terapéutico sao o
tetrahidrocanabinol (THC) e o canabidiol (CBD). O THC é conhecido por suas
propriedades psicoativas e analgésicas, enquanto o CBD tem sido associado a
efeitos anti-inflamatérios e ansioliticos (PISANTI et al., 2017).

Estudos clinicos e revisdes sistematicas sugerem que a Cannabis pode ser
eficaz para o tratamento da dor neuropatica, dor crénica e dor associada a outras
condigdes, como esclerose multipla e cancer (AVIRAM et al., 2020; HAUSER et al.,
2019).

Outro aspecto importante do uso de Cannabis no tratamento da dor € o perfil
de seguranca e os efeitos colaterais potenciais. Enquanto os canabinoides tém um
baixo risco de overdose fatal, seu uso prolongado pode estar associado a efeitos
adversos, incluindo dependéncia, alteragbes cognitivas e riscos para a saude
mental, principalmente quando se trata do THC (MURRAY et al, 2019). A

regulamentacao e a variabilidade nos produtos de Cannabis também representam



desafios, pois a concentracdo de canabinoides e a presenca de contaminantes
podem afetar a eficacia e a seguranca (WILKINSON et al., 2019).

Portanto, embora a Cannabis tenha potencial no tratamento da dor, s&o
necessarios mais estudos para esclarecer sua eficacia, seguranca e os melhores
métodos de administragdo. A complexidade do sistema endocanabinoide e a
variedade de canabinoides e terpenos presentes nas diferentes cepas de cannabis
tornam essencial uma abordagem cientifica rigorosa e bem controlada para
explorar seu uso clinico. Os profissionais de saude devem abordar o uso de
Cannabis para a dor com cautela, levando em consideragdo as necessidades
individuais do paciente e as evidéncias disponiveis (NATIONAL ACADEMIES OF
SCIENCES, ENGINEERING, AND MEDICINE, 2019).

1.4 Mecanismo de agao da canabis na dor

Os receptores canabinoides mais relevantes para o controle da dor sdo o
CB1 e o CB2. O receptor CB1 estda amplamente distribuido no sistema nervoso
central, enquanto o CB2 é encontrado principalmente no sistema imunoldgico e em
outros tecidos periféricos. A ativagao do receptor CB1 pelo THC pode induzir efeitos
analgésicos, reduzindo a liberagdo de neurotransmissores excitatorios e inibindo a
transmissdo de sinais de dor. O CBD, embora tenha baixa afinidade pelos
receptores CB1 e CB2, pode modular a atividade do sistema endocanabinoide,
além de exercer efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes (GUERRERO-ALBA et
al., 2019).

Uma das principais vias de administracdo da Cannabis para fins medicinais
€ a via oral, como em capsulas, 6leos ou alimentos infundidos com canabinoides.
No entanto, esta via apresenta baixa biodisponibilidade, geralmente devido ao
extenso metabolismo de primeira passagem no figado e ao tempo prolongado para
absorcao no trato gastrointestinal (MILLAR et al., 2019). A biodisponibilidade do
THC apds administragao oral pode ser tdo baixa quanto 6 %, em comparagao com
aproximadamente 25 % para a administragdo por inalagdo (HUESTIS, 2007;
VANDOLAH et al., 2019). Essa baixa biodisponibilidade implica uma maior variagéo
nos niveis séricos de canabinoides e um tempo de inicio de agado mais lento, o que

pode influenciar a eficacia no tratamento da dor (MILLAR et al., 2019).



A baixa biodisponibilidade da administracdo oral de Cannabis requer
estratégias para melhorar a absorgao e a consisténcia dos efeitos terapéuticos. A
micronizagdo de canabinoides, a incorporacdo em sistemas de liberacao
sustentada e o uso de lipossomas sao algumas das abordagens exploradas para
aumentar a biodisponibilidade oral (CHERNIAKQV et al., 2017; MANNUCCI et al.,
2019). A busca por métodos mais eficazes de administracdo € crucial para
aprimorar o uso de cannabis no tratamento da dor e garantir resultados mais

consistentes para os pacientes.

1.4.1 Sistemas de liberagao de farmacos

Os sistemas de liberagao de farmacos (SLFs) sao projetados para controlar,
direcionar ou melhorar a entrega de medicamentos ao organismo, buscando
aumentar a eficacia terapéutica, minimizar efeitos adversos e melhorar a
biodisponibilidade. Esses sistemas oferecem vantagens significativas em
comparagcao com as formas tradicionais de administracdo de farmacos, pois
permitem um controle mais preciso sobre a taxa e o local de liberagao, além de
reduzir a degradagao prematura do farmaco e o potencial de toxicidade (CASTRO,
2023).

Entre os SLFs mais estudados estdo os lipossomas, vesiculas compostas
por uma ou mais bicamadas fosfolipidicas que podem encapsular farmacos
hidrofilicos no nucleo e compostos lipofilicos na membrana (BANGHAM et al.,
1965). A flexibilidade estrutural dos lipossomas permite sua modificacdo para
direcionamento especifico a tecidos ou células-alvo, tornando-os ideais para
terapias direcionadas (TORCHILIN, 2005). Eles também tém sido usados para
melhorar a estabilidade dos farmacos e reduzir a toxicidade sistémica (SERCOMBE
et al., 2015).

As nanoparticulas poliméricas s&o outra categoria importante de SLFs, que
utilizam polimeros biodegradaveis para encapsular e liberar farmacos de forma
controlada (DANHIER et al., 2012). Elas oferecem a vantagem de serem

personalizaveis em termos de tamanho, composicao e cinética de liberacéo, além



de serem potencialmente capazes de direcionamento especifico (VASIR &
LABHASETWAR, 2005).

Além das nanoparticulas poliméricas, as micelas poliméricas sdo sistemas
de liberacado de farmacos que consistem em agregados de polimeros anfipaticos,
onde a regido hidrofébica do nucleo encapsula farmacos lipofilicos, permitindo sua
entrega em ambientes aquosos. Elas sdao amplamente utilizadas para melhorar a
solubilidade de farmacos hidrofébicos e para aumentar a circulagdo no sistema
vascular (TORCHILIN, 2007).

As nanoparticulas sélidas lipidicas (SLNs) sédo outro tipo de SLF, consistindo
em uma matriz sdlida de lipidios capaz de encapsular farmacos lipofilicos e
hidrofilicos. Elas oferecem vantagens em termos de estabilidade e permitem
liberacdo sustentada, com menor toxicidade em comparacdo com sistemas
baseados em solventes organicos ou polimeros sintéticos (MULLER et al., 2000;
MEHNERT & MADER, 2001).

Por fim, os carreadores lipidicos nanoestruturados (NLCs) sdo um avango
em relacdo aos SLFs baseados em lipidios. Eles combinam lipidios soélidos e
liquidos para formar uma matriz lipidica mais flexivel, permitindo encapsular uma
maior variedade de farmacos e melhorar o controle da liberagédo (PARDEIKE et al.,
2009). Os NLCs sao uteis para encapsular moléculas com baixa solubilidade e
podem ser adaptados para diferentes vias de administragdo, como oral, tépica e
intravenosa (JORES et al., 2003).

Esses diversos sistemas de liberacdo de farmacos, como lipossomas,
nanoparticulas solidas lipidicas, carreadores lipidicos nanoestruturados,
nanoparticulas poliméricas e micelas poliméricas, oferecem uma gama de opgdes
para melhorar a administragcdo e a eficacia dos medicamentos. Eles continuam
sendo areas ativas de pesquisa e desenvolvimento, com potenciais aplicagdes em

tratamentos direcionados, terapias combinadas e liberagao controlada.



1.4.2 Carreadores lipidicos nanoestruturados no sistema de liberagdo de

farmacos

Os NLCs (do inglés, "nanostructured lipid carriers") representam uma classe
inovadora de sistemas de liberagao de farmacos (drug delivery) que combinam as
caracteristicas dos lipossomas e das nanoparticulas sodlidas lipidicas (SLNs) para
oferecer vantagens unicas em termos de estabilidade, controle de liberagdo e
capacidade de encapsulamento (BAHARI et al., 2019). Os NLCs sao estruturas
compostas por uma mistura de lipidios sdlidos e liquidos que formam uma matriz
amorfa ou parcialmente cristalina, criando espacos intersticiais para acomodar
moléculas hidrofébicas facilitando assim sua encapsulacdo (ARAUJO; RIBEIRO;
PAULA, 2019).

Essa caracteristica torna os NLCs uma escolha atrativa para melhorar a
solubilidade e a biodisponibilidade de farmacos pouco soluveis, que € uma limitacédo
comum em muitos compostos terapéuticos (LAMMARI et al., 2021).

Os NLCs podem ser projetados para controlar a taxa de liberagdo do ativo
encapsulado, permitindo liberagdo sustentada ou modificada, dependendo da
aplicacdo clinica desejada (LAMMARI et al., 2021). A capacidade de controlar a
liberagcao é crucial para otimizar a eficacia terapéutica e reduzir efeitos colaterais,
bem como para aumentar a adesdo do paciente ao tratamento (MEHNERT &
MADER, 2001).

Outra vantagem significativa dos NLCs é sua estabilidade fisico-quimica.
Devido a sua estrutura solida, os NLCs sdo menos propensos a degradagao
durante o armazenamento ou transporte, garantindo maior vida util do produto
farmacéutico. Além disso, a composicao lipidica dos NLCs pode ser adaptada para
facilitar a penetragdo em membranas biolégicas, como pele ou barreira
hematoencefalica, ampliando sua aplicabilidade em diferentes vias de
administracdo (ARAUJO; RIBEIRO; PAULA, 2019).

Os NLCs também apresentam menor risco de toxicidade em comparacao
com sistemas baseados em solventes organicos ou polimeros sintéticos, tornando-
0s uma alternativa mais segura para administracdo de farmacos (MULLER et al.,
2000). No entanto, desafios ainda permanecem, como a padronizagéo da produgao

em larga escala e a avaliagdo abrangente de seguranga para uso em humanos



(Doktorovova et al., 2014).

Adicionalmente, os NLCs apresentam diversas vantagens ao encapsular
Oleos vegetais para a administragdo de ativos. Primeiramente, a capacidade dos
NLC de incorporar grandes quantidades de substancias lipofilicas, como os 6leos
vegetais, aumenta significativamente a solubilidade das moléculas de baixa
solubilidade aquosa, promovendo uma melhor biodisponibilidade (CASTRO et al.,
2021b). Além disso, a estrutura nanoestruturada dos NLCs permite uma liberagao
sustentada dos compostos bioativos encapsulados, o que pode prolongar o efeito
terapéutico e reduzir a frequéncia de administracao. Quando administrado via oral,
o tempo de acgao ocorre entre 30 e 60 minutos e o pico de concentragao plasmatica
do CBD é alcangado em cerca de 2 a 3 horas apos a ingestdo. Outro beneficio é a
protecdo dos ingredientes ativos contra degradagdo quimica e enzimatica,
aumentando a estabilidade do produto (RIBEIRO et al., 2021). Ademais, tais
sistemas sao biocompativeis e possuem baixa toxicidade, tornando-os adequados
para diversas vias de administragao, incluindo topica, oral e parenteral.

Os excipientes naturais como as manteigas e 6leos vegetais, por sua vez,
podem exercer um duplo papel no NLC: estrutural, ja que sao as proprias matrizes
de NLCs e bioativo, atuando como as moléculas terapéuticas para diferentes
aplicagoes. Assim, formulacbes baseadas em lipidios naturais sdo promissoras
para uma produgédo em larga escala, tendo garantidos seu controle de qualidade,
seguranga e eficacia (RIBEIRO et al., 2017; PIMENTEL et al., 2024; SILVA et al.,
2024).



2 OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver formulagdes a base de 6leo de canabidiol como futuro

candidato terapéutico no tratamento e prevencao da dor.

2.2 Objetivos Especificos

- Desenvolver formulagées de NLC a base de 6leo de canabidiol;

- Monitorar a estabilidade fisico-quimica das formulagdes por 1 ano (25 °C);

- Avaliar nanotoxicidade das formulagdes em modelos in vivo de embrido de
galinha;

- Avaliar a eficacia das formulagées em modelo in vivo de Drosophila melanogaster.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Preparo das Nanoparticulas de canabidiol com atividade analgésica

O método da emulsificagdo a quente foi empregado para o preparo das
nanoparticulas controle (NLC) e das nanoparticulas de 6leo de canabidiol
(NLC/CBD; 23 mg/mL). A fase lipidica contém manteiga de palma e o6leo de
canabidiol (5 %, m/v) aquecida em banho-maria 10 °C acima da temperatura de
fusdo da manteiga de palma (~ 47 °C). Concomitantemente, a fase aquosa
composta por poloxamer 188 (3 %, m/v) foi aquecida na mesma temperatura acima
e foi gotejada a fase lipidica, sob agitagdo de 10000 rpm, por 2 min, em agitador
Ultra-Turrax (Ultra-turrax® T18). A microemulsdo formada foi entdo submetida a
ultrasonicacéao por 10 minutos. Ao término desta etapa, a nanoemulsao formada foi
resfriada em banho de gelo, até alcangar 25 °C. Todas as nanoparticulas foram
obtidas com sucesso, sendo sdlidas e as formulagdes apresentam aspecto leitoso

e coloidal, sendo estocadas a 25 °C até uso subsequente.

3.2 Caracterizagao e acompanhamento da estabilidade fisico-quimica das

formulagoes

As analises de tamanho de particula (nm), indice de polidispersao (PDI) e
potencial Zeta (mV) foram realizadas pela técnica de espalhamento dinamico de
luz (DLS), por meio do equipamento LiteSizer 500 (Anton Paar).

Para avaliar o controle de qualidade das nanoparticulas, os mesmos
parametros foram acompanhados durante 365 dias, armazenados a 25 °C. Os
testes estatisticos ANOVA e Tukey post test foram empregados para determinar ou

nao alteragdes significativas intragrupo ao longo do tempo de analise (o = 95 %).

3.3 Morfologia das nanoparticulas

A morfologia das nanoparticulas das amostras de NLC e NLC/CBD foram
obtidas pela técnica de Microscopia Eletrénica de varredura (MEV). Uma gota de

cada amostra foi adicionada a uma laminula de vidro previamente pregada a um
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stub de aluminio. Apdés a completa evaporagcdo do solvente, os stubs foram
submetidos ao processo de sputtering durante 120 s a 30 kV. Entdo, as
nanoparticulas foram visualizadas no microscopio MEV Zeiss EVO MA10 com
detectores de elétrons secundarios e retroespalhados, operando em alto vacuo sob
tenséo de 20 kV.

3.4 Ensaio de nanotoxicidade in vivo em modelo de embrido de galinha

A nanotoxicidade das formulagdes e de seus respectivos controles foi
avaliada de acordo com os seguintes parametros: viabilidade (%), alteracdo do
peso do embrido (g) e dos anexos (gema, membrana corioalantoide e amnio),
utilizando o modelo in vivo de embrido de galinha. Este ensaio adotou diferentes
solugdes controle para comparagao dos resultados, a saber: solugéo salina 0,85 %;
emulsédo de CBD (E-CBD), composta por éleo de CBD (5 %, m/v) e poloxamer 188
(3 %, m/v); e NLC controle.

Foram utilizados 91 ovos de Gallus gallus, linhagem W-36. Antes das
analises, os ovos foram submetidos a ovoscopia para garantir a viabilidade dos
embrides com 7 dias de desenvolvimento. Os ovos foram pesados e divididos em
4 grupos: controle negativo (CN) (n=5), onde os ovos foram tratados com solugéo
salina; NLC controle (n=27); E-CBD (n=29); e NLC/CBD (n=30), com as seguintes
concentragobes: 23; 11,5; 5,75; 2,87; 1,43 € 0,72 (mg/mL) em todos os tratamentos.
Os ovos foram entao incubados por 72 h. A mortalidade dos embrides foi analisada
diariamente para determinar a viabilidade (%).

Aos 14 dias de desenvolvimento embrionario, os ovos foram pesados para
a andlise de alteracdo de peso. Em seguida, o embrido e seus anexos foram
pesados. A alteracao de peso do embrido e anexos foi calculada por meio da
diferenca entre o peso dos ovos antes e depois dos tratamentos, de acordo com a

seguinte equacao:

aW=(ce.ysWx50)+ieW (Equacao 1)

11



onde: aW: peso do ovo ajustado para 50 g; ce.ysW: peso do embrido ou anexo;

ieW: peso inicial do ovo.

3.5 Avaliacao da atividade nociceptiva

A linhagem w'""® (nimero de estoque 3605) utilizada para avaliar a atividade
nociceptiva, foi adquirida no Bloomington Stock Center da Universidade de Indiana,
Estados Unidos. Ela foi mantida em frascos contendo 2 de meio de cultura
Bloomington (1500 mL de agua, 27 g de levedura, 15 g farinha de soja; 109,5 g de
fuba de milho; 9 g de agar; 115,5 g de xarope de glicose; solugdo de acido e
Nipagin) em incubadora BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio, SOLAB) a 25 °C,
70 % de umidade relativa e ciclo claro-escuro de 12:12 horas.

As nanoparticulas foram avaliadas quanto a atividade analgésica, por meio
do teste de nocicepgao em larvas de Drosophilla melanogaster. Este experimento
foi realizado em placas de Petri e em duplicata. Foram analisadas 2 concentracoes
(1 mg/mL; 2 mg/mL) de cada formulagdo (NLC, E-CBD e NLC/CBD) e um controle
negativo (CN; agua destilada).

As Drosophilas foram mantidas em frascos com meio de -cultura
Bloomington, em duplicata, onde foram separadas em grupos de 15 casais por
frasco (30 por tratamento e concentragdo) em incubadora BOD a 25 °C, 70 % de
umidade relativa e ciclo claro-escuro de 12:12 h. Ap6és 24 h, as moscas foram
retiradas dos frascos, anestesiadas com éter etilico e sacrificadas. Apds a retirada
das moscas, as larvas foram mantidas por 72 h nos mesmos frascos contendo os
tratamentos, até que chegassem em seu 3 estadio larval, estagio esse que permite
a analise nociceptiva, devido a seus neuroreceptores de classe 4.

Dados os 3 dias, foram retiradas 10 larvas de terceiro estadio de cada frasco
(tratamento) e feita a analise em video da aplicacdo de HCI (9 %). As respostas
comportamentais das larvas de Drosophila melanogaster foram medidas aplicando
HCI (agente que induz dor). Ao ser exposta ao HCI, a larva demora um tempo (s)
para sentir dor, mostrando um comportamento de rolamento, se torcendo,
semelhante a um saca-rolhas. Esse comportamento foi medido em 30 time-

frames/s.
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As diluicbes de todas as concentracdes das formulagdes foram adicionadas
nos frascos, previamente a inser¢ao das moscas no meio de cultura Bloomington.

O controle negativo (CN) foi preparado com agua destilada.

3.6 Analises estatisticas

Para as anadlises estatisticas foi utilizado o software GraphPad PrismR
versao 8.0.2 com apresentagao de valores com maximo e desvio padrao. Os dados
obtidos de estabilidade foram submetidos a analise estatistica pelos testes
D'Agostino & Pearson, Shapiro-Wilk e KS, todos para avaliagdo da normalidade
com p < 0,05. As médias obtidas nos testes de toxicidade foram submetidas ao

teste ANOVA (para dados normalizados).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A caracterizac&o de nanoparticulas € fundamental para garantir a qualidade,
segurancga e a eficacia dos sistemas de liberacao de ativos. Neste estudo, foram
realizadas medigdes do tamanho, indice de polidispersidade (PDI) e potencial Zeta
das nanoparticulas formuladas com CBD encapsulado por NLCs. Esses
parametros sdo essenciais para entender a estabilidade, a biodistribuicdo e a
eficacia terapéutica das nanoparticulas (WANG et al., 2020).

A manuteng¢do do tamanho dos NLCs ao longo do tempo é crucial na
estabilidade das formulacdes, estando diretamente relacionados com o sucesso na
entrega dos bioativos de acordo com as diferentes vias de administragéo.
Tamanhos de particula menores que 250 nm sdo mais adequados para
administracdes injetaveis. Isso resulta também em uma melhor estabilidade fisico-
quimica, reduzindo a tendéncia das particulas de se agregarem ou sedimentarem
ao longo do tempo. Possiveis alteragdes nos tamanhos de particulas dos NLCs
também pode influenciar nas taxas de liberacdo dos bioativos, sendo fundamental
seu monitoramento ao longo de tempo (ZHANG; TIAN; QIAN, 2020).

As medi¢cbes do tamanho das nanoparticulas (Figura 1) mostraram uma
média de tamanhos de particulas de 383,8 + 12,8 nm para NLC e de 236,3 + 3,4

nm para NLC/CBD. Apés 365 dias, os tamanhos médios de particulas foram de
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369,8 £ 0,4 nm e 235,7 + 2,0 nm para NLC e NLC/CBD, respectivamente. Nao foi
observada variagbes estatisticamente significativas intragrupo (p< 0,05) do
tamanho das nanoparticulas ao longo do tempo. Valores de PDI abaixo de 0,200
sao indicativos de uma distribuicdo homogénea de tamanho, o que é desejavel para
garantir um comportamento consistente das nanoparticulas no organismo. Os
valores de PDI das formulagdes variaram de 0,221 £ 0,01 para NLC, e 0,153 £ 0,01
para NLC/CBD. Apéds 365 dias, o PDI médio variou entre 0,250 + 0,01 e 0,148 +
0,02 para NLC e NLC/CBD, respectivamente, indicando uma distribuicdo
monodispersa de tamanho de particula (Figura 2). Nao foram detectadas
diferengas estatisticamente significativas dos valores de PDI de NLC e NLC/CBD
em fungdo do tempo (p > 0,05). A auséncia de agregados é vital para evitar
complicagbes, como obstrugdo de capilares e variagdes indesejadas na
biodistribuicdo do farmaco, garantindo uma administragédo segura e eficaz das
nanoparticulas (KUMAR et al., 2020).

O potencial Zeta é uma medida da carga superficial das nanoparticulas e
esta diretamente relacionado a sua estabilidade em suspensao. Valores de
potencial Zeta superiores a +25 mV geralmente indicam uma estabilidade coloidal
adequada, evitando a agregacéao das particulas (SHARMA; SHARMA; JAIN, 2020).

Finalmente, na analise dos valores de potencial Zeta (Figura 3) ao longo do
tempo, foi evidenciada diferenca significativa intragrupo de ambas as amostras (p
< 0,05). Tais flutuagdes de valores sado inerente a complexidade estrutural de
coloides e ndo tém relacido com processos de instabilidade. Os valores médios de
potencial Zeta apds 1 ano de analise foram de -30,5 + 1,1 para NLC e de -32,3 £
0,7 para NLC/CBD, confirmando a excelente estabilidade fisico-quimica dos
sistemas aqui reivindicados, por pelo menos 12 meses de armazenagem a 25 °C.

Os resultados das medigdes de tamanho, PDI e potencial zeta confirmam a
qualidade das formulag¢des de NLCs contendo CBD. Estes parametros demonstram
gue as nanoparticulas possuem caracteristicas fisicas adequadas para aplica¢des

terapéuticas.
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Figura 1 - Estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas de NLC e NLC/CBD em termos
de tamanho de particulas (nm) armazenadas por 365 dias (25 °C).
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Figura 2 - Estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas de NLC e NLC/CBD em termos
de PDI armazenadas por 365 dias (25 °C).
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Figura 3 - Estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas de NLC e NLC/CBD em

termos de potencial Zeta (mV) armazenadas por 365 dias (25 °C).
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A caracterizagdo morfolégica das nanoparticulas através da microscopia
permite a visualizacdo direta da superficie e da forma das nanoparticulas,
fornecendo informagdes complementares essenciais (SANTOS et al., 2021).

A analise das nanoparticulas utilizando MEV (Figura 4) revelou uma
morfologia esférica de contornos bem delimitados. Na funcionalizagdo das
formulacbes, a presenga do canabidiol (CBD) resultou em uma diminuigdo da
cristalinidade da matriz lipidica sdlida, o que se refletiu em caracteristicas fisico-
quimicas favoraveis dos carreadores lipidicos nanoestruturados (NLC). Essa
diminuigdo na cristalinidade promoveu uma menor viscosidade da formulagéo,
favorecendo um aumento no carater amorfo da matriz. Como consequéncia,
observou-se uma reducao nos tamanhos de particula, o que € vantajoso para a
estabilidade e eficacia dos NLC. A menor cristalinidade também pode contribuir
para uma liberacdo controlada do CBD, aumentando potencialmente a
biodisponibilidade e eficacia analgésica da formulagdo. Esses resultados destacam

a importancia da modificagdo estrutural da matriz lipidica para otimizar as
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propriedades dos NLC, tornando-os promissores para aplicagcbes em terapias de
alivio da dor (FERREIRA et al., 2020).

Figura 4 — Imagens de microscopia eletrénica de varredura das nanoparticulas de NLC
(esquerda) e NLC/CBD (direita).
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A realizacao de ensaios de nanotoxicidade in vivo em embrides de galinha é
um passo crucial na avaliagdo da seguranga de nanoparticulas destinadas as
aplicacdes biomédicas. Os embrides de galinha sdo um modelo amplamente aceito
para estudos de nanotoxicidade devido a sua facil manipulacéo, desenvolvimento
rapido e fisiologia bem compreendida (SOMMERFELD, 2021).

Um aspecto importante do ensaio de nanotoxicidade é a analise da variacéo
do peso dos embrides e de seus anexos, como 0 saco vitelino e a membrana
corioalantoide. Tais analises fornecem dados quantitativos sobre o impacto das
nanoformulagdes no crescimento e desenvolvimento dos embrides, o que permite
identificar possiveis efeitos adversos, como retardos no crescimento ou
anormalidades no desenvolvimento. Além disso, a analise dos anexos embrionarios
pode revelar alteracdes na absor¢ao de nutrientes e na excrecdo de residuos,
indicando potenciais disfungdes metabdlicas induzidas pelas nanoparticulas
(FONSECA; DA SILVA; RIBEIRO, 2021).

A analise de mortalidade e lesbes dos embrides € outro componente vital do
ensaio de nanotoxicidade. A taxa de mortalidade dos embrides expostos as
nanoformulacdes fornece uma medida direta da toxicidade aguda (RIBEIRO et al.
2022).
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As figuras 5A e 5B apresentam, respectivamente, os graficos de
mortalidade e de lesdes graves nos embrides (figado esverdeado ou palido, rim e
baco palidos, liquido amniético leitoso, estrutura caseosa na CAM e em um unico
caso, o embrido grudado na casca). Mesmo que as lesdes graves (Figura 5B) na
formulacdo de NLC tenham se mostrado uma constante, isso refor¢a a capacidade
que o CBD tem de reduzir sua toxicidade em concentragdes mais baixas (< 2,87
mg/mL). Podendo trazer tanto o efeito desejado, como uma entrega controlada,
sustentada e especifica do CBD por meio das NLCs, gerando maior
biodisponibilidade

Os embrides foram tratados com NLC, emulsdo de CBD (E-CBD) e
NLC/CBD em 6 diferentes concentragbes (23; 11,5; 5,75; 2,87; 1,43; 0,72 mg/mL),
destacando a de 2,87 mg/mL, que mostrou ser a mais biocompativel para a
formulagédo de NLC/CBD. O experimento mostrou que ao comparar as diferentes
formulagcbes com o grupo controle negativo (CN), em relagcdo a mortalidade,
somente houve diferenga estatisticamente significativa (80 %) na formulagédo de
NLC/CBD 23 mg/mL, o que refor¢a e estabelece a seguranga da nanoformulagao
em concentragdes mais baixas. No entanto, entre os embrides sobreviventes, foram
observadas alteragdes macroscopicas significativas em comparagédo com o CN. A
média da porcentagem de lesdes graves foi de 86,66 % para NLC, 40,83 % para a
E- CBD e 43,33 % para NLC/CBD.
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Figura 5 — Mortalidade (acima) e lesdes graves (abaixo) em embrides de galinha tratados

com NLC, emulséo de CBD e NLC/CBD em diferentes concentra¢des (mg/mL).
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Com relagéo as alteragbes do peso, dos embrides de galinha (Fig. 6.A) e dos
anexos (Fig. 6.B) demonstram que nao foram detectadas diferencas
estatisticamente significativas em relagédo a alteragdo no peso dos embrides e de
seus anexos, respectivamente, em todos os tratamentos em relacédo ao CN. A
avaliagdo da nanotoxicidade nos embrides mostrou que a nanoparticula a base

CBD é segura nas concentragdes testadas quando comparada aos controles.

Figura 6 - Alteragdo do peso dos embrides de galinha (A) e dos seus anexos (B) sob

tratamento com NLC, emulsdo de CBD e NLC/CBD em diferentes concentragées (mg/mL).
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CN: NaCl 0,85 % (n=5); NLC (n=27); E-CBD (n=29); NLC/CBD (n=30). O teste estatistico qui-
quadrado seguido da analise da diferenga entre duas proporcdes foi empregado em relagdo ao CN
e todos os outros grupos.

Os resultados deste ensaio de nanotoxicidade foram fundamentais para
garantir que as nanoformulagbes desenvolvidas sejam seguras. A identificagéo
precoce de efeitos toxicos permite a modificacdo das formulagbes das
nanoparticulas, buscando minimizar os riscos antes de avancgar para ensaios
clinicos em humanos. Além disso, esses estudos contribuem para a compreensao
dos mecanismos de interagdo entre nanoparticulas e sistemas bioldgicos,
fornecendo uma base cientifica solida para o desenvolvimento de nanoparticulas

mais seguras e eficazes.
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A investigacao da eficacia das nanoparticulas foi elucidada por um ensaio
de nocicepgao em larvas de Drosophila melanogaster. Esse modelo in vivo é
amplamente reconhecido por sua eficacia na avaliacao de respostas nociceptivas
devido a sua simplicidade genética e a capacidade de realizar experimentos de alto
rendimento (HE et al., 2022).

A importancia de realizar um ensaio de nocicepcédo em larvas de Drosophila
melanogaster reside na possibilidade de avaliar o impacto das nanoparticulas na
percepgao da dor e nas vias nociceptivas. As larvas de estagio 3 possuem sistemas
nociceptivos bem caracterizados, devido aos seus neurorreceptores de classe IV
que compartilham semelhancas com os mamiferos, permitindo a extrapolacéo dos
resultados para outros organismos. Este ensaio pode fornecer informagdes cruciais
sobre possiveis efeitos adversos das nanoparticulas, especialmente se estas
estiverem sendo desenvolvidas para aplicagbes terapéuticas em humanos
(LOPEZ-BELLIDO ROGER et al., 2019).

A presenca de efeitos retardatarios nos sistemas nociceptivos das larvas
apoia a continuidade do desenvolvimento das nanoparticulas para aplicagdes
terapéuticas, garantindo os impactos positivos na percepg¢ao de dor dos pacientes.

De acordo com a figura 7, o ensaio de nocicepgéo apontou que as larvas
tratadas com a formulagao NLC/CBD contendo 1 mg de CBD demonstrou atividade
analgésica maior quando comparadas com o CN e NLC. Desta forma, o ensaio
mostra que, dentre todos as amostras analisadas, NLC/CBD foi o sistema mais
eficiente para analgesia, uma vez que foi capaz de retardar significativamente (p =
0,0077) o tempo para nocicepg¢ao das larvas, quando comparado com as outras
amostras.

Os resultados mostraram que a resposta nociceptiva das larvas expostas a
nanoformulacdo a base de CBD reduziu a percepc¢ao de dor. Este achado é de
extrema importancia, pois garante que as nanoparticulas ndo provocam reagdes
nociceptivas indesejadas, e, portanto, aumentam sua resisténcia na percepgéo da

dor.
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Figura 7 — Avaliagdo da atividade nociceptiva em larvas (estagio 3) de Drosophilla
melanogaster sob tratamento com NLC, emulsdo de CBD e NLC/CBD em diferentes

concentragoes (1 e 2 mg).

Teste de nocicepgao
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|
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Ensaio realizado em duplicata. (n=20) para todos os grupos analisados. Analises estatisticas
obtidas pelos testes ANOVA e Tukey post hoc.

5 CONCLUSOES

Em suma, sédo grandes os impactos das mais variadas formas de se sentir
dor. Devido aos tratamentos existentes, principalmente quanto ao uso de opioides,
que se torna necessaria a busca por novas abordagens terapéuticas, mais seguras
e eficazes. O canabidiol tem recebido destaque por seu potencial analgésico.
Portanto, foi desenvolvida uma formulagdo de carreadores lipidicos
nanoestruturados (NLC/CBD; 23 mg/mL) para melhorar sua biodisponibilidade e
entrega no tratamento da dor.

A formulacdo de NLC/CBD revelou-se promissora neste estudo, com tempo
de prateleira de no minimo 1 ano quando armazenada em temperatura ambiente.

Tal achado demonstra que ndo seria necessaria nenhuma condi¢ao especial de
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armazenamento, transporte e/ou distribuigdo de tais sistemas quando produzidos
em larga escala, o que obviamente barateia e muito o custo.

A caracterizagdo morfolégica por microscopia eletrénica de varredura (MEV)
confirmou a integridade estrutural das nanoparticulas.

A seguranca dos sistemas foi elucidada pelo teste de nanotoxicidade em
embrides de galinha, evidenciando sua biocompatibilidade em até 11,50 mg/mL de
CBD nos embrides tratados.

Finalmente, a fim de garantir a eficacia dos sistemas desenvolvidos, o ensaio
de nocicepg¢ao em larvas de Drosophila melanogaster proporcionou evidéncias do
potencial analgésico de NLC/CBD, a partir de 1 mg/mL de tratamento.

Em sintese, as formulagdes de NLC/CBD apresentam caracteristicas fisico-
quimicas e bioldgicas favoraveis, com potencial para melhorar significativamente a
eficacia terapéutica do canabidiol. A integracdo desses resultados abre caminho
para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas baseadas em
nanoparticulas, promovendo avangos na medicina personalizada e no tratamento

de condi¢des dolorosas complexas.
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