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RESUMO

O 6leo de canhamo é um derivado de plantas do género Cannabis. As formulacdes contendo 6leo de
canhamo tém sido estudadas de modo a compreender as suas propriedades terapéuticas. O dleo de
canhamo enriquecido com canabidiol (CBD) tém demonstrado propriedades anti-inflamatorias através
da diminuicdo dos niveis de interleucinas. Atualmente, existem disponiveis no mercado varios
nutracéuticos contendo éleo de cAnhamo para animais de companhia, mas existem poucas evidéncias
cientificas sobre a dosagem oral, seguranca e eficacia. Adicionalmente, sdo escassos os estudos que

avaliam o efeito destes suplementos na osteoartrite, em cées.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da utilizacdo de uma formulacdo de 6leo de canhamo em
cdes com osteoartrite. Para tal, foi realizado um estudo prospetivo para avaliacdo da resposta
clinica/eficacia em animais para alivio da dor em cées com osteoartrite. Pretendeu-se ainda quantificar
a Interleucina 6 (IL-6) sérica, como possivel biomarcador, de forma a correlacionar os seus niveis

séricos com a resposta clinica.

Foram incluidos no estudo 5 animais, de idades compreendidas entre os 5 e os 13 anos, de raca
labrador retriever ou golden retriever. Os animais envolvidos no estudo apresentavam diagnéstico de
osteoartrite, tanto em membros anteriores como nhos membros posteriores, com sinais clinicos. Foram
realizados questionarios de mobilidade em cées (Liverpool Osteoartrithis in Dogs) e de avaliacdo de
dor em cées (Canine Brief Pain Inventory). A IL-6 foi quantificada no soro dos animais através de um

método imunoenzimatico.

Os resultados obtidos demonstraram uma tendéncia a melhorar o conforto dos animais incluidos no
estudo. Contudo, dadas as limitagBes, nomeadamente o nimero reduzido de animais que integraram
0 estudo, ndo foi possivel retirar conclusdes sobre a eficacia destes produtos nos animais com

osteoartrite.

Neste estudo foi possivel caracterizar o perfil do biomarcador IL-6 no soro dos animais, contudo nao

foram identificadas diferencas a sublinhar entre animais com e sem patologia, antes e apds tratamento.

Parece evidente a necessidade de realizar mais estudos de modo a investigar os efeitos dos
nutracéuticos a base de 6leo de canhamo na osteoartrite canina, bem como identificar possiveis

biomarcadores que possam contribuir para o conhecimento desta doenca.

PALAVRAS-CHAVE

Articulagdo, Cannabis, Inflamag&o, Interleucina 6, Oleo de canhamo, Osteoartrite.



ABSTRACT

Hemp oil is derived from Cannabis genus plants. Hemp oil-containing formulations have been studied
in order to understand their therapeutic properties. Cannabidiol (CBD) enriched hemp oil formulations
have shown anti-inflammatory properties by decreasing interleukins levels. Several hemp oil-containing
nutraceuticals for companion animals are currently available on the market, but there is little scientific
evidence regarding oral dosage, safety, and efficacy. Additionally, there are few studies evaluating the
effect of these supplements on osteoarthritis in dogs.

This study aimed to investigate the effect of the use of hemp oil formulation on dogs with osteoarthritis.
To this end, a prospective study was carried out to evaluate the clinical response/efficacy in animals for
pain relief in dogs with osteoarthritis. It was also intended to quantify serum Interleukin 6 (IL-6) as a

possible biomarker, in order to correlate its serum levels with the clinical response.

Five animals were included in the study, aged between 5 and 13 years old, labrador retriever or golden
retriever. The animals involved in the study had a diagnosis of osteoarthritis, both in the forelimbs and
in the hind limbs, with clinical signs. Mobility (Liverpool Osteoartrithis in Dogs) and pain assessment
(Canine Brief Pain Inventory) questionnaires were performed. IL-6 was quantified in the animals' serum

using an immunoenzymatic method.

The results obtained showed a tendency to improve the comfort of the animals included in the study.
However, given the limitations, namely the small number of animals involved in the study, it was not

possible to draw conclusions about the effectiveness of these products in animals with osteoarthritis.

This study was able to characterize the profile of the IL-6 biomarker in the serum of the animals,
however, no differences were identified to be highlighted between animals with and without pathology,

before and after treatment.

Further studies to investigate the effects of hemp oil-based nutraceuticals in canine osteoarthritis are
needed, as well as biomarkers that may contribute to the knowledge of this disease.

KEY-WORDS

Cannabidiol, Cannabis, Hemp Qil, Inflammation, Interleukin 6, Joint, Osteoarthritis.



1. INTRODUCAO

A osteoartrite consiste numa doenca degenerativa das articulacdes, caracterizada pela existéncia de
dor e claudicacdo associada a alteracdes patologicas das estruturas articulares. A instabilidade, a
incongruéncia articular, o suporte de peso desigual e a lesdo das estruturas podem ser fatores
predisponentes da doenca, levando a um stress anormal na cartilagem intra-articular que resulta em
inflamacéo crénica (Anderson et al., 2018). Adicionalmente, as alteracdes congénitas estruturais e de
sintese da articulacdo, bem como lesdes traumaticas e outras condi¢des inflamatérias podem levar

também ao desenvolvimento de osteoartrite (Aragon et al., 2007).

Esta doenca é multifatorial e apresenta uma forte componente genética, podendo ser exacerbada pelo
estilo de vida de cada animal, incluindo a dieta e os niveis de atividade fisica (Anderson et al., 2018).
A osteoartrite afeta cdes de todas as ragas (Anderson et al., 2018; Rychel, 2010). Embora esta patologia
possa surgir em qualquer idade é considerada uma patologia associada ao envelhecimento (Pettitt &
German, 2016). A osteoartrite torna-se mais significativa numa fase da vida mais tardia e por isso pode
ser diagnosticada também mais tarde (Anderson et al., 2018). Contudo, sédo fatores de risco
identificados nesta doenca a idade superior a 8 anos, 0 sexo masculino, o estado reprodutivo alterado
(castrados/esterilizados) e a condi¢éo corporal mais elevada (Anderson et al., 2018; Pettitt & German,
2016).

As alteracdes produzidas e consequentes lesdes promovem o desenvolvimento de modificagBes a nivel
celular com os condrécitos a remodelar e a aumentar a producdo de moléculas da matriz. Estes efeitos
aumentam a destruicao celular e também a producao de citoquinas pré-inflamatérias, designadamente
IL-1 e TNF-a (Lories & Luyten, 2011). Nas células da articulagdo as citoquinas IL-1 e TNF-a amplificam
e perpetuam o processo da doenca da osteoartrite, induzindo a producéo de outras citoquinas como
IL-6 e IL-8. Em condi¢des normais ocorre a producao de IL-6 a niveis muito baixos pelos condrécitos,
no entanto na presenca de lesdo todo este mecanismo leva ao seu aumento (Kapoor et al., 2011). Os
efeitos no osso subcondral devido as alteracBes do metabolismo levam & diferenciacdo dos
osteoclastos e resultam na reabsorcdo 6ssea, esclerose e posterior remodelacdo devido a presenca
de niveis elevados de IL-6 (Kapoor et al., 2011; Lories & Luyten, 2011). Com estas altera¢des ocorre
hipertrofia das articula¢cdes, acompanhado pela calcificacdo da matriz extracelular levando a uma
diminuicdo da membrana articular (Lories & Luyten, 2011). Estas alterac6es da matriz e das estruturas
envolventes levam a atrito ésseo, e todas as alteragcfes conjugadas levam a dor associada a patologia
(Lories & Luyten, 2011).

O tratamento atualmente baseia-se na abordagem da dor e inflamacéo através da utilizagdo de anti-
inflamatdrios e analgésicos, no entanto existem também outras opcdes como a terapia cirargica (Pettitt
& German, 2016). Recentemente tém surgido novas abordagens complementares ao tratamento cujo
objetivo é melhorar a qualidade de vida do animal, designadamente as terapias baseadas no uso de
nutracéuticos. O objetivo destes nutracéuticos é coadjuvar ou mesmo surgir como tratamento definitivo.

O 6leo de canhamo é um desses exemplos, sendo este um derivado de plantas do género Cannabis.



As formulacfes contendo 6leo de canhamo tém sido estudadas de modo a compreender as suas
propriedades. Outros produtos como 6leo de canhamo enriquecido com canabidiol (CBD) tém
demonstrado propriedade anti-inflamatéria através da diminui¢do dos niveis de TNF e IL-10 (Hobbs et
al., 2020; Verrico et al., 2020). Outros marcadores de lesao e inflamagdo também sofrem alteracdes
nos seus niveis devido a introdugao do tratamento com 6leo de cAnhamo enriquecido com CBD, além
disso estes animais incorrem num aumento do seu conforto bem como nos seus niveis de atividade
gracas a este tratamento. (Gamble et al., 2018). A curto prazo a administracdo de éleos enriquecidos

com CBD demonstrou uma melhoria na qualidade de vida dos animais (Verrico et al., 2020).

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da utilizacéo do 6leo de canhamo em caes com osteoartrite.
Para tal, foi realizado um estudo prospetivo para avaliacdo da resposta clinica/eficacia em animais para
alivio da dor em cdes com osteoartrite. Pretendeu-se ainda quantificar no soro a IL-6 como

biomarcador, de forma a correlacionar os seus niveis séricos com a resposta clinica.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 ANIMAIS

Os animais incluidos neste estudo foram submetidos aos seguintes critérios de incluséo: os cédes que
se apresentaram com evidéncia radiografica de OA, com sinais de dor de acordo com a percec¢éo dos
seus proprietarios, ou com claudicacdo detetdvel na avaliacdo visual da marcha e articulagéo(s)
dolorosa(s) na palpacéo.

Foram considerados como critério de exclusdo a toma de outros medicamentos, designadamente
analgésicos, como gabapentina e tramadol, que foram descontinuados pelo menos 2 semanas antes
da toma da formulagdo em estudo. Foram também excluidos os caes que manifestaram evidéncias de
doenca renal, enddcrina, neurolégica ou neoplasica e 0s que se encontraram em fisioterapia.

Este estudo foi apresentado & Comiss&o de Etica e Bem-Estar Animal da Escola Universitaria Vasco

da Gama, tendo sido aprovada a sua realiza¢do (parecer da aprovagdo 001/2021).

2.2 DESENHO DO ESTUDO

O desenho do estudo estd descrito na Tabela 1, tendo sido estes procedimentos aprovados pela

Comisséo de Etica. Os animais com diagndstico definitivo de osteoartrite foram submetidos a duas
consultas, uma no inicio do estudo para introdu¢do da medicacdo e outra no términus da mesma. O
estudo foi realizado apenas apés consentimento informado (Anexo 1). Foram realizados inquéritos
(Anexo 2) ao tutor na primeira e na Ultima consulta para caracterizagédo da percecao de claudicacéo e
da dor, tendo sido utilizada a escala de Liverpool de animais com osteoartrite (Walton et al., 2013) e a
escala “Canine Brief Pain Inventory”. (Brown et al.,, 2013), respetivamente. A apresentacdo e
preenchimento dos inquéritos foi realizado sempre na presenca do médico veterinario, sendo que foi

sempre o mesmo profissional a acompanhar o animal no periodo de estudo.

Os inquéritos realizados no términus de tratamento ocorreram sem a apresentacao dos inquéritos do
inicio do estudo de modo a evitar enviesamento nas respostas. Os inquéritos apresentaram sempre a

mesma formatacao, e as respostas foram dadas sempre pelo mesmo tutor.



Tabela 1 Planograma de procedimentos

Tratamento

Semana 1 2 3 4

Dia 0 Dia 0-7 | Dia 8-14 | Dia 15-21 | Dia 22-28 | Dia 28

Procedimento 1 X - - - - X
Avaliacdo clinica do animal -

Exame Fisico e Ortopédico

Procedimento 2 X - - - - X

Colheita de sangue 5ml

Procedimento 3 - X X X X -
Administra¢do do produto (SID)

Procedimento 1 - Avaliagéo clinica do animal e exame Fisico e Ortopédico, Procedimento 2 - Colheita de sangue 5ml

Em virtude das limitacdes associadas a dificuldade de compreensédo do uso de um placebo por parte
dos tutores, foi necessario implementar um plano de contingéncia no decorrer do estudo. Para tal,
procedeu-se a colheita de amostras de sangue de animais sem diagnéstico de osteoartrite, que se
apresentaram a consulta no hospital noutros &mbitos. Estes animais ndo apresentavam qualquer
doenca documentada pelos registos médicos, ndo se prevendo qualquer patologia do foro inflamatério,
tendo sido selecionados apenas animais que se apresentaram a consulta por motivos de profilaxia ou
procedimentos eletivos. Estas amostras foram colhidas previamente a qualquer tratamento profilatico
ou intervengdo, com um propdsito alheio a este estudo, sendo que nenhum das amostras foi colhida
propositadamente para este efeito. Estes animais apresentavam idades compreendidas entre os 6
meses e 0s 8 anos, diferentes racas e porte, bem como individuos de ambos os sexos. O estudo deste
grupo de animais surgiu entdo como um método alternativo de modo a avaliar e compreender

diferencas de niveis inflamatorios.

As andlises hematolégicas e bioquimicas foram todas realizadas no dia da primeira consulta, aquando
da introducdo da medicacdo. Foram analisados os parédmetros hematolégicos, o hematdcrito, a
contagem de células brancas e contagem de plaquetas. No &mbito das andlises bioquimicas séricas
foram realizadas as seguintes provas/marcadores: creatinina, ureia, fosfatase alcalina, alanina

aminotransferase, glucose, proteinas totais e albumina.

2.3 ABORDAGEM TERAPEUTICA

O nutracéutico utilizado no estudo € um produto a base de éleo de canhamo ja em comercializagéo

(Evexia® do laboratério KimiPharma). O produto continha a seguinte composi¢cédo qualitativa:
levedura de cerveja; 6leo de canhamo 3,0%; estearato de magnésio; mono e diglicerideos de acidos
gordos destilados com acidos organicos; produtos obtidos do processamento de vegetais (meléo);

farinha de canhamo.



Estes produtos seguem uma legislacdo especifica introduzida recentemente nos Ultimos 3 anos,
inicialmente esta surgiu apenas associada a medicina humana pela Lei n.° 33/2018 e Decreto-Lei n.°
8/2019, no entanto foi também introduzida legislagdo para medicina veterinaria pelo Despacho n.°
10953/2020 e Decreto Regulamentar n.° 2/2020.

2.4 AMOSTRAS

As amostras de sangue foram obtidas todas através da recolha de cerca de cinco mililitros de sangue

por venopungéo da jugular. Esse sangue foi transferido para um tubo seco de modo a obter pelo menos
um mililitro de soro e para um tubo de EDTA de um mililitro sangue total. Estas foram posteriormente
armazenadas em temperaturas de congelacdo para analise dos niveis de IL-6 e refrigeracdo para

restantes analises.

2.5 ANALISE DE IL-6

Para a avaliacéo do perfil inflamatdrio foi escolhida a realizacao da analise dos niveis sanguineos da

IL-6. Foi utilizado o método imunoenzimatico para analisar os niveis de IL-6 através do kit RayBio®
Canine IL-6 ELISA Kit (Laborat6rio RayBiotech). As amostras utilizadas na analise foram todas de soro.
Todas as amostras foram analisadas em duplicado seguindo todos os procedimentos indicados pelo

fabricante.

As concentragfes foram obtidas através da curva de calibracéo y=0,6058 In(x) + 0,9562.0 limite de

detengéo do teste é de 0.1 ng/ml.

3. RESULTADOS

3.1 CARACTERIZAGCAO DOS ANIMAIS
A caracterizagdo dos animais incluidos no estudo encontra-se resumida na Tabela 2. Os animais

apresentavam idades compreendias entre 5 e 13 anos. Todos 0s animais apresentavam ser de porte
médio/grande, 4 deles de raca Labrador Retriever e um Golden Retriever. Dos cinco animais apenas
um é de sexo masculino. Os animais tinham estilos de vida e de atividade diferentes, sendo alguns
animais de interior, interior com acesso ao exterior e outros de exterior. Este animais estavam também
sujeitos a outros produtos constituidos por glicosaminoglicanos, condroitina e outras substancias
condroprotetoras (Animal 2 e 5). Os animais apresentavam lesdo tanto nos membros anteriores como

posteriores, sendo que todos eles apresentavam ja algum grau de claudicagéo.



Tabela 2 Caracterizacdo dos animais submetidos ao estudo

. Idade Peso Condicéo Terapias
Identificacéo Raca Sexo
(Anos) (KG) Corporal Implementadas

Animal 1 Labrador . . 27,2 5em 10
Retriever
Animal 2 Labrador c E 28,2 5em 10 Wejoint Plus® Racas
Retriever Grandes 1 Cp SID
Animal 3 Labrador 37,7 7 em 10
) 5 F Omnicondro® % Cp SID
Retriever
Animal 4 Labrador 41 7em 10
_ 13 M -
Retriever
Animal 5 Golden - E 35 6 em 10 Wejoint Plus® Ragas
Retriever Grandes 1 Cp SID

Wejoint Plus® e Omnicondro® s&do produtos constituidos por glicosaminoglicanos, condroitina e outras substancias

condroprotetoras; F=Fémea, M=Macho

3.2 CARACTERIZACAO CLINICA

Os inquéritos realizados aos tutores tinham como objetivo caracterizar os niveis de dor e de claudicagdo

de cada animal no seu dia a dia. Estes inquéritos foram sempre preenchidos na presenca de um médico

veterinario, e em caso de necessidade foram estes que auxiliaram no preenchimento dos inquéritos.

Tabela 3 Inquéritos de claudicacdo e de dor

. Diferenca

Identificacdo | LOAD
LOAD CBPI

1 22 72 22 55 0 -22
2 19 22 19 22 0 0
3 27 67 25 37 -2 -30
4 32 20 31 37 -1 17
5 26 69 16 69 -10 0

LOAD — Questionario de mobilidade em cées (Liverpool Osteoartrithis in Dogs) escala de 0 a 52, CBP| — Questionario de

avaliacé@o de dor em caes (Canine Brief Pain Inventory) escala de 0 a 104

3.3 PERFIS ANALITICOS DOS ANIMAIS

De forma a caracterizar os animais que integraram o estudo quanto ao seu perfil hematolégico e

bioguimico, foram realizadas andlises sanguineas presentes na Tabela 4.



Tabela 4 Analises sanguineas realizadas no dia 0 do estudo

Parametros Animal Animal Animal Animal Animal Valores de Unidades
Referéncia

NR 47 NR 167 47 17-78 UL
ALP NR 45 NR 625 53 13-83 u/L
CRE NR 0,92 NR 0,5 0,52 0,40 - 1,40 mg/dL
BUN NR 14,7 NR NR 9,9 9,2-29,2 mg/dL
TP NR 6,5 NR 6,9 6,5 50-7,2 g/dL
ALB NR 3,7 NR NR NR 28-4,0 g/dL
GLU NR 110 NR 105 100 75—-128 mg/dL
HTC NR NR NR 53,7 42 33,0-56,0 %

WBC NR NR NR 9,16 7,72 6,00 — 17,00 |1073/uL
PLT NR NR NR 128 269 117 — 490 1013/uL

NR ndo realizado, ALT alanina aminotransferase, ALP Fosfatase Alcalina, CREA creatinina, BUN Ureia, TP Proteinas totais, ALB

Albumina, GLU Glucose, HTC hematécrito, WBC contagem de células brancas, PLT contagem de plaquetas; U/L unidades por

litro, mg/dL miligramas por decilitro, g/dL gramas por decilitro, % percentagem, 10°3/uL mil células por microlitro

3.3 NIVEIS DE IL-6 DOS ANIMAIS

Os resultados relativos aos niveis séricos de IL-6 encontram-se na Figura 2. Nesta figura é possivel
observar os valores obtidos em cada dia de estudo para 0s cincos animais com osteoartrite. Os valores

de IL-6 encontram-se compreendidos entre 0,31 e 0,439. Estes resultados foram ainda comparados

com os valores de IL-6 obtidos nas amostras dos animais sem OA.
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Figura 1 Comparacéo dos niveis de IL-6 observados nos animais em estudo, no dia 0 e no dia 30.
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Tabela 5 Resultados niveis de IL-6 (ng/ml)

Com osteoartrite 0,355+0,034 5

Dia 0
Com osteoartrite Dia 0,351+0,042 5
30
Sem osteoartrite 0,337+0,019 9
4. DISCUSSAO

O tratamento atualmente baseia-se na abordagem da dor e inflamacéo através da utilizacdo de anti-
inflamatdrios, no entanto existem também outras op¢des farmacoldgicas e cirtrgicas (Pettitt & German,
2016). Recentemente tém surgido novas abordagens complementares ao tratamento cujo objetivo é
melhorar a qualidade de vida do animal, designadamente as terapias baseadas no uso de
nutracéuticos. O objetivo destes nutracéuticos é coadjuvar ou mesmo surgir como tratamento definitivo.
O 6leo de cAdnhamo € um derivado de plantas do género Cannabis. A aplicagdo da Cannabis tem sido
referida nos Ultimos anos onde tém surgidos diversos estudos de modo a compreender as suas

propriedades medicinais.

No decorrer deste trabalho uma das maiores dificuldades foi obter a adesdo dos tutores ao estudo, nos
termos em que este foi desenhado. Apesar da explicacdo detalhada realizada no ambito dos
consentimentos informados, alguns tutores acabaram por ndo permitir a participacdo do animal,
fazendo com que o ndmero de animais inicialmente proposto se reduzisse aos cinco animais cujos
resultados foram aqui discutidos. Outra limitacdo relevante do estudo foi o custo associado ao
tratamento com o produto a base de éleo de canhamo, uma vez que apenas parte do tratamento foi
gentilmente cedido pelo fabricante. Similarmente, o uso do placebo, tal como inicialmente desenhado,
foi recusado pelos tutores. Por esse motivo foi necessério aplicar um plano de contingéncia face ao nao
cumprimento do desenho inicial, relativamente ao uso de um placebo, que acabou por ndo ser possivel
neste trabalho.

A apresentacdo dos inquéritos em diferentes formatacdes pode demonstrar resultados muito
divergentes entre si, além disso pode também ocorrer diferentes resultados quando sdo apresentados
aos tutores os resultados anteriores, sendo que estes tendem a ser mais enviesados devido a estes

usarem 0s anteriores como comparativo, no entanto 0 mesmo nao se constatou.

O inquérito LOAD avalia os niveis de claudicacdo enquanto CBPI os niveis de dor associados aos
animais com diagnéstico de osteoartrite (Tabela 3). Quando avaliada a diferenca entre o dia O e o dia
30, um resultado negativo indica uma melhoria, enquanto um valor positivo ou igual a zero indicia uma
deterioragdo da condigédo clinica ou manutengéo do estado clinico, respetivamente. De acordo com os
resultados dos inquéritos foi possivel verificar uma condi¢éo clinica mais favoravel na avaliagdo do dia
30, ap6s tratamento, em trés dos animais; num dos animais parece ocorrer manutengéo dos seus niveis

de claudicacdo e de dor, sendo que apenas um dos animais parece apresentar uma condicdo mais
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desfavoravel depois da introducdo do produto. A Tabela 4 mostra as analises sanguineas realizadas
pelos animais em estudo. Uma vez que o produto se encontra comercializado, ndo se realizou uma
andlise detalhada do seu perfil de seguranga. Contudo foi realizado o perfil hematolégico e bioquimico

aos animais 2, 4 e 5.

Todos estes inquéritos vdo ao encontro da informacao fornecida pelos tutores na avaliagdo aos trinta
dias, a excec¢do do animal 5 onde o tutor referiu que o0 mesmo parecia apresentar relutancia a alguns
movimentos comprovada pela avaliacdo médica. Destes animais apenas um optou pela manutencéo

da medicagéo posterior a participagédo no estudo.

A IL-6 é uma citoquina pro inflamatéria a qual é atribuida agdo no desenvolvimento patologico da
osteoartrite, aumentando o numero de células inflamatérias no tecido sinovial, estimulando a
proliferac@o de condrdcitos e também amplificando os efeitos de IL-1 na sintese de metaloproteases
(Alaaeddine et al., 1999). Varias interleucinas séo altamente expressas em pacientes com osteoartrite,
como IL-1, IL-6, IL-7 e TNF-a, sendo estas proinflamatérias, enquanto IL-4, IL-8 e IL-10 s&o anti-
inflamatérias, produzidas pelos condrdcitos osteoblastos e membranas sinoviais (Kumavat et al., 2021).
Num estudo realizado por Musco et al 2019 a citoquina IL-6 foi a que demonstrou melhores resultados

razdo pela qual foi selecionada para avaliacdo destes animais.

Os resultados da Figura 1, relativa aos niveis de IL-6, obtidos nos animais com osteoartrite demonstram
alguma correlacdo com os resultados dos inquéritos da Tabela 3 relativos aos scores de claudicacdo e
dor obtidos para cada animal. Os valores mais elevados obtidos nos inquéritos estdo associados a
animais em que também manifestaram valores mais altos de IL-6 sérica e vice-versa. Os animais 2 e
4 que apresentam os valores de IL-6 mais baixos e também os scores mais baixos. De salientar que o
animal 5 que apresenta os valores mais elevados de IL-6 € também 0 que apresenta 0s scores mais
elevados de CBPI. Estes resultados corroboram também a avaliacé@o clinica realizada pelo médico

veterinario.

Neste estudo, no ambito analitico, foi possivel caracterizar o perfil do biomarcador IL-6 em animais com
osteoartrite e em animais sem registo de patologia inflamatéria. Contudo, e ndo obstante o nimero
baixo, parece ndo haver diferencas a assinalar entre valores de animais com osteoartrite e sem
patologia evidente. Nestes animais os valores variam entre 0,310 e 0,439 enquanto 0s animais sem
registo de patologia inflatéria variam entre 0,304 e 0,358 (Tabela 6 e Tabela 8 respetivamente,
presentes nos anexos). Estes resultados poderdo estar relacionados também com a composi¢do do
produto utilizado. Estes produtos a base de 6leo de cAnhamo ndo possuem compostos fitoativos

(canabidiol) em niveis suficientes para exercerem a acao que lhes é atribuida.

Apesar de ndo ser possivel retirar conclusées em virtude do numero limitado de de amostras, a verdade
€ que, de forma geral verificou-se um aumento do conforto dos animais, pela diminui¢cao dos resultados
observados nos inquéritos, tal como verificado por outros estudos pela aplicagdo de nutracéuticos
(Gamble et al., 2018; Musco et al., 2019; Philpott et al., 2017; Verrico et al., 2020).
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5. CONCLUSAO
Este estudo utilizou um produto ja disponivel no mercado de modo a compreender as suas
propriedades anti-inflamatoérias no ambito da osteoartrite. Surgiu em virtude da escassez de estudos

sobre a efetividade destes produtos.

Contudo dadas limita¢des do estudo, nomeadamente o nimero reduzido de animais que integraram o
estudo, ndo foi possivel retirar conclusdes sobre a eficacia destes produtos nos animais com

osteoartrite.

Neste estudo, no ambito analitico, foi possivel caracterizar o perfil do biomarcador IL-6 no soro dos
animais, contudo ndo foram identificadas diferencas a sublinhar entre animais com e sem patologia

antes e apos tratamento.

Parece evidente a necessidade de realizar mais estudos de modo a investigar os efeitos dos
nutracéuticos a base de 6leo de cAnhamo, bem como identificar possiveis biomarcadores que possam

contribuir para o conhecimento da doenca.
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ANEXO 1 CONSENTIMENTO INFORMADO
Sr.(a) Proprietéario(a),

No ambito do Ciclo de Estudos Integrado Conducente ao Grau de Mestre em Medicina Veterinaria, na
Escola Universitaria Vasco da Gama, em parceria com o Hospital Veterinario Universitario de Coimbra
sera realizado um estudo de investigacdo, cujo objetivo principal é avaliar os efeitos anti-inflamatérios

do canabidiol em canideos que apresentem patologia articular.

Neste sentido solicitamos a sua colaboracéo através da autorizacao para que seja feito um questionario
acerca do seu animal bem como a implementacdo de uma nova terapia e analises sanguineas, sem

que Ihe sejam imputados quaisquer custos.

A analise de sangue é um procedimento que exige a recolha de sangue, no qual é retirado 5 ml de
sangue para analise de mdltiplos parametros de modo a avaliar a resposta a nova terapia. Este

procedimento ndo representa qualquer risco para o seu animal.

Mais solicitamos a sua colaboracéo no preenchimento do questionario apenso, cujos dados recolhidos
se destinam exclusivamente aos fins académicos explicitados, sendo que a confidencialidade dos

mesmos é assegurada.

Finalmente sublinhamos que podera, em qualquer momento, retirar o seu animal do estudo.

Antecipadamente gratos pela sua colaboracdo subscrevemo-nos com os melhores cumprimentos,

O Investigador:

Micael Morado,

(Estudante de Medicina Veterinaria, EUVG)
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Processamento: Cédigo interno:

Descricéo do

procedimento:

Responsaveis do | Dr Pedro Pinto (Médico Veterinario, HYUC)
Estudo: Micael Morado (Estudante de Medicina Veterinaria, EUVG)

Nome do CAMV Hospital Veterinario | Nome do MV responsavel

Universitario de Coimbra | pelo preenchimento:

Nome do Animal

Nome do Tutor do

animal

Por favor, leia com atencdo todo o conteldo deste documento. N&o hesite em solicitar mais
informacgdes ao Médico Veterinario assistente se ndo estiver completamente esclarecido. Verifique
se todas as informag8es estéo corretas. Se entender que tudo esta em conformidade e se estiver de
acordo com a proposta que lhe é feita, entdo assine este documento.

1. Por este meio eu asseguro que sou o Tutor (ou respetivo representante autorizado) do animal
supra identificado.

2. Declaro ter compreendido os objetivos de que me foi proposto e explicado pelo Médico Veterinario
gque assina este documento, tendo-me sido dada oportunidade de fazer todas as perguntas sobre o
assunto e para todas elas ter obtido resposta esclarecedora.

3. Informei 0 Médico Veterinario Assistente sobre todos os medicamentos e/ou medidas profilaticas
gue foram administrados/implementados sob 0 meu conhecimento, assim como dos procedimentos
médico-cirargicos realizados até ao momento, no meu animal.

4. Autorizo voluntariamente que o meu Animal seja envolvido no Estudo.

5. Comprometo-me em comunicar ao meu Médico Veterinario Assistente qualquer sinal de doencga
ou alteracdo de comportamento demonstrado pelo meu animal, assim como qualquer ocorréncia
estranha.

6. Concordo que os dados pessoais que constam nos formularios que assinei possam ser
processados e utilizados para propoésitos de Estudos relevantes, sem que, em momento algum, tais
dados sejam tratados de forma individual. Serdo sempre representativos de um grupo, enquanto

amostra.

Indique o0 seu numero de telemadvel (opcional): ...,

Data: ..o,

Assinatura conforme C.C/ B.l: ... e
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Anexo 2 Inquéritos de claudicacao e dor

Inquérito sobre avaliacdo de dor adaptado de Canine Brief Pain Inventory (CBPI) e Liverpool
Osteoarthritis in Dogs (LOAD)

LOAD
Dados tutor — Nome: Data: / /
Dados animal — Nome: Idade: Raca:
Sexo: M_F_
Membro de referencia: MAD _ MAE____ MPD_ MPE ___
Anamnese

Ha quanto tempo seu animal de estimacao sofre com problemas de mobilidade?

Menosde6meses  6al2meses _ 12a24 meses 24 a36 meses ___ Mais de 36 meses

O seu céo foi diagnosticado com algum outro problema além da sua doenca ortopédica?

Ndo__ Sim__ Se sim qual/quais:

Se possivel, liste todos os medicamentos que seu animal esta recebendo no momento, informando
quando ele recebeu a Ultima dose de cada:
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Estilo de Vida
Na ultima semana, em média, quanto o seu céo exercitou por dia?

Oalkm la2km__ 2a3km 3adkm_ Maisde 4 km

Na ultima semana, em média, quantas caminhadas seu c&o deu por dia?

o 1 2 3 Maisde 4

Existem determinados dias da semana nos quais seu cao faz muito mais exercicios?
(Selecione mais que uma opc¢ao, se necessario.)

segunda-feira  terca-feira quarta-feira  quinta-feira sexta-feira sabado domingo

Em que tipo de terreno o seu cédo exercita com mais frequéncia?

Em relva Na floresta Na rua Em terreno acidentado

No exercicio, como seu cao é tratado?

Com trela Sem trela Trote Correr livremente

Quem limita a duracdo do exercicio do seu cdo?

Vocé O seu céao
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Mobilidade
Como é a mobilidade do seu cdo em geral?

Muito boa Boa Normal Fraca Muito Fraca

Quao incapacitado é seu cao por sua claudicacdo?

De modo nenhum Ligeiramente Moderadamente Severamente Extremamente

Quéao ativo é o seu cao?

Extremamente Muito Moderamente Ligeiramente De modo nenhum

Qual é o efeito do tempo frio e humidade na claudica¢&o de seu cdo?

Sem efeito Efeito ligeiro Efeito moderado Efeito severo Efeito extremo

Até que ponto o seu cdo mostra rigidez na perna afetada depois de um ‘deitar’?

Sem rigidez Rigidez ligeira Rigidez moderada Rigidez severa Rigidez extrema
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Em exercicio
Em exercicio o quéo ativo é o seu cao?

Extremamente Muito Moderamente Ligeiramente De modo nenhum

O quao predisposto é 0 seu cao para o exercicio?

Extremamente Muito Moderamente Ligeiramente De modo nenhum

Como vocé avalia a capacidade de exercicios do seu cédo?

Muito boa Boa Normal Fraca Muito Fraca

Qual o efeito geral do exercicio sobre a claudicacdo do seu cdo?

Sem efeito Efeito ligeiro Efeito moderado Efeito severo Efeito extremo

Com que frequéncia seu cdo descansa (para / senta) durante o exercicio?

Nunca Quase nunca Ocasionalmente Frequentemente Muito frequentemente

Qual é o efeito do tempo frio e humidade na capacidade de exercicio do seu cao?

Sem efeito Efeito ligeiro Efeito moderado Efeito severo Efeito extremo

Até que ponto o seu cdo mostra rigidez na perna afetada apés exercicio ao deitar?

Sem rigidez Rigidez ligeira Rigidez moderada Rigidez severa Rigidez extrema

Qual é o efeito da claudicagdo do seu cao em sua capacidade de se exercitar?

Sem efeito Efeito ligeiro Efeito moderado Efeito severo Efeito extremo

LOAD Score:
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CBPI

Descricdo da dor

Selecione com uma cruz o nimero que melhor descreve a pior dor nos ultimos 7 dias.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Sem dor Dor
extrema

Selecione com uma cruz o nimero que melhor descreve a dor pelo menos nos Ultimos 7 dias.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Sem dor Dor
extrema

Selecione com uma cruz o numero que melhor descreve a média da dor nos ultimos 7 dias.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Sem dor Dor
extrema

Selecione com uma cruz o numero que melhor descreve a dor no momento.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Sem dor Dor
extrema
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Descricao da funcéo:

Selecione com uma cruz o nimero que melhor descreve como durante os Ultimos 7 dias a dor interferiu

com 0 seu cao:
Atividade geral
1 2

Sem afecéo
completa

Satisfacdo da Vida
1 2

Sem afecéo
completa

Capacidade de se levantar para ficar de pé depois de estar deitado

1 2

Sem afecéo
completa

Capacidade para andar
1 2

Sem afecéo
completa

Capacidade para correr
1 2

Sem afecéo
completa

Capacidade para subir e descer escadas, pequenos degraus, passeio, etc.

1 2

Sem afecéo
completa

Impresséao geral

3

3

4

4

5

5

6

6

10

Afecéo

10

Afecéo

10

Afecéo

10

Afecéo

10

Afecéo

10

Afecéo

Selecione a opcao que melhor descreve a qualidade de vida geral do seu céo durante os ultimos 7 dias.

Muito boa

Boa

Normal

Muito Fraca
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Anexo 5, Tabela 6 Resultados Concentracdes de IL-6 (ng/ml) nos animais em estudo

Animal IL-6 Dia O IL-6 dia 30
1 0,351 0,330
2 0,342 0,320
3 0,349 0,350
4 0,310 0,316
5 0,423 0,439
Média 0,355 0,351
Desvio Padréo 0,034 0,042

Anexo 6, Tabela 7 Caracteriza¢do dos animais padrao

Identificagdo Raca Idade Sexo Peso
B2 SRD 6M M 24,8 KG
B3 SRD 25A M 25,4 KG
B4 Pastor Aleméo 8M M 30,2 KG
B5 Beagle 25A M 13 KG
B6 SRD 6M F 19,5 KG
B7 Pinscher 2A M 6,5 KG
B8 SRD 5A F 7,6 KG
B9 Bulldog Inglés 3A M 25 KG

Anexo 7, Tabela 8 Resultados Concentra¢des de IL-6 (ng/ml) nos animais padréo

Animal IL-6

Bl 0,355
B2 0,342
B3 0,317
B4 0,324
BS 0,321
B6 0,304
B7 0,355
B8 0,356
B9 0,358
Média 0,337
Desvio Padréao 0,019
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