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RESUMO

Introducéo: Considerando o0 aumento da busca por novos compostos farmacologicos ativos,
metabdlitos secundarios vegetais tém se destacado em pesquisas cientificas. Cannabis sativa
L., possui compostos com inumeros efeitos terapéuticos. No entanto, a utilizacdo dessas
substancias na terapia requer a comprovacao de eficacia e seguranca. Os métodos alternativos
ao uso de animais tém demonstrado ser estratégias validas para a reducéo e substituicdo destes
em avaliacgdes toxicoldgicas, aléem de contribuir para o screening de compostos seguros através
de metodologia que integra o principio dos 3 R’s (reducdo, refinamento e substituicdo do uso
de animais). Objetivo: Avaliar a toxicidade aguda e crbnica, a mutagenicidade e
carcinogenicidade dos fitocanabinoides de C. sativa (canabidiol, canabigerol, canabicromeno,
4cido canabigerolico e A%-tetrahidrocanabinol) por meio de ferramentas in silico. Metodologia:
Foi realizada a triagem in silico de possiveis efeitos toxicos produzidos pela exposicdo aos
fitocanabinoides. Para isso foi utilizada a metodologia in silico QSAR (Quantitative Structure-
Activity Relationship, relacdo estrutura-atividade quantitativa), que por meio de modelos
computacionais e matematicos permite inferir a probabilidade de ocorréncia de efeitos toxicos.
O software OECD QSAR Toolbox foi utilizado para realizar as predicdes de toxicidade e ainda,
para entender os mecanismos envolvidos nos possiveis danos causados pelas substancias
testadas. Foi utilizada a formula SMILES (simplified molecular input line entry specification)
para a entrada (input) da substancia no software e a confirmagdo ocorreu pela conferéncia do
nome quimico e nimero CAS. Resultados: Foram identificados alertas estruturais para o
canabidiol (CBD), canabigerol (CBG) e 4&cido canabigerdlico (CBGA). O A°-
tetrahidrocanabinol (THC) e o canabicromeno (CBC), no entanto, ndo apresentaram alertas
estruturais significativos. Em termos de toxicidade crénica, o CBD exibiu efeitos positivos,
enquanto o THC apresentou um NOEL (maior dose que ndo sdo observados efeitos toxicos) de
50 mg/kg. O CBC e o CBG mostraram resultados divergentes quanto aos efeitos adversos sob
administracdo crénica. Nos testes de carcinogenicidade, o CBD ndo apresentou resultados
positivos, em contraste com o THC, CBC e CBG, que apresentaram resultados variados. Em
relacdo a toxicidade genética, apenas o THC ndo demonstrou resultados positivos. Enfim o
CBGA exibiu alertas estruturais para mutagenicidade e carcinogenicidade. Concluséo: O perfil
de toxicidade dos fitocanabinoides estudados €, de modo geral, considerado relativamente
seguro. No entanto, alguns fitocanabinoides apresentaram alertas para toxicidade aguda,
crbnica, carcinogenicidade e mutagenicidade, indicando a necessidade de cautela em seu uso,
especialmente em doses elevadas ou com exposicdo prolongada. O CBD mostrou alertas para
derivados de resorcinol e fenois hidroxilados, os quais podem levar a mutagenicidade por meio
da geracdo de metabdlitos reativos, além do potencial para toxicidade crbnica e genética, mas
sem indicativos de carcinogenicidade. O THC apresentou apenas potencial carcinogénico em
camundongos. O CBC teve resultados divergentes quanto a toxicidade cronica e genética, mas
indicou carcinogenicidade em camundongos machos. O CBG exibiu alertas para resorcinol,
fenois e alquilbenzenos, substancias conhecidas por gerar metabdlitos reativos, além do
potencial cancerigeno e genotoxico sob certas condi¢Bes. Por fim, o0 CBGA apresentou alertas
para alquilbenzenos e aceptores de hidrogénio, compostos que interagem com o DNA e/ou
proteinas por meio de ligagdes ndo covalentes. Esses resultados sugerem que, embora 0s
fitocanabinoides tenham potencial terapéutico, é fundamental considerar 0s riscos potenciais
associados a cada substancia.

Palavras-chave: Cannabis sativa; carcinogenicidade; mutagenicidade; toxicidade aguda;
toxicidade cronica.



ABSTRACT

Introduction: Increasing the search for new active pharmacological compounds, secondary
metabolites have been highlighted in scientific research. Cannabis sativa L. has compounds
with numerous therapeutic effects. However, the use of organic substances in therapy requires
proof of efficacy and safety. Alternative methods to the use of animals present valid strategies
for the reduction and replacement of these in toxicological evaluations, in addition to
contributing to the screening of safe compounds through a methodology that integrates the
principle of the 3 R's (reduction, refinement and replacement of the use of animals). Objective:
To evaluate the acute and chronic toxicity, mutagenicity and carcinogenicity of
phytocannabinoids from C. sativa (cannabidiol, cannabigerol, cannabichromene,
cannabigerolic acid and A®-tetrahydrocannabinol) using in silico tools. Methodology: An in
silico screening of possible toxic effects produced by exposure to phytocannabinoids was
performed. For this purpose, the in silico QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship)
methodology was used, which, through computational and mathematical models, allows
inferring the probability of occurrence of toxic effects. The OECD QSAR Toolbox software
was used to make toxicity predictions and also to understand the mechanisms involved in the
possible damage caused by the tested substances. The SMILES (Simplified Molecular Input
Line Entry Specification) formula was used to input the substance into the software and
periodically confirmed by checking the chemical name and CAS number. Results: Structural
alerts were identified for cannabidiol (CBD), cannabigerol (CBG) and cannabigerolic acid
(CBGA). A®-tetrahydrocannabinol (THC) and cannabichromene (CBC), however, did not
indicate structural alerts. In terms of chronic toxicity, CBD exhibited positive effects, while
THC presented a NOEL (highest dose at which no toxic effects are presented) of 50 mg/kg.
CBC and CBG showed divergent results regarding adverse effects under chronic
administration. In carcinogenicity tests, CBD did not present positive results, in contrast to
THC, CBC and CBG, which presented varied results. Regarding genetic toxicity, only THC did
not present positive results. Finally, CBGA exhibited structural alerts for mutagenicity and
carcinogenicity. Conclusion: The toxicity profile of the trained cannabinoids is, in general,
considered relatively safe. However, some cannabinoids have alerts for acute and chronic
toxicity, carcinogenicity and mutagenicity, imposing the need for caution in their use, especially
at high doses or with prolonged exposure. CBD showed warnings for resorcinol compounds
and hydroxylated phenols, which can lead to mutagenicity through the generation of reactive
metabolites, in addition to the potential for chronic and genetic toxicity, but without indications
of carcinogenicity. THC showed only carcinogenic potential in mice. CBC had conflicting
results regarding chronic and genetic toxicity, but indicated carcinogenicity in male mice. CBG
showed warnings for resorcinol, phenols and alkylbenzenes, substances known to generate
reactive metabolites, in addition to the potential carcinogenic and genotoxic potential under
certain conditions. Finally, CBGA sent warnings for alkylbenzenes and hydrogen acceptors,
compounds that interact with DNA and/or proteins through non-covalent bonds. These results
suggest that, although cannabinoids have therapeutic potential, it is essential to consider the
potential risks associated with each substance.

Keywords: Cannabis sativa; carcinogenicity; mutagenicity; acute toxicity; chronic toxicity.
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1 INTRODUCAO

No passado, o género Cannabis (Cannabaceae) foi descrito com trés espécies
distintas: C. sativa, C. indica e C. ruderalis (Lapierre et al., 2023). Contudo estas espécies ndo
sdo geneticamente diferentes o suficiente para justificar a sua préopria classificacdo taxondmica,
dessa forma o consenso cientifico é que Cannabis sativa L. € uma Unica espécie monotipica do
género Cannabis, que exibe uma ampla diversidade morfologica e quimica, em decorréncia da
reproducéo seletiva e do cultivo humano, em vez de linhagens evolutivas distintas (Lapierre et
al., 2023; Basyal; Regmi, 2021).

Entre terpenos, compostos fendlicos, flavonoides e alcaloides, os fitocanabinoides
constituem o maior grupo de moléculas bioativas encontradas na planta, e consequentemente o
mais estudado devido a sua extensa variedade de efeitos farmacoldgicos (Andre; Hausman;
Guerriero, 2016; Fasakin; Oboh; Ademosun, 2022).

O é&cido canabigerdlico (CBGA) possui efeito anti-inflamatorio e é considerado
mais potente que o canabidiol (CBD) na inibicdo de substancias inflamatorias (Faouzi et al.,
2022). Além disso, 0 CBGA pode ser utilizado no controle do diabetes mellitus e na prevencéo
de problemas cardiovasculares associados ao diabetes tipo 2 (D'Aniello et al., 2019; Gao et al.,
2015). Por fim, estudos sugerem que o0 CBGA, em sinergia com outros fitocanabinoides, pode
induzir a morte de células cancerigenas in vitro, como no caso de células de cancer colorretal e
leucemia (Nallathambi et al., 2018; Scott et al., 2013).

O A®-tetrahidrocanabinol (THC), um dos fitocanabinoides majoritarios na planta, é
responsavel pelos efeitos psicoativos caracteristicos do uso adulto da planta, mas também
possui propriedades Gteis no tratamento de varias doencas, devido a sua acdo analgésica,
anticonvulsivante, estimulante do apetite, ansiolitica e indutora do sono (Paladini, 2023). Além
disso, é um grande aliado no tratamento da dor neuropatica, pois protege a neuroplasticidade
(Paladini, 2023).

O CBD também pode ser utilizado por pacientes em quimioterapia para aliviar
nauseas e vomitos (Paladini, 2023). Além disso, demonstra eficacia no tratamento de esclerose
multipla, aliviando dores e espasticidade, e em condigbes como epilepsia e dor crénica
(Paladini, 2023). O CBD apresenta ainda propriedades ansioliticas e antidepressivas, atribuidas
a sua afinidade com o receptor 5-HT1A, um subtipo de receptor de serotonina presente em
regides pré-sinapticas e pos-sinapticas (Melas et al., 2021). A ativacdo desse receptor esta
associada ao mecanismo de acao de medicamentos ansioliticos, antidepressivos e antipsicoticos

(Campos et al., 2012). Por isso, 0 CBD pode ser empregado como terapia complementar no
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manejo de sintomas comportamentais em pacientes com Transtornos do Espectro Autista
(TEA), caracterizados por irritabilidade, ansiedade, hiperatividade e distarbios do sono
(Barchel et al., 2019).

Por fim, o CBD destaca-se pelo seu potencial neuroprotetor em doencas
neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson (Flores; Zamin, 2017). Ele pode reduzir a
agitacdo psicomotora e retardar a progressdo dessas condi¢des ao modular a neuroinflamacéo,
frequentemente observada na doenca de Alzheimer, e ao neutralizar o estresse oxidativo
causado por espécies reativas de oxigénio (EROs) (Paladini, 2023; Hermush et al., 2022; Di
Giacomo et al., 2020).

O canabicromeno (CBC) apresenta propriedades analgésicas e anti-inflamatorias,
atribuidas a sua afinidade com os receptores canabinoides do tipo 2 (CB2) (Maione et al., 2011;
Oléah et al., 2016). Além disso, o CBC pode inibir a reabsorcdo da anandamida (AEA),
prolongando os efeitos desse endocanabinoide, o que contribui para o alivio da dor e a melhora
do humor (Maione et al., 2011). Adicionalmente, o CBC pode desempenhar um papel
significativo no tratamento de condi¢fes neurodegenerativas, pois estudos sugerem que ele
promove a neurogénese (Shinjyo; Di Marzo, 2013). De acordo com Kollipara et al., em um
estudo realizado em 2023 sobre as propriedades anticonvulsivantes do CBC, foi demonstrado
que o composto reduziu significativamente as convulsbes em peixes-zebra, um modelo
experimental utilizado para estudar crises convulsivas, sugerindo que o CBC pode atuar como
um complemento aos tratamentos convencionais para essas condi¢des (Kollipara et al., 2023).

O canabigerol (CBG) demonstrou potencial anti-inflamatério ao reduzir a
inflamacdo em doengas inflamatorias intestinais, como a colite, por meio do aumento na
producdo de antioxidantes enddgenos e da reducdo de citocinas pro-inflamatoérias (Nduma et
al., 2023). Além disso, 0 composto apresenta propriedades antibacterianas, demonstrando
eficacia contra cepas resistentes, como o Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA), bem como contra bactérias gram-negativas, como Neisseria gonorrhoeae, e fungos,
como Candida albicans (Abudalu et al., 2023).

C. sativa pode ser considerada uma das plantas cultivadas mais antigas, amplamente
utilizada por civilizagbes antigas, principalmente para fins medicinais e religiosos (Crocq,
2020). A China possui os primeiros registros documentados do uso medicinal da cannabis, cuja
utilizacdo remete a cerca de dois milénios a.C. (Crocq, 2020).

Com o aumento do uso recreativo de C. sativa, surgiram questdes sociais e politicas,
0 que levou a sua classificacdo como droga ilicita em diversos paises, devido aos seus efeitos

psicoativos (Dall'agnol; Lobo, 2018). Em resposta a esse cenario, alguns paises comecgaram a



15

reavaliar suas politicas proibitivas em relacdo ao uso medicinal de Cannabis, optando por
legalizar e regulamentar seu uso em vez de manté-lo proibido (Zigi¢ et al., 2021). No entanto,
muitos paises ainda imp&em severas penalidades para o cultivo de C. sativa (Zigié et al., 2021).

Compostos derivados de C. sativa, como por exemplo o CBD, THC, CBC, CBG e
0 CBGA, séo substancias conhecidas por agirem no sistema endocanabinoide, presente no
sistema nervoso central e periférico e em outros sistemas, participando da homeostase do
organismo (Corroon; Felice, 2019).

Essas substancias podem servir como alternativas terapéuticas, contribuindo para a
melhoria da qualidade de vida de pessoas com transtornos de saude mental, distdrbios
neuroldgicos, doencas autoimunes e condi¢des associadas a dor (Corroon; Felice, 2019).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, uma planta medicinal é definida como
qualquer vegetal que contém, em um ou mais de seus 6rgdos, substancias que podem ser
utilizadas para fins terapéuticos (OMS, 1998).

Embora derivados de C. sativa sejam considerados “produtos naturais”, e o uso de
plantas medicinais para tratamento, cura e prevencdo de doencas seja uma das praticas
terapéuticas mais antigas da humanidade, isso ndo elimina os riscos associados ao seu uso
descontrolado ou a sua combina¢do com medicamentos produzindo interacbes medicamentosas
(Silva, 2016). Por isso, devem haver mais estudos para averiguar os potenciais efeitos
toxicoldgicos que a planta possa apresentar, para que os prescritores tenham maior respaldo e
possam prescrever cannabis com mais seguranca (Hill; Palastro, 2017).

Os estudos in silico, ou seja, 0s modelos computacionais e matematicos, vem sendo
utilizados na avaliacdo de toxicidade como uma forma de otimizar o tempo e 0s custos dos
ensaios, diminuir a quantidade de solventes descartados e moderar a quantidade de animais
eutanasiados (Dias, 2018).

A avaliagcdo de toxicidade in silico faz uso de abordagens preditivas com
fundamentacéo cientifica e metodoldgica (Santos, 2011; Brito, 2011). Aplicando estratégias
como QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship, relacdo estrutura-atividade
quantitativa) e a dose-efeito para a avaliagdo de toxicidade € possivel realizar uma triagem
(screening) mais rigorosa sobre efeitos mutagénicos e teratogénicos, por exemplo, para que
casos como o desastre da talidomida, que afetou milhares de criangas nas décadas de 1960 a
1980, nédo voltem a acontecer (Santos, 2011; Brito, 2011).

Assim, este projeto visa realizar a avaliacdo de toxicidade in silico de

fitocanabinoides de C. sativa.
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Este ensaio ird colaborar para o entendimento do potencial desses compostos em
causar eventos adversos e a gravidade destes eventos. A triagem de efeitos realizada utilizando
este método podera predizer efeitos toxicos que deverdo ser observados posteriormente em
ensaios nao clinicos, ou mesmo, dependendo da probabilidade de ocorréncia e da gravidade do
efeito, evitando que estes compostos sejam utilizados como modelos no desenvolvimento de

farmacos.

2 OBJETIVO

Avaliar a toxicidade aguda e crbnica, a mutagenicidade e carcinogenicidade dos
fitocanabinoides de C. sativa (CBD, THC, CBC, CBG e CBGA) por meio de ferramentas in

silico.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 CANNABIS MEDICINAL

O uso mais antigo registrado de Cannabis sativa para fins terapéuticos ocorreu na
China, onde sua aplicagdo medicinal foi descrita na Pen-ts’ao Ching, considerada a farmacopeia
mais antiga do mundo (Diniz et al., 2024). Esse compilado reiine conhecimentos baseados em
tradicdes orais transmitidas desde a época do Imperador Shen-Nung, datando aproximadamente
de 2.700 a.C. (Zuardi, 2006).

Na medicina tradicional indiana, dentro do sistema ayurvédico, cannabis era
considerada uma das ““cinco plantas sagradas”, sendo vista como fonte de felicidade e simbolo
de liberdade (Charitos et al., 2021). Seu uso terapéutico incluia o alivio de dor, como dores de
cabeca e de dente, tratamento de epilepsia, doencas inflamatérias e respiratérias, como
bronquite e asma, além de ser utilizada como calmante em pacientes com ansiedade (Charitos
etal., 2021).

O Papiro Ebers, datado de cerca de 1550 a.C., € um dos documentos médicos mais
antigos do Egito, seu conteudo menciona 0s conhecimentos dos herbalistas egipcios, incluindo

0 uso de extratos de cannabis (Charitos et al., 2021).
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Devido a um estigma associado a planta e as politicas de combate as drogas no
século XX, o uso medicinal de cannabis foi interrompido em muitos lugares, o que teve um
impacto negativo nas pesquisas e uso (Saad, 2019).

Apesar disso, 0 interesse pela cannabis medicinal vem crescendo, impulsionado por
pesquisas cientificas cada vez mais numerosas e pelos resultados clinicos que reforcam as
evidéncias dos beneficios da planta (Abyadeh et al., 2021). Esses estudos tém mostrado
resultados promissores, especialmente no tratamento de condi¢cBes como esclerose mdltipla e
doenca de Parkinson (Abyadeh et al., 2021).

Apesar de cannabis e os fitocanabinoides serem amplamente utilizados de forma
medicinal e diversos estudos indicarem que a planta possui efeitos terapéuticos em comparacgéo
com placebos, as evidéncias clinicas de eficacia ainda permanecem limitadas, pois, muitos dos
efeitos adversos conhecidos da cannabis medicinal sdo derivados de usuérios recreativos da
cannabis, como perda da coordenagdo motora, paranoia e bronquite cronica (Bridgeman;
Abazia, 2017).

Uma revisdo sistematica de ensaios realizados ao longo de 40 anos sobre o uso de
medicamentos a base de canabinoides, que incluiu 23 ensaios clinicos randomizados e 8 estudos
observacionais, revelou que, nos ensaios randomizados, a duracdo média da exposicdo a planta
foi de duas semanas, variando entre oito horas e 12 meses (Wang et al., 2008). No total 4.779
efeitos adversos foram reportados, sendo que 4.615 foram considerados ndo graves (96,6%)
(Wang et al., 2008).

Os efeitos adversos graves mais frequentemente relatados, foram esclerose maltipla
recorrente (12,8%; 21 eventos), vomitos (9,8%; 16 eventos) e infec¢Bes do trato urinério (9,1%;
15 eventos), entretanto o efeito adverso ndo grave mais frequente foi tontura (15,5%; 714
eventos) (Wang et al., 2008).

Em contrapartida, em uma revisdo de 23 ensaios clinicos randomizados realizados
para atestar a eficicia e a seguranca do dronabinol (THC sintético), um medicamento
antiemético aprovado no Estados Unidos da América (EUA), foi demonstrado que os
individuos que receberam o medicamento tiveram menos nauseas e vomitos comparados com
aqueles que receberam o placebo, ainda, os que receberam o produto a base de cannabis
relataram efeitos adversos como tontura, sedagao, disforia e euforia (Bridgeman; Abazia, 2017).

A primeira forma farmacéutica solida introduzida no mercado farmacéutico com
acdo de antagonismo seletivo sobre os receptores CB1 foi o rimonabanto (Accomplia®),
desenvolvido pela Sanofi (Villa; Perassolo; Suyenaga, 2015). Esse medicamento foi langado

com o objetivo de auxiliar no emagrecimento, pois ao antagonizar o receptor CB1, aumenta a
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expressdo e liberacdo de adiponectina, um hormoénio produzido pelo tecido adiposo que
promove a reducdo do peso corporal (Abreu, 2011).

No entanto, havia poucos ensaios clinicos que comprovassem sua eficacia e
seguranca, e faltavam dados sobre os efeitos a longo prazo (Moreira; Lutz, 2008). De fato, 0
medicamento era conhecido por induzir efeitos adversos psiquiatricos significativos, conforme
demonstrado em ensaios in vivo, o que levou a sua retirada do mercado (Moreira; Crippa, 2009).

Os mecanismos que levam ao aumento da ansiedade e depresséao pelo bloqueio dos
receptores CB1 ainda ndo sdo completamente compreendidos (Moreira; Lutz, 2008). Uma
hipétese é que os endocanabinoides mantém o equilibrio entre 0s neurotransmissores
excitatorios (glutamato) e inibitorios (d&cido gama-aminobutirico - GABA), logo, o bloqueio
dos receptores CB1 poderia causar um desequilibrio nesse sistema (Moreira; Lutz, 2008).

O dronabinol (Marinol®) e a nabilona (Cesamet®), ambos em forma de capsulas,
contém formas sintéticas de THC. A nabilona apresenta modificacdes estruturais que a
diferenciam do THC natural, mas ambos atuam ativando diretamente os receptores CB1. Essas
substancias sdo indicadas principalmente para pacientes em quimioterapia, proporcionando
alivio de néuseas e estimulando o apetite (Pamplona, 2014).

O THC de origem vegetal é classificado como uma substancia de classe | sob a lei
de substancias controladas pela DEA (Drug Enforcement Administration) e reguladas pelo FDA
(Food and Drug Administration), juntamente com a heroina e o LSD, ou seja, sdo substancias
com alto potencial de abuso e sem uso médico aprovado pelo governo federal dos EUA (FDA,
1974).

A excecdo sdo produtos farmacéuticos contendo THC sintético, como o dronabinol,
aprovados pelo FDA para tratar nduseas e perda de apetite, classificado como classe 111, onde
0 potencial terapéutico € reconhecido e a capacidade de causar dependéncia é de moderado a
baixo, logo a comercializacdo é permitida, mas somente com prescricdo médica (FDA, 1974).

Alem disso, produtos derivados de cannabis com baixo teor de THC (menos de
0,3%), como o canhamo industrial e 0 CBD extraido dele, foram legalizados pelo Farm Bill de
2018 — uma legislacdo abrangente dos EUA que regulamenta e financia areas relacionadas a
agricultura, alimentacdo e desenvolvimento rural (Hudak, 2018). A partir dessa mudanca, o
cultivo, transporte e venda de produtos derivados do canhamo passaram a ser permitidos, e
esses produtos foram excluidos da classificagdo de substancias controladas de classe | (Hudak,
2018). No entanto, a venda desses derivados é permitida apenas sob regulamentagéo rigorosa
(Hudak, 2018).
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Além disso, em 2003 foi introduzido na Holanda o Bedrocan®, um produto
padronizado de cannabis, indicado para vomitos associados a quimioterapia, perda de peso, dor
neuropatica associado ao HIV/AIDS, dor crbnica, glaucoma e esclerose multipla, com
composi¢do quimica definida (22% de THC e <1,0% de CBD, além do perfil de terpenos)
(Bedrocan, 2014; Pamplona, 2014).

Somado a isso, outras linhas foram desenvolvidas, comercializadas em sua maioria
como inflorescéncias secas, contendo composi¢des de THC e CBD distintas, de forma a atender
todas as necessidades dos pacientes, entre elas o Bedrobinol® (13,5% de THC e <1,0% de
CBD), Bediol® (6,3% de THC e 8% de CBD), Bedica® (14% de THC e <1,0% de CBD) e 0
Bedrolite® (<1,0% de THC e 7,5% de CBD) (Bedrocan, 2014).

Ainda, pode ser recomendado aos pacientes fumar, vaporizar ou preparar
comestiveis em base oleosa, sendo que para a administracdo pulmonar o ideal é fazer a troca do
cigarro de cannabis para vaporizadores com regulacdo da temperatura, de forma a maximizar a
volatizacdo dos fitocanabinoides e minimizar a producdo dos produtos cancerigenos derivados
da fumaca formada (Celestino; Marconato; Lopes, 2021). A combustdo da cannabis inalada
pode causar efeitos semelhantes aos da fumaca do cigarro, incluindo bronquite cronica e
inflamacdo das vias aéreas, além de sintomas advindos da contaminacdo por metais pesados,
bactérias patogénicas ou pesticidas que a erva cultivada de modo ilegal pode apresentar devido
a falta de controle de qualidade (Volkow et al., 2014; Russo, 2016).

E importante ressaltar que o Sativex® foi introduzido no mercado do Reino Unido
em 2010 (Sativex, 2022). Trata-se de um medicamento com concentragdes controladas de THC
e CBD, apresentado na forma de extrato hidroalcoolico para pulverizacgao bucal, indicado para
o0 tratamento de adultos com espasticidade moderada a grave causada pela esclerose multipla,
especialmente em casos que ndo responderam a outros medicamentos antiespasmodicos
(Sativex, 2022).

Dessa forma, o Sativex® foi o primeiro medicamento a base de C. sativa registrado
no Brasil pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) em 2017, sob o nome
comercial de Mevatyl®, composto por 27 mg/ml de THC e 25 mg/ml de CBD, sendo
comercializado com tarja preta e dispensado apenas mediante prescricdo medica, conforme
notificacdo de receita tipo A, prevista na Portaria SVS/MS n° 344/1998, além de exigir um
Termo de Consentimento Informado pelo paciente (Brasil, 2022).

Por fim, a proibicdo arbitraria de cannabis, e consequentemente da cannabis
medicinal, € amplamente criticada, pois sua classificacdo parece estar mais fundamentada no

contexto social do uso — historicamente associado a popula¢des marginalizadas, especialmente
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afro-brasileiros e nordestinos, no século XX — do que em seu real potencial de causar danos
ou dependéncia (Pamplona, 2014; Carneiro, 2019).

Enquanto isso, substancias comprovadamente mais prejudiciais, como o alcool, que
esta diretamente relacionado a graves acidentes de transito e violéncia doméstica, permanecem
licitas (Carneiro, 2019).

No Brasil, a proibicdo do cultivo de Cannabis ndo apenas dificulta o0 acesso a
medicamentos derivados, mas também contribui para custos elevados devido a necessidade de
importar o produto final ou realizar processos complexos de registro e autorizacdo, enquanto a
cannabis vendida no trafico pode ser de baixa qualidade, possivelmente contaminada e sem
padronizacao (Pamplona, 2014).

Aqueles que recorrem a justica para obter autorizacdo para a importacdo de
produtos a base de CBD ou de extratos de C. sativa enfrentam um processo longo, burocrético,
caro e incerto, o que torna o uso de cannabis pouco acessivel, ferindo o direito constitucional a
salde, ja que o custo médio de uma caixa do medicamento pode chegar a R$ 3 mil,
inviabilizando o tratamento para pessoas de baixa renda (Brasil, 2021).

Diante do exposto, interessados em utilizar a cannabis medicinal podem se filiar a
associacOes civis sem fins lucrativos que, sob autorizagcfes judiciais, cultivam C. sativa,
oferecendo a planta ou seus derivados aos associados, mediante prescricdo médica (Brasil,
2021).

Entre elas estdo: a Associacao Brasileira Cannabis Esperanca (Abrace), na Paraiba;
a Associacdo de Apoio a Pesquisa e a Pacientes de Cannabis Medicinal (APEPI), no Rio de
Janeiro; e as associagdes Cultive e Associagdo Terapéutica Cannabis Medicinal Flor da Vida,

ambas no estado de Sao Paulo (Brasil, 2021).

3.2 BOTANICA

A planta cannabis pertence a familia Cannabaceae, ao género Cannabis e a espécie
Cannabis sativa L., porém existem controvérsias na classificacdo da taxonomia da planta
(Chandra et al., 2017).

Devido a domesticacdo ao longo dos anos, cannabis passou a apresentar diferentes
morfologias e composi¢des quimicas, assim, alguns autores a caracterizam o género Cannabis
como politipico, com mais de uma espécie, enquanto outros consideram monotipico, com uma

Unica espécie, mas com alto grau de polimorfismo (Chandra et al., 2017).
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Apesar disso, cannabis é considerada como uma Unica espécie, porém altamente
diversa, e as espécies C. indica e C. ruderalis sdo variedades da C. sativa (Elsohly et al., 2017).

C. sativa possui floragdo anual movida por fotoperiodo, é raramente monoica, com
flores (inflorescéncias) de ambos 0s sexos ha mesma planta e predominantemente didica, ou
seja, apresenta inflorescéncias masculinas e femininas em plantas separadas (Borille, 2016).

As plantas femininas sdo responsaveis por produzir inflorescéncias com alto teor
de THC, enquanto as masculinas contribuem apenas para a reproducédo da espécie por meio da
producéo de pdlen, morrendo logo apds esse processo (Bonini et al., 2018).

Os tricomas glandulares sdo apéndices epidérmicos caracteristicos de familias
como a Cannabaceae (Nascimento, 2017). Sua principal funcdo é a producdo e o
armazenamento de compostos bioativos, como fitocanabinoides e terpenos, que desempenham
papéis essenciais na defesa da planta contra insetos, patégenos, radiacdo ultravioleta e outros
estresses ambientais, além de contribuir para a atragdo de animais polinizadores (Souza, 2022;
Bonini et al., 2018). Esses tricomas estdo concentrados principalmente nas inflorescéncias
femininas, em maior quantidade do que nas masculinas, e também podem ser encontrados nas
bracteas e folhas da planta (Nascimento, 2017).

Os aquénios, usualmente chamados de “sementes”, possuem formato oval, unido
ao pericarpo em apenas um ponto, de coloragdo acastanhada e sdo produzidos somente pelas

inflorescéncias femininas (Small, 2015).

3.3 FITOCANABINOIDES

Ao longo dos anos uma variedade de compostos de uma vasta natureza quimica
fora identificada em C. sativa, totalizando mais de 500 metabdlitos secundarios, como
flavanoides, terpenos, esteroides, alcaloides, fitocanabinoides e hidrocarbonetos
(Kopustinskiene, et al., 2022).

Os fitocanabinoides sdo terpeno-fendlicos formados em sua ampla maioria por 21
carbonos (ou 22 carbonos nas formas carboxiladas), derivados do &cido olivetdlico resultante
da via policetidica, e do geranil difosfato derivado da via do mevalonato (Hanus et al., 2016).

A biossintese dos fitocanabinoides, assim como a dos terpenos, acontece em células
secretoras no interior dos tricomas glandulares, presente em sua maioria nas inflorescéncias

femininas e em menor quantidade nas inflorescéncias masculinas (Tahir et al., 2021).
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A via da biossintese vegetal comega quando o &cido olivetolico e o geranil difosfato,
conhecidos por originar terpenos, sofrem acdo da prenilase e olivetolato geraniltransferase
formando o CBGA (Elsohly et al., 2017).

O CBGA por sua vez sofre ciclizacdo pela oxidase dependente do dinucleotideo de
flavina e adenina (FAD), gerando os produtos acido A°-tetrahidrocanabindlico (THCA), acido
canabidiolico (CBDA) e acido canabicroménico (CBCA) (Hanus et al., 2016).

Os fitocanabinoides acidos representam as formas inativas encontradas na planta,
no entanto esses compostos sofrem descarboxilacéo, um processo desencadeado pela exposicao
a luz, pelo envelhecimento natural da planta ou pelo aquecimento, perdendo o grupo carboxila,
convertendo os fitocanabinoides acidos em suas formas ativas, como THC, CBD e CBC, que
sdo amplamente reconhecidas por suas propriedades farmacéuticas (Small, 2015; Zaharia et al.,
2020).

C. sativa demonstra uma notavel plasticidade fenotipica adaptativa, o que
contribuiu para sua ampla distribuicdo geografica e domesticacdo ao longo do tempo por
diversas civilizacdes (Small, 2015). Por essas razdes, a planta expressa diferentes fenotipos
quimicos, tanto selvagens quanto mutantes, chamados de quimiotipos ou quimiovariantes, nos
quais cada variedade apresenta uma singularidade distinta e/ou competéncia para converter o
CBGA, precursor comum dos fitocanabinoides, em diferentes concentracdes de THC e CBD, a
depender do quimiotipo (Onofri; Meijer; Mandolino, 2015).

Além das condi¢Ges ambientais e fatores geneticos, o perfil de fitocanabinoides
pode variar entre 0s quimiotipos de acordo com a maturidade da planta e etapas de coleta e
processamento, dessa forma € essencial ter condi¢Ges controladas na cadeia produtiva afim de
obter uma constancia de composicédo dos fitocanabinoides (Sarma et al., 2020; Potter, 2013).

Em estudo clinicos, o CBD demonstrou possuir atividade anticonvulsivante,
analgésica, anti-inflamatdria, antiemética, relaxante muscular, ansiolitica e antipsicética, além
disso, estudos recentes sugerem que o CBD seria capaz de inibir a replicagdo do virus SARS-
CoV-2 em células do epitélio pulmonar de humanos e camundongos (Kowal; Hazekamp;
Grotenhermen, 2016; Nguyen et al., 2022).

O THC ¢é o principal componente psicoativo da planta, com propriedades
semelhantes ao CBD, como efeitos neuroprotetores, anti-inflamatérios, antioxidantes,
anticonvulsivantes e analgésicos, bem como efeitos antieméticos e estimulante de apetite, eficaz
no tratamento do cancer (Coles; Steiner-Lim; Karl, 2022; Alvarado; Sanchez; Salcedo, 2017).

No entanto, mais pesquisas sdo necessarias para entender melhor os efeitos

terapéuticos do THC, especialmente no que diz respeito a dosagem e aos possiveis efeitos
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adversos (Coles; Steiner-Lim; Karl, 2022). Além disso, estudos indicam que a combinacao de
THC com outros fitocanabinoides pode gerar resultados mais significativos do que o uso
isolado do composto (Alvarado; Sanchez; Salcedo, 2017).

Ademais, evidéncias indicam que o uso frequente e prolongado de altas doses de
THC pode levar ao usuario a dependéncia fisica e psicolégica, e quando interrompido é capaz
de ocasionar sintomas de abstinéncia como irritabilidade, insonia, disforia e ansiedade,
colaborando para a reincidéncia ao consumo (Volkow et al., 2014).

O CBD é um candidato promissor para o tratamento de diversas patologias, gracas
a suas caracteristicas ja conhecidas, como suas propriedades neuroprotetoras, que o tornam
favoravel para o tratamento de doencas associadas a inflamacéo e ao estresse oxidativo, como
a doenca de Alzheimer (Watt et al., 2017). Além disso, suas propriedades anticonvulsivantes
destacam o CBD como uma opcdo eficaz no tratamento da epilepsia e outros disturbios
convulsivos, tornando-o uma alternativa promissora em Vvarias areas terapéuticas (Franco;
Perucca, 2019).

Ainda, estudos revelam que o CBD pode ser util no tratamento da ansiedade,
esquizofrenia e dor neuropatica, devido a caracteristicas ansioliticas, antipsicéticas e analgésica
do canabinoide (Gldria et al., 2020).

Embora o CBD e o THC compartilhem muitos efeitos terapéuticos, eles diferem
significativamente em relacdo aos efeitos adversos (Atakan, 2012). O CBD, isoladamente, ndo
induz os mesmos efeitos negativos associados ao THC, como a perda de memoria de curto
prazo, no entanto, estudos indicam que o CBD pode atuar como um modulador dos efeitos do
THC, ampliando suas aplicagdes terapéuticas, especialmente no tratamento de condi¢cdes como
dor cronica, sem intensificar efeitos adversos como o comprometimento cognitivo (Atakan,
2012; Cascorbi, 2023; Winstone et al., 2023).

Ao contrario do THC, estudos em humanos e animais indicaram que o CBD disp6e
de propriedades ansioliticas e antipsicoticas, prevenindo também os possiveis surtos psicoticos
decorrentes do uso do THC (Atakan, 2012).

3.4 SISTEMA ENDOCANABINOIDE

O sistema endocanabinoide (ECS) é uma complexa rede neuromoduladora,
descoberta por Devane et al., ap6s Mechoulam e Gaoni determinarem, em 1964, a estrutura do

principal fitocanabinoide psicoativo, o0 THC (Crocq, 2020).
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O ECS é composto por canabinoides endégenos (EC), como a AEA, 2-araquidonoil
glicerol (2-AG) e derivados do acido araquidonico (AA), receptores canabinoides e proteinas
responsaveis pela sintese, degradacéo e transporte dos endocanabinoides (Lu; Mackie, 2021).

Os receptores canabinoides tipo 1 (CB1) e tipo 2 (CB2) sdo receptores acoplados a
proteina G (GPCRsS) e, portanto, tém a capacidade de hiperpolarizar a membrana celular ao
inibir a adenilato ciclase e os canais de célcio sensiveis a voltagem (CCV) e ativar canais de
potassio retificadores de entrada sensiveis a proteina G (GIRKS), efeitos similares aos mediados
por receptores opioides (Ritter et al., 2020).

Além disso, esses receptores influenciam a expressdo génica de duas maneiras:
diretamente, ao estimular a proteinoquinase ativada por mitégenos (MAPK), e indiretamente,
ao reduzir a atividade da proteinoquinase A (PKA) atraves da diminuicdo da atividade da
adenilato ciclase (Ritter et al., 2020).

Os receptores CB1 estdo predominantemente localizados nos neurbnios pré-
sinapticos e inibem a liberacdo de transmissores, especialmente no hipocampo e no cerebelo,
em areas responsaveis pela regulacdo de funcdes cognitivas, motoras e emocionais (Sim-Selley,
2003). Por essa razao, sugere-se que o ECS pode influenciar a memdria, o aprendizado e a
coordenacgdo motora (Sim-Selley, 2003). J& os receptores CB2 sdo expressos majoritariamente
em tecidos imunoldgicos (Saito; Wotjak; Moreira, 2010).

Os endocanabinoides principais, AEA e 2-AG, sdo lipideos sinalizadores
responsaveis pela regulacao do sistema endocanabinoide, ao transmitir sinais e modular funcdes
fisioldgicas (Kohnz, 2014). A AEA, também conhecida por “substancia da felicidade”, foi o
primeiro endocanabinoide descoberto como agonista de receptores canabinoides, isolado a
partir de cérebro de porco em 1992 por William Devane e colaboradores (Scherma et al., 2019;
Zou; Kumar, 2018). Estudos indicam que a AEA exerce um efeito modulador nos mecanismos
de recompensa do cérebro, promovendo sensacdes de prazer e bem-estar, assim como exerce
um papel modulador de alguns processos fisioldgicos, incluindo inflamacdo e dor, apetite e
humor (Scherma et al., 2019).

Ja 0 2-AG foi 0 segundo endocanabinoide descoberto, isolado do cérebro de rato e
intestino de cées, e € 0 endocanabinoide mais abundante no cérebro, por isso, propde-se que 0
2-AG seja o principal ligante enddgeno para os receptores canabinoides (Scherma et al., 2019;
Zou; Kumar, 2018). Em contraste, a AEA ativa o receptor de potencial transitério vaniloide
tipo 1 (TRPV1), que esta presente nos nociceptores e desempenha um papel importante na

percepcao da dor (Scherma et al., 2019; Zou; Kumar, 2018). O 2-AG exerce efeitos fisioldgicos
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como regulagdo do apetite, neuroinflamacao, dependéncia, ansiedade e dor, além disso, possui
afinidade com outros receptores, como o GABA (Baggelaar; Maccarrone; Stelt, 2018).

Tanto a AEA quanto o 2-AG sdo produzidos sob demanda ap0s a ativacdo dos
neurdnios, desempenhando um papel importante na modulacdo da sinalizacdo neuronal, por
essa razdo, eles ndo sdo armazenados em vesiculas, ao contrario dos neurotransmissores
classicos, como a acetilcolina (Avelar; Takahashi; Junior, 2023).

Esses endocanabinoides sdo sintetizados nos neurdnios pos-sinapticos apds o
influxo de calcio (Zou; Kumar, 2018). A AEA ¢ produzida principalmente a partir da N-acil-
fosfatidiletanolamina (NAPE) por meio da acdo da fosfolipase D especifica de NAPE (Zou;
Kumar, 2018). Em contrapartida, 0 2-AG ¢ biossintetizado a partir do diacilglicerol (DAG) pela
DAG lipase a ou  (DAGL) (Zou; Kumar, 2018).

Apbs a sintese, as moléculas de endocanabinoides difundem-se através das
membranas plasmaticas a favor do gradiente de concentracdo (Ritter et al., 2020). Quando
presente na fenda, sdo capazes de se acoplarem nos receptores CB1 pré-sinaptico, iniciando a
sinalizacdo retrdgada (Egertova et al., 1998). No terminal pré-sinaptico, o endocanabinoide se
liga ao receptor CB1, o que inibe a liberacdo de neurotransmissores ao suprimir o influxo de
Ca?" controlado por voltagem ou ao inibir a adenilato ciclase, afetando, assim, a via
cAMP/PKA, que esta envolvida na depressdo a longo prazo (Zou; Kumar, 2018).

A AEA também desempenha um papel na sinaliza¢do retrograda, ativando néo
apenas o receptor CB1, mas também o TRPV1, que provoca efeitos ansioliticos observados em
baixas doses (Moreira et al, 2007; Zou; Kumar, 2018).

A sinalizacdo termina quando o 2-AG é degrado pela lipase monoacilglicerol
(MAGL), em AA e glicerol e a AEA é hidrolisada pela enzima FAAH em AA e etanolamina
(Moreira; Aguiar; Guimaraes, 2007; Zou; Kumar, 2018).

Em adicéo, os receptores CB1 localizados nos astrocitos provocam a liberacao de
glutamato quando ativados pelo 2-AG, desempenhando um papel na memaria do vicio e no
comprometimento da memoria espacial induzida pela Cannabis, nos efeitos ansioliticos, na
depressao a longo prazo e no efeito neuroprotetor (Yin; Wang; Zhang, 2018)

Os canabinoides exdgenos, como 0 THC e o CBD, séo substancias encontradas em
C. sativa, e assim como os endocanabinoides, os fitocanabinoides também sdo capazes de
modular o ECS, gerando um efeito antidepressivo, por exemplo (Hasbi; Madras; George, 2023,;
Ferber et al., 2020).

O THC age como um agonista dos receptores CB1, e consequentemente influencia

no equilibrio GABA/glutamato, causando ainda a liberacdo de dopamina, ainda que em
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quantidades menores quando comparado com substancias de abuso, como a nicotina (Aradujo;
Almeida; Araujo, 2023). O THC também apresenta potencial analgésico devido a ligacdo com
0 receptor CB1, presente no sistema nervoso central no processamento da dor, e potencial anti-
inflamatorio pela sua acdo agonista dos receptores CB2 (Araujo; Almeida; Aradjo, 2023). Em
contrapartida, o0 CBD atua como antagonista para os receptores CB1 e CB2, podendo atenuar
os efeitos adversos cognitivos-comportamentais do THC e alterar a forma como os receptores
respondem a outros canabinoides (Viegas Junior; Franco, 2017; Marinho; Silva-Neto, 2023).

O "efeito entourage", também conhecido como efeito comitiva, ocorre quando 0s
diversos compostos quimicos da planta interagem de forma sinérgica, ndo apenas modulando
possiveis efeitos adversos, mas também potencializando os beneficios terapéuticos (Anand et
al., 2021). Assim, ao utilizar medicamentos de “espectro completo” (full spectrum), que
incluem o extrato integral da planta, é possivel obter tratamentos com eficacia e segurancga
aprimoradas (Blasco-Benito et al., 2018).

Estudos mostram que o extrato completo oferece resultados terapéuticos com doses
até quatro vezes menores de CBD em compara¢do com o CBD isolado, evidenciando o papel
sinérgico dos compostos de C. sativa (Pamplona, Silva, Coan, 2018).

Além disso, 0 CBD pode interagir com outros receptores, Como 0s serotoninérgicos,
desempenhando um papel na reducéo da excitotoxicidade, do estresse oxidativo e da ativacao
pro-inflamatoria (Aradjo; Almeida; Aradjo, 2023). 1sso sugere uma possivel acdo protetora do
CBD em doencas neurodegenerativas, como a doenca de Parkinson e o mal de Alzheimer
(Araujo; Almeida; Araujo, 2023).

Portanto, drogas canabimiméticas como agonistas ou antagonistas dos receptores
canabinoides podem ser delineadas como alvos da farmacoterapia de forma a abranger o ECS
e suas enzimas ao aumentar ou inibir a atividade dos endocanabinoides, tratando assim uma
ampla gama de doengas, tais como dores em geral, transtornos de humor e ansiedade,
obesidade/sindrome metabolica, osteoporose, doencas neuromotoras, neuropsicologicas e
neurodegenerativas, doencas respiratorias como asma e doencas cardiovasculares como

aterosclerose (Lowe et al., 2021).

3.5 CRIMINALIZACAO E LEGISLACAO DE C. SATIVA

Movimentos proibicionistas das drogas sdo frequentemente analisados por

socidlogos como exemplos de “empreendedores morais” ou “reformadores cruzados”, termos
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cunhados por Howard Becker (2008). Esses conceitos referem-se a individuos situados nas
camadas superiores da hierarquia social, que, motivados por razGes humanitarias, buscam
“ajudar” aqueles que estdo em posi¢des sociais inferiores a alcangarem uma condi¢do melhor
(Becker, 2008). Esses “empreendedores morais” acreditam que seus valores sdo universais e,
por isso, impdem suas regras e promovem cruzadas éticas a pessoas que pensam de forma
diferente ou que possuem menor poder econdmico, ignorando se esses individuos realmente
desejam ou necessitam dessa “salvacdo” imposta (Silva, 2015).

Becker observou que certas pessoas sdo mais facilmente rotuladas como criminosas
pelas instancias de controle social formal — como a policia e o sistema judiciario — em
comparagdo a outras que raramente recebem essa “etiqueta” (Becker, 2008; Sell, 2007). Isso
revela que a aplicacdo dessas regras ndo € neutra, mas estigmatizada e seletiva, assim, essa
seletividade foi descrita por Becker na teoria do “labelling approach”, ou “teoria do
etiquetamento” (Becker, 2008; Sell, 2007).

No estudo de Becker (2008), ele descreve que, ao receber o rétulo de desviante apds
cometer um ato considerado fora das normas da sociedade, o individuo passa por uma série de
“cerimoOnias degradantes”, que incluem ser visto sendo levado pela policia, sofrer violéncia
policial ou ser encarcerado, 0 que da inicio ao processo de estigmatizacdo, que marca o
individuo e o isola da sociedade, levando-o, muitas vezes, a buscar a companhia de outros
criminosos com 0s quais passa a se identificar. Esse processo de estigmatizacdo facilita a
ocorréncia do que Becker (2008) chama de “desvio secundario”, em que o individuo, ao ser
segregado e rotulado, acaba cometendo novos atos desviantes.

Assim, inicia-se sua “carreira criminal”, em um processo conhecido como “role
engulfment” (imersdo no papel), onde a pessoa internaliza o papel de criminoso que a sociedade
tanto lhe atribuiu, dessa forma, acontece a profecia autorrealizavel: tanto se dizia que o sujeito
era um criminoso, que ele acaba por se tornar um (Becker, 2008).

A politica dos 4D’s (descriminalizagdo, diversificacdo, devido processo legal e
descarcerizagao) surge como uma resposta a teoria do etiquetamento, com o objetivo de impedir
que individuos ingressem na carreira criminal (Aguiar, 2021).

A descriminalizacdo visa remover a ilicitude de certos atos, especialmente aqueles
que ndo envolvem violéncia e afetam apenas a moralidade pessoal dos individuos, como o uso
de drogas (Aguiar, 2021). J& a diversificacdo propGe solugdes menos severas para atos ilicitos,
buscando evitar que, por exemplo, jovens infratores entrem em contato com o sistema penal, 0
gue poderia desencadear o desvio secundario, enquanto a descarcerizacao incentiva a aplicacédo

de penas alternativas a prisao, reservando as penas privativas de liberdade apenas para crimes
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mais graves (Aguiar, 2021). Por fim, o devido processo legal garante que o individuo, ao passar
pelas instancias de controle social formal, seja tratado com respeito e dignidade, evitando as
chamadas “cerimonias degradantes” que reforcam o estigma e o isolamento (Aguiar, 2021).

O proibicionismo moderno surgiu em um contexto onde o uso de substancias
atualmente classificadas como drogas, ja era comum em celebracGes religiosas, culturais e em
tratamentos medicinais (Silva, 2015). Esse movimento ganhou forca nos Estados Unidos
durante a Reforma Moral puritana, onde 0 governo associava o uso de drogas a minorias, grupos
marginalizados e imigrantes, definidos por classe social, religido e raca (Dall’agnoL; Lobo,
2018). Assim, o proibicionismo carrega tracos marcantes de xenofobia e racismo, pois as drogas
eram frequentemente ligadas a grupos considerados moral e economicamente inferiores
(Dall’agnoL; Lobo, 2018; Silva, 2015).

Em 1912, a Convencdo Internacional do Opio foi assinada por 12 paises, com o
objetivo de controlar a producao e comercializa¢do de morfina, heroina e cocaina (Diehl; Pillon,
2020). Posteriormente, os Estados Unidos propuseram que a resina de cannabis e seus
derivados, como haxixe e diamba, fossem incluidos na Convencéo Internacional do Opio e
criminalizados (Diehl; Pillon, 2020).

No entanto, essa proposta enfrentou resisténcia, especialmente da india, devido ao
uso tradicional de cannabis em préticas religiosas e sociais e embora a recomendacéo nao tenha
sido incluida no tratado final, a exportacdo do canhamo indiano para paises onde era proibido
foi restringida, sendo permitida apenas para fins medicinais e cientificos (Diehl; Pillon, 2020).

Em 1961, cannabis e seus derivados foram incluidos na lista de "narcéticos" da
Convencgdo Unica sobre Narcoticos (CUN), um marco no controle internacional de drogas
ilicitas (UNODC, 1971).

Motivados pela preocupacdo com a saude publica, os signatarios adotaram uma
politica de "tolerancia zero" ao uso e comércio dessas substancias, punindo severamente 0s
infratores, onde a cannabis foi classificada, junto com opioides como heroina e fentanil, como
uma substancia altamente perigosa, considerada "a erva maldita produtora da criminalidade"
(Silva, 2015).

No Brasil, todas as convencdes que o pais era signatario foram internalizadas
através de inimeros decretos que sofreram muitas alteragdes como forma de acomodar novas
condutas que passaram a ser consideradas ilicitas, como plantar qualquer substancia
entorpecente e preparar ou produzir substancias capazes de causar dependéncia fisica ou

psiquica (Brasil, 1938).
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Segundo Bewley-Taylor; Blickman; Jelsma (2014), a primeira proibi¢do ocorreu
em 1830, no Rio de Janeiro, quando a Camara Municipal publicou uma portaria proibindo a
venda e o uso do "pito de pango™, uma forma de consumo de cannabis geralmente utilizada em
cachimbos de 4gua (Bewley-Taylor; Blickman; Jelsma, 2014).

A introducdo da cannabis no Brasil esta diretamente associada aos escravos
africanos, que a trouxeram para fins recreativos, religiosos e medicinais durante o periodo
colonial, quando foram trazidos para trabalhar nas plantacdes de cana-de-agucar, assim a
substancia tornou-se amplamente utilizada nos quilombos e, com o tempo, seu uso se espalhou
também entre as populagdes indigenas (Bewley-Taylor; Blickman; Jelsma, 2014).

O uso da cannabis tornou-se uma forma de resisténcia cultural africana e foi
integrado as praticas religiosas de matriz africana, como a umbanda e o candomblé, tal
associacdo gerou a desaprovacgdo da elite branca, que passou a promover discursos moralistas,
alegando preocupacgdes com o "bem-estar da raga brasileira” e classificando o consumo da
cannabis como um vicio (Bewley-Taylor; Blickman; Jelsma, 2014).

Em 1915, durante o Segundo Congresso Cientifico Pan-Americano em
Washington, o psiquiatra e professor Rodrigues Ddria descreveu esse vicio como "pernicioso e
degenerativo”, afirmando que o ato de fumar cannabis representava uma espécie de "vinganga
dos derrotados™ — negros "'selvagens” contra brancos "civilizados" que os haviam escravizado
(Barros; Peres, 2012).

A percepc¢do de que a cannabis era "o Opio dos pobres”, associada principalmente
as classes mais baixas, ex-escravos e criminosos, influenciou fortemente o Brasil, levando a sua
proibicdo definitiva em 1938, com a implementacdo da Lei de Entorpecentes (Barros; Peres,
2012).

Atualmente, a criminalizacdo do consumo, producéo e circulacdo de substancias
psicotropicas é regulamentada pela Lei Federal 11.343, de 23 de agosto de 2006, que institui o
Sistema Nacional de Politicas Pdblicas sobre Drogas (SISNAD) (Brasil, 2006). Esta lei
estabelece politicas de prevencdo ao uso de entorpecentes, reinsercdo social e medidas de
repressdo ao trafico (Brasil, 2006). Para definir o que € considerado droga, substancia
entorpecente, psicotropica ou precursora, a lei se baseia na Portaria n°® 344 da Anvisa (Brasil,
1998).

Quando a Lei foi instituida, recebeu tanto criticas quanto elogios. Alguns
destacaram a severidade das penas impostas para o crime de trafico, enquanto outros elogiaram
a decisdo de isentar o usuario da pena privativa de liberdade quando o porte de entorpecente

era de consumo proprio (TNI, 2015). No entanto, uma das principais criticas foi a falta de
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critérios claros para diferenciar o usuario do traficante, levando a interpretacdes judiciais
inconsistentes e ao aumento nas taxas de encarceramento (TNI, 2015).

Em 2024, o Supremo Tribunal Federal (STF) decidiu, em plenéario, pela
descriminalizacdo do porte de cannabis para uso pessoal, embora continue sendo proibido
fumar a droga em locais publicos (Brasil, 2024a). Com a nova deciséo, é considerado usuario
guem adquirir, guardar, depositar ou transportar até 40 gramas de Cannabis sativa ou seis
plantas fémeas (Brasil, 2024a). Assim, o porte de cannabis passa a ser uma infracdo
administrativa, em vez de criminal, eliminando a possibilidade de penas como prestagéo de
servigcos comunitarios e registros em antecedentes criminais (Brasil, 2024a).

No entanto, a policia permanece autorizada a apreender a droga e conduzir o
portador a delegacia, mesmo que a quantidade esteja dentro do limite permitido, especialmente
quando houver indicios de trafico, como variedade de substancias apreendidas ou registros de
transagOes comerciais (Brasil, 2024a).

O trafico de drogas é considerado crime equiparado a hediondo, inafiancavel,
insuscetivel de anistia ou graca, com penas de reclusdo de 5 a 15 anos e multa de R$ 500 a
R$ 1.500 dias-multa, sendo que a quantidade de droga apreendida s¢ influencia na dosimetria
da pena (Brasil, 2006).

Em 14 de novembro de 2024, a Anvisa aprovou a RDC 940/2024, que oficializou
a 72 edicdo da Farmacopeia Brasileira, incluindo a monografia de Cannabis sativa (Brasil,
2024b). Essa monografia tem como objetivo garantir o controle de qualidade da matéria-prima
utilizada na producdo de medicamentos a base de cannabis, ao estabelecer padrées minimos de
qualidade e seguranga para as inflorescéncias femininas secas da planta (Abrace, 2024).
Desenvolvida pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) em parceria com
especialistas da Anvisa, sua publicacdo representa um marco técnico e cientifico, no entanto, o
cultivo da planta permanece proibido no pais, e 0s novos padrdes se restringem a garantia da
qualidade e seguranca dos medicamentos, respeitando as regras ja existentes sobre o cultivo e
0 uso da cannabis no Brasil (Abrace, 2024).

Em relacdo ao cultivo medicinal, o Superior Tribunal de Justica (STJ) decidiu ser
juridicamente possivel a autorizacdo sanitaria para o plantio, cultivo e comercializacdo do
canhamo industrial — uma variedade de Cannabis com teor de THC inferior a 0,3% —
destinado exclusivamente a fins medicinais e farmacéuticos (Brasil, 2024c¢). Essa decisao altera
a interpretacdo da Lei 11.343/2006 (Lei de Drogas), que classifica o cdnhamo industrial como

uma droga capaz de causar dependéncia, no entanto, a autorizacdo é limitada a pessoas
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juridicas, como empresas, associagdes de pacientes e organizagdes ndo governamentais (Brasil,
2024c).

No Brasil, o THC esta classificado como uma substancia psicotropica proscrita na
lista F2 da Portaria 344/98, que regula substancias e medicamentos sujeitos a controle especial,
enguanto a planta C. sativa e seus derivados esta na Lista E, que diz respeito a plantas proscritas
(Brasil, 1998).

Ja o CBD foi removido da lista de substancias proibidas pela Anvisa e passou para
a lista C1, de substancias sujeitas a controle especial (Brasil, 1998). Isso permitiu a importagdo
de medicamentos contendo CBD, beneficiando pacientes que usam Cannabis para melhorar
sua qualidade de vida (Jesus et al., 2017).

No Brasil, a regulamentacdo de cannabis para fins medicinais € abrangida por varias
resolugbes da Anvisa. A RDC 327/2019 estabelece os requisitos para a comercializagdo em
farmécias e a producdo de produtos & base de cannabis para uso medicinal (Brasil, 2019). Ja a
RDC 660/2022 define os critérios e os procedimentos para a importacdo de produtos derivados
de cannabis, mediante prescricdo de profissional (Brasil, 2022b).

Por fim, a RDC 659/2022 regula a importacdo e exportacéo de substancias, plantas
e medicamentos sujeitos a controle especial, com finalidade exclusiva de ensino e pesquisa, por

meio de uma Autorizacdo Especial Simplificada (AEP), valida por 2 anos (Brasil, 2022a).

3.6 METODOS DE AVALIACAO DE TOXICIDADE

Para garantir a seguranca dos medicamentos, séo realizados testes in vitro e in vivo
durante as fases ndo clinica e clinica do desenvolvimento de novos farmacos, com o intuito de
identificar a toxicidade e possiveis efeitos adversos das drogas (Yang et al., 2018).

No entanto, quando se utilizam modelos animais, os testes podem ser demorados e
caros, além de levantarem quest@es éticas, 0 que torna o processo mais complexo e desafiador
(Raies; Bajic, 2016).

A toxicidade refere-se a qualquer efeito indesejado ou adverso que uma substancia
pode causar, como carcinogenicidade ou genotoxicidade (Raies; Bajic, 2016). Ela pode ser
medida de forma quantitativa (por exemplo, a dose letal média, DL so) ou qualitativa, como uma
classificacdo binaria (txico ou ndo toxico), ou ainda de maneira ordinal, categorizando-se em

niveis de toxicidade, como baixa, moderada ou alta (Raies; Bajic, 2016).
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Diversos fatores podem influenciar a toxicidade de uma substancia, como a via de
exposicdo (por exemplo, oral ou inalatdria), a dose, a frequéncia de exposicdo (Unica ou
repetida), a duracdo, além de fatores relacionados a absorcéo, distribuicdo, metabolismo e
excrec¢do (Raies; Bajic, 2016). As caracteristicas bioldgicas do individuo, como género e idade,
e as propriedades especificas da substancia também desempenham um papel importante (Raies;
Bajic, 2016).

Por isso, os testes de toxicidade sdo realizados em condicGes controladas, expondo
animais de teste a diferentes concentra¢@es do potencial toxico (Klaassen et al., 2012).

Os resultados de testes em modelos animais precisam ser extrapolados com cautela
aos seres humanos, levando em conta diferencas bioldgicas entre as espécies (Greim; Snyder,
2019).

O teste de toxicidade aguda € o primeiro a ser realizado em um novo produto e
consiste na administracdo de uma Unica dose da substncia, por uma via previamente
determinada, em um periodo inferior a 24 horas, em animais de uma ou mais espécies (Olson,
2014). Os animais sdo entdo monitorados por 14 dias, com foco no nimero de 6bitos durante
esse periodo e a partir desses dados, calcula-se a DLsg, que corresponde a dose necessaria para
provocar a morte de 50% dos animais (Olson, 2014).

Os testes de toxicidade subcrénica tém duracdo de 90 dias e sdo realizados em duas
espécies diferentes, onde o objetivo € determinar o LOAEL, que corresponde a menor dose com
efeito detectavel, e 0 NOEL, a maior dose na qual ndo se observam efeitos adversos (Damiani
et al., 2021). Além disso, esses testes ajudam a identificar os 6rgdos que sdo afetados pela
administracdo repetida da substancia toxica (Damiani et al., 2021).

Trés doses sdo administradas: uma de alta toxicidade, uma de baixa toxicidade e
uma dose intermediaria (Klaassen et al., 2012). Os animais sdo monitorados quanto a quaisquer
sinais de estresse durante o experimento, e ao final dos testes, os animais sdo sacrificados e 0s
tecidos séo coletados para estudos macroscépicos e microscépicos dos érgdos (Klaassen et al.,
2012).

Assim como o teste subcronico, o teste de toxicidade crénica avalia os efeitos
toxicos resultantes de exposi¢des prolongadas e de doses cumulativas de uma substancia, além
de permitir a avaliacdo do potencial carcinogénico do composto em questdo (Moura et al.,
2012).

Normalmente, o ensaio de toxicidade cronica dura entre 6 meses e 2 anos e envolve
cerca de 50 ratos e camundongos (Moura et al., 2012). Ao final do experimento, tanto os

animais que sobreviveram quanto os que faleceram durante o teste sdo examinados, tanto
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macroscopica quanto microscopicamente, para identificar a presenca de tumores benignos e
malignos (Moura et al., 2012).

Ainda, os testes citogenéticos séo realizados para a identificacao de agentes fisicos,
quimicos ou bioldgicos que podem ser mutagénicos, carcinogénicos e/ou teratogénicos,
podendo causar danos no material genético de seres vivos (Santos, 2006).

O DNA ¢ o material genético dos organismos, onde a informacdo genética é
gravada, e apesar de ter um mecanismo proprio de reparo e prevencao de falhas, ainda é possivel
sofrer mutagdes, devido a sua alta replicagdo durante o ciclo celular (Santos, 2006).

As mutagOes induzidas ocorrem quando organismos Sdo expostos a agentes
mutagénicos, resultando na alteracdo das sequéncias de pares de bases ou na incorporacdo
incorreta de nucleotideos, que se nao reparadas no ciclo celular subsequente, tornam-se
permanentes (Kohatsu; Shimabukuro, 2007). Além disso, 0os agentes mutagénicos podem
provocar rearranjos cromossdémicos, levando a pareamentos desiguais e causando aberracoes
cromossémicas, cujo acumulo pode resultar no surgimento de cancer (Kohatsu; Shimabukuro,
2007).

Entre os testes de avaliacdo da mutagenicidade podemos citar o teste de Ames, que
emprega linhagens mutantes de Salmonella typhimurium incapazes de biossintetizar histidina,
logo ndo crescem em meios que ndo possuem o aminoacido, a menos que entrem em contato
com agentes mutagénicos capazes de reverter o carater auxotréfico da bactéria, passando a
formar col6nias no meio isento de histidina, a vista disso, a acdo mutagénica do composto em
questdo pode ser determinada pela contagem de coldnias por placa (Santos, 2006).

Outro teste amplamente utilizado para caracterizar a mutagenicidade é o teste do
microndcleo, que se formam nas células durante o ciclo celular, ocorrendo apds eventos como
quebras cromossdmicas e rompimentos das fibras do fuso (Santos, 2006).

Esses eventos impedem que o cromossomo seja integrado ao nucleo principal,
resultando na formacdo de um microndcleo, que contém DNA separado do nucleo principal,
mas é corado da mesma forma (Santos, 2006).

Ademais, a avaliacdo da toxicidade da reproducdo e desenvolvimento é conduzida
com o objetivo de analisar potenciais efeitos teratogénicos, ou seja, a capacidade da substancia
de causar malformacdes nos fetos em desenvolvimento (Klaassen et al., 2012). Esta avaliagéo
é realizada em duas principais etapas: (i) exposicao de fémeas prenhas a substancia durante a
gestacdo, que sdo observadas durante o periodo da gestacdo; (ii) acompanhamento dos fetos
apos o nascimento para deteccdo de anormalidade no desenvolvimento, estes continuam a ser

estudados durante o desmame e a puberdade (Klaassen et al., 2012).
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A realizagdo deste teste & de suma importancia no desenvolvimento de novos
farmacos, uma vez que determinados compostos podem ndo apresentar a mutagenicidade de
imediato (Gao et al., 2020). Além disso, levando em conta a variabilidade genética, recomenda-
se a realizacdo de testes em diferentes espécies, assim € possivel identificar os potenciais efeitos
teratogénicos entre espécies, como, por exemplo, em ratos e camundongos (Gao et al., 2020).

Vale lembrar o caso da talidomida, descoberta em 1953 pela empresa alema Chemie
Grinenthal (Moro et al., 2017). A substancia foi lancada no mercado sem que fossem realizados
testes de toxicidade adequados, sem uma dose letal estabelecida e com estudos insuficientes
sobre sua seguranca em humanos e os efeitos a longo prazo (Moro et al., 2017). Além disso, 0s
estudos teratologicos eram limitados e realizados apenas em uma Unica espécie (Moro et al.,
2017).

Assim, comecaram a surgir os “bebés da talidomida”, onde eram relatadas
malformacdes congénitas, que incluiam diversos graus de focomelia (reducéo dos 0ssos longos
dos membros) e raras malformacdes, como a amelia (auséncia de membros) (Leandro; Santos,
2015).

3.7 AVALIACAO DE TOXICIDADE IN SILICO

Como mencionado, 0s ensaios com animais sdo caros, demorados e levantam
questdes éticas (Segall; Barber, 2014). Portanto, os métodos computacionais se apresentam
como uma alternativa complementar aos testes de toxicidade in vitro e in vivo, ajudando a
reduzir a necessidade de experimentos em animais, além de diminuir custos e economizar
tempo, ja que permitem analisar grandes volumes de dados de forma mais rapida e também
podem ser realizados antes mesmo da sintese do farmaco (Zhang et al., 2018).

A toxicologia in silico utiliza diversas ferramentas computacionais para prever,
analisar e simular a toxicidade de farmacos, como os bancos de dados toxicol6gicos, que
armazenam informagdes sobre as substancias, como toxicidade, propriedades quimicas e efeitos
adversos (Madden et al., 2020; Osman, 2022).

Existem maltiplos métodos para a predicdo da toxicidade das variadas substancias
e cada um deles possui vantagens, limitagOes, abrangéncia de aplicacdo e especificidade de
interpretacdo (Raies; Bajic, 2016). A intencéo € utilizar o método mais eficaz para o problema

em questdo, podendo ser utilizado mais de um método (Raies; Bajic, 2016).
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Para fins regulatorios, a Organizagdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento
Econdmico (OCDE), uma organizacao internacional voltada para o crescimento econdmico
sustentavel e o estabelecimento de normas baseadas em evidéncias, publicou em 2007 um
documento que define os principios para a validacdo de metodologias in silico (OECD, 2014).
Esse documento orienta como as agéncias reguladoras de cada pais podem avaliar o uso de
técnicas computacionais, disponibilizando diretrizes flexiveis, ilustrando a aplicacdo dos
processos de validacdo para diferentes abordagens in silico, sem impor regras rigidas (OECD,
2014).

Além disso, a regulamentacdo REACH (Registro, Avaliacdo, Autorizacdo e
Restricdo de Produtos Quimicos) foi criada pela Agéncia Europeia dos Produtos Quimicos
(ECHA) com o objetivo de proteger o meio ambiente e a salde humana dos riscos associados
aos produtos quimicos (Gozalbes; Julian-Ortiz, 2018). O REACH também promove 0 uso de
métodos alternativos para a avaliacdo dos perigos dessas substancias, visando reduzir o nimero
de testes realizados em animais, assim a producado e o uso de produtos quimicos fabricados ou
importados para a Europa sdo controlados (Gozalbes; Julian-Ortiz, 2018).

Os fabricantes e importadores de produtos quimicos na Unido Europeia devem
registrar suas substancias junto a ECHA, fornecendo informacdes detalhadas sobre elas
(ECHA, 2016). Esse processo de compartilhamento de dados visa evitar testes desnecessarios
e a duplicacdo de ensaios, incentivando as empresas que produzem ou importam o mesmo
produto a trocarem informacdes sobre suas propriedades (ECHA, 2016). A ECHA publica um
relatério a cada trés anos, discutindo o uso de métodos alternativos e fornecendo orientagédo
para novas empresas sobre como avaliar a seguranga de seus produtos (ECHA, 2016).

Além disso, a organizacdo oferece workshops, guias praticos para evitar testes em
animais, e disponibiliza informagdes no IUCLID (International Uniform Chemical Information
Database), um software que segue as diretrizes da OCDE e do REACH, armazenando dados
sobre as propriedades intrinsecas das substancias quimicas, oferecendo as autoridades
regulatorias e as empresas uma ferramenta para gerenciar o conhecimento sobre esses produtos.
(ECHA, 2016; OECD, 2021).

Por fim, as abordagens de toxicologia in silico, se alinham com o principio dos 3
R’s, pois possuem o potencial de reduzir ou mesmo substituir completamente a necessidade de
testes em animais, devido a métodos como 0 QSAR, capaz de relacionar a estrutura quimica da
molécula com sua atividade bioldgica ou toxicidade, por exemplo (Moudgal et al., 2023).

Assim, além de minimizar os testes em animais, a utilizacdo dos 3 R’s na avaliacédo

da toxicidade in silico pode levar a formas mais eficazes, rapidas e acessiveis de avaliar a
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seguranga das substancias (Moudgal et al., 2023; Laschke; Gu; Menger, 2022; Kovarich;
Cappelli, 2022).

Em 2015, durante uma Assembleia Geral da ONU, foram estabelecidos 17
Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS), organizados em trés pilares: social,
econdmico e ambiental, com a meta de garantir um futuro sustentavel até 2030 (UNDP, 2024).
Isso inclui a énfase na quimica verde, que incentiva o planejamento de produtos e processos
para reduzir ou eliminar a geracédo de substancias nocivas (Mitarlis; Azizah; Yonata, 2024). Os
principios dos 3 R’s se associam especialmente com os ODS 12 e 13, que discorrem sobre
medidas para promover o consumo e producdo consciente e para combater alteragdes
climaticas, respectivamente (Mitarlis; Azizah; Yonata, 2024).

Ja as ferramentas in silico se relacionam com alguns objetivos, entre eles 0 ODS 3,
que procura melhorar a satde de todos, em todas as idades, e proporcionar acesso a salde de
qualidade, ja que os métodos mencionados podem auxiliar no desenvolvimento de vacinas e
novos medicamentos, por exemplo (Nacdes Unidas No Brasil, 2024). Do mesmo modo,
métodos in silico estdo cada vez mais sendo utilizadas na quimica sustentavel, justamente por
seguir os principios desta, como gerar menos residuos, desenvolver rotas sintéticas seguras e

prever a formacdo de substancias tdxicas e derivados (Donato et al., 2022).

3.7.1 Método/modelagem QSAR/SAR

A relacdo estrutura-atividade (SAR) é um método que correlaciona a estrutura
molecular dos compostos com sua atividade bioldgica, por meio de interagdes com seu receptor
(Arroio; Hondrio; Silva, 2010).

E baseado na premissa que uma pequena mudanca estrutural pode levar a grandes
variagdes na atividade bioldgica, por exemplo o isoproterenol possui acdo hipotensiva por ser
substituido pelo grupo N-isopropil, j& a epinefrina é substituida por um grupo N-metil, e por
iSso possui acdo hipertensiva (Rajpoot et al. 2022).

Dessa forma, € possivel prever a toxicidade de um medicamento ou molécula que
possuem dados experimentais in vitro e in vivo escassos, sendo fundamental na fase inicial do
desenvolvimento de novos farmacos (Alves et al., 2018).

A aplicabilidade dos modelos SAR é ampla, o que possibilita a utilizacdo em areas

que véo da salde até o meio ambiente, como forma de antever a toxicidade dos compostos ou
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mecanismo de agdo de um farmaco ou pesticida, e otimizar moléculas bioativas nas fases
iniciais do desenvolvimento de novos farmacos (Peruquetti, 2019).

Depois de selecionadas, 0 QSAR pode ser aplicado para verificagdo da eficacia dos
compostos (Peruquetti, 2019). Ainda, enquanto o SAR ¢é qualitativo, permitindo uma anélise
das variagdes estruturais que afetam a resposta bioldgica, a relacdo quantitativa estrutura-
atividade (QSAR) amplia o conceito do SAR por seu uma abordagem quantitativa (Gad, 2014).

O QSAR aplica descritores moleculares, que sdo sequéncias numeéricas dada a uma
estrutura quimica de acordo com suas propriedades fisico-quimicas (e.g hidrofobicidade,
polaridade e densidade eletrbnica), para expressar matematicamente uma propriedade final
definida, ou “endpoint”, em fungdo de seus parametros estruturais (Rajpoot et al. 2022; Alves
et al., 2018).

Os descritores moleculares representam a estrutura quimica de determinada
molécula, e sdo obtidas de um experimento padronizado, de forma a ser entendida e processada
por um programa de computador (Alves et al., 2018).

Também, diversos descritores podem representar diferentes estruturas, ou seja,
podem ser classificados de acordo com a dimenséo: (i) unidimensional (1D), quando baseados
em propriedades fisico-quimicas e forma molecular (e.g logP e massa molecular); (ii)
bidimensional (2D), quando descrevem propriedades calculadas a partir de uma representacao
2D (e.g numero de atomos e ligacGes) e (iii) tridimensionais (3D), quando dependem da
conformacéao da molécula (Alves et al., 2018).

Outra classificacdo dada aos descritores diz respeito a sua natureza: (i)
constitucionais, oferecem uma simples descricdo da composi¢cdo atbmica da molécula; (ii)
topoldgicos, diz sobre o arranjo de ligacGes do composto, indicando se a molécula € rigida ou
ndo; (iii) geometricos, descrevem a forma e o tamanho do composto; (iv) eletrostaticos,
descrevem informagdes sobre a distribui¢do da carga molecular, como 0 momento dipolo e (v)
quimicos-quanticos, discorre sobre a estrutura eletrbnica da molécula, como as energias dos
orbitais e a afinidade eletronica (Freitas, 2017).

Programas como 0 DRAGON® e 0 CODESSA® estdo disponiveis para serem
empregados no calculo dos descritores quimicos (Alves et al., 2018). Apesar de serem possiveis
de calcular manualmente, devido a grande quantidade de descritores e conjunto de dados torna-
se inviavel o calculo sem a assisténcia de um computador (Alves et al., 2018).

Os sistemas especialistas que simulam o raciocinio humano, como DEREK® e
LAZAR®, oferecem ferramentas de previsio pré construidas que geram os descritores

moleculares em menos tempo, ainda, varios softwares podem ser aplicados na previsdo de
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toxicidade para a triagem destes descritores, como 0 QSAR Toolbox e ToxTree (Rajpoot et al.
2022).

Para um modelo QSAR ser util é preciso que ele faga a previsdo de determinada
propriedade e que seja reproduzivel, por isso a validagdo do método é necessaria para analisar
a robustez e preditividade (Alves et al., 2018).

A validacgdo pode ser dividida em interna e externa (Duarte, 2016). Na validacao
interna, é realizada a retirada de um ou mais compostos do conjunto de dados, um processo
conhecido como leave-one-out (quando um composto é retirado) ou leave-many-out (quando
varios compostos sdo removidos), assim um novo modelo é gerado com 0s compostos restantes,
que entdo devera estimar a atividade biolégica dos compostos removidos (Alves et al., 2018).

Por outro lado, a validacdo externa ocorre quando uma parte dos compostos é
separada do conjunto de dados original para formar o conjunto de teste (Alves et al., 2018;
Birck; Campos; Melo, 2016). O modelo QSAR é entdo construido utilizando o conjunto de
dados restante, e os valores experimentais dos dois conjuntos séo comparadas, avaliando assim
sua capacidade preditiva (Alves et al., 2018; Birck; Campos; Melo, 2016).

Conforme mencionado anteriormente, uma forma de assegurar a qualidade dos
modelos gerados pelo QSAR ¢é seguir os principios estabelecidos pela OECD, como robustez e
capacidade preditiva (Alves et al., 2018). Nesse contexto, a preparagdo adequada do conjunto
de dados é fundamental, pois evita que erros sejam propagados para estudos subsequentes,
incluindo por exemplo, a remocdo de duplicatas e a exclusdo de dados provenientes de fontes
ndo confidveis (Alves et al., 2018).

A escassez de dados é um fator decisivo que impede o avanco da substituicdo
completa dos testes in vivo pelos in silico, ja que alguns alvos genéticos ou proteicos ndo podem
ser previstos com precisao devido a indisponibilidade de dados necessarios, seja porque ndo
estdo em dominio pablico ou porque simplesmente ndo existem (Wang; Goodman; Allen,
2020).

Embora os métodos in silico ainda ndo possam ser totalmente substituidos, eles
podem ser usados de forma complementar e concomitante aos métodos in vitro em
determinadas fases do desenvolvimento de farmacos, como na triagem de compostos (Wang;
Goodman; Allen, 2020). Isso contribui para a reducéo dos altos custos e das questdes éticas e
regulatorias, além de mitigar os desafios enfrentados nos métodos in vivo, como a dificuldade
em determinar a toxicologia devido aos varios metabolitos gerados e aos efeitos idiossincraticos

que afetam uma pequena parcela da populacdo (Wang; Goodman; Allen, 2020).
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3.7.2 Modelagem de alerta estruturais

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), uma reacdo adversa a
medicamentos (RAM) é qualquer resposta nociva, indesejada e ndo intencional que ocorre nas
doses normalmente utilizadas para profilaxia, diagndstico ou tratamento (OMS, 2002). As
RAMSs podem ser classificadas em dois tipos: previsiveis, ou tipo A, e imprevisiveis, ou tipo B
(Aronson; Ferner, 2003).

As reagdes adversas previsiveis sdo dose-dependentes e podem ocorrer em qualquer
individuo, pois estdo relacionadas a acdo farmacoldgica do medicamento (Pereira, 2002). Elas
incluem superdosagem relativa, citotoxicidade e interagdes medicamentosas e apesar de serem
comuns, sua letalidade é baixa e sdo tratadas com ajuste de dose ou substituicdo do farmaco
(Pereira, 2002).

Em contraste, as reacdes imprevisiveis ndo dependem das propriedades
farmacologicas, mas da resposta individual do paciente, como em casos de hipersensibilidade,
idiossincrasia e intolerancia (Kalgutkar, 2019). Essas reacdes sdo dificeis de prever, pois
geralmente ndo aparecem em estudos toxicoldgicos com animais, surgindo apenas na fase 3 dos
ensaios clinicos ou no pos-registro (Kalgutkar, 2019).

O mecanismo das reagdes adversas idiossincraticas ainda é incerto, mas acredita-se
que resultem da bioativacdo de moléculas xenobidticas em metabdlitos eletrofilicos reativos
durante o metabolismo (Limban et al., 2018). Esses metabdlitos podem modificar
covalentemente proteinas no tecido-alvo, alterando suas funcGes e desencadeando uma resposta
imune, o que pode levar a efeitos toxicos (Benigni; Bossa, 2011). Além disso, por serem
eletrofilicos, esses metabdlitos podem reagir com o DNA, resultando em mutagenicidade,
carcinogénese e teratogénese (Benigni; Bossa, 2011).

Os alertas estruturais ou toxicéforos, sdo grupos funcionais altamente reativos ou
fragmentos que podem ser bioativados por enzimas humanas, logo podem ser utilizados como
forma de evitar medicamentos em desenvolvimento que tenham esses metabolitos reativos e
consequentemente seus efeitos toxicos (Limban et al., 2018).

Os alertas estruturais podem ser combinados com métodos como QSAR e “read-
across” para melhorar a precisao das previsoes de toxicidade, proporcionando uma abordagem

mais robusta e confiavel no design de compostos (Limban et al., 2018).
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3.7.3 Método comparativo

O método comparativo, ou “read-across”, € utilizado para preencher lacunas de
dados de uma molécula dentro de uma categoria, extrapolando informagdes de outra substancia
com estrutura molecular e propriedades quimicas semelhantes (Liu et al., 2018).

A premissa é que substancias com semelhancas quimicas também apresentam
propriedades toxicocinéticas e toxicodinamicas semelhantes (Schultz et al., 2015). Assim, 0s
dados toxicoldgicos obtidos experimentalmente para a substancia de origem podem ser usados
para inferir a toxicidade de endpoints (como irritacdo da pele ou carcinogenicidade) da
substancia-alvo, considerada similar (Schultz et al., 2015).

A técnica pode ser aplicada por meio de duas abordagens: a analdgica, que utiliza
0 método comparativo em um pequeno nimero de substancias estruturalmente semelhantes; ou
a abordagem por categorias, na qual a interpolacao de dados € realizada entre varias substancias
com base em similaridade estrutural (ECHA, 2016). Essa segunda abordagem ndo substitui a
analdgica, mas sim complementa, estabelecendo um padréo consistente de dados, onde cada
analogo reforca a confiabilidade do outro, proporcionando maior peso de evidéncia a
informacéo (ECHA, 2016).

Embora o método siga o regulamento REACH implementado pela ECHA e nao
seja uma técnica nova, a propria agéncia faz ressalvas quanto ao seu uso (ECHA, 2016). Isso
porque a aplicacdo da metodologia deve atender a alguns requisitos, como: (i) a substancia de
origem e a substancia-alvo devem compartilhar um grupo funcional comum; (ii) apresentar
precursores ou produtos de degradacdo semelhantes; (iii) ter um padrdo consistente de variacéo
de poténcia; e (iv) pertencer a mesma classe quimica ou ter constituintes em comum (ECHA,
2016).

Pardmetros mais simples, como irritacdo ocular, podem ser resolvidos com uma
combinacao de modelos QSAR e técnicas in vitro, enquanto estudos mais complexos, como 0s
de 90 dias que exigem grande numero de animais, podem justificar o uso do “read-across”
(Patlewicz et al., 2014).

Por isso, a ECHA desenvolveu o RAAF (Read-across Assessment Framework),
uma abordagem sistematica que fornece orientacdo para uma avaliacdo consistente dos dados,
resultando em um “read-across ” adequado (ECHA, 2017). Apesar de ser um documento ainda
em desenvolvimento e proposto para uso interno pela ECHA, € possivel utiliza-lo para auxiliar
no desenvolvimento de justificativas para o emprego do método comparativo (Patlewicz et al.,
2013).
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4 METODOS

Foi realizada a triagem in silico de possiveis efeitos toxicos produzidos pela
exposi¢do as substancias derivadas de C. sativa. Os compostos testados foram: CBD, THC,
CBC, CBG e CBGA.

Para a avaliacdo de toxicidade, foi utilizada a metodologia in silico QSAR, que por
meio de modelos computacionais e matematicos permite inferir a probabilidade de ocorréncia
de efeitos toxicos.

O software OECD QSAR Toolbox versao 4.5 foi utilizado para realizar as predi¢des
de toxicidade aguda, crénica, mutagenicidade e carcinogenicidade que essas moléculas possam
apresentar. Da mesma forma, foi possivel entender os mecanismos envolvidos nos possiveis
danos causados pelas substancias testadas.

Foi utilizada a formula SMILES (simplified molecular input line entry
specification) para a entrada (input) das substancias no software, e a confirmacéo ocorreu pela
conferéncia do nome quimico e nimero CAS.

Para cada uma das moléculas de interesse, foram utilizadas as seguintes formulas
SMILES e numeros CAS:

a) CBD:

- formula SMILES: CCCCCC1=CC(=C(C(=C1)0O)C2C=C(CCC2C(=C)C)C)0;
- nimero CAS: 13956-29-1;

b) THC:

- formula SMILES: CCCCCC1=CC(=C2C3C=C(CCC3C(0C2=C1)(C)C)C)0;
- numero CAS: 1972-08-3;
c) CBC:
- formula SMILES: CCCCCC1=CC(=C2C=CC(0C2=C1)(C)CCC=C(C)C)O;
- numero CAS: 20675-51-8;

d) CBG:
- formula SMILES: CCCCCC1=CC(=C(C(=C1)0)CC=C(C)CCC=C(C)C)0;
- numero CAS: 25654-31-3;

e) CBGA:

- férmula SMILES:

CCCCCC1=CC(=C(C(=C1C(=0)0)0O)CC=C(C)Ccce=C(C)O)0;
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- nimero CAS: 25555-57-1.

Os endpoints selecionados para o modulo criagdo de perfil (profiling) foram:
toxicidade oral aguda, dose repetida (Histopatologico de Orgdos para Sinais de Seguranca -
HESS), alertas de carcinogenicidade (genotéxica e ndo genotdxica) por ISS, alertas de
mutagenicidade in vitro (teste de Ames) pelo Instituto Italiano Superior de Saude (ISS), alertas
de mutagenicidade in vivo (teste do micronucleo) por ISS, alertas de ligacdo de proteinas para
aberracdo cromossdmica pelo Sistema de Informacéo de Alertas Quimicos (OASIS) e ligagédo
ao receptor do acido retindico.

Para 0 modulo de preenchimento de lacunas de dados (data gap filling), os
endpoints selecionados foram: toxicidade aguda, toxicidade por dose repetida,
carcinogenicidade e toxicidade genética. O programa gerou um perfil para a molécula com base
em sua estrutura e preencheu as lacunas de dados da substancia-alvo, utilizando dados de
analogos por meio de analise de tendéncias, read-across ou modelos QSAR existentes, para
moléculas sem dados experimentais completos.

O programa enté@o produziu uma planilha (report) com os alertas identificados para

as substancias.

5 RESULTADOS

A seguir estdo descritos os resultados obtidos pela avaliagdo de toxicidade in silico
das moléculas CBD, THC, CBC, CBG e CBGA pela metodologia QSAR, que permite inferir
propriedades das moléculas, como a presenga ou auséncia de efeitos toxicos.

Os resultados descrevem informacdes relacionadas a avaliacdo da toxicidade aguda
e cronica, além de alertas de mutagenicidade tanto para ensaios in vitro (teste de Ames) quanto
in vivo (teste do microndcleo), realizados pelo ISS (Instituto Italiano Superior de Saude).
Também foram analisados alertas de ligacdo a proteinas relacionados a aberracGes
cromossémicas pelo OASIS (Sistema de Informacdo de Alertas Quimicos), alertas de
carcinogenicidade (genotoxica e ndo genotoxica) pelo ISS, e a ligagcdo ao receptor de acido
retinoico.

No moédulo de “data gap filling” o programa preencheu lacunas de dados para a

substancia alvo utilizando empregando dados de substancias analogas ou modelos preditivos
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para fornecer estimativas da toxicidade. Os endpoints utilizados foram: toxicidade aguda,

toxicidade por dose repetida, carcinogenicidade e toxicidade genética

5.1 CANABIDIOL

Na criacdo de perfil (profilers) do canabidiol, que identifica a associacdo da
substancia-alvo com categorias previamente definidas, como os endpoints, a molécula

apresentou toxicidade aguda, devido ao fato de ser um derivado de resorcinol. No entanto, para

toxicidade cronica, nenhum alerta especifico foi identificado.

A predicdo da toxicidade aguda foi determinada através de testes de DLso em duas

vias de administracdo distintas, previamente identificadas pelo software.

Para a via intravenosa, o valor de DLso observado foi de 40,7 mg/kg, enquanto na

administracdo subcutéanea, o valor foi de 530 mg/kg, sugerindo uma toxicidade

significativamente menor pela via subcutanea em comparacdo a intravenosa (quadro 1).

QUADRO 1 - Data gap filling para toxicidade aguda do canabidiol.

Data gap filling

CH

Canabidiol

Espécie, duracao, tipo de teste, tipo de método,

Via intravenosa

Endpoint Resultado ensaio, cepa, diretriz de teste, ano, referéncia,
banco de dados
Organismos de teste (espécies): Camundongo
DLso Metodologia: QSAR
40,7 mg/kg/dia | SAR/QSAR: Toxicidade aguda em camundongos,

intravenosa - Modelo dinamarqués DB QSAR
ACDLabs

DLso

Via subcutanea

530 mg/kg/dia

Organismos de teste (espécies): Camundongo
Metodologia: QSAR
SAR/QSAR: Toxicidade aguda em camundongo,
subcutaneo - Modelo dinamarqués DB QSAR
ACDLabs
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Fonte: do autor. DLso— dose letal média; mg/kg/dia - miligramas por quilograma por dia; SAR - modelo de relacao
estrutura/atividade; QSAR — modelo de relagdo quantitativa estrutura/atividade.

Na predicdo dos efeitos de toxicidade por dose repetida, os resultados indicaram a
presenca de toxicidade crénica, sugerindo que a exposic¢ao prolongada a doses moderadas pode
causar efeitos adversos significativos (quadro 2). No entanto, o software ndo especificou a

dosagem exata nem a via de administragao.

QUADRO 2 - Data gap filling para toxicidade cronica do canabidiol.

Data gap filling

Espécie, duracéo, tipo de teste, tipo de método,

Endpoint Resultado ensaio, cepa, diretriz de teste, ano, referéncia,
banco de dados

Organismos de teste (espécies): Homo sapiens

Toxicidade de POSitivo Metodologia: QSAR

dose repetida Modelo dinamarqués DB QSAR Battery, Leadscope

e SCIQSAR

Fonte: do autor. QSAR — modelo de relacdo quantitativa estrutura/atividade; DB QSAR - banco de dados para
relagdo quantitativa estrutura-atividade; SAR - modelo de relacdo estrutura/atividade.

Quando testada para a predigéo in silico de mutagenicidade in vitro usando o teste
de Ames, e in vivo por meio do teste do microndcleo, de acordo com o ISS, o CBD néo
apresentou nenhum alerta positivo, indicando auséncia de atividade mutagénica nos organismos
testados.

Os testes para carcinogenicidade genotoxica e ndo genotoxica, de acordo com o
ISS, ndo identificaram nenhum alerta relevante. 1sso sugere que a molécula ndo possui potencial
carcinogeénico, seja por danos diretos ao DNA (genotoxicos) ou por mecanismos indiretos (ndo
genotoxicos), classificando-a como uma substancia de baixo risco para o desenvolvimento de
cancer em humanos.

Nos testes de interacdo com o receptor de &cido retindico, ndo foi detectado
nenhum alerta, indicando que a molécula ndo tem potencial para ativar esse receptor, logo ndo
interferiria nos processos bioldgicos regulados pelo acido retindico, como diferenciacao celular
e desenvolvimento embrionario.

No entanto, a molécula apresentou um alerta, conforme identificado pelo OASIS,
para fendis hidroxilados relacionados a ligagdo com proteinas e associados a mutagenicidade.
Esse efeito esta principalmente ligado a capacidade de gerar EROs, que podem induzir danos
ao DNA.
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A avaliacdo toxicologica do CBD também foi realizada por meio de modelos de
data gap filling, focados em prever seu potencial carcinogénico utilizando modelos SAR/QSAR
fornecidos pelo banco de dados dinamarqués (quadro 3).

Em todos os bancos de dados avaliados, o resultado foi negativo, indicando que a
molécula ndo apresenta caracteristicas carcinogénicas em roedores, como ratos e camundongos,
independentemente do sexo dos animais testados. Além disso, o potencial carcinogénico da
molécula foi especificamente avaliado para cancer hepatico em ratos e camundongos, com

resultado negativo.

QUADRO 3 - Data gap filling para carcinogenicidade do canabidiol.

Data gap filling

Espécie, duracao, tipo de teste, tipo de método,
Endpoint Resultado ensaio, cepa, diretriz de teste, ano, referéncia,
banco de dados
Organismos de teste (espécies): Rato
Metodologia: QSAR
SAR/QSAR: FDA RCA - Modelo dinamarqués DB
QSAR CASE Ultra e Leadscope
Organismos de teste (espécies): Rato
Metodologia: QSAR
SAR/QSAR: FDA RCA - Modelo dinamarqués DB
QSAR CASE Ultra e Leadscope
Organismos de teste (espécies): Rato
Céancer em ratos Negativo Metodologia: QSAR
machos SAR/QSAR: FDA RCA - Modelo dinamarqués DB
QSAR CASE Ultra e Leadscope
Organismos de teste (espécies): Camundongo
Cancer em Negativo Metodologia: QSAR
camundongos SAR/QSAR: FDA RCA - Modelo dinamarqués DB
QSAR Leadscope
Organismos de teste (espécies): Roedor
Céancer em Metodologia: QSAR

Cancer em ratos Negativo

Cancer em ratos

fomeas Negativo

roedores Negativo SAR/QSAR: FDA RCA - Modelo dinamarqués DB
QSAR CASE Ultra e Leadscope
A . Organismos de teste (espécies): Rato/Camundongo
Cancer de figado . Metodologia: QSAR
em Negativo

SAR/QSAR: - Modelo dinamarqués DB QSAR
CASE Ultra

Fonte: do autor. FDA RCA - andlise de conformidade regulatoria do Food and Drug Administration; QSAR —

modelo de relagdo quantitativa estrutura/atividade; DB QSAR - banco de dados para relagéo quantitativa estrutura-

atividade; SAR - modelo de relagéo estrutura/atividade.

rato/camundongo
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Além disso, com base na abordagem de data gap filling, a molécula foi testada
guanto a toxicidade genética utilizando diferentes modelos SAR/QSAR para prever aberracfes
cromossémicas e mutacdes genéticas (quadro 4). As predi¢bes foram realizadas relacionando-
se com metodologias in vivo e in vitro de moléculas que possuem similaridade estrutural com
o CBD.

A molécula testada apresentou resultado positivo em ensaio de microndcleo em
organismos da classe Mammalia (in vivo), realizado para avaliar seu potencial de causar
mutagenicidade.

Os ensaios foram realizados ainda, tanto para prever a ocorréncia de mutagoes
quanto para identificar alertas estruturais relacionados a reatividade do DNA associada ao
cancer.

Os resultados baseados em ensaios in vitro mostraram que a molécula ndo apresenta
potencial mutagénico em bactérias, conforme predito pelos modelos SAR/QSAR.

A auséncia de mutacdo genética detectada em todos os modelos analisados,
incluindo o teste de Ames e os alertas estruturais de Ashby, sugerem que a molécula ndo induz

mutacOes pontuais em DNA bacteriano.

QUADRO 4 - Data gap filling para toxicidade genética do canabidiol.

Data gap filling

Espécie, duracao, tipo de teste, tipo de método,
Endpoint Resultado ensaio, cepa, diretriz de teste, ano, referéncia,
banco de dados
Organismos de teste (espécies): Mammalia
Tipo de teste: Ensaio de micronucleo
Tipo de método: in vivo
Ano: 1980
Fonte de referéncia: Farmacologia 21:277-287
Base de dados: Micronucleo OASIS
Organismos de teste (espécies): Salmonella
typhimurium
Tipo de teste: Ensaio de mutacao reversa bacteriana
(por exemplo, teste de Ames)
Mutagenicidade Negativo Tipo de método: in vitro
Metodologia: QSAR
SAR/QSAR: Teste de Ames em S. typhimurium (in
vitro) - Modelo dinamarqués DB QSAR Battery,
CASE Ultra, Leadscope e SCiQSAR
Tipo de teste: Alertas estruturais para reatividade de
Mutagenicidade Negativo DNA relacionada ao cancer
Metodologia: SAR/QSAR externo

Mutagenicidade Positivo
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SAR/QSAR: Alertas Estruturais Ashby - Modelo
dinamarqués DB QSAR

Fonte: do autor. QSAR — modelo de relacdo quantitativa estrutura/atividade; DB QSAR - banco de dados para
relagdo quantitativa estrutura-atividade; SAR - modelo de relagdo estrutura/atividade; OASIS: Sistema de
Informacéo de Alertas Quimicos.

5.2 AS-TETRAHIDROCANABINOL

Na avaliacdo de toxicidade in silico do THC para toxicidade aguda e crbnica 0s
resultados indicaram que nédo foram identificados alertas estruturais, o que sugerem que o THC
ndo apresenta potencial toxico significativo sob as condic6es avaliadas.

O THC foi submetido ao processo de data gap filling, que avaliou sua toxicidade
aguda. Os resultados revelaram que o valor de DLso da substancia é de 666 mg/kg em ratos,
administrado por via oral, com um tempo de exposi¢do de 24 horas. O teste foi realizado
utilizando um método in vivo e os dados sdo provenientes do ano de 2012.

Em relacdo a toxicidade crénica os resultados indicaram que o NOEL (maior dose
que nao sdo observados efeitos toxicos) foi calculado em 50 mg/kg de peso corporal por dia em
ratos. O estudo teve uma duracdo de 21 dias e foi realizado através de um teste de teratologia
em 1989, conforme a referéncia de Hutchings et al.

A molécula foi submetida a uma série de testes preditivos para diferentes endpoints,
incluindo o teste de Ames, teste do micronicleo, alertas de ligagéo a proteinas para aberragoes
cromossdmicas (modelo OASIS), carcinogenicidade genotdxica e nao genotoxica (ISS), além
de ligacdo ao receptor de acido retindico. Os testes realizados ndo apresentaram alertas
relevantes, indicando que a molécula ndo apresenta risco de mutagenicidade, potencial
carcinogénico, nem interage com o receptor de acido retindico.

De acordo com os inumeros modelos SAR/QSAR utilizados voltados para a
previsdo de carcinogenicidade em diferentes espécies de roedores e 6rgdos especificos, a
molécula ndo apresenta risco significativo de induzir carcinogenicidade em roedores,
especificamente ratos fémeas e machos. Entretanto, alertas positivos foram identificados em
modelos utilizando camundongos, o que sugere que o potencial carcinogénico da molécula pode
ser mais relevante em camundongos, independentemente do sexo, do que em outras espécies
avaliadas.

A seguir o quadro 5 mostra os modelos utilizados.



QUADRO 5 - Data gap filling para carcinogenicidade do A°-tetrahidrocanabinol.
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Data gap filling

CH

Cr

A°-tetrahidrocanabinol

Espécie, duragdo, tipo de teste, tipo de método,
Endpoint Resultado ensaio, cepa, diretriz de teste, ano, referéncia,
banco de dados
Organismos de teste (espécies): Rato
Cancer em ratos Negativo Metodologia: QSAR
SAR/QSAR: FDA RCA Cancer em ratos - Modelo
dinamarqués DB QSAR CASE Ultra e Leadscope
Organismos de teste (espécies): Rato
Cancer em ratos . Metodologi:il: QSAR A
fameas Negativo SAR/QSAR: FDA RCA Cancer em ratos fémeas -
Modelo dinamarqués DB QSAR CASE Ultra e
Leadscope
Organismos de teste (espécies): Rato
Cancer em ratos . Metodologiq: QSAR
machos Negativo SAR/QSAR: FDA RCA Cancer em ratos machos-
Modelo dinamarqués DB QSAR CASE Ultra e
Leadscope
A Organismos de teste (espécies): Camundongo
caCn?Sr?SE)ﬁ:]nos Positivo Metodologia}: QSAR
fameas SAR/QSAR: FDA RCA Cancer em camundongos
fémeas - Modelo dinamarqués DB QSAR Leadscope
CAncer em Organismos de teste (es_pécies): Camundongo
camundongos Positivo Metodologla}: QSAR
machos SAR/QSAR: FDA RCA Céancer em camundongos
machos- Modelo dinamarqués DB QSAR Leadscope
Organismos de teste (espécies): Roedor
Metodologia: QSAR
Céancer em roedores Negativo SAR/QSAR: FDA RCA Cancer em roedores -
Modelo dinamarqués DB QSAR CASE Ultra e
Leadscope
Organismos de teste (espécies): Cancer de figado de
rato/camundongo
Cancer de figado em Negativo Metodologia: QSAR
ratos e camundongos SAR/QSAR: Cancer de figado especifico em ratos ou
camundongos - Modelo dinamarqués DB QSAR
CASE Ultra
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Fonte: do autor. FDA RCA - anélise de conformidade regulatéria do Food and Drug Administration; QSAR —
modelo de relagdo quantitativa estrutura/atividade; DB QSAR - banco de dados para relagdo quantitativa estrutura-
atividade; SAR - modelo de relacdo estrutura/atividade.

De modo geral, os resultados para as predi¢cBes de toxicidade genética, como
mutagenicidade em diferentes cepas de Salmonella typhimurium, indicaram auséncia de

potencial mutagénico, conforme detalhado no quadro seguir:

QUADRO 6 - Data gap filling para toxicidade genética do A%-tetrahidrocanabinol.

Data gap filling

Espécie, duracao, tipo de teste, tipo de método,
Endpoint Resultado ensaio, cepa, diretriz de teste, ano, referéncia,
banco de dados

Tipo de teste: Ensaio de micronucleo
Tipo de método: in vivo
Ano: 1978
Fonte de referéncia: Experientia, 34 (3), 324-5
Mutagenicidade Negativo Autor: Van Went Gf
Titulo: Teste de mutagenicidade de 3 alucin6genos:
LSD, psilocibina e A°-THC, usando o teste do
micronucleo
Base de dados: Micronucleus OASIS

Organismos de teste (espécies): Salmonella
typhimurium
Tipo de teste: Ensaio de mutagéo reversa bacteriana
(por exemplo, teste de Ames)
Tipo de método: in vitro
Cepa: TA 97
Autor: P&G
Base de dados: Genotoxicidade OASIS

Mutagenicidade Negativo

Organismos de teste (espécies): Salmonella
typhimurium
Tipo de teste: Ensaio de mutagdo reversa bacteriana
(por exemplo, teste de Ames)
Tipo de método: in vitro
Cepa: TA 98
Autor: P&G
Base de dados: Genotoxicidade OASIS

Mutagenicidade Negativo

Organismos de teste (espécies): Salmonella
typhimurium
Tipo de teste: Ensaio de mutagéo reversa bacteriana
(por exemplo, teste de Ames)
Tipo de método: in vitro
Cepa: TA 100
Autor: P&G
Base de dados: Genotoxicidade OASIS

Mutagenicidade Negativo
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Organismos de teste (espécies): Salmonella
typhimurium
Tipo de teste: Ensaio de mutacéo reversa bacteriana
(por exemplo, teste de Ames)
Tipo de método: in vitro
Cepa: TA 1535
Autor: P&G
Base de dados: Genotoxicidade OASIS

Mutagenicidade Negativo

Organismos de teste (espécies): Salmonella
typhimurium
Tipo de teste: Ensaio de mutagdo reversa bacteriana
(por exemplo, teste de Ames)
Tipo de método: in vitro
Cepa: TA 1537
Autor: P&G
Base de dados: Genotoxicidade OASIS

Mutagenicidade Negativo

Organismos de teste (espécies): Salmonella
typhimurium
Tipo de teste: Ensaio de mutagéo reversa bacteriana
(por exemplo, teste de Ames)
Tipo de método: in vitro
Cepa: TA 1538
Autor: P&G
Base de dados: Genotoxicidade OASIS

Mutagenicidade Negativo

Organismos de teste (espécies): Salmonella
typhimurium
Tipo de teste: Ensaio de mutagéo reversa bacteriana
(por exemplo, teste de Ames)

Mutagenicidade Negativo Tipo de método: in vitro

Fonte de referéncia: Mutation Research 584 (2005) 1-

256
Autor: Kirkland et al.
Base de dados: Genotoxicidade OASIS

Fonte: do autor. LSD — dietilamida do &cido lisérgico; OASIS - Sistema de Informacéo de Alertas Quimicos.

A avaliacdo in silico do potencial de causar mutacdes génicas identificou a
avaliacdo por meio do ensaio de micronucleo in vivo, conduzido em 1978. O estudo, publicado
por Van Went Gf na revista Experientia, testou a molécula juntamente com outros alucin6genos
(LSD, psilocibina e AS-THC) e apresentou resultado negativo, indicando que a molécula ndo
causa mutacdes génicas.

O software QSAR Toolbox identificou que a molécula foi submetida a diversos
testes de mutacao genética utilizando o ensaio de mutacdo reversa bacteriana (teste de Ames)
com diferentes cepas de Salmonella typhimurium. Os testes originaram resultado negativo,

indicando que a molécula ndo possui potencial mutagénico. Esses ensaios foram realizados
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utilizando metodologia in vitro, com diferentes cepas bacterianas, e incluiram estudos

conduzidos por P&G e citados em publicacdes como Mutation Research.

5.3 CANABICROMENO

De acordo com o “profiling” do CBC, ndo houve alertas estruturais ligados a
toxicidade aguda ou cronica, confirmando que nas circunstancias analisadas, o CBC nédo tem
um potencial de toxicidade significativo.

Ja na técnica de “data gap filling” onde a toxicidade aguda foi avaliada utilizando
dados de moléculas andlogas ao CBC, os resultados indicaram a previsao de valor de DLso de
160 mg/kg em camundongos com administracdo intraperitoneal.

O CBC foi submetido a analise in silico de toxicidade de dose repetida através do
processo de data gap filling, com previsdo baseada em dois bancos de dados: o dinamarqués
Leadscope e 0 SCiQSAR.

No Leadscope, os resultados indicaram um alerta positivo para a dose diaria
méaxima recomendada, sugerindo que a molécula poderia apresentar toxicidade em humanos
para doses superiores a 2,69 mg/kg/dia. O modelo prevé que o organismo de teste (espécie:
Homo sapiens) apresenta potencial risco quando exposto a doses diarias que excedem esse
valor, 0 que deve ser considerado em uma avaliacdo mais detalhada de seguranca para uso
humano.

Por outro lado, no modelo SciQSAR, a previséo foi negativa, ndo sendo observados
indicagdes de toxicidade. A dose mé&xima diaria recomendada foi a mesma que a encontrada no
método Leadscope, isto €, a dose de 2,69 mg/kg/dia. Este resultado sugere que, segundo este
modelo, ndo ha evidéncias de toxicidade relevante para doses diarias dentro do limite
estabelecido.

Essas divergéncias entre os modelos indicam a necessidade de analises mais
detalhadas, uma vez que resultados contraditérios podem ocorrer dependendo das abordagens
QSAR utilizadas.

A carcinogenicidade da molécula foi avaliada utilizando multiplos modelos QSAR,
abrangendo diferentes organismos de teste. Os resultados foram negativos para ratos (fémeas e
machos), camundongos (fémeas) e roedores de maneira geral. No entanto, foi identificado um

resultado positivo para carcinogenicidade no modelo aplicado a camundongos machos. Além
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disso, 0 potencial carcinogénico para cancer hepatico em ratos e camundongos também foi

avaliado, apresentando resultado negativo (quadro 7).

QUADRO 7 - Data gap filling para carcinogenicidade do canabicromeno.

Data gap filling

GH

Canabicromeno

Espécie, duracao, tipo de teste, tipo de método,
Endpoint Resultado ensaio, cepa, diretriz de teste, ano, referéncia,
banco de dados
Organismo de teste (espécies): Rato
Metodologia: QSAR
SAR/QSAR: FDA RCA Cancer em ratos - Modelo
dinamarqués DB QSAR Leadscope

Cancer em ratos Negativo

Organismo de teste (espécies): Rato
Cancer em ratos Negativo Metodologia: QSAR

fémeas SAR/QSAR: FDA RCA Cancer em ratos fémeas-
Modelo dinamarqués DB QSAR Leadscope

Organismo de teste (espécies): Rato

Cancer em ratos Metodologia: QSAR

machos Negativo SAR/QSAR: FDA RCA Cancer em ratos machos-
Modelo dinamarqués DB QSAR Leadscope
Cancer em Organismo de teste (espécies): Camundongo
camundongos Negativo Metodologia: SAR{QSAR externo
fameas SAR/QSAR: FDA RCA Céancer em camundongos
fémeas - Modelo dinamarqués DB QSAR Leadscope
Organismo de teste (espécies): Camundongo
Cancer em Positivo Metodologia: QSAR

camundongo macho SAR/QSAR: FDA RCA Cancer em camundongo
macho - Modelo dinamarqués DB QSAR Leadscope

Organismo de teste (espécies): Roedor
Metodologia: QSAR
SAR/QSAR: FDA RCA Cancer em roedor - Modelo
dinamarqués DB QSAR Leadscope

Cancer em roedor Negativo

Organismo de teste (espécies): Cancer especifico de
figado em rato/camundongo
Negativo Metodologia: QSAR
SAR/QSAR: Modelo dinamarqués DB QSAR
SciQSAR, CASE Ultra e Battery

Cancer de figado em
rato/camundongo
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Fonte: do autor. DB QSAR - banco de dados para relagdo quantitativa estrutura-atividade; FDA RCA - analise de
conformidade regulatéria do Food and Drug Administration; QSAR — modelo de relagdo quantitativa
estrutura/atividade; SAR - modelo de relacdo estrutura/atividade.

Os resultados dos testes de toxicidade genética no médulo de preenchimento de
lacuna de dados (data gap filling), utilizando moléculas andlogas ao CBC, indicaram uma
variabilidade entre diferentes “endpoints ” e modelos experimentais, como mostrado no quadro
8.

QUADRO 8 - Data gap filling para toxicidade genética do canabicromeno.

Data gap filling

Espécie, duracdo, tipo de teste, tipo de método,
Endpoint Resultado ensaio, cepa, diretriz de teste, ano, referéncia,
banco de dados
Organismos de teste (espécies): células de embrido de
hamster sirio (SHE)
Tipo de teste: Ensaio de transformag&o em células de
Transformacio N _ mamife,ros in \_/itro_
celular Positivo Tipo de meto_do: in vitro
Metodologia: QSAR
SAR/QSAR: Embrido de Hamster Sirio (SHE)
Transformacdo celular - Modelo dinamarqués DB
QSAR Leadscope
Organismos de teste (espécies): células de embrido de
hamster sirio (SHE)
Tipo de teste: Ensaio de transformacao em celulas de
< mamiferos in vitro
Tran(;s;‘lourlrgfgao Negativo Tipo de méto_do: in vitro
Metodologia: QSAR
SAR/QSAR: Embrido de Hamster Sirio (SHE)
Transformacao celular - Modelo dinamarqués DB
QSAR SciQSAR
Organismos de teste (espécies): Camundongo
Tipo de teste: Teste de aberragdo cromossdomica em
mamiferos in vivo
- . Tipo de método: in vivo
Mutagenicidade Positivo Metodologia: QSAR
SAR/QSAR: Teste de micronlcleo em eritrocitos de
camundongo - Modelo dinamarqués DB QSAR CASE
Ultra, Battery e Leadscope
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Mutagenicidade

Positivo

Organismos de teste (espécies): Camundongo
Tipo de teste: Ensaio de mutacdo genética em células
de mamiferos
Tipo de método: in vitro
Cepa: Células de linfoma de camundongo
Metodologia: QSAR
SAR/QSAR: Mutacdes no locus da timidina cinase em
células de linfoma de camundongo - Modelo
dinamarqués DB QSAR Leadscope

Mutagenicidade

Positivo

Organismos de teste (espécies): Hamster chinés

Tipo de teste: Teste de aberragdo cromossdmica em
mamiferos in vitro

Tipo de método: in vitro

Cepa: Células de Pulméo de Hamster Chinés (CHL)

Metodologia: QSAR

SAR/QSAR: Aberracdo cromossdmica em células de

pulmé&o de hamster chinés (CHL) - Modelo
dinamarqués DB QSAR CASE Ultra

Mutagenicidade

Positivo

Organismos de teste (espécies): Camundongo
Tipo de teste: Ensaio de troca de cromatides irmés em
células de mamiferos
Tipo de método: in vivo
Metodologia: QSAR
SAR/QSAR: Troca de cromatides irmas em células da
medula éssea de camundongos - Modelo dinamarqués

DB QSAR Leadscope

Mutagenicidade

Negativo

Organismos de teste (espécies): Hamster chinés
Tipo de teste: Teste de aberragdo cromossdomica em
mamiferos in vitro
Tipo de método: in vitro
Cepa: Células de Pulméo de Hamster Chinés (CHL)
Metodologia: QSAR
SAR/QSAR: Aberragdes cromossdémicas em células de

pulmé&o de hamster chinés (CHL) - Modelo
dinamarqués DB QSAR SciQSAR e Leadscope

Mutagenicidade

Negativo

Organismos de teste (espécies): Roedor
Tipo de teste: Teste do dominante letal
Tipo de método: in vivo
Metodologia: QSAR
SAR/QSAR: Mutacdes letais dominantes em roedores
- Modelo dinamarqués DB QSAR Battery, SCIQSAR e
Leadscope

Mutagenicidade

Negativo

Organismos de teste (espécies): Camundongo
Tipo de teste: Ensaio de eletroforese em gel de célula
Unica (cometa)
Tipo de método: in vivo
Metodologia: QSAR
SAR/QSAR: Ensaio de cometa em camundongo -

Modelo dinamarqués DB QSAR Battery, Leadscope e

SCiQSAR
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Organismos de teste (espécies): Salmonella
typhimurium
Tipo de teste: Ensaio de mutacgdo reversa bacteriana
(por exemplo, teste de Ames)
Mutagenicidade Negativo Tipo de método: in vitro
Metodologia: SAR/QSAR externo
SAR/QSAR: Teste de Ames em S. typhimurium (in
vitro) - Modelo dinamarqués DB QSAR Battery,
CASE Ultra, Leadscope e SCiQSAR
Tipo de teste: Alertas estruturais para reatividade de
DNA relacionada ao cancer
Metodologia: QSAR
SAR/QSAR: Alertas estruturais Ashby - Modelo
dinamarqués DB QSAR Battery, SCiQSAR e CASE

Ultra
Fonte: do autor. DB QSAR - banco de dados para relagdo quantitativa estrutura-atividade; QSAR — modelo de
relacdo quantitativa estrutura/atividade; SAR - modelo de relacéo estrutura/atividade.

Mutagenicidade Negativo

Quando avaliado por meio de um Ensaio de transformacao em células de mamiferos
in vitro, utilizando células de embrido de hamster sirio, o resultado foi negativo para mutagédo
génica no banco de dados dinamarqués SciQSAR. No entanto, ao utilizar o banco de dados
dinamarqués Leadscope, o resultado foi positivo.

O teste de mutagenicidade em camundongos, realizado in vivo por meio do ensaio
do micronucleo em eritrécitos, o software apresentou predicdes positivas com base em diversos
bancos de dados, incluindo 0 QSAR Leadscope, CASE Ultra e QSAR Battery. Ja a avaliagédo
in vitro em células pulmonares de hamster chinés (CHL) mostrou resultados variados: enquanto
0 banco de dados CASE Ultra indicou resultado positivo, outros, como 0 Leadscope e 0
SCiQSAR, apresentaram resultados negativos. Além disso, nos testes com roedores utilizando o
teste letal dominante in vivo, os resultados também foram negativos para mutagenicidade.

A reunido de dados sobre ensaio de troca de cromatides irmas em células de
mamiferos realizado em camundongos encontrou resultado positivo, evidenciando potencial
genotoxico, no entanto, os resultados de diversos ensaios de eletroforese em gel de célula unica
(cometa) foram consistentemente negativos, indicando que o CBC nédo induziu danos ao DNA
detectaveis por essa metodologia.

Os ensaios de mutacdo genética realizada em células de linfoma de camundongos
indicou uma presenca positiva para mutagdes genéticas no locus da timidina cinase, sugerindo
um potencial mutagénico para o CBC. No teste de Ames o resultado foi negativo para todos 0s
bancos de dados analisados, indicando que o CBC ndo induz mutacdes em Salmonella

typhimurium.
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Por fim, o resultado para alertas estruturais para reatividade de DNA relacionada
ao cancer foi negativo, indicando que a molécula ndo apresenta risco significativo de

reatividade com o DNA que possa levar a carcinogenicidade.

5.4 CANABIGEROL

Na criacdo de perfil do CBG, a molécula apresentou um alerta estrutural
relacionado a derivados de resorcinol, que se espera ter toxicidade oral aguda, devido a
hidroxilacdo do anel aromatico e as reacdes subsequentes de metabdlitos altamente reativos, 0s
quais podem causar lesdes nos tecidos.

Para a toxicidade crénica, foram identificados fendis, levando a classificacdo da
substancia como classe C. Essa classificacdo € baseada no fato de que o mecanismo
toxicologico da substancia ndo é bem compreendido, e os dados obtidos pela avaliacdo in silico
foram definidos utilizando informacdes de testes de toxicidade por dose repetida.

No mddulo “data gap filling”, as predi¢fes da DLso foram utilizadas para avaliar a
toxicidade aguda em camundongos por duas vias de administracdo distintas. Para a via
intraperitoneal, o valor observado da DLso foi de 150 mg/kg/dia, enquanto na administracao
intravenosa, o valor foi de 42,1 mg/kg/dia. Esses resultados indicam que a toxicidade pela via
intraperitoneal é significativamente menor em comparacao a intravenosa.

A avaliacdo da toxicidade de dose repetida foi realizada com base na dose diaria
méaxima recomendada, utilizando a metodologia QSAR.

Os resultados apontam uma discrepéancia nas avaliagdes de toxicidade de dose
repetida, com o modelo Leadscope indicando um resultado positivo no organismo testado
(Homo sapiens), sugerindo que a substancia pode apresentar potencial de toxicidade em doses
diarias superiores a 2,69 mg/kg/dia. Em contraste, 0 modelo SciQSAR apresentou um resultado
negativo nas mesmas condigdes, indicando a auséncia de risco nesse limite de dose. Essa
variacdo nos resultados ressalta a importancia de utilizar maltiplos modelos na avaliacdo da
seguranca toxicoldgica da substancia.

O CBG foi avaliado por método in silico para o potencial de apresentar resultados
positivos em ensaios do teste de Ames e do teste do micronucleo, para detectar potencial
mutagénico, além de analises de carcinogenicidade genotdxica e ndo genotoxica, e ligacdo ao
receptor de acido retindico. Foram identificados alertas estruturais para alquilbenzenos no teste

de Ames, bem como para carcinogenicidade genotoxica.
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Os modelos SAR/QSAR do banco de dados dinamarqués foram usados para prever

o potencial carcinogénico do CBG durante a avaliacdo toxicoldgica, que foi conduzida usando

modelos de preenchimento de lacunas de dados (quadro 9).

QUADRO 9 - Data gap filling para carcinogenicidade do canabigerol.

Data gap filling

CH

HO

Canabigerol

Espécie, duracao, tipo de teste, tipo de método,

Endpoint Resultado ensaio, cepa, diretriz de teste, ano, referéncia,
banco de dados
Organismos de teste (espécies): Rato
Cancer em ratos Negativo Metodologia: QSAR
SAR/QSAR: FDA RCA Céncer em Ratos - Modelo
dinamarqués DB QSAR CASE Ultra e Leadscope
Organismos de teste (espécies): Rato
Cancer em ratos . Metodologig: QSAR A
fameas Negativo SAR/QSAR_: FDA RCA Cancer em Ratos fémeas -
Modelo dinamarqués DB QSAR CASE Ultra e
Leadscope
Organismos de teste (espécies): Rato
Cancer em ratos . MetodologiAa: QSAR
machos Negativo SAR/QSAR_: FDA RCA Cancer em Ratos machos -
Modelo dinamarqués DB QSAR CASE Ultra e
Leadscope
Organismos de teste (espécies): Camundongo
Cancer em _ Metodologia: QSAR
camundongos Negativo SAR/QSAR:. FDA RCA Cancer em Camundongos -
Modelo dinamarqués DB QSAR CASE Ultra e
Leadscope
Cancer em Organismos de teste (es_pécies): Camundongo
camundongos Negativo Metodologlfl: QSAR
fameas SAR/QSAR: FDA RCA Céancer em Camundongos
fémeas - Modelo dinamarqués DB QSAR CASE Ultra
Cancer em Organismos de teste (es_pécies): Camundongo
camundongo Negativo MetodologlaA: QSAR
machos SAR/QSAR: FDA RCA Céancer em Camundongo

machos - Modelo dinamarqués DB QSAR CASE Ultra
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Organismos de teste (espécies): Roedor
Metodologia: QSAR

Cr%r:(:j%rrggn Negativo SAR/QSAR: FDA RCA Cancer em Roedores -
Modelo dinamarqués DB QSAR CASE Ultra e
Leadscope
Organismos de teste (espécies): Cancer de figado em
Cancer de figado rato/ camu_ndongo
. Metodologia: QSAR
em ratos ou Negativo

SAR/QSAR: Cancer de figado em ratos ou
camundongos - Modelo dinamarqués DB QSAR CASE
Ultra e SCiIQSAR
Organismos de teste (espécies): Cancer de figado em
rato/camundongo
Metodologia: QSAR
SAR/QSAR: Cancer de figado em ratos ou
camundongos - Modelo dinamarqués DB QSAR

Leadscope

Fonte: do autor. DB QSAR - banco de dados para relagéo quantitativa estrutura-atividade; FDA RCA - andlise de
conformidade regulatéria do Food and Drug Administration; QSAR — modelo de relagdo quantitativa
estrutura/atividade; SAR - modelo de relacdo estrutura/atividade.

camundongos

Cancer de figado
em ratos ou Positivo
camundongos

De acordo com os modelos dinamarqueses Leadscope, CASE Ultra e SCiQSAR, a
molécula ndo apresenta risco carcinogénico para 0s organismos testados, como ratos e
camundongos, independentemente do sexo. No entanto, houve divergéncias nos resultados
quando a molécula foi testada especificamente para cancer de figado em ratos e camundongos:
enquanto os modelos CASE Ultra e SciQSAR indicaram um resultado negativo, o modelo
Leadscope apresentou um resultado positivo.

A molécula também foi submetida a testes de toxicidade genética pelo modelo de
preenchimento de lacuna de dados, como a transformacdo celular utilizando células de
embrido de hamster sirio (SHE), com base em modelos QSAR. Entretanto, os resultados
indicam uma divergéncia nas predi¢des de transformacdo celular entre os modelos Leadscope
e SCiQSAR, com o primeiro sugerindo um potencial de transformacéo celular e o segundo nédo
indicando esse risco.

Os dados indicam divergéncias também nos resultados de aberragcdo cromossémica
e mutagdes genéticas, a depender dos modelos QSAR e das cepas celulares utilizadas. Por
exemplo, os modelos Leadscope e SciQSAR concordaram ao ndo detectar aberracdes
cromossémicas em células de ovario de hamster chinés (CHO), enquanto o modelo CASE Ultra
identificou aberracdes nas mesmas células.

Da mesma forma, os resultados do teste de mutagdes letais dominantes em roedores
também mostraram divergéncias entre os modelos, com o SciQSAR apontando um resultado

positivo e o Leadscope indicando um resultado negativo. Para o teste de aberracdo
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cromossoémica in vitro com células pulmonares de hamster chinés, o modelo SCiQSAR mostrou
um resultado negativo, enquanto na contramdo o banco de dados CASE Ultra mostrou um
resultado positivo. Ainda, o SCIQSAR registrou um resultado positivo para o ensaio letal
dominante realizado em roedores e o Leadscope um resultado negativo para 0 mesmo teste.

Os testes para danos e reparacdo do DNA foram realizados utilizando diferentes
modelos QSAR em ratos e camundongos, tanto in vitro quanto in vivo. Estes ensaios avaliaram
a capacidade da substancia de induzir danos no material genético e o subsequente reparo por
meio de diferentes metodologias, como: sintese de DNA ndo programada, que avalia o reparo
do DNA em hepatdcitos; ensaio de cometa, que mede quebras de DNA em células individuais
e ensaio de troca de cromatides irmas, que verifica possiveis recombinacdes de DNA durante a
replicacdo celular.

Em todos os testes, os resultados foram negativos, indicando que a substancia
testada nédo induziu danos significativos ao DNA nem ativou mecanismos de repara¢do nas
células de camundongos e ratos. 1sso sugere que a substancia tem baixo potencial genotoxico,
de acordo com os dados gerados pelos diferentes modelos QSAR (Leadscope, SCiQSAR,
Battery, e CASE Ultra).

Os testes de mutacdo genética foram realizados utilizando predic@es in silico para
0 ensaio de mutacdo reversa bacteriana, também conhecido como teste de Ames, com
Salmonella typhimurium como organismo de teste. Os resultados foram variados e indicaram
tanto resultados positivos quanto negativos. Nos modelos Leadscope, Battery, CASE Ultra e
SCiQSAR, o teste de Ames em S. typhimurium foi negativo, indicando que nas condi¢cfes do
ensaio a substancia ndo causaria mutacdes no DNA das cepas testadas. Entretanto, a avaliacdo
para o potencial mutagénicos no teste de Ames resultou positivo, sugerindo que a substancia
testada tem um elevado risco para causar danos genéticos em organismos expostos.

Essas discrepancias entre os modelos sugerem a importancia de considerar
multiplas abordagens na avaliagdo da toxicidade genética, uma vez que diferentes modelos
podem interpretar os mesmos dados de maneira diferente, levando a conclusdes variadas.

Ainda, o ensaio para mutacdo génica utilizando células de linfoma de camundongo
e células de ovario de hamster chinés foi negativo, sugerindo que o CBG ndo apresenta
potencial mutagénico significativo em linhagens celulares de mamiferos. Esses resultados
indicam que o CBG é improvavel de causar mutacOes genéticas nessas células, reforgando seu
perfil de seguranca em relacdo & genotoxicidade em sistemas biolégicos mais complexos.
Quanto aos alertas estruturais Ashby, o resultado foi negativo indicando que, com base na

estrutura do CBC, ndo ocorrera danos ao DNA.



60

Por fim, a avaliagdo de mutacGes no genoma se deu com o teste de ames em
Salmonella typhimurium e teste do letal recessivo ligado ao sexo em Drosophila melanogaster,
ambos com resultados negativos, sendo assim, mostrando que 0 composto possui baixa
probabilidade de causar danos genotdxicos.

A seguir, o quadro 10 apresenta um resumo dos resultados obtidos sobre a
toxicidade genética do CBG.

QUADRO 10 - Data gap filling para toxicidade genética do canabigerol.

Data gap filling

Espécie, duracao, tipo de teste, tipo de método,
Endpoint Resultado ensaio, cepa, diretriz de teste, ano, referéncia,
banco de dados
Organismos de teste (espécies): Células de embrido de
hamster sirio (SHE)
Tipo de teste: Ensaio in vitro de transformacéo celular
em mamiferos
Positivo Tipo de método: in vitro
Metodologia: QSAR
SAR/QSAR: Embrido de Hamster Sirio (SHE)
Transformagao celular - Modelo dinamarqués DB
QSAR Leadscope
Organismos de teste (espécies): Células de embrido de
hamster sirio (SHE)
Tipo de teste: Ensaio in vitro de transformacéo celular
em mamiferos
Negativo Tipo de método: in vitro
Metodologia: QSAR
SAR/QSAR: Embrido de Hamster Sirio (SHE)
Transformacdo celular - Modelo dinamarqués DB
QSAR SciQSAR
Organismos de teste (espécies): Hamster chinés
Tipo de teste: Teste cromossdmico de aberracdo
cromossdmica in vitro em mamiferos
Tipo de método: in vitro
Mutagenicidade Negativo Cepa: células de ovario de hamster chinés (CHO)
Metodologia: QSAR
SAR/QSAR: Aberragdo cromossdmicas em células de
ovario de hamster chinés (CHO) - Modelo
dinamarqués DB QSAR Leadscope e SCIQSAR

Transformacao
celular

Transformacao
celular
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Mutagenicidade

Positivo

Organismos de teste (espécies): Hamster chinés
Tipo de teste: Teste cromossdmico de aberragdo
cromossémica in vitro em mamiferos
Tipo de método: in vitro
Cepa: células de ovario de hamster chinés (CHO)
Metodologia: QSAR
SAR/QSAR: Aberracdo cromossdémica em células de
ovario de hamster chinés (CHO) - Modelo
dinamarqués DB QSAR CASE Ultra

Mutagenicidade

Negativo

Organismos de teste (espécies): Hamster chinés
Tipo de teste: Teste cromossdmico de aberragdo
cromossémica in vitro em mamiferos
Tipo de método: in vitro
Cepa: Células pulmonares de hamster chinés (CHL)
Metodologia: QSAR
SAR/QSAR: Aberrac¢des cromossémicas em células
pulmonares de hamster chinés (CHI) - Modelo
dinamarqués DB QSAR SciQSAR

Mutagenicidade

Positivo

Organismos de teste (espécies): Hamster chinés
Tipo de teste: Teste cromossomico de aberracdo
cromossémica in vitro em mamiferos
Tipo de método: in vitro
Cepa: Células pulmonares de hamster chinés (CHL)
Metodologia: QSAR
SAR/QSAR: Aberracdo cromossdmica em células de
pulmé&o de hamster chinés (CHL) - Modelo
dinamarqués DB QSAR CASE Ultra

Mutagenicidade

Negativo

Organismos de teste (espécies): Hamster chinés
Tipo de teste: Ensaio de mutacdo genética em células
de mamiferos
Tipo de método: in vitro
Cepa: células de ovario de hamster chinés (CHO)
Metodologia: QSAR
SAR/QSAR: Mutagdes no locus HGPRT (hipoxantina-
guanina fosforibosiltransferase) em células de ovario
de hamster chinés (CHO) — Modelo dinamarqués
SciDB QSAR

Mutagenicidade

Positivo

Organismos de teste (espécies): Roedor
Tipo de teste: Ensaio letal dominante
Tipo de método: in vivo
Metodologia: QSAR
SAR/QSAR: Mutacdes letais dominantes em Roedores
- Modelo dinamarqués DB QSAR SciQSAR

Mutagenicidade

Negativo

Organismos de teste (espécies): Roedor
Tipo de teste: Ensaio letal dominante
Tipo de método: in vivo
Metodologia: QSAR
SAR/QSAR: Mutacdes letais dominantes em Roedores
- Modelo dinamarqués DB QSAR Leadscope
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Mutagenicidade

Negativo

Organismos de teste (espécies): Rato
Tipo de teste: Ensaio de dano e reparo de DNA,
Sintese de DNA ndo programada em células de
mamiferos in vitro
Tipo de método: in vitro
Cepa: Hepatocito
Metodologia: QSAR
SAR/QSAR: Sintese de DNA néo programada (UDS)
em hepatdcitos de Ratos - Modelo dinamarqués DB
QSAR Leadscope, SCIQSAR e Battery

Mutagenicidade

Negativo

Organismos de teste (espécies): Camundongo
Tipo de teste: Ensaio de eletroforese em gel de célula
Unica (cometa)

Tipo de método: in vivo
Metodologia: QSAR
SAR/QSAR: Ensaio de cometa em Camundongo -
Modelo dinamarqués DB QSAR SciQSAR e
Leadscope

Mutagenicidade

Negativo

Organismos de teste (espécies): Camundongo
Tipo de teste: Ensaio de troca de cromatides irmés em
celulas de mamiferos
Tipo de método: in vivo
Metodologia: QSAR
SAR/QSAR: Troca de Cromatides Irmés em Células
de Medula Ossea de Camundongos - Modelo
dinamarqués DB QSAR SciQSAR, Battery e CASE
Ultra

Mutagenicidade

Negativo

Organismos de teste (espécies): Camundongo
Tipo de teste: Ensaio de mutacdo genética em células
de mamiferos
Tipo de método: in vitro
Cepa: Células de linfoma de Camundongo
Metodologia: QSAR
SAR/QSAR: Mutagdes no locus da timidina cinase em
células de linfoma de Camundongo — Modelo
dinamarqués CASE Ultra QSAR

Mutagenicidade

Positivo

Organismos de teste (espécies): Salmonella
typhimurium
Tipo de teste: Ensaio de mutagdo reversa bacteriana
(por exemplo, teste de Ames)
Tipo de método: in vitro
Metodologia: QSAR
SAR/QSAR: Potentes mutagénicos no teste de Ames -
Modelo dinamarqués Leadscope, Battery e SCiIQSAR
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Organismos de teste (espécies): Salmonella
typhimurium
Tipo de teste: Ensaio de mutagdo reversa bacteriana
(por exemplo, teste de Ames)

Mutagenicidade Negativo Tipo de método: in vitro
Metodologia: QSAR

SAR/QSAR: teste de Ames em S. typhimurium (in

vitro) - Modelo dinamarqués DB QSAR Leadscope,

Battery, CASE Ultra e SCiQSAR
Organismos de teste (espécies): Drosophila
melanogaster
Tipo de teste: teste SLRL (letal recessivo ligado ao
sexo) com Drosophila

Mutagenicidade Negativo Tipo de método: in vivo

Metodologia: QSAR
SAR/QSAR: Teste letal recessivo ligado ao sexo
(SLRL) em D. melanogaster. - Modelo dinamarqués
DB QSAR Leadscope, SCiQSAR e CASE Ultra
Tipo de teste: Alertas estruturais para reatividade de
DNA relacionada ao cancer
Metodologia: QSAR
SAR/QSAR: Alertas Estruturais Ashby — Modelo
dinamarqués CASE Ultra, SciQSAR, Battery e

Leadscope
Fonte: do autor. DB QSAR - banco de dados para relagdo quantitativa estrutura-atividade; QSAR — modelo de
relacdo quantitativa estrutura/atividade; SAR - modelo de relacéo estrutura/atividade.

Mutagenicidade Negativo

5.5 ACIDO CANABIGEROLICO

O CBGA ndo apresentou alertas estruturais para os endpoints de toxicidade aguda
e cronica, tanto no modulo de criacao de perfil quanto no médulo de preenchimento de lacunas
de dados (data gap filling).

Ademais, o CBGA foi avaliado por predicGes para o teste de Ames e teste do
microndcleo, para detectar mutagenicidade, além de analises de carcinogenicidade genotoxica
e ndo genotdxica, e ligacdo ao receptor de &cido retindico. Foram identificados alertas
estruturais para alquilbenzenos no teste de Ames, bem como para carcinogenicidade genotdxica

e alertas para aceptor de hidrogénio para o teste do micronucleo.

6 DISCUSSAO



64

Os resultados da analise de toxicidade aguda no modulo de criacdo de perfil
revelaram dados importantes sobre as moléculas estudadas: CBD, THC, CBC, CBG e CBGA.

No caso das moléculas testadas, a analise de toxicidade aguda indicou a presenca
de derivados de resorcinol para o CBD e CBG. O resorcinol € conhecido por apresentar
toxicidade aguda, devido a hidroxilagdo do anel aromatico, que resulta em metabdlitos reativos
capazes de causar lesdes teciduais, especialmente em exposi¢oes orais (Kim; Matthews, 1987).
Essa reatividade quimica pode estar associada a um leve a moderado aumento nos niveis séricos
de aminotransferase (TGO e TGP) em pacientes submetidos a terapias com baixas doses de
CBD, entre 200 a 400 mg por dia (LIVERTOX, 2012). No entanto, ndo houve relatos de lesdes
hepaticas significativas relacionadas ao uso do CBD nessas dosagens (LIVERTOX, 2012).

Em relacdo a toxicidade crbnica, os alertas foram identificados para o CBG,
especificamente relacionados a fendis pertencentes a classe C, conhecidos por seu potencial de
irritar a membrana mucosa. Além disso, os testes de potencial mutagénico, de acordo com o
modelo OASIS, detectaram a presenca de fendis hidroxilados no CBD. O fenol é conhecido por
ser irritante e corrosivo em todas as vias de exposicao, incluindo a inalatoria, oral e dérmica, o
que pode limitar o uso terapéutico prolongado de derivados de CBG em concentracdes elevadas,
sem a devida adogdo de medidas de mitigagdo (ATSDR, 2008).

Os fendis hidroxilados, que possuem dois ou mais grupos hidroxila em sua
estrutura, podem induzir mutagenicidade principalmente pela geracdo de EROs (Sui et al.,
2024). Esses compostos podem ser oxidados enzimaticamente, por exemplo, por peroxidases,
formando quinonas ou semiquinonas altamente reativas (Zhou et al., 2021). Essas substancias
participam de reagOes redox que produzem EROs, as quais podem interferir nos processos
mitoticos, causando falhas na divisdo celular (Sridharan et al., 2015).

Os resultados das predicdes relacionadas a testes de mutagenicidade in vitro,
realizados pelo ISS, indicaram a presenca de alquilbenzenos nas moléculas de CBG e CBGA,
sugerindo potencial mutagénico dessas substancias. Em relacdo a carcinogenicidade, foi
identificado um Unico alerta, relacionado a carcinogenicidade genotdxica, também atribuido a
presenca de alquilbenzenos nas mesmas moléculas. Os alquilbenzenos estdo presentes em
compostos naturalmente encontrados em flavonoides, como o safrol, metileugenol e estragol
(Rietjens et al., 2005). O mecanismo de toxicidade desses compostos ocorre por meio da
hidroxilacdo do carbono benzilico da cadeia lateral alquenil (Rietjens et al., 2005). O produto
formado ent&o passa por uma sulfonagéo, resultando em um derivado instavel que rapidamente
se converte em um carbocation, o qual é o metabolito eletrofilico e carcinogénico final (Rietjens
et al., 2005).
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Enquanto a Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA) classifica
safrol, metileugenol e estragol como genotdxicos e cancerigenos, recomendando sua restricao
de uso, especialistas da Associacdo de Fabricantes de Sabores e Extratos (FEMA) afirmam que
estes compostos ndo apresentam risco significativo de cancer em humanos, argumentando que
a formagdo de adutos com o DNA n&o foi observada apds administracdo in vivo (Smith et al.,
2002; Rietjens et al., 2005). Essa diferenca de avaliacdo é atribuida a rapida metabolizacdo
desses compostos, que sdo eficientemente excretados devido a conjugacdo combinada de
hidrolases e glutationa (Smith et al., 2002; Rietjens et al., 2005).

No teste relacionado a mutagenicidade in vivo (teste do micronucleo) também
realizado pelo ISS, foram identificados alertas para aceptores de hidrogénio no CBGA. O alerta
de aceptor de hidrogénio indica a presenca de dois &tomos conectados a dois aceitadores de
ligagBes de hidrogénio, sugerindo a possibilidade de a molécula interagir com o DNA e/ou
proteinas por meio de ligacGes ndo covalentes (Snyder; Ewing; Hendry, 2006).

A genotoxicidade, pode estar associada a interagdo entre o xenobiotico e 0 DNA,
devido a formacéo de ligacdes de hidrogénio, o que leva a intercalacdo, que sofre remocao pelo
sistema de reparo e pode ou ndo ser corrigida durante o processo de checagem, quando nao ha
correcgdo, resulta em mutagdes “frameshift” e quebra cromossomica (Snyder; Ewing; Hendry,
2006; Snyder et al., 2005).

O quadro abaixo demostra as diferencas entre os alertas estruturais encontrados nas

moléculas estudas.

QUADRO 11 - Comparacdo dos alertas estruturais encontrados nas moléculas CBD, THC,
CBC, CBG e CBGA.

Molécula estudada Endpoint Alerta estrutural Achados principais
Leve a moderado
Toxicidade aguda Derivados de resorcinol aumento nos niveis de
CBD TGO e TGP
Mutagenicidade Fendis hidroxilados Geracédo de EROs
THC - - -
CBC - - -
Leve a moderado
Toxicidade aguda Derivados de resorcinol aumento nos niveis de
TGO e TGP
CBG - . . Irritante e corrosivo em
Toxicidade cronica Fenois
altas doses
Mutagenicidade in vitro Alquilbenzenos Formagdo de,n_wetabollto
eletrofilico
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Carcinogenicidade Alquilbenzenos

genotoxica
Mutagenicidade in vitro Alquilbenzenos
CBGA Mutagenicidade in vivo Aceptor de hidrogénio Mutagdes “frameshift” e

quebra cromossémica

Carcinogenicidade Formacdo de metabdlito
genotoxica eletrofilico

Fonte: do autor. TGO - transaminase oxalacética; TGP - transaminase pirdvica; EROs — espécies reativas de

oxigénio.

Alquilbenzenos

Em suma, os resultados apontam para potenciais riscos mutagénicos e
carcinogénicos em algumas das moléculas testadas, particularmente o CBD, CBG e CBGA,
que apresentaram alertas para fenois hidroxilados, alquilbenzenos e aceptores de hidrogénio.

Ainda, o CBD e 0 CBG apresentaram alertas para toxicidade aguda e cronica, como
derivados de resorcinol e fendis, respectivamente. Esses achados indicam a necessidade de
investigacdo mais aprofundada sobre os efeitos toxicos dessas substancias, para confirmar e
entender melhor os mecanismos toxicos, além de melhor entender a relagdo entre dose,
exposicéo e efeito.

Parao THC e 0 CBC, ndo € possivel determinar um perfil toxicoldgico conclusivo.
Isso pode ser devido a duas hipoteses: ou os dados disponiveis eram insuficientes, ou essas
substancias realmente nao apresentaram alertas estruturais relevantes para os endpoints
testados.

Por fim, nenhuma das moléculas testadas (CBD, THC, CBC, CBG e CBGA)
apresentou alertas para ligacdo ao receptor de acido retindico. Provavelmente estes compostos
ndo possuem o risco de teratogénese ou efeitos relacionados ao desenvolvimento embrionario,
pois ndo se ligam ao receptor retinoide, responsavel pelo crescimento celular e organogénese
(Kam et al., 2012).

No modulo “data gap filling”, utilizado para preencher lacunas de dados
toxicologicos por meio de técnicas de “read-across ”, tendéncia de dados e modelos QSAR, foi
possivel obter informacdes relevantes sobre a toxicidade aguda, crénica, carcinogenicidade e
toxicidade genética de varios fitocanabinoides.

Em relagao aos “endpoints” avaliados neste médulo — toxicidade aguda e cronica,
carcinogenicidade e toxicidade genética —, ndo foi possivel obter dados disponiveis sobre o
CBGA nos bancos de dados, evidenciando uma lacuna nas informacdes toxicoldgicas dessa
molécula. Isso ressalta a necessidade de estudos futuros para avaliar sua toxicidade.

Os dados da predigédo de toxicidade aguda indicaram o0s seguintes valores para a

dose letal média.
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Para 0 CBD a DLsg (dose letal para 50% dos individuos) sugerida foi 40,7 mg/kg
em camundongos quando administrado por via intravenosa e 530 mg/kg por via subcutanea.
Esses valores indicam que o CBD ¢ significativamente menos toxico quando administrado por
via subcutadnea em comparagdo com a via intravenosa. A DLso € uma medida utilizada para
avaliar a toxicidade de uma substéancia, e esses resultados sugerem que a toxicidade do CBD
varia de acordo com o0 método de administracdo. No entanto, é importante destacar que os dados
sdo baseados em experimentos com camundongos, e a extrapolacdo para humanos deve ser feita
com cautela, sendo necessario realizar mais estudos para compreender os efeitos em seres
humanos.

O THC apresentou DLso de 666 mg/kg em um estudo indicado pelo software,
realizados com ratos em 2012, com uma duracéo de 24 horas.

Entretanto, Phillips, Turk e Forney (1971), observaram diferentes DLso parao THC
dependendo da via de administracdo: para ratos, a DLso foi de 28,6 mg/kg por via intravenosa,
372,9 mg/kg por via intraperitoneal, e 666,1 mg/kg por via intragastrica. Para camundongos, 0s
valores foram 42,47 mg/kg (intravenosa), 454,5 mg/kg (intraperitoneal), e 481,9 mg/kg
(intragastrica) (Phillips; Turk; Forney, 1971).

O CBC apresentou DLsg de 160 mg/kg quando administrado por via intraperitoneal
em camundongos. Comparado ao CBG, que possui uma DLsg semelhante, esses valores
indicam que ambos 0s compostos exibem perfis de toxicidade aguda similar.

O CBG apresentou DLsp de 150 mg/kg quando administrado por via intraperitoneal
e DLso de 42,1 mg/kg por via intravenosa, ambas em camundongos. Assim como o CBD, o
CBG mostrou-se mais téxico quando administrado por via intravenosa, sugerindo gque essa via
deve ser utilizada com cautela, devido ao aumento do risco de toxicidade.

Para fins de comparacéo, a risperidona, um antipsicético amplamente utilizado no
tratamento de esquizofrenia, mania bipolar e como adjuvante na depressao grave, possui DLsg
de 34 mg/kg em administracdo intravenosa em ratos (DRUGBANK, 2005). Isso destaca que,
embora 0 CBD e o CBG tenham um perfil de toxicidade moderada em camundongos, sua
toxicidade intravenosa € comparavel a de medicamentos farmacologicamente potentes e
disponiveis no mercado.

O quadro a seguir ilustra as diferencas de DLso para as moléculas testadas.

QUADRO 12 - Comparagédo do endpoint DLso para as moléculas CBD, THC, CBC, CBG e
CBGA.
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Molécula . Via de Organismo de
estudada EnEDe REBlEe administracdo teste
40,7 mg/kg Intravenosa Camundongos
CBD DLso
530 mg/kg Subcuténea Camundongos
THC DLsg 666 mg/kg Oral Ratos
CBC DLso 160 mg/kg Intraperitoneal Camundongos
150 mg/kg Intraperitoneal Camundongos
CBG DLso
42,1 mg/kg Intravenosa Camundongos
CBGA DLso - - -

Fonte: do autor. DLso — dose letal média; mg/kg — miligrama por quilo.

Embora algumas moléculas apresentem toxicidade dependendo da via de
administracdo, ainda existem lacunas de conhecimento. Um exemplo é o CBGA, para o qual o
software ndo conseguiu identificar informacdes sobre sua DLso.

A avaliagéo da toxicidade de dose repetida forneceu dados sobre os efeitos adversos
potenciais das moléculas testadas. Este tipo de teste € crucial para identificar os impactos de
exposicOes prolongadas e frequentes a essas substancias, especialmente em cenarios
terapéuticos para caracterizar o perfil toxicologicos de novos farmacos (Lavandeira, 2014).

O CBD apresentou resultado positivo para toxicidade de dose repetida, sugerindo a
presenca de efeitos adversos indesejados quando administrado em doses continuas.

Em um estudo realizado em 2023 para avaliar a toxicidade de dose repetida do
CBD, camundongos foram tratados por 90 dias com doses de 0,75, 125 e 175 mg/kg de extrato
de canabidiol (Clewell et al., 2023). Os resultados ndo indicaram resposta toxicoldgica
significativa, no entanto, foi observado aumento no tamanho do figado e das glandulas adrenais
em comparacdo com o grupo controle, o que foi interpretado como uma resposta adaptativa ao
consumo do extrato, e ndo como um efeito toxico relevante (Clewell et al., 2023).

Ainda, em 2023 em estudo para observar o impacto da administragdo cronica de
canabidiol em ratos, observou-se que ap06s 90 dias recebendo 200 mg/kg de CBD, os ratos ndo
apresentaram alteracdes neuroquimicas e neuromotoras (Oliveira et al., 2023).

Esses achados ressaltam a importancia de monitorar a dosagem e a frequéncia de
administragdo do CBD, principalmente em pacientes que o utilizam em tratamentos de longo
prazo, como para epilepsia refrataria ou transtornos de ansiedade. Embora o CBD seja

geralmente considerado seguro em curto prazo, sdo necessarios mais estudos para entender
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plenamente seus riscos em uso prolongado e os mecanismos envolvidos na toxicidade de dose
repetida.

Para o THC, foi identificado valor de NOEL (No Observed Effect Level) de 50
mg/kg em teste de teratologia realizado em 1989, com duragéo de 21 dias (Hutchings, Brake e
Morgan, 1989). O NOEL é a dose mais alta em que ndo foram observados efeitos adversos, e
este valor fornece uma referéncia importante para determinar limites seguros de exposicdo ao
THC em estudos subsequentes, por exemplo (Damiani et al., 2021).

No estudo de Hutchings, Brake e Morgan de 1989, indicado pelo software,
observou-se que ratas prenhas tratadas com uma dose de 50 mg/kg de THC geraram maior
proporcao de descendentes machos, sugerindo gque as fémeas sdo mais suscetiveis a toxicidade
do THC (Hutchings, Brake e Morgan, 1989). Além disso, no periodo pds-natal, foi identificada
inibicdo no crescimento e na sintese de proteinas cerebrais da prole, a depender da dose
(Hutchings, Brake e Morgan, 1989). No entanto, esses efeitos foram transitorios, e os filhotes
expostos ao THC eventualmente atingiram o peso do grupo controle (Hutchings, Brake e
Morgan, 1989). Mais estudos sdo necessarios para explorar possiveis efeitos reprodutivos a
longo prazo e avaliar a seguranca do THC em diferentes estagios de desenvolvimento.

A avaliacédo in silico do CBC e do CBG apresentou resultados divergentes em
relacdo a dose diaria mé&xima recomendada para humanos. Enquanto um dos métodos
recomendou a dose diaria em valores iguais ou inferiores a 2,69 mg/kg, o outro identificou
toxicidade nessa mesma dose, ndo a considerando adequada como dose diaria. Vale destacar
que o valor da dose didria méaxima recomendada varia conforme a substancia. Por exemplo, o
atracurio, um adjuvante da anestesia geral, possui uma dose maxima de 0,6 mg/kg/diaia,
enquanto a cefalotina, um medicamento antibacteriano, pode alcancar até 12 g/dia (Muniz;
Moraes; Araujo, 2018). No caso do CBC e do CBG, no entanto, ainda nao ha diretrizes clinicas
estabelecidas que definam uma dose didria maxima recomendada.

Foram observados tanto resultados positivos quanto negativos, 0 que sugere
incerteza em relacdo ao potencial de toxicidade dessas moléculas quando administradas
repetidamente. Essas divergéncias podem ser decorrentes de variacdes nos modelos preditivos
ou nas condi¢cBes experimentais utilizadas, indicando que mais estudos sdo necessarios para
determinar com precisao a seguranca dessas moléculas em administragcdes continuas.

Os dados sobre a toxicidade de dose repetida destacam a importancia de considerar
os efeitos adversos associados ao uso prolongado das moléculas testadas, particularmente no
caso do CBD e do THC, que demonstraram potenciais preocupacdes toxicoldgicas. Os

resultados divergentes para o CBC e CBG indicam a necessidade de mais estudos para
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esclarecer seus efeitos em exposi¢des prolongadas, enquanto a falta de informacGes para o
CBGA reforca a necessidade de pesquisas adicionais para preencher essas lacunas.

Em relagéo a predicéo de carcinogenicidade, os resultados do CBD foram negativos
para todos os organismos, incluindo ratos (fémeas e machos), camundongos e outros roedores.
As avaliagdes incluiram estudos especificos focados no céncer de figado em ratos e
camundongos, que ndo apresentaram evidéncias de tumorigenicidade ap6s a administracdo de
CBD. Isso sugere que o CBD, de acordo com os modelos testados, ndo apresenta risco
significativo de carcinogenicidade, reforcando seu perfil de seguranca em termos de
desenvolvimento de cancer.

Para o THC, os resultados da predi¢do de carcinogenicidade foram negativos em
ratos (fémeas e machos), roedores em geral e na avaliacdo para cancer de figado em ratos e
camundongos. No entanto, o0 THC apresentou resultados positivos para carcinogenicidade em
camundongos (fémeas e machos) no modelo do banco de dados Leadscope. Esse resultado
sugere que, embora o THC tenha mostrado seguranga em outros modelos, pode haver um
potencial carcinogénico em pelo menos uma espécie, 0 que exige investigacdo mais
aprofundada. A presenca de resultados positivos em um Unico modelo pode indicar
vulnerabilidade bioldgica especifica ou uma sensibilidade dos camundongos a exposi¢ao
prolongada ao THC.

O CBC apresentou resultados negativos para carcinogenicidade em ratos (fémeas e
machos), camundongos fémeas, roedores em geral, e na analise de cancer de figado em ratos e
camundongos. No entanto, 0 CBC demonstrou resultado positivo para camundongos machos
no modelo Leadscope. Esse achado reforca a necessidade de mais estudos para entender o
mecanismo pelo qual o CBC pode induzir carcinogenicidade especifica em camundongos
machos, visto que outros modelos e espécies ndo indicaram 0 mesmo risco.

O CBG apresentou resultados negativos para carcinogenicidade em ratos (fémeas e
machos), camundongos (fémeas e machos), roedores em geral, e para cancer de figado em ratos
e camundongos, de acordo com os bancos de dados CASE Ultra e SciQSAR. Contudo, o modelo
Leadscope apontou resultado positivo para cancer de figado em ratos e camundongos. A
diferenca entre os resultados pode estar associada a diferentes critérios e metodos de analise
nos bancos de dados utilizados. Cada banco de dados pode empregar variagdes nos parametros
de avaliagdo, na escolha de linhagens de animais, nas condigbes experimentais ou na
sensibilidade dos métodos aplicados para detectar carcinogenicidade. Devido as inconsisténcias
dos resultados é importante a realizacdo de uma avaliacdo adicional por meio de estudos

complementares para melhorar a acurécia da avaliagdo de risco.
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O quadro abaixo demostra a comparacéo da carcinogenicidade para as moléculas

estudadas.

QUADRO 13 - Comparacdo do endpoint de carcinogenicidade para as moléculas CBD, THC,
CBC, CBG e CBGA.

Organismo de
teste

Ratos (fémeas e
machos);
Camundongos; CASE Ultra e

CBD Carcinogenicidade Negativo Roedores em geral; Leadscope
Cancer de figado P

em ratos e
camundongos.

Camundongos
(fémeas e machos)

Ratos (fémeas e
machos);
Roedores em geral; CASE Ultra e
Cancer de figado Leadscope
em ratos e
camundongos.

Camundongos
(machos)

Ratos (fémeas e
machos);

CBC Carcinogenicidade Camundongos CASE Ultra,

. (fémeas);
Negativo Roedores em geral: Battery e
Leadscope

Cancer de figado
em
rato/camundongo.
Cancer de figado
Positivo em Leadscope
rato/camundongo
Ratos (fémeas e
machos);

CBG Carcinogenicidade Camundongos
(fémeas e machos); CASE Ultra
] Leadscope e
Roedores em geral; SCIOSAR
Cancer de figado
em
rato/camundongo.

Molécula
estudada

Endpoint Resultado Banco de dados

Positivo Leadscope

THC Carcinogenicidade
Negativo

Positivo Leadscope

Negativo

CBGA Carcinogenicidade - -

Fonte: do autor.

No geral, a avaliacdo de carcinogenicidade dos compostos revelou que o CBD
parece ser 0 mais seguro, com resultados consistentemente negativos em todos os modelos e
organismos avaliados. Entretanto, o THC, CBC e CBG apresentaram resultados positivos para

carcinogenicidade em camundongos, especialmente no modelo Leadscope. Essas divergéncias
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entre 0s modelos preditivos e as espécies testadas indicam que os efeitos carcinogénicos dessas
moléculas podem ser especificos para certos organismos e que mais estudos Sa0 necessarios
para compreender esses mecanismos em detalhes, particularmente em camundongos.

A toxicidade genética do CBD apresentou resultados negativos para a predicéo
relacionada ao ensaio de mutacdo reversa bacteriana em Salmonella typhimurium (teste de
Ames), bem como para os alertas estruturais relacionados a reatividade de DNA associada ao
cancer. Esses achados indicam que aparentemente o CBD ndo apresenta um potencial
mutagénico significativo nem parece interagir diretamente com o DNA de modo a causar
mutacOes ou danos.

No entanto, 0 CBD apresentou um resultado positivo no ensaio de microntcleo para
a classe Mammalia, sugerindo que, embora 0 composto ndo cause mutagdes genéticas diretas,
ele pode afetar a integridade cromossdmica em organismos complexos. Esse resultado indica a
necessidade de investigacdes mais detalhadas sobre os mecanismos de acdo do CBD em relacéo
a danos cromossdmicos, especialmente em casos de exposicdo prolongada ou em doses
elevadas.

Em contraste, o THC apresentou resultados negativos tanto para aberragdo
cromossémica quanto para mutacdo genética em diferentes cepas de Salmonella typhimurium,
reforgcando um perfil de seguranca em termos de mutagenicidade em testes bacterianos e células
de mamiferos. Estes achados sugerem que, nas condi¢Bes experimentais avaliadas, o THC néo
parece induzir mutagfes nem provocar alteragcdes cromossdmicas significativas.

A Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) corrobora essa observacao,
afirmando que o THC ndo apresenta potencial mutagénico (IARC, 2014). A 1ARC atribui os
resultados positivos em testes de Ames e de irritacdo cutanea em camundongos, observados em
alguns ensaios in vitro, a acdo citotoxica do composto (IARC, 2014). Os resultados também
validam os dados dos testes de alertas estruturais, nos quais 0 THC n&o apresentou indicativos
de mutagenicidade ou carcinogenicidade. No entanto, os resultados obtidos reforcam a
necessidade de mais estudos para investigar possiveis efeitos em diferentes organismos ou em
exposi¢oes prolongadas.

Por outro lado, os resultados para 0 CBC e o CBG mostraram divergéncias
significativas, sugerindo potencial genotoxico dessas substancias. A dualidade nos resultados,
com alguns testes indicando auséncia de mutagenicidade e outros sugerindo possiveis efeitos
genotoxicos, aponta para uma possivel instabilidade genética associada a exposi¢do a estas
substancias. 1sso sugere que, embora 0 composto possa ndo ser consistentemente genotoxico,

ele pode apresentar riscos sob certas condi¢cdes ou exposicdes especificas. Estudos adicionais
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sd0 necessarios para esclarecer essa ambiguidade, particularmente utilizando diferentes
modelos bioldgicos e variacGes de via e tempo de exposicdo. Além disso, a avaliacdo do
potencial para causar danos e interferir na reparacdo do DNA indicaram que o CBG néo causa
danos diretos ao DNA, reforcando a hipdtese de que os potenciais efeitos genotdxicos
observados podem estar relacionados a mecanismos indiretos.

Segundo Kolar, Bankoglu e Stopper (2024), o CBD, CBC e CBG foram avaliados
qguanto ao seu potencial genotéxico e aos efeitos na mitose e no ciclo celular de células
linfoblastoides TK6 humanas (Kolar; Bankoglu; Stopper, 2024). Esses compostos
demonstraram aumentar a formacao de microndcleos, sugerindo falhas na maquinaria de reparo
celular ou acimulo de danos ao DNA, como aberragbes cromossdmicas ou perdas de
cromossomos. Entretanto, ap6s a metabolizacdo, houve uma reducdo desses efeitos. Vale
destacar que os efeitos genotoxicos foram observados apenas em concentracBes 1000 vezes
superiores aquelas recomendadas para consumo humano (Kolar; Bankoglu; Stopper, 2024).
Embora o mecanismo exato permaneca incerto, foi sugerido que os fitocanabinoides testados
podem ser genotdxicos por interferirem na mitose, afetando a tubulina, proteina responsavel
pela segregagdo cromossOmica durante a divisdo celular, o que resulta em segregagéo
inadequada de cromossomos (Kolar; Bankoglu; Stopper, 2024). Como apenas a maquinaria
mitotica parece ser afetada, e ndo o DNA em si, é possivel que a ingestdo de fitocanabinoides
seja segura quando administrada em doses menores (Kolar; Bankoglu; Stopper, 2024).

Os estudos sobre a genotoxicidade dos fitocanabinoides ainda sdo inconclusivos.

Enquanto Aviello et al. (2012) mostraram que o CBD néo causou danos ao DNA
em ensaios do cometa em células derivadas do colon, Russo et al. (2019) relataram uma indugao
significativa de micronucleos com CBD em células de hepatoma humano (Aviello et al., 2012;
Russo et al., 2019). Além disso, Henderson et al. (2023) observou que ndo houve formacao de
micronucleos em células linfoblastoides TK6 humanas (Henderson et al., 2023).

Estudos adicionais com extratos de C. sativa contendo diferentes concentracgdes de
CBD — aproximadamente 96% (Marx et al., 2018), 6,27% (Dziwenka et al., 2020), 8%
(Dziwenka et al., 2023) e cerca de 85% (Clewell et al., 2023) — também indicaram resultados
negativos para a exposicao desses extratos em ensaios de mutacdo reversa bacteriana, testes de
aberragBes cromossOmicas e ensaios de microndcleo, além de ndo demonstrar potencial
genotdxico em ensaios in vivo (Marx et al., 2018; Dziwenka et al., 2020; 2023; Clewell et al.,
2023).

O quadro abaixo demostra a comparacdo da toxicidade genética para as moléculas

estudadas.
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QUADRO 14 - Comparacao do endpoint de toxicidade genética para as moléculas CBD, THC,
CBC, CBG e CBGA.

Molécula

Organismo de

Banco de

estudada Endpoint Resultado teste Tipo de teste dados
Positivo Mammalia Ensaio de Micronutcleo
micronucleo OASIS
Enr;iatf sg Battery, CASE
Salmonella revefsa Ultra,
typhimurium : . Leadscope e
o bacteriana in SCIOSAR
CBD Mutagenicidade vitro ciQ
Negativo Alertas
estruturais para
reatividade de
- DNA DB QSAR
relacionada ao
cancer
i Ensaio de Micronucleus
micronucleo OASIS
THC Mut icidad Negati Ensalo de
utagenicidade egativo ~ o
Salmonella T:\}ZE?: Genotoxicidade
typhimurium . . OASIS
bacteriana in
vitro
N Ensaio de
Transformacio Positivo Células de transformagao Leadscope
¢ embrido de em células de
celular o . -
Negativo hamster sirio mamiferos in SCiQSAR
vitro
Teste de
aberracédo CASE Ultra,
cromossdmica Battery e
em mamiferos Leadscope
in vivo
Ensaio de
mutacao
enética em
g(:élulas de Leadscope
Camundongo
CBC g mamiferos in
vitro
Mutagenicidade Positivo Ensaio de troca
de cromatides
irmas em Lead
células de eadscope
mamiferos in
vivo
Teste de
Hamster chinés aberragao
(células de cromossémica CASE Ultra
pulmé&o) em mamiferos

in vitro
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Teste de
Ham§ter chinés aberragao_ SCIQSAR e
(células de cromossdmica
N . Leadscope
pulmé&o) em mamiferos
in vitro
Teste do Battery,
Roedores em dominante letal SCIQSAR e
geral L
in vivo Leadscope
Ensaio de
eletroforese em Battery,
Camundongo gel de célula Leadscope e
Negativo Unica (c_ometa) SciQSAR
in vivo
Enr;iatf :'g Battery, CASE
Salmonella revefsa Ultra,
typhimurium bacteriana in Leac_jscope e
. SCIQSAR
vitro
Alertas
estruturais para
reatividade de B_attery,
- DNA SCIQSAR e
; CASE Ultra
relacionada ao
cancer
N Ensaio de
< Positivo Células de transformagao Leadscope
Transformacéo x
embrido de celular em
celular p . .
Negativo hamster sirio mamiferos in SCIQSAR
vitro
Hamster chinés ;)e::faggo
(CG'E"?S de cromossoémica CASE Ultra
ovario € em mamiferos
pulmonares) L
in vitro
Roedores em Ensaio letal
Positivo dominante in SciQSAR
geral .
vivo
Ensaio de
salmonella mutacédo Leadscope,
typhimurium reversa Bqttew €
bacteriana in SCiQSAR
CBG vitro
Hamster chinés ;,e;:fadgeo
Mutagenicidade (células de do Leadscope e
. cromossdmica X
ovario e . SCiQSAR
em mamiferos
pulmonares) Lo
in vitro
Ensaio de
Hamster chinés ger:]]gttﬁ;%agm
Negativo (celu,la}s de células de SCIQSAR
ovario) . .
mamiferos in
vitro
Ensaio de dano
e reparo de
. Leadscope
DNA, sintese . ’
Ratos de DNA ndo SCiQSAR e
Battery

programada em
células de
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mamiferos in
vitro
Roedores em Ensqio Ieta_l
dominante in Leadscope
geral .
vivo
Ensaio de
mutacédo
geneticaem | o xqk yitra
células de
mamiferos in
vitro
Ensaio de
. eletrofore:se em SCIQSAR, €
amundongo gel de célula
e Leadscope
Unica (cometa)
in vivo
Ensaio de troca
. Battery e CASE
células de Ultra
mamiferos in
vivo
Ensaio 96 Leadscope,
Salmonella mutagao Battery, CASE
typhimurium b rtevgrsa . Ultra e
acteriana in SCIOSAR
vitro
Drosophila Teste_ do [etal Legdscope,
melanogaster recessivo Ilggdo SCiQSAR e
a0 sexo in vivo CASE Ultra
Alertas
estruturais para CASE Ultra,
reatividade de SCiQSAR,
i DNA Battery e
relacionada ao Leadscope
cancer
CBGA - - - - -

Fonte: do autor. DB QSAR - banco de dados para relagdo quantitativa estrutura-atividade.

Em resumo, embora os fitocanabinoides apresentem um certo grau de toxicidade, é
importante destacar que suas concentracfes reduzem progressivamente com a exposi¢ao ao
calor ou a luz ultravioleta, o que resulta em uma diminuicdo correspondente de sua toxicidade
(Rastely, 2023).

Na planta madura, o CBG geralmente representa menos de 1% do conteldo total de
fitocanabinoides (Perez et al., 2022). Sua forma 4cida, 0 CBGA, é majoritariamente convertida
em THCA, CBDA e CBCA, os precursores acidos do THC, CBD e CBC, respectivamente
(Taura et al., 2007).

Além disso, 0 THC é convertido em canabinol (CBN) devido a oxidagao causada

por fatores como temperatura, umidade e exposicdo ao ar (Rastely, 2023). De maneira similar,
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0 CBD pode ser transformado em canabinodiol (CBND), enquanto o CBC, quando oxidado, da
origem ao canabiciclol (CBL) (Rastely, 2023; Russo et al., 2008).

Devido a escassez de ensaios sobre a mutagenicidade e carcinogenicidade desses
compostos, bem como a natureza ambigua dos resultados obtidos até agora, torna-se
indispensavel realizar investigacbes mais aprofundadas para compreender melhor seus
mecanismos de acdo e 0s riscos potenciais em diferentes contextos bioldgicos. Apesar do
potencial terapéutico dos fitocanabinoides, € essencial avaliar cuidadosamente o0s possiveis

riscos associados a cada substancia.

7 CONCLUSAO

Através dos resultados, foi possivel concluir que as ferramentas in silico sdo
capazes de identificar alertas estruturais que podem representar potenciais riscos a toxicidade
dessas substancias, contribuindo para otimizar etapas do desenvolvimento de novos farmacos.

Embora muitos dos resultados encontrados estejam em consonancia com a literatura
disponivel, a quantidade de estudos sobre a toxicidade dos fitocanabinoides ainda é limitada.

O perfil de toxicidade dos compostos estudados é, de modo geral, considerado
relativamente seguro. No entanto, alguns fitocanabinoides apresentaram alertas para toxicidade
aguda, cronica, carcinogenicidade e mutagenicidade, indicando a necessidade de cautela em
seu uso, especialmente em doses elevadas ou com exposi¢do prolongada.

Nos testes de carcinogenicidade, o CBD ndo apresentou resultados positivos,
indicando auséncia de potencial para desenvolvimento de cancer. Em contraste, o THC, CBC e
CBG demonstraram diferentes graus de risco em alguns dos parametros avaliados.

Em relacdo a toxicidade genética, o THC foi o Unico canabinoide que néo
apresentou resultados positivos, enquanto o CBD, CBC e CBG mostraram, em alguns casos,
potencial para causar alteragcdes genéticas sob condigdes especificas de exposicao. Esses dados
indicam uma variabilidade significativa nos perfis de seguranga dos fitocanabinoides, com o
CBD se destacando como o0 mais seguro em termos de carcinogenicidade e o THC como o mais
seguro em relagdo a toxicidade genética.

Estudos de toxicidade aguda, crénica, mutagenicidade e carcinogenicidade sao
essenciais para garantir que o uso da cannabis medicinal e de seus fitocanabinoides seja seguro.
Eles permitem a identificagdo de riscos potenciais, a definicdo de dosagens seguras e a

compreensdo dos efeitos a longo prazo, assegurando que a terapia com fitocanabinoides ndo
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introduza novos problemas de saude, como cancer ou danos em 6rgaos vitais. Além disso, essas
pesquisas fornecem uma base soOlida para regulamentacbes e desenvolvimento de

medicamentos fitocanabinoides seguros e inovadores.
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