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Resumo

Nos ultimos anos, os canabindides tém sido alvo de estudo na area da medicina
veterinaria devido as suas propriedades anti-inflamatorias e analgésicas. Contudo, a sua
utilizagao continua a ser alvo de estudo em animais de companhia. A presente
dissertagao foi realizada com base nos dados obtidos no Hospital Veterinario da
Arrabida, durante o periodo de um més, com a finalidade de verificar a tolerabilidade,
seguranca e efeitos secundarios associados a administragao de 6leo de canabidiol na
dose anti-inflamatoria em caes. Vinte e quatro ciaes com alteragdes osteoarticulares
foram avaliados por um médico veterinario diplomado e submetidos ao estudo, com
monitorizagao de andlises séricas alanina aminotransferase e fosfatase alcalina (ALT e
ALKP) em TO (primeiro dia), T| (décimo quinto dia) e T2 (trigésimo dia). Em TO e T2
foram também avaliados a partir de check-list neurolégica e quanto aos sinais
gastrointestinais. A vinte e quatro caes, com idade média de 7.8 (+2.8) anos e 20.5
(x11.9) kg, foi prescrito 5 mg/kg BID de 6leo de canabidiol durante quatro semanas.
Foram ainda realizados questionarios aos tutores em T2 relativamente a palatibilidade e
tolerabilidade. Na check-list neurologica em T2, 95.84% (23/24) nao apresentaram
alteragoes. Relativamente as transaminases, apenas 16.7% (4/24) durante 4 semanas nao
demonstraram alteragao, verificando-se fosfatase alcalina aumentada em 70.8% (17/24)
(em T1) e em 20.8% (5/24) (em T2), fundamentando a monitorizagao sérica ao longo
das 4 semanas terapéuticas. Aproximadamente 50% (12/24) dos tutores indicaram o
produto palatavel e em 37.5% (9/24) observou-se aumento de apetite. O stress
gastrointestinal foi residual. Apesar do estudo realizado sugerir boa tolerabilidade,
seguranga e promotor de bem-estar a administragao de 6leo de canabidiol, o estudo

deve ser continuado.

Palavras-chave: alanina aminotransferase; canabidiol; dor; efeitos secundarios; fosfatase

alcalina; tolerabilidade.
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Abstract

In the last years, cannabinoids (CBD) have been under several studies in the
veterinary medicine field, due to its analgesic and anti-inflammatory properties.
However, its use is still under investigation in small animals. This dissertation was
performed regarding data obtained from Arrabida Veterinary Hospital, during | month,
to test tolerability, safety and side effects concerning the administration of CBD oil in
dogs using anti-inflammatory dose. Twenty-four dogs with osteoarticular disease were
evaluated by an ECVSMR diplomate and admitted to the study with blood measurement
of ALT and ALKP at TO (I* day), T1 (15" day) and T2 (30* day). In TO and T2, they were
evaluated with a neurological exam check-list and registration of gastrointestinal signs.
For 24 dogs, with a mean age of 7.8 (+2.8) years and a mean weight of 20.5 (x11,9) kg,
it was prescribed 5 mg/kg of CBD oil (BID), during 4 weeks. The owners also answered
a form about tolerability and palatability in T2. Regarding neurological check-list in T2,
95.84% (23/24) didn’t show intolerance signs, although only 16.7% (4/24) didn’t show
transaminase alterations after the 4 weeks administration. ALKP values were increased
in 70.8% (in T1) and 20.8% (in T2), supporting the importance of serum monitoring
during 4 therapeutic weeks. Nearly 50% of the owners reported that the product was
palatable and in 37.5% there was an increase in appetite. Gastrointestinal stress was
residual. Despite the study suggesting good tolerability, safety and well-being promotion

of the CBD oil, the study must be continued.

Key words: alanine aminotransferase; alkaline phosphatase; canabidiol; pain; side effects;

tolerability.
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Abreviaturas, Siglas e Acronimos

A9-THC - extrato de delta-9-tetrahydrocannabinol
2-AG - 2-araquidonilglicerol

2-AGE - éter gliceril 2-araquidonico

4-OH-CBD - 4 hidroxicanabidiol

5-HT la — 5-hidroxitriptamina la

5-HT3a - 5-hidroxitriptamina 3a

60-OH-CBD - 6 a hidroxicanabidiol

6B-OH-CBD - 6 B hidroxicanabidiol

7-OH-CBD - 7 hidroxicanabidiol

AEA — anandamida

AINE — Anti-inflamatério nao esterodide

ALKP - fosfatase alcalina

ALT — Alanina Aminotransferase

Ca*" - célcio

cAMP - adenosina monofosfato ciclica

CBI - recetor canabindide |

CB2 - recetor canabindide 2

CBD - cannabidiol

CBDa — acido canabididlico

CBG - canabigerol

CBS - canabinoides sintéticos

COX-2 — ciclo-oxigenase 2

CYP450 - complexo citocromo P450

DHA - Acido docosaexaenoico

EC - endocanabindides

ECVSMR - European College of Veterinary Sports Medicine and Rehabilitation
EPA - Acido eicosapentaenoico

FAAH - fatty acid amide hydrolase (acido gordo amida hidrolase)
FABP — fatty acid biding protein (proteina de ligagao a acidos gordos)
GABA - iacido gama-aminobutirico

GLRA3 — recetor glicina alfa 3

GM-CSF — fator estimulador de granulocitos macrofagos
GPCR - recetor acoplado a proteina G

GPR110 - recetor acoplado a proteina G |10
GPRI19 - recetor acoplado a proteina G 19

GPR55 - recetor acoplado a proteina G 55

IL-10 - interleucina-10

IL-12 - interleucina-12

IL-15 - interleucina-15

IL-17 - interleucina-17

IL-18 - interleucina-18

IL-6 - interleucina-6

INF-y - interferao y
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INF-c - interferao c

Kg - quilograma

LPS - lipopolissacarideos

MAGLs - lipase monoacilglicerol

MAPK - mitogen activated protein kinase

Mg - miligrama

mg/kg — miligrama por kilo

NADA - dopamina N-araquidénico

ng/ml — nanograma por mililitro

NOS-2 - 6xido nitrico sintaxe

OEA - oleoiletanolamida

OMS - Organizagao Mundial de Saude

PEA - palmitoiletanolamida

PO — per os

PPAR - recetor ativado por peroxissoma proliferador
PPAR - recetor nuclear ativado por proliferador de peroxissoma
PPAR-g - recetor ativado por peroxissoma proliferador g
PPARx - recetor nuclear ativado por proliferador de peroxissoma oc
PPARY - recetor nuclear ativado por proliferador de peroxissoma y
SEC - sistema endocanabindide

SNC - sistema nervoso central

SNP - sistema nervoso periférico

THC - tetrahidrocanabinol

THCa — 4cido tetrahidrocanabindlico

TNF-a - fator de necrose tumoral o

TRPAI - recetor potencial transitorio subfamilia A |
TRPMS8 - recetor potencial transitério subfamilia M 8
TRPV - recetor potencial transitorio vanildide

TRPVI - recetor potencial transitério vaniloide |

TRPV2 - recetor potencial transitério vaniloide 2

TRPV3 - recetor potencial transitério vaniloide 3

TRPV4 - recetor potencial transitério vaniloide 4

U/L — microlitro por litro Unidades por Litro?

VRI - recetor vaniloide |
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|. Introducao e Objetivos

|.l. Introducao

Nos dltimos anos os canabinoides tém sido alvo de estudo na area da medicina
veterinaria, tendo sido realizados diversos ensaios clinicos nas ultimas décadas no ambito
da sua utilizagao em diversas doengas, resultando na aprovagao de produtos derivados
da canabis como o dronabinol, nabilona, o extrato de delta-9-tetrahydrocannabinol (A9-
THC) e o canabidiol (CBD) (Miranda-Cortés et al., 2023). Segundo Briyne e seus
colaboradores (2021) o CBD, que é extraido da planta Cannabis sativa, foi considerado
um canabindide lipidico sem caracteristicas psicoativas. Este canabindide esta presente
em grandes quantidades no canhamo que, por sua vez, é cultivado para utilizagao em
suplementos nutricionais (Kogan et al., 2019; Wakshlag et al., 2020), apresentando um
efeito imunomodelador, analgésico, anti-nocicetivo e anti-inflamatorio, atuando como
antagonista alostérico nao competitivo dos recetores canabinodides (Brioschi et al., 2020)
presentes no sistema endocanabinoide.

O CBD tem vindo a ser explorado como alternativa as terapias convencionais
no tratamento de doengas em animais de companhia, onde estudos realizados
demonstraram ter uma boa biodisponibilidade e seguranga com poucos efeitos
secundarios em doses fisiologicas (Alvarenga et al, 2023), nomeadamente quando
administrado durante | a 3 meses em doses que variam entre os 0,5 e 1,2 mg/kg uma
vez por dia ou 2 a 10 mg/kg duas vezes por dia, tendo sido reportado o aparecimento
de efeitos secundarios como o aumento da fosfatase alcalina (ALKP) e o aparecimento
de distUrbios gastrointestinais (Vaughn et al., 2021).

O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de descrever os mecanismos
de acao do CBD em caes, com base nos estudos cientificos existentes, e assim, abordar
a composicao, farmacocinética, seguran¢a e efeitos secundarios associados a sua
administragao em animais de companhia, com base na recolha de informagao por parte

dos tutores bem como analises bioquimicas realizadas aos doentes em questao.

ESAE.SA.45-Rev.0



|.2. Objetivos

O objetivo do presente estudo prospetivo observacional sera demonstrar qual a
tolerancia, a seguranga e os efeitos secundarios relacionados com a administragao oral
de canabindides na dose anti-inflamatéria em cies com osteoartrite ou alteragoes
articulares pos-cirurgicas decorrentes de trauma.

Desta forma, serve o presente estudo para comprovar a seguinte hipotese: a
administracao de canabinoides na dose anti-inflamatéria em caes é toleravel, segura e

nao apresenta efeitos secundarios graves associados.
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2. Revisao Bibliografica
2.1. Composicao da planta de Canabis

A Cannabis é uma erva de origem asidtica da familia Cannabaceae,
nomeadamente da familia do canhamo. Esta erva por sua vez, consoante as suas
caracteristicas, divide-se em trés espécies diferentes - Cannabis ruderalis, Cannabis indica
e Cannabis sativa, sendo esta Ultima a mais conhecida. Relativamente as plantas de
cannabis descritas, todas elas possuem compostos quimicos naturais denominados
canabindides que por sua vez se ligam aos recetores canabindides (De Briyne et al,
2021) presentes no sistema endocanabindide (SEC) (Atalay et al., 2019). Na década de
90 demonstrou-se que os canabinodides regulam a libertagao de neurotransmissores
como a dopamina, a noradrenalina, a acetilcolina e a serotonina, para além do glutamato
e do acido gama-aminobutirico (GABA) (Riquelme-Sandoval et al., 2020).

A Cannabis Sativa possui mais de 100 moléculas ativas canabindides
(fitocanabinoides) (Yu e Rupasinghe, 2021), sendo as mais abundantes o
tetrahidrocanabinol (THC) e em seguida o canabidiol (CBD) (Schilling et al., 2020; Yu e
Rupasinghe, 2021).

O THC é um dos canabinéides mais conhecidos (Schilling et al., 2020) que,
dependendo da sua concentragao na planta de cannabis, ira conferir a designagao de
canhamo ou marijuana (De Briyne et al, 202l), ou seja, segundo Schilling e seus
colaboradores (2020), se os niveis de THC forem superiores a aproximadamente 20%
e apresentar caracteristicas alucinogénias, é considerada marijuana e se os niveis de THC

forem inferiores a 20%, sem caracteristicas alucinogénias denomina-se canhamo.

O CBD, cujo interesse cientifico aumentou nos Ultimos anos segundo Briyne e
seus colaboradores (2021), é extraido da planta Cannabis sativa e é considerado um
canabindide lipidico sem caracteristicas psicoativas. Este canabindide estd presente em
grandes quantidades no canhamo que, por sua vez, é cultivado para utilizagao em

suplementos nutricionais (Kogan et al., 2019; Wakshlag et al., 2020).
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2.2. Sistema endocanabindide

O SEC foi descoberto perto dos anos 90 como resultado de estudos realizados
para perceber a agao do THC no sistema nervoso, nomeadamente devido ao facto de
este ser ativado através da sua ligagdo a dois recetores membranares endogenos que
permaneciam desconhecidos até entao. Apods a clonagem, caracterizagao e identificagao
do recetor canabinoide | (CBI), surgiu o recetor canabinoide 2 (CB2), ambos recetores
endocanabindides acoplados a proteina G (GPCR) (Alvarenga et al., 2023; Bruni et al.,
2018; Devinsky et al., 2014; Lu e Mackie, 2020). Existem outros 4 recetores que também
fazem parte do SEC, nomeadamente o recetor acoplado a proteina G55 (GPR55); o
recetor acoplado a proteina G 19 (GPR19); o recetor potencial transitério vanildide
(TRPV) e o recetor ativado por peroxissoma proliferador (PPAR) (Di Salvo et al., 2023).
Para além dos recetores endocanabinoides, o SEC é composto por lipidos endogenos
denominados endocanabindides (EC), sendo os mais conhecidos o anandamida (AEA) e
o 2-araquidonilglicerol (2-AG), assim como pelas enzimas responsaveis pela sua sintese
e degradagao (Riquelme-Sandoval et al., 2020; Yu e Rupasinghe, 2021; Brutlag et al.,
2018; Miranda-Cortés et al., 2023; Bruni et al.,, 2018; Bruni et al., 2018).

Os EC sao pequenas moléculas de sinalizagao de natureza lipidica, nao restritas
ao sistema nervoso central (SNC), sendo também produzidos nos astrocitos, microglia
e células estaminais (Riquelme-Sandoval et al.,, 2020). Ao contririo dos outros
neurotransmissores, como a norepinefrina ou a acetilcolina que sao hidrofilicas e sao
armazenadas nas vesiculas intracelulares, os EC sao lipofilicos e produzidos a partir do
acido araquidénico na membrana celular com o auxilio das suas enzimas biossintéticas.
Este tipo de atividade na produgao de EC garante que a sinalizagdo endocanabindide seja
estritamente controlada no local da atividade e com uma curta duragao da mesma
(Abramovici et al.,, 2018). O seu transporte € realizado pela proteina de ligagao a acidos
gordos (FABP), que é a proteina de transporte necessaria para a deslocagao de moléculas
lipofilicas como os acidos gordos e os EC para os locais de atividade ou degradagao. O
FABP tem também afinidade com fitocanabindides altamente lipofilicos, como o CBD,
sendo responsavel pelo seu transporte até aos recectores canabinoides, e é desta forma

que o CBD consegue competir com a absor¢ao de AEA pelo FABP, aumentando o

4
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tempo médio de vida dos EC a nivel sérico, conferindo ao CBD a habilidade de potenciar
a sinalizagao endocanabindide no corpo. Esta proteina é também responsavel pelo
transporte dos fitocanabinoides para dentro da célula, onde irao ser degradados pela
enzima citocromo P450 (EImes et al.,, 2018). A desativagao endocanabindide é efetuada
por enzimas degradativas especificas, sendo o AEA desativado maioritariamente pela
hidrolase de amida de acidos gordos (FAAH - fatty acid amide hydrolase) no citoplasma
do reticulo endoplasmatico e o 2-AG desativado pela lipase monoacilglicerol (MAGLs)

na membrana celular (Yu e Rupasinghe, 2021; Abramovici et al., 2018).

Os EC vao ativar os recetores canabindides a nivel celular, mas também tém o
poder de ativar outros GPR, recetores nucleares e canais idnicos (Lu e Mackie, 2020).

Outro grupo de lipidos também considerados endocanabinoides sao os acidos
gordos etanolamidas, os acidos gordos primeiros amidas e as moléculas relacionadas
com o monoacilglicerol. Recentemente demonstrou-se que a familia das hemopressinas
peptidicas derivadas da hemoglobina sao também uma nova familia de endocanabinoides

(Riquelme-Sandoval et al., 2020).

2.3. Recetores canabinoides

Os recetores canabinéides CBl e CB2, identificados como fazendo parte da
familia GPCRs, tém uma distribui¢ao espacial e anatomica distinta e Unica, com variagoes
individuais entre espécies. Ambos estao presentes em alguns tecidos simultaneamente,
com diferentes efeitos, mas de forma sinérgica (Gaynor et al,, 2021, p.3; Yu e Rupasinghe,
2021).

O recetor CBI encontra-se maioritariamente distribuido pelo SNC e esta
localizado entre as membranas lipidicas dos neurénios (De Briyne et al, 2021; Yu e
Rupasinghe, 2021; Riquelme-Sandoval et al., 2020). Richardson e seus colaboradores
(2008) descrevem que este recetor esta também presente na medula espinhal e nas
células imunitarias periféricas, embora esteja também presente, numa concentragao mais
reduzida, na periferia da maior parte dos tecidos e algumas células, incluindo o coragao,
vasos sanguineos, figado, pulmoes, sistema digestivo, gordura e espermatozoides
(Mackie, 2008; Yu e Rupasinghe, 2021). Este recetor vai inibir a atuagao da adenosina

monofosfato ciclica (¢CAMP) e estimular a modelagao do controlo dos canais de célcio e
5
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de potassio através da ativagao da mitogen activated protein kinase (MAPK), resultando na
inibicio da libertacao dos neurotransmissores, tanto excitatorios como inibitérios
(Bruni et al., 2018; Sanchez-Aparicio et al., 2020; De Briyne et al., 2021). Briyne e seus
colaboradores (2021) referem que foi evidenciada uma variagao anatémica entre
espécies relativamente a localizagdo deste recetor nos caes, assim como, existe uma
densidade maior de recetores CBI no cerebelo dos caes quando comparado com outras
espécies estudadas.

Por outro lado, o recetor CB2 apesar de ser pouco comum no SNC, tem uma
concentragao elevada no sistema nervoso periférico (SNP), no sistema hematopoiético
e no sistema imunitario, onde desempenha um papel importante na regulagio da
inflamagao e da dor, através da libertagao de citoquinas (Richardson et al. 2018; De
Briyne et al., 202l; Yu e Rupasinghe, 2021; Riquelme-Sandoval et al, 2020).
Nomeadamente, conforme indica Sianchez-Aparicio e seus colaboradores (2020),
estudos realizados demonstraram que a analgesia a partir do CB2 esta relacionada com
o SNP sem efeitos no SNC, conferindo assim propriedades anti-nocicetivas sem efeitos
psicoativos. O mesmo autor indica que segundo alguns estudos, os recetores CB2
demonstraram propriedades imunomodeladoras, modificando a resposta inflamatoria
nas doengas articulares degenerativas cronicas ou progressivas, assim como, poderao
estar presentes em maior quantidade nos caes. Os recetores CB2 estao presentes na
superficie de muitas células imunitarias, e varios modelos experimentais demonstraram
efeitos imunomodeladores do sistema endocanabindide. O CB2 esta também altamente
expresso na microglia, assim como nos astrocitos, oligodendrocitos, células estaminais
neurais e progenitoras, elementos vasculares no cérebro e até neurénios. O CB2 foi
identificado inicialmente na periferia do SNP e s6 mais tarde no tronco cerebral e
neurodnios cerebelares. A expressao do CB2 foi observada também noutras areas do
SNC (Riquelme-Sandoval et al., 2020).

Os sinais dos recetores CB| e CB2 sao pleiotropicos e dependem do tipo de
célula, localizagao anatdmica e estado funcional da célula. Apesar do seu papel
importante na regulagao da libertagao de neurotransmissores, os canabinoides também
estao envolvidos no controlo do ciclo celular, do metabolismo celular, da sobrevivéncia
celular, do seu destino e apoptose (Howlet 2017). Os recetores canabinoides sao
também capazes de se agrupar a diferentes familias de proteinas G, sugerindo que

6
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respostas intracelulares diferentes possam ser ativadas dependendo da ligagao, num
mecanismo conhecido como funcionalidade seletiva ou agonismo tendencioso. Este
altimo implica que ligantes estruturalmente diferentes possam induzir diversas
conformagoes do recetor, o que podera favorecer uma das possiveis vias de sinalizagao
acima das outras (Busquets-Garcia et al., 2015).

Apesar de os efeitos biologicos dos canabindides serem maioritariamente
mediados pelo CB| e CB2, foram descritas novas familias de recetores que se podem
ligar e ser modulados por compostos canabindides denominados recetores canabinoides
nao canonicos, considerados altamente heterogéneos. Este grupo é composto por
GPCRs como GPR55, GPRI19 e GPRI0; familia de recetores nucleares ativados por
proliferadores de peroxissoma (PPARcc; PPARy e PPARJ); recetores ionotroficos como
os membros da subfamilia V do canal potencial de recetor transitorio e da subfamilia A
(TRPVI, TRPV2, TRPV3, TRPV4 e TRPAI), o membro 8 da subfamilia M (TRPM8) e os
canais idnicos para neurotransmissores como o recetor serotonina |A, glicina e o
recetor GABA, (acido gama-aminobutirico) (Riquelme-Sandoval et al., 2020).

Considerando que os EC interagem com multiplos recetores, é dificil ativar
diretamente os recetores CB| e CB2 sem afetar outros recetores. Desde que exista
expressao heterogénea dos recetores canabinoides em diferentes ambientes celulares,
os mesmos ligantes canabinoides podem produzir respostas biologicas diversas através
tanto de recetores canabindides como recetores canabindides nao candnicos,
despoletando diferentes vias de sinalizagio. E importante sublinhar que os recetores
canabinoides expressos em diferentes tipos de células tém efeitos diferentes que podem
levar a uma abordagem especifica da célula ao tratamento (Riquelme-Sandoval et al,,

2020; Busquets-Garcia et al., 2015).

2.4. Modulacao dos recetores canabinoides

O AEA e o 2-AG sao o gatilho endégeno primordial que ativa os recetores
canabindides, embora outras moléculas endogenas como o palmitoiletanolamida (PEA)
e o oleoiletanolamida (OEA) também tenham um efeito canabimimético. Estas moléculas
sao consideradas idénticas aos endocanabindides, tendo afinidade para ligagdo com os

recetores nucleares PPAR o« e y que podem potenciar o efeito do AEA através de
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inibicao competitiva dos FAAH, semelhante ao que se verifica com o CBD, assim como
um efeito modulatério alostérico no TRPV. O efeito que estas moléculas tém no SEC
ao potenciar a agao ou o nivel sérico de EC é um efeito sinérgico, que inclui a interagao
de componentes ativos da cannabis sativa (fitocanabindides, terpenes e flavonoides) com

o SEC (Abramovici et al. 2018).

O AEA é um agonista parcial dos recetores CBl e CB2, tendo menos afinidade
com este ultimo. Por outro lado, o 2-AG é um agonista mais eficaz relativamente ao
CBI do que o AEA assim como em relagao ao CB2 (Gaynor et al., 2021, p.2), e quando
necessario sao produzidos por enzimas biossintéticas nas membranas neurais pos-
sinapticas, apos ativagao a partir do aumento do nivel de ides de calcio (Yu e Rupasinghe,
2021).

O AEA por um lado esta envolvido em 3 processos, nhomeadamente, na
supressao da dor ao ativar o CBI levando a inibicdo dos sinais da dor na sinapse;
transformando-se diretamente pela enzima COX-2 em prostamidas analgésicas; e
ativando o CB2 e outros recetores que interferem com a inflamagao. Por outro lado, o
2-AG esta implicado na modulagao descendente da dor durante o stress agudo (Yu e
Rupasinghe, 2021).

No sistema nervoso, os EC sao produzidos na membrana pos-sinaptica devido
ao aumento da concentragio de calcio (Ca®) intracelular, secundaria a um sinal de
despolarizagao, a um estimulo fisiolégico ou desencadeado por um processo patologico.
(Miranda-Cortés et al.,, 2023). Uma vez libertados, viajam de forma retréograda pela fenda
sinaptica até a membrana pré-sinaptica onde se irao ligar aos recetores CBl e CB2
acoplados as proteinas G (Yu e Rupasinghe, 2021; Riquelme-Sandoval et al., 2020; Brutlag
et al, 2018; Alvarenga et al., 2023), e mediar a libertagao de neurotransmissores levando
a rapida modulagao inibitoria dos neurotransmissores, que por sua vez vao comandar
os processos bioldgicos essenciais, como a neuroplasticidade, dor, ansiedade, inflamagao,
neuro-inflamagao, memédria, fungao imunitaria, regulagio metabolica e crescimento
osseo (Yu e Rupasinghe, 2021; Alvarenga et al., 2023), ou seja, modulando a transmissao
sinaptica por supressio da libertagao de transmissores de modo transitério ou
duradouro com sinapses excitatérias (glutamato) ou inibitérias (GABA) por todo o SNC

(Riquelme-Sandoval et al., 2020). Os EC promovem assim a homeostasia através da
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modulagao de respostas de stress fisiologicas (Alvarenga et al., 2023; Atalay et al., 2019),
promovendo a regulagdo e modulagao da nocicepgao, do metabolismo lipidico,

gastrointestinal e cardiovascular e da fungao motora (Miranda-Cortés et al., 2023).

Agonistas alostéricos ou nao-competitivos vao bloquear a sinalizagao dos GPCRs
ao se ligarem a um local alostérico bloqueando a conformagao associada a esse local de
ligacao do agonista, bloqueando assim a ativagao do GPCR. Esta ativagao pode ser
bloqueada por um agonista inverso que, tal como um antagonista alostérico, vai bloquear
a ativagao do recetor através de um sinal autdcrino ou paracrino. Desta forma, um sinal
basal especifico de um determinado tecido na auséncia da ligagdo agonista é descrito
como sendo um sinal tonico, e um sinal fasico resulta da ligacao direta do agonista ao
local ortostérico (Gaynor et al.,, 2021, p.7). O AEA ¢ o endocanabinoide que regula o
sinal basal sinatico e o 2-AG é a molécula agonista de sinalizagao fasica. A modulagao
endocanabindide resulta de um nivel individual de AEA e 2-AG com base na sua sintese,
degradagao e na densidade espacial dos recectores endocanabinoides presentes no
corpo. O nivel de EC vai manter a homeostasia, regular a dor e o metabolismo (Matias

et al. 2005).

Foi descoberto que o recetor CBIl pode formar homo e heterodimeros com
outros GPCRs, como recetores dopaminergicos, recetores de adenosina, recetores
opioides, e orexina. O CBI também podem formar homo e heterodimeros com CB2
em varias regides do cérebro (Riquelme-Sandoval et al., 2020)

Canabinoides derivados de plantas também podem atuar como moduladores
alostéricos (Alvarenga et al., 2023)

A sinalizagdo mediada por recetores canabinoides nao sé depende de efetores
de ativagao direta do recetor, como também de complexos de sinalizagdo maiores, que
incluem outros moduladores parecidos com proteinas mediadoras de desensitizagao e

internalizagao (Riquelme-Sandoval et al., 2020).

2.5. Eficacia e tolerabilidade do canabidiol

As pesquisas e estudos de controlo referentes ao CBD foram realizados

maioritariamente sobre a sua eficacia no maneio da dor, nomeadamente na dor crénica
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e neuropdtica, como tratamento inovador e emergente nesta area, devido a sua
capacidade de conseguir atuar a nivel periférico e central (Miranda-Cortés et al., 2023).

A maior parte dos estudos realizados, referentes a eficacia e tolerabilidade da
administragcao de CBD durante curtos periodos em caes saudaveis, demonstra que foi
bem tolerado por parte dos mesmos com o aparecimento de poucos efeitos
secundarios. Relativamente a administracao de CBD durante periodos longos, existe
uma grande lacuna nos estudos cientificos realizados no que respeita a eficacia e
seguranga, tendo cada um deles utilizado doses diferentes, nomeadamente, doses mais
elevadas nos estudos sobre seguranca e doses mais baixas nos estudos sobre a eficacia.
Sendo que o CBD ¢ distribuido rapidamente pelo sistema devido a sua propriedade
lipofilica, em animais saudaveis os resultados farmacocinéticos preliminares
normalmente demonstram seguranga na utilizagdo de CBD (Yu e Rupasinghe, 2021; Di
Salvo et al., 2023; Rocca e Di Salvo, 2020; Hunstman et al., 2019).

Embora esteja descrito que a suplementagao com CBD em caes é normalmente
bem tolerada, estando associada ao aparecimento de muito poucos efeitos secundarios
leves, sejam eles gastrointestinais ou neurolégicos, existem muitos estudos que referem
um aumento na fosfatase alcalina (ALKP) associada a suplementagao com CBD em doses
que variam entre os 2 mg/kg e os 10 mg/kg cada |12 horas durante periodos de 4 a 12
semanas, o que pode indicar lesao ou alteragao na fungao hepatica (Yu e Rupasinghe,
2021; Klatzkow et al., 2022; Miranda-Cortés et al., 2023; Bradley et al., 2022; Gamble et
al., 2018; Vaughn et al, 2021; Wakshlag et al., 2020) Este aumento da ALKP apés
administragdo de CBD pode também estar relacionado com a indugao de enzimas
microssomais hepaticas mediada pelo citocromo P450, sem causar lesao hepatica (Yu e
Rupasinghe, 2021; Miranda-Cortés et al., 2023; Di Salvo et al., 2023; Alvarenga et al.,
2023; Wakshlag et al., 2020). Esta elevagao normalmente retorna aos valores basais apos
um periodo sem administragao de CBD (Di Salvo et al.,, 2023)

Os efeitos secundarios mais descritos estio relacionados com transtornos
gastrointestinais leves, designadamente ptialismo, nausea, perda de apetite, vomito e
fezes moles. Este tipo de efeitos pode estar relacionado nao s6 com a dose administrada,
mas também com o tempo de exposicio ao suplemento e ao tipo de produto,

nomeadamente a composi¢ao do produto baseado em CBD ou o facto deste nao ser
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palatavel (Miranda-Cortés et al., 2023; Di Salvo et al,, 2023; Alvarenga et al., 2023;
Bradley et al., 2022; Vaughn et al., 2021).

Atualmente, ainda nao se estabeleceu uma dose toxica nos estudos realizados
até a atualidade, tendo sido bem toleradas por caes doses de 20mg/kg PO cada 12 horas
durante 6 semanas (Vaughn et al., 2021); 4mg/kg cada 24 horas durante 6 meses e doses
de 2mg/kg cada |12 horas durante |12 semanas (Klatzkow et al., 2022; Bradley et al., 2022),
nao existindo por isso registos sobre uma dose média letal (Miranda-Cortés et al., 2023;
Di Salvo et al., 2023). Contudo, num estudo realizado onde foi administrado 6leo de
CBD na dose de 30,5mg/kg foram observados efeitos como letargia, hipotermia, ataxia
e protrusao da terceira palpebra, nao tendo sido necessaria intervengao médica para a
sua resolugao (Miranda-Cortés et al., 2023). Segundo a Organizagdao Mundial de Saude
(OMS) concluiu, o CBD é geralmente bem tolerado com um bom perfil de seguranga e
toxicidade relativamente baixa (Vaughn et al., 2021).

Enquanto que o CBD sozinho nao provocou efeitos secundarios significativos,
quando administrado em conjunto com THC, dependendo da dose, foram observados
efeitos adversos graves e sinais neurologicos (hiperestesia/ défices propriocetivos),
sugerindo que quando administrados sinergicamente, o CBD potencia em vez de
antagonizar os efeitos psicoativos e fisioldgicos do THC. A mesma elevagao de ALKP
observada na suplementagao s6 com CBD foi também reportada na suplementagao de
CBD em conjunto com THC. Vaughn e os colegas (2021) supuseram que a interagao
entre CBD e THC pode-se dever ao facto de o CBD alterar o efeito do THC através
de mudangas na absorgao, distribuicao (farmacocinética), e/ou o CBD modifica o efeito
do THC através de efeitos aditivos, sinérgicos ou antagonistas (farmacodinamica) (Yu e
Rupasinghe, 2021).

Alguns estudos demonstraram que o CBD exerce efeitos imunossupressores que
sao terapéuticos em doengas auto-imunes, sabendo ainda assim que a utilizagao de CBD
€ controversa em animais imunodeprimidos (Yu e Rupasinghe, 2021). De notar que
apesar de existir varios relatos de alteragoes a nivel das enzimas hepaticas durante a
administragao de CBD a curto prazo, nao existem atualmente dados que indiquem
toxicocinética relacionada com a administragao cronica em animais de companhia

(Vaughn et al., 2021).

ESAE.SA.45-Rev.0



Os farmacos normalmente utilizados para o maneio da dor, como os AINEs (anti-
inflamatoérios nao esteroides), os opidides e os corticoesterdides podem causar varios
efeitos adversos como a nivel renal, cardiovascular, gastrointestinal e hepatico, sendo
que no caso dos opidides pode mesmo causar adigdo, depressao respiratoria e até
mesmo a morte. Como alternativa, deve-se considerar e explorar o potencial do CBD
no maneio da dor, sendo que estd descrito nao causar adi¢cao, nao ter propriedades
psicoativas e por ser bem tolerado na maior parte dos estudos efetuados (Yu e
Rupasinghe, 2021; Miranda-Cortés et al., 2023).

O CBD deve, no entanto, ser evitado em cadelas gestantes, a amamentar e em

cachorros com menos de 8 semanas de idade (Miranda-Cortés et al., 2023).

2.6. Farmacocinética do canabidiol

Os dois maiores fitocanabindides na planta de canabis, THC e CBD, tém
propriedades farmacocinéticas semelhantes, mas dispoem de diferentes propriedades
farmacodinamicas. O THC interage diretamente com o CB| e o CB2 como um recetor
agonista parcial. THC consegue atuar tanto como agonista como antagonista do recetor
CBI para mediar os efeitos psicoativos, enquanto que os efeitos imunoldgicos e anti-
inflamatérios estao relacionados com a ativagao do CB2. Por outro lado, o CBD
demonstra uma fraca afinidade para os dois subtipos de recetores por ser um modelador
alostérico negativo no local ortostérico do CBI e que alteram a poténcia e eficacia da
ligacao ortostérica sem ativar o recetor. Da mesma forma, o CBD antagoniza o agonista
CBI/CB2, o que permite a interagdo com os recetores no cérebro com baixas
concentragoes de CBD. A parte dos recetores CBl e CB2, o CBD também exerce o
seu efeito através da interagio com outros recetores, como PPAR-g anti-inflamatorio;
recetor glicina alfa 3 (GLRA3) analgésico; serotonina 5-HTla e 5-HT3a (5-
hidroxitriptamina) anti-depressivos e ansioliticos; e os recetores vaniloides | (VRI)
analgésico. Apesar de todo o mecanismo farmacolégico do CBD ainda estar por elucidar,
€ notoério que o CBD exerce diversos efeitos em multiplos sistemas do organismo
demonstrando efeitos potenciais anti-epiléticos e ansioliticos, anti-inflamatorios e
analgésicos através da modulagao do SEC (Yu e Rupasinghe, 2021).

Todos os fitocanabindides provenientes da planta de canabis sao considerados

altamente lipofilicos, e esta propriedade faz com que estes compostos sejam facilmente

12

ESAE.SA.45-Rev.0



absorvidos pelo organismo, embora sejam mais dificeis de eliminar. Por serem lipofilicos
precisam de uma biotransformagao extensa e de uma circulagao enterohepatica
significante, levando a que em alguns estudos se tenham verificado mais do que um pico
plasmatico (Miranda-Cortés et al, 2023; Gaynor et al, 202I, p.31). A forma de
administragao, o transporte, a dose e os fatores fisiologicos (absorgao, metabolismo e
excrec¢ao) vao influenciar a concentragao das drogas em circulagao, nomeadamente
como ocorre com a concentragao de fitocanabindides em circulagao (Gaynor et al.,
2021, p.31), sendo que em relagao ao CBD, independentemente da dose, este e os seus
metabolitos aparecem rapidamente no plasma (Taylor et al., 2018).

A absorgao sistémica apos a administragao oral demora aproximadamente | a 2
horas. Outras formas de administragao, que nao passam por biotransformagao, resultam
consequentemente numa absor¢ao mais rapida e em concentragoes plasmaticas mais
elevadas, mas podem diminuir o tempo médio de vida do composto (Gaynor et al.,
2021, p.32; Miranda-Cortés et al., 2023). Quando a administragao do CBD ¢ oral ou
intravenosa, este vai-se ligar a lipoproteinas, albuminas e eritrocitos assim que chegam a
corrente sanguinea (Miranda-Cortés et al., 2023).

Para medicamentos (suplementos) como o CBD, que tém uma absorgao oral
relativamente lenta, o pico de concentragao plasmatica diminui rapidamente devido a
sua distribuicao a nivel central e periférica, assim como o metabolismo hepatico destes
compostos causa também uma rapida diminuicao dos seus niveis no plasma com uma
duragao do seu efeito durante 30 minutos a | hora apds ser administrado. Estes
compostos distribuem-se rapidamente e de forma equilibrada pelo tecido adiposo,
cérebro, coragao, figado, pulmao e bago. Embora o pico plasmatico diminua
rapidamente, os compartimentos pelos quais os fitocanabindides se distribuem atuam
como reservatorios, que os irao libertar de volta a circulagdo por um periodo mais
extenso. A existéncia deste tipo de metabolismo faz com que a concentragao deste
composto se prolongue por mais tempo, conforme descrevem alguns estudos
farmacocinéticos (Taylor et al., 2018; Brutlag et al., 2018; Miranda-Cortés et al., 2023).
Tecidos com uma baixa perfusao acumulam estes compostos mais lentamente e vao
libertando durante um periodo mais longo, sendo que quase 95% destes compostos sao

de ligagao proteica (Gaynor et al., 2021).
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A via metabolica mais comum dos fitocanabindides é o metabolismo hepatico,
primeiramente pela hidroxilagao e oxidagao microsomal catalizada pelas enzimas do
complexo citocromo P450 (CYP 450) (Gaynor et al.,, 2021). O cérebro, intestinos e
pulmoes sao os primeiros locais extra-hepaticos onde os fitocanabindides podem ser
metabolizados (Miranda-Cortés et al., 2023). Em relacio ao CBD, a primeira via

metabdlica é a hidroxilagdo para 7-OH-CBD que é seguidamente metabolizada

resultando em metabolitos maiores de CBD (6a-OH-, 63-OH-, 7-OH-, e 4”-OH-CBDs)
(Ujvary et al., 2016).

Os efeitos do CBD no cao estao descritos como sendo proporcionais 4 dose
administrada, onde quanto maior a dose e a concentragao plasmatica, maior a eficacia.
Na dose de 2 mg/kg BID, o CBD oral tem uma pequena meia-vida que varia de | a 4
horas, a maxima concentragao no soro varia de 102 a 301 ng/ml e o tempo para atingir
a maxima concentragao sérica varia de 1,4 a 1,5 horas (Yu e Rupasinghe, 2021). Quando
se comparam as trés formas de administragio, nomeadamente gotas orais de 6leo
microencapsulado, a infusao de 6leo de CBD oral ou o creme de infusio de CBD
transdérmico na orelha, os autores descrevem uma absorgao transdérmica incompleta
e baixa concentragao plasmatica nos caes que fizeram este tratamento. Na verdade, a
administragdo oral de o6leo de infusaio de CBD demonstrou o melhor perfil
farmacocinético com maior concentragao sérica e exposigao sistémica. Contudo, foi
anteriormente descrita uma baixa biodisponibilidade da administragao oral de CBD,
possivelmente devido ao efeito de primeira passagem (metabolizagao da droga no figado
antes de alcangar o sistema circulatério) (Yu e Rupasinghe, 2021; Della Rocca et al.,
2023).

A agao do CBD no alivio da dor aparenta ser dose dependente conforme
demonstrado em modelos experimentais em dor pos-operatoria, dor por artrite e por
osteoartrite. Contudo, esta descrito que uma grande variedade de doses (0,3-4,12
mg/kg) foi necessaria para atingir efeitos analgésicos no maneio da dor crénica na
osteoartrite canina, onde alguns reagiram positivamente a pequenas doses de CBD
enquanto que outros necessitaram de doses mais elevadas para atingir o mesmo efeito,
sugerindo diferente tolerancia a dor em caes e necessidade de diferentes doses. Nos
diferentes estudos evidenciou-se sempre a presenga da elevagao das enzimas hepaticas
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tanto em caes saudaveis como em caes com osteoartrite, sugerindo a necessidade de se
estudar melhor a seguranga quanto a administragio de CBD a longo prazo,

nomeadamente quanto a hepatotoxicidade (Yu e Rupasinghe, 2021).

Com base no efeito sinérgico, é provavel que a utilizagao de multiplos compostos
confira propriedades protetoras a nivel hepatico, contudo, sao necessarios mais estudos

neste sentido (Wakshlag et al. 2020).

Alimentos com elevado teor lipidico ingeridos na altura da administragao do CBD
pode aumentar a secregao de acidos biliares, o que vai solubilizar a droga e elevar a
absorgao via transporte pelas barreiras hidrofébicas. Sendo o CBD um produto lipofilico
com baixa solubilidade aquosa, quando administrado com alimento e por via oral
transmucosa supostamente aumenta a sua biodisponibilidade, maximizando-a e
diminuindo a exposi¢ao sistémica ao CBD, permitindo uma redugdo na dose
administrada. A absor¢ao do CBD por esta via ao permitir uma rapida absorgao pela
mucosa oral, vai evitar a primeira passagem metabdlica ou outros problemas
relacionados com a absorgao gastrointestinal, assim como o aumento da
biodisponibilidade permite uma redugao na dose administrada (Taylor et al., 2018; Della
Rocca et al, 2023; Rocca e Di Salvo, 2020). Contudo, nio se pode descartar a
possibilidade de em alguns casos a biodisponibilidade nao melhorar considerando que o
acto de salivar ou engolir pode afetar a absorg¢ao pela mucosa oral (Della Rocca et al.,
2023). Os parametros farmacocinéticos podem também ser influenciados pelos

produtos utilizados na preparagao dos extratos (Miranda-Cortés et al., 2023).

2.7. Produtos naturais medicinais a base de canabis

Esta descrito que o SEC tem um papel importante na homeostasia, e que a planta
Canabis Sativa tem o potencial de trabalhar em conjunto com este sistema como inibidor
enzimatico ou como mediador das interagoes com os recetores que podem influencias
muitas doengas (Ukai et al., 2023)

O canhamo ou a canabis é uma planta pertencente a familia Cannabaceae, cuja
designacao é Cannabis Sativa, de onde se podem isolar mais de 100 diferentes tipos de
canabinoides, sendo o primeiro composto psicoativo a ser isolado na sua forma pura o

THC. Outros andlogos farmacologicos importantes a ser isolados da planta foram o
15

ESAE.SA.45-Rev.0



CBD, o canabinol, o canabigerol e a canabividarina (Rocca e Di Salvo, 2020; Bruni et al.,
2018).

A canabis contem nos seus varios componentes um numero consideravel de
ingredientes ativos, nomeadamente os fitocanabindides, os terpenes e terpendides, e os
flavonoides, assim como dacidos gordos saturados e insaturados, proteinas,
carbohidratos, clorofila, vitaminas e minerais. Qualquer um destes constituintes pode
ser classificado como nutriente, nutracéutico ou farmacolégico, tendo a sua utilizagao
vindo a ganhar interesse clinico nos ultimos anos, devido ao efeito sinérgico existente
que causou impacto na farmacocinética, seguranga e eficacia de produtos a base de
canabis (Rocca e Di Salvo, 2020; De Briyne et al., 2021; Miranda-Cortés et al., 2023; Di
Salvo et al., 2023).

Entre os muitos fitocanabindides que provém da canabis, um dos maiores
responsaveis pelos efeitos terapéuticos é o THC que também é conhecido por ser
responsavel pelos efeitos psicotropicos da planta, e o CBD que nao é psicoativo e
aparentemente consegue mitigar esse efeito do THC (Rocca e Di Salvo, 2020; Miranda-
Cortés et al.,, 2023; De Briyne et al,, 2021). Durante o crescimento da planta, estes
canabindides estao presentes na sua forma acida (THCa e CBDa), que apos
descarboxilizagao por calor se transformam em THC e CBD. Apesar de a maior parte
dos estudos clinicos incidir no CBD e THC, comega a surgir um maior interesse clinico
noutros componentes, como o THCa e o CBDa (Rocca e Di Salvo, 2020; De Briyne et
al., 2021; Brutlag et al., 2018; Klatzkow et al., 2022). Estudos recentes demonstraram
que tanto o THCa como o CBDa tém uma absorgao superior em caes em comparagao
ao CBD, ou seja, demonstrou-se que o CBDa aumenta o nivel sérico da concentragao
de CBD com uma dose de CBD baixa devido a absorgao e retencao de CBD e CBDa,
levando ao efeito “entourage” onde o CBDa trabalha sinergicamente com o CBD,
levando a uma diminuicao da dose de produto composto por CBD/CBDa necessario
para alcancar efeitos terapéuticos semelhantes aos adquiridos com o produto CBD puro
(Klatzkow et al., 2022; Ukai et al., 2023).

Alguns autores descrevem que a presenga de outros fitocanabindides, como os
terpenes e os flavonoides, vao contribuir para a atividade terapéutica do CBD e THC,
pois aparentemente potenciam o seu efeito terapéutico gragas ao efeito “entourage”,
ou seja vao fazer com que ocorra um aumento na afinidade dos mediadores EC
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enddgenos para os seus recetores e diminuindo a sua inativagao metabdlica (Rocca e Di
Salvo, 2020; De Briyne et al., 2021)

O CBDa (icido canabidiolico) é um derivado do CBD e atua como um COX2
seletivo e como inibidor da prostaglandina H2 sintase, demonstrando propriedades anti-
inflamatorias, o que sugere que a sua agao pode-se dever a fraca afinidade com os
recetores CBl e CB2. Em relagao aos recetores TRPAl e TRPVI, a semelhanca do
CBD, o CBDa tem uma agao agonista, podendo designar-se como sendo um
componente efetivo na analgesia, considerando que a atividade do TRPVI esta
relacionada com o stress oxidativo e com a inflamacao.

Da mesma forma, outro derivado do CBD como a canabidivarina (andloga ao
CBD) exibe também fraca afinidade com o CBI e CB2, contudo, demonstrou ter um
efeito antagonista no recetor GPR55, levando possivelmente a um efeito anticonvulsivo.

Outro fitocanabindide natural é o Cannabimovone que tem também baixa
afinidade com os recetores CB| e CB2, mas apresenta uma afinidade significante com o
TRPVI.

O canabigerol (CBG) como sendo outro derivado do CBD demonstrou que
consegue ativar o TRPVI assim como o 5-HT 4 e como tal tem efeitos antidepressivos
e anti-inflamatorios em doengas intestinais. Este composto consegue também ligar-se ao
PPARy e aumentar a sua atividade de transcrigao, levando a uma redugao significativa da

secre¢ao de mediadores inflamatorios como as IL-6 (interleucina-6) e o TNF-a (fator de

necrose tumoral o) (Atalay et al., 2019).

2.8. Toxicologia dos canabindides sintéticos

Os canabindides sintéticos (CBS), criados ha algumas décadas atras, tornaram-se
populares para uso recreativo nos anos 2000, sendo considerada uma droga legal. Estes
compostos tém uma afinidade elevada para os recetores canabindides tal como a
marijuana, resultando em mais efeitos adversos, nomeadamente, vao ativar o recetor
CBI e o CB2. Os CBS sao dissolvidos em solventes e adicionados a planta seca para esta
ser queimada e fumada como alternativa a marijuana (Brutlag et al., 2018; Kelmer et al,,
2021).

Embora os registos dos efeitos dos CBS nos animais sejam limitados, foram

reportados sinais semelhantes aos observados em humanos, e a exposi¢gao dos animais
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a estes compostos normalmente ocorre por ingestao, ou menos frequente, inalagao. Um
estudo realizado com um cao e o seu tutor, ambos expostos a CBS, descreve o
aparecimento de hiperestesia, tremores, miose, resposta exagerada a estimulos, ataxia,
atividade convulsiva, agressao e acidose respiratoria ligeira no cao, tendo sido
semelhantes os sinais ocorridos no tutor. Noutro caso clinico de uma intoxicagao com
CBS os sinais que surgiram passaram por ataxia progressiva, estado mental alterado,
hipotermia, estupor, agressao intermitente e rapida progressao dos sinais para um
estado comatoso, com apneia, tremores e opistotonos (Williams et al., 2015). Os sinais
descritos em estudos realizados em animais em conjunto com os seus tutores, foram
maioritariamente tremores, ataxia e convulsoes, requerendo em alguns casos anestesia
e ventilagdo mecanica para controlar as convulsoes (Kelmer et al., 2021). O tratamento
para a intoxicagdo com CBS é semelhante ao tratamento administrado nos humanos,
passando por um maneio sintomatico e de suporte com cessagao da administragao da
droga, sendo que nao existe antidoto. Para ajudar na descontaminagao do trato
gastrointestinal, é aconselhada a terapéutica com carvao ativado. Em caso de agitagao
ou convulsoes, deve-se recorrer a administracao de farmacos sedativos, associada a
ventilagdo mecanica sendo que com o tratamento podem ocorrer periodos de
hipoventilagao ou apneia (Williams et al., 2015).

A farmacocinética dos CBS aparenta ser semelhante a dos canabindides naturais
e a sua biodisponibilidade oral é aparentemente baixa e semelhante a do THC e do CBD,
devido a estudos realizados em pessoas que indicaram efeitos médios de curta duragao
apos ingestao inadvertida de alimentos confecionados com CBS (Brutlag et al., 2018).

2.9. O sistema endocanabindide e a sua abordagem
terapéutica

Os canabinodides enddgenos produzem efeitos antinocicetivos a nivel periférico,
medular e supraespinhal. Perifericamente, os EC inibem a despolarizagao das fibras
aferentes primarias e modulam a degranulagao dos mastécitos ao interagirem com os
recetores CBl e CB2 e com outros como TRPVI, GPR55, GPRI 19 e PPAR-q. Estas
interagoes levam a uma diminuigdo da conducao das fibras nociceptivas e a uma
diminuigao da libertagdo de mediadores pro-inflamatérios e pro-dor, seguido de uma

reducao na resposta inflamatoria e da dor. Na medula, estudo de ensaios experimentais
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sugerem que os canabindides aumentam o limite nociceptivo e reduzem a ampla e
dindmica acao dos neuronios ao interagir com os recetores CBl medulares. A nivel
supraespinhal, os canabinoides podem atuar através da ativagao do controlo inibitério
descendente e consequente modulagao da atividade dos neurénios medulares (Di Salvo

et al., 2023).

Os endocanabindides como o AEA e o 2-AG sao libertados apés sinapse, sendo
os primeiros a responder a uma lesao ativando os recetores canabinoides na pré-sinapse,
que por sua vez vao regular as interagdes neuroimunes e modular a dor através de
diferentes meios, nomeadamente, causando uma rapida modulagao inibitéria dos
neurotransmissores responsaveis pela promogao de varios processos bioldgicos como
a dor, inflamagao, imunidade, crescimento dsseo e ansiedade (Alvarenga et al., 2023) O
AEA atua de trés formas importantes: como supressor da dor ao ativar o recetor CBI
para inibir os sinais de dor na sinapse; é transformado diretamente em prostamida para
alivio da dor, a partir da enzima COX-2 e ativa o recetor CB2 e outros recetores que
vao intervir na inflamagao. Por outro lado, o 2-AG esta envolvido na modulacao

descendente da dor durante o stress agudo (Yu e Rupasinghe, 2021).

Em 1992, o AEA; o 2-AG; o éter gliceril 2-araquidonico (2-AGE), o etanolamina
0-araquidénico e o dopamina N-araquidonico (NADA) foram identificados como sendo
agonistas enddgenos dos recetores canabinodides, sendo estas moléculas produzidas
localmente na membrana celular por hidrélise de acidos gordos polissaturados. Quando
os recetores de glutamato sio ativados ou em resposta a um aumento de Ca** (célcio)
intracelular, estas moléculas sao libertadas por neurodnios pods-sinaticos devido a

despolarizagao (Miranda-Cortés et al., 2023).

Estudos realizados demonstram que o SEC esta ligado a via nociceptiva, onde os
recetores se encontram nas fibras da dor descentes e ascendentes. Estes recetores
foram também encontrados no sistema nervoso central nos neurénios GABA enérgicos
pré e pos sinaticos na superficie denditrica e somatica do cerebelo, no hipocampo, no
cortéx cerebral e na medula, sendo estas estruturas envolvidas na modulagao da dor

(Miranda-Cortés et al., 2023).
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Os estudos realizados em caes com osteoartrite (OA) demonstraram eficacia
clinica, quando administrado o CBD na dose de 2mg/Kg ou 2,5mg/kg cada 12h/24 horas
promovendo o aumento do conforto e da atividade fisica, provando ser um tratamento
eficaz na dor cronica (Gamble et al,, 2018; Rocca e Di Salvo, 2020; Kogan et al., 2020;
Gugliandolo et al,, 2021; Yu e Rupasinghe, 2021; Klatzkow et al., 2022; Della Rocca et
al., 2023; Miranda-Cortés et al., 2023). Outro estudo realizado demonstra, através de
relatos dos tutores, que houve uma redugao significativa da dor assim como um aumento
na mobilidade em caes de grande porte com OA apds suplementagio com CBD em
doses que variaram entre 0,5 a 1,2mg/kg durante 4 semanas, sem recurso a outros anti-
inflamatorios, conforme descreve Alvarenga e os seus colaboradores (2023). Contudo,
a autora refere que em dois outros estudos realizados em caes com OA, quando
medicados com CBD na dose de 2 mg/kg cada |2 horas durante 4 a |2 semanas,
demonstraram também uma diminuicao significativa da dor e um aumento na atividade,
mas que em ambos os estudos a maior parte dos caes estava a ser medicado com anti-
inflamatorios durante esse periodo, sugerindo um efeito benéfico do CBD quando
administrado com anti-inflamatorios (Alvarenga et al., 2023). Segundo os autores Yu e
Rupasinghe (2021) o CBD vai atenuar a inflamagao pois atua na supressao de citoquinas
pré-inflamatérias e quimiocinas como TNF-a, GM-CSF, IFN-y, IL-10 e IL-6; limita a
infiltragao celular imunitaria; induz a apoptose das células T; inibe a proliferagao da célula
T efetora e promove a proliferagao da célula T reguladora (Yu e Rupasinghe, 2021). Esta
descrito também que a ativagio seletiva dos recetores CB2 promove efeitos
antinocicetivos, anti-inflamatérios e neuroprotetores em caes nao sé com OA, como
também com lesao medular e com neuropatias, pois a medida que ativam efeitos anti-
alodinicos, vao inibir a hiperatividade das fibras aferentes primarias e diminuir a
libertagao de neurotransmissores que atuam nos nociceptores, criando uma regulagao
positiva no corno dorsal da medula na presen¢a de dor neuropatica ou inflamatoria
(Miranda-Cortés et al,, 2023; Woodhams et al., 2018).

Estudos realizados evidenciam que o SEC participa ativamente na patofisiologia
da dor associada a osteoartrite. A produgio e libertagio de EC durante a doenga
inflamatoria articular é mediada pelo aparecimento de citoquinas pro inflamatorias (INF-

¢; IL-12; IL-15; IL-17; IL-18), quimiocinas, mediadores quimicos como NOS-2 (oxido
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nitrico sintase), COX-2 e outros produtos metabolicos do acido araquidonico (Bruni et
al,, 2018).

No que respeita ao potencial da utilizagao de CBD como tratamento em doentes
oncologicos, a literatura existente é reduzida, contudo esta provado que exerce um
efeito antiemético e antineoplasico, assim como pode reduzir os sintomas associados ao
cancro e ainda induzir a apoptose celular (Alvarenga et al., 2023). Noutros estudos a
eficacia clinica do CBD no tratamento da dor oncologica em caes foi provada apos se
demonstrar a presenca das reagoes nociceptivas que resultam de um estimulo das vias
aferentes viscerais e somaticas que estao na origem da dor neuropatica, onde o recetor
CB2 esta envolvido, nomeadamente nos processos imunitarios ao inibir a libertagao de
citoquinas, controlando assim a dor oncolégica (Miranda-Cortés et al., 2023).

Considerando que as reagoes inflamatorias sio comuns em doentes oncologicos,
normalmente estas podem ser tratadas com recurso a opiodides e AINEs, levando ao
aparecimento de fadiga, diminuicao na mobilidade, desordens cognitivas e urinarias e
sindrome paraneoplasico relacionado com a dor. A utilizagdo de derivados naturais
como o CBD pode oferecer uma alternativa segura para o controlo da dor nestes
doentes (Miranda-Cortés et al., 2023).

Miranda-Cortés e seus colaboradores (2023) descrevem que o uso de CBD pode
diminuir a tolerancia e manter a resposta a outra drogas administradas, como opiodides
utilizados para tratar a dor crénica ou aguda, testado em modelos de ratos. Desta forma,
a suplementagao com CBD foi sugerida como maneio multimodal da dor, sem efeitos
secundarios no trato gastrointestinal ou na filtragao glomerular. Os mesmos autores
concluiram que nao houve alteragoes significativas na marcha ou no nivel de atividade
quando o CBD foi administrado como monoterapia, descrevendo que desta forma o
CBD nao ¢ tao eficaz no maneio da dor e da analgesia como quando administrado em
conjunto com outros farmacos (Miranda-Cortés et al., 2023). Contudo, os mesmos
autores sugerem que as propriedades lipofilicas dos canabindides permitem que estes
consigam atravessar facilmente a barreira hematoencefilica levando a analgesia,
tornando-os assim efetivos no maneio da dor, apesar de ainda persistirem duvidas se o
mecanismo do controlo da dor pelo CBD ocorre como resultado do agonismo com os
recetores CBl e CB2 ou devido aos efeitos causados pela interagio com os
neuromodeladores e inibicao dos neurotransmissores como o glutamato, a dopamina,
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as prostaglandinas, a acetilcolina, os GABA, a histamina, a noradrenalina e dos opidides
endogenos peptidicos envolvidos na modelagao da dor. Desta forma, a utilizagao de
caanabinoides naturais e sintéticos tem vindo a ser objeto de estudo nos animais de
companhia devido ao facto de inibirem a secregao de neurotransmissores e ioes
responsaveis pela modelagao, projegao e percegao da dor (Miranda-Cortés et al., 2023).

Relativamente a caes com epilepsia, alguns estudos demonstraram que o CBD
exerce efeitos anticonvulsivos, nomeadamente através da potencializagio do sinal
endocanabindide, seja pela inibicao da hidroélise ou pelo aumento da mobilizagao do
calcio que vai interagir com recetores especificos (Alvarenga et al., 2023; Gugliandolo et
al., 2021), ou seja, ao haver modulagao dos canais de cdlcio, vai haver uma redugao da
entrada de calcio e consequentemente da libertagao de glutamato que é dependente do
mesmo. Sendo este mediador o primeiro neurotransmissor excitatorio do SNC e
estando o excesso da sua transmissao relacionado com a epilepsia, esta redugao na sua
libertagao induzida pelos canabindides vai levar a efeitos anticonvulsivos (Di Salvo et al.,
2023). Esta descrito que doses elevadas de CBD exercem um efeito neuroprotetor que
pode ajudar no_tratamento ou diminuicao das consequéncias relacionadas com a
epilepsia (Gugliandolo et al., 2021; Alvarenga et al., 2023; Di Salvo et al., 2023).

Para além dos recetores canabindides, descobriu-se recentemente que o CBD
tem influéncia noutros recetores, incluindo o recetor da serotonina 5-HT 5 e o recetor
TRPV-1, conhecidos por regular comportamentos relacionados com o medo e com a
ansiedade (Yu e Rupasinghe, 2021; Alvarenga et al., 2023). O CBD vai atuar como
agonista indireto do CBI e assim reduzir o medo levando a um feedback negativo a
respostas de stress, assim como prevenir consequéncias ansioliticas de stress croénico.
Este efeito ansiolitico da ativagao ou modulagao alostérica dos recetores 5-HT 4 pelo
CBD ainda nao esta bem explicado pois parece depender da regiao cerebral e localizagao
dos recetores 5-HT 4 nos neuronios pré e pos sinapticos (Alvarenga et al., 2023).

O SEC com todos os seus componentes & considerado muito importante na
homeostasia da pele, pois foi descrito que este exerce um papel protetor contra a
inflamagao dermatologica, prurido e dor, gragas ao envolvimento do endocanabinoide
palmitoletanolamida (PEA). Os recetores CBI e CB2 tém expressao nos queratinocitos
caninos, com maior imunoreatividade para o CBl do que para o CB2 em caes atépicos
do que em caes saudaveis (Di Salvo et al., 2023).

22

ESAE.SA.45-Rev.0



3. Material e meétodos

3.1. Material

O presente estudo prospetivo observacional foi efetuado em 35 caes no hospital
veterinario da Arrabida em Portugal, tendo sido aprovado pelo 13/2023 ORBEA -
Instituto Politécnico de Portalegre (anexo 1), e com consentimento por escrito de todos
os tutores (anexo 2). Os caes foram incluidos no presente estudo independentemente
da idade, peso, sexo e raga, mediante apresentagao de histéria e exame fisico de sinais
de osteoartrite (OA) ou alteragoes articulares resultantes de abordagens cirurgicas por
etiologia de trauma. Em TO foram incluidos apenas os caes cujos niveis séricos das
transaminases estavam dentro dos valores de referéncia (ALT 10-125 U/L; ALKP 23-212
U/L), e que compareceram a todos os momentos de avaliagao (T | e T2). Foram incluidos
caes a realizar suplementagao com nutracéuticos.

No presente estudo foram excluidos caes com outras etiologias além das
mencionadas nos critérios de inclusao, assim como todos os gatos. Foram ainda
excluidos todos os caes que em TO apresentavam alteragdes nos niveis séricos das
transaminases, tal como todos os que nao cumpriram as reavaliages em T| e T2. Todos
os caes com OA que fizeram maneio da dor farmacologico (AINE; opiodides; farmacos
do grupo GABA) foram excluidos do estudo.

Todos os caes foram avaliados por um observador especialista Diplomado pelo
European College of Veterinary Sports Medicine and Rehabilitation (ECVSMR), onde foi
efetuada uma consulta de reabilitagao funcional para posterior prescricao do canabidiol
per os, considerando a possivel administragao simultanea de nutracéuticos.

A avaliagao a entrada do estudo (T0), apds |5 dias (T1) e a saida, ou seja, apds
30 dias (T2) incluiu a mensuragao dos niveis séricos das transaminases (ALT — Alanina
Aminotransferase e ALKP — Fosfatase Alcalina).

Foi também realizado um questionario de tolerabilidade (Ql) (anexo 3) e um

questionario de palatibilidade (Q2) (anexo 4) em T2 a todos os tutores.
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Composigao do produto: O CBD administrado no presente estudo pertence ao grupo
dos nutracéuticos desenvolvido para apoio nutricional em processos inflamatérios
degenerativos associados a dor croénica e pretende que seja obtido o bem-estar do
animal. O nutracéutico é composto por: Cannabis sativa L. (oil obtained by pressing of hemp
plants and seeds) 5mg CBD por ml; 6leo de peixe concentrado (33% EPA), (22% DHA)
200mg; Curcumina (extrato raiz) 60mg; extrato seco concentrado de Harpagophytum
procumbens, Harpago (raiz) 10mg e Vitamina E 10mg. O presente produto tem o nome
comercial de Protec Sativa, produzido pela Phycus Pharma (bringing wellfare to pets)

(figura 1).

S aaia
ogn PHYCU
.!. PHARMA

PROTEC
SATIVA

FIGURA | - PROTEC SATIVA, PHYCUS PHARMA (BRINGING WELFARE TO PETS)

3.2. Metodos

No presente estudo prospetivo a dose administrada foi de 5mg/kg duas vezes ao
dia, por via per os, e registado o uso concomitante ou nao de nutracéuticos (glucosamina,
colagénio tipo Il, condroitina, 6megas e acido hialuronico).

Todos os caes efetuaram diariamente esta dose durante um periodo de 30 dias,
tendo sido avaliado os questionarios QI e Q2 em T2, assim como a avaliagao sérica das
transaminases em T0, Tl e T2.

A recolha sanguinea de I ml foi realizada através de venipunctura da veia jugular,
apos tricotomia e assepsia com solugao assética de clorohexidina 0,4%, e posterior
transferéncia de 0,7ml de sangue para um tubo de heparina de litio, sendo o mesmo
colocado no equipamento IDEXX Catalyst One (Barcelona, Espanha). Apos
centrifugagao, realizou se a andlise quimica sanguinea através dos slides correspondentes
a cada bioquimica (ALT ou ALKP). Os valores de referéncia para a ALT foram de 10-
125 U/L e de ALKP foram de 23-212 U/L, no presente estudo. Considerando os
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resultados obtidos, foi dividida a amostra populacional em dois grupos: Grupo | ( GI -
n = 20) que corresponde aos caes que apresentaram valores séricos superiores aos
valores de referéncia e Grupo 2 (G2 - n = 4) que equivale aos caes cujos valores séricos
se mantiveram dentro dos valores fisiolgicos.

No presente estudo, o especialista Diplomado pelo ECVSMR avaliou em consulta
(TO e T2) os sinais clinicos neurologicos descritos na check-list neurolégica (anexo 5) de
pontuagao de zero e um (fisiologico e alterado, respetivamente), composta por avaliagao
do comportamento, estado mental, propriocepgao consciente, propriocepgao sub-
consciente, presenca de knuckling, avaliagido de marcha, presenga de incontinéncia
urinaria, alteragao da reagao de ameaca e do reflexo pupilar a luz. A check-list neurologica
foi realizada de modo a evidenciar os efeitos secundarios da administragao diaria do
CBD. Para além disto, foram avaliados sinais gastro-intestinais (anexo 6) como
hipersialia, vomito e diarreia pelo mesmo especialista em consulta (TO e T2). Na figura

2 encontra-se a representagao do desenho do estudo.

= Andlise sérica das transaminases (ALT e ALKP);
n=35 TO - Admissao. = Check-list neuroldgica (0-10);

= Sinais gastrointestinais;

n=30 —n <|: = Andlise sérica das transaminases (ALT e ALKP);

n=24 —ﬂ — = Questiondrio aos tutores — Tolerabilidade (Q2); + n =11 excluidos

= Check-list neuroldgica (0-10);

= Sinais gastrointestinais;

FIGURA 2 - DIAGRAMA DO DESENHO DO ESTUDO - TO
(ADMISSAO); T (15 DIAS); T2 (30 DIAS); QI — QUESTIONARIO
AOS TUTORES — PALATIBILIDADE; Q2 — QUESTIONARIO AOS
TUTORES - TOLERABILIDADE

3.3. Analise estatistica
A andlise estatistica realizada recorreu ao programa informatico Microsoft Office

Excel 2018 ® (Microsoft EUA) para introdugao da base de dados relativa ao presente
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estudo. Os dados foram processados e a respetiva analise estatistica recorreu ao
programa Statistical Package for the Social Sciences ®, versao 22.0 (IBM, EUA).

A idade, o peso e a andlise sérica das transaminases (ALT e ALKP) foram as
varidveis quantitativas continuas analisadas de modo descritivo com avaliagao da média
aritmética, moda, mediana, minimo, maximo, desvio padrao, variancia e Standard Error of
Mean (SEM).

A andlise de frequéncias foi realizada as variaveis categéricas nominais sexo, raga,
analise sérica das transaminases (valores fisioldgicos/patologicos), administragao
concomitante de nutracéuticos (sim/nao), check-list neurologica (com/sem alteragoes),
sinais gastrointestinais (presente/ausente) e resultados dos questionarios QI e Q2
(respostas sim/nao).

O teste de normalidade de Shapiro-Wilk (n<50) foi realizado para as variaveis
quantitativas continuas de idade e peso, considerando um p>0,05 como indicativo de
distribuicao normal da populagao em estudo. Testes de Chi-quadrado foram realizados
com a finalidade de apurar analogias relevantes entre as variaveis categéricas em estudo,

confirmadas por valores de p<0,05.

26

ESAE.SA.45-Rev.0



4. Resultados

O presente estudo prospetivo observacional, incluiu 35 caes, dos quais 5 foram
excluidos por auséncia de niveis séricos das transaminases no periodo temporal Tl e 6
devido a auséncia de questionarios QI e Q2 em T2.

Na amostra populacional de 24 caes (n= 24), 62.5% (15/24) eram machos e 37.5%
(9/24) eram fémeas. Quanto ao sexo, verificou-se ainda que 45.8% (11/24) tinham
realizado previamente cirurgia eletiva de orquiectomia/ovariohisterectomia (6 machos e
5 fémeas).

As variaveis continuas idade e peso apresentaram uma média de 7.8 (+2.8) anos

e 20.5 (x11,9) kg, respetivamente (tabela ).

Tabela | - Distribuigao das variaveis continuas idade e peso da populagao em estudo
(n=24)
Desvio
Média | Moda | Mediana | Minimo | Maximo Variancia | SEM
padrao
Idade | 7.8 6 7 2 13 2.8 8.1 0.6
Peso | 20.5 10 20 8 50 1.9 141.7 24

SEM - Standard Error of Mean

A populagao apresentou quanto a variavel categorica raga 54.2% (13/24) de caes
com raga definida, das quais a raga com maior prevaléncia foi o labrador (n=3), seguida
do buldogue francés (n=2), epagneul breton (n=2), barbado da terceira (n=1I), basset
Hound (n=1), braco alemao de pélo curto (n=1), pastor alemao (n=1I), pincher (n=1) e
pug (n=1). Os caes de raca indefinida corresponderam a 45.8% (I 1/24).

O tratamento concomitante com nutracéuticos ocorreu em 83.3% (20/24) dos
doentes em estudo.

A populagao em estudo apresentou normalidade no teste de Shapiro-Wilk (para
n<50) relativamente a variavel quantitativa continua idade (p=0.377), o mesmo nao foi
observado quanto a variavel quantitativa continua peso (p=0.011).

Na chek-list neurolégica nao foram observadas alteragoes em 95.84% (23/24) dos

caes, durante as 4 semanas. Um doente apresentou hiperatividade em T2. Este doente
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apresentava idade e peso inferiores a média dos doentes em estudo e apresentou
alteragoes nas transaminases (ALT e ALKP) somente em T1.

Os sinais gastrointestinais surgiram apenas em T2 onde 33.3% (8/24)
apresentaram diarreias, 16.7% (4/24) vomitos e 12.5% (3/24) hipersidlia.

Relativamente ao sinal clinico de vomito, verificou-se que 3 dos doentes
realizaram  tratamento com nutracéuticos no mesmo periodo temporal
[X2(1,N=24)=0,240, p=0,624], tal como os 8 doentes que apresentaram sinal clinico de
diarreia [X*(1,N=24)=2,400, p=0,121], embora nio tenham sido encontradas diferencas
significativas pelo teste de Chi-quadrado (p>0.05).

A maior parte dos sinais gastrointestinais estiveram associados a um aumento
das transaminases (ALT e ALKP) durante o periodo temporal do estudo, verificando-se
que tanto os vomitos (n=4) como a hipersidlia (n=3) observados apresentaram
alteragoes dos respetivos valores. Relativamente as diarreias (n=8), 6 caes com esta
ocorréncia demonstraram alteragoes nas transaminases durante o mesmo periodo.

As transaminases (ALT e ALKP) apresentaram em média um aumento dos

valores séricos de TO para T| e redugao de T| para T2 (Tabela 2).

Tabela 2 — Anilise descritiva dos valores séricos das transaminases (ALT e ALKP) nos

varios periodos temporais do estudo. N — Normal; - Diminuido; T - Aumentado

TO TI T2
ALT ALKP ALT ALKP ALT ALKP
Média 77.8 94.5 116.6 193.1 84.2 126.4
Mediana 72 73.5 127.5 2185 77.5 114.5
Moda 59 37 123 216 70 205
Minimo | 34-N 28 - N 45 — N 14-1 36 - N 21 -1
Maximo | 125-N | 211 -N | 189-T | 311-T | 254-T | 291-7
DP 28 67.2 41 85.5 42.7 85.7
Variancia | 7833 4509.9 1681.6 7304.1 1826.1 7351.3
SEM 5.7 13.7 8.4 17.4 8.7 17.5

SEM - Standard Error of Mean; DP — Desvio Padrio; TO (admissao); T1 (15 dias); T2 (30 dias);

ALT — Alanina aminotransferase; ALKP — Fosfatase Alcalina.
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A Figura 3 demostra a evolugio média dos valores séricos referidos,
considerando a divisao da amostra populacional em dois grupos: Grupo | (GI - n = 20)
que corresponde aos caes que apresentaram valores séricos superiores aos valores de
referéncia e Grupo 2 (G2 — n = 4) que equivale aos caes cujos valores séricos se

mantiveram dentro dos valores fisioldgicos.

Evolucao da média valores séricos de ALT e ALKP

250
200

150

50

T0 T1 T2

a—ALT_G1 ALT_G2 ALKP_G1 ALKP_G2

Figura 3 — Evolugao da média de valores séricos de ALT e ALKP. TO (admissao); T1 (2
semanas); T2 (4 semanas); ALT — Alanina aminotransferase; ALKP — Fosfatase Alcalina;
ALT_GI — Grupo | com alteragao dos niveis séricos de ALT; ALT_G2 — Grupo 2 sem
alteragao nos niveis séricos de ALT; ALKP_GI| — Grupo | com alteragao dos niveis
séricos de ALKP; ALKP_G2 — Grupo 2 sem alteragao dos niveis séricos de ALKP.

Em TI verificou-se um aumento dos niveis séricos de ALT em 58.3% (14/24) e
de ALKP em 70.8% (17/24) dos caes em estudo. Em T2, apenas 8.3% (2/24)
demonstraram niveis de ALT superiores aos valores fisiologicos, enquanto 20.8% (5/24)
valores séricos de ALKP superiores aos fisiologicos. Durante o periodo do estudo
apenas 4 caes mantiveram valores séricos de ALT e ALKP dentro dos valores de
referéncia.

Considerando os questionarios QI e Q2 realizados aos tutores em T2, foram
relatados sinais de hiperatividade em apenas | dos caes em estudo e aumento do apetite

em 37.5% (9/24) dos caes. Ainda de referir que em 45.8% (11/24) dos caes, os tutores

consideraram o 6leo de CBD palatavel.
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5. Discussao

Quando nos referimos a doengas ortopédicas de caracter degenerativo, falamos
da classica apresentagao de osteoartrite (OA), associada a dor crénica e em alguns casos
a dor neuropatica (Philpott et al., 2017; McDougall J. 2006), podendo estar presente em
30% (Philpott et al., 2017; Ahmed et al., 2014; Schomberg et al., 2012). Em termos de
presenga de inflamagao a OA ¢ classificada como artrite nao inflamatoria (Philpott et al.,
2017) embora a presenga de sinovites seja demonstrada pela libertagio de mediadores
proé-inflamatoérios (Philpott et al., 2017; Gronblad et al., 1988; Guermazi et al., 2010; Hill
et al.,, 2007; Poole A. R. 1999; Robinson et al., 2016).

Na pratica clinica o uso indiscriminado de farmacos anti-inflamatoérios, como os
AINEs e esteroides, vao a largo termo provocar efeitos secundarios como sinais clinicos
gastrointestinais (ex: vomito, diarreia, melenas, etc), sinais clinicos cardiorrenais e
hepaticos (com possivel falha multissistémica) (Gamble et al., 2018; KuKanich et al., 2012;
Lomas e Grauer, 2015; Monteiro-Steagall et al, 2013; Luna et al., 2007; Barbeau-
Grégorie et al.,, 2022; Mabry et al., 2021).

Deste modo, o sistema endocanabindide (SEC) tem um papel importante
fisiologico na regulagao da inflamagao e na modulagao da dor (Philpott et al., 2017;
McDougall, 2009; Muley et al., 2016; Verrico et al., 2020; Katchan et al., 2016; + Gamble
et al,, 2018) para além do efeito neuro protetor (Philpott et al., 2017; Pryce et al,, 2015),
ja reportado em modelos de rato (Barbeau-Grégorie et al., 2022; Mitchell et al., 2021)
e em humanos (Barbeau-Grégorie et al., 2022; Urits et al., 2020).

O papel anti-inflamatoério tem sido investigado, sendo considerado o canabinoide
(CBD) como processo terapéutico que possivelmente reduz a libertagao do fator de
necrose tumoral a (TNF-a) pré-inflamatério tanto nos roedores, como no homem.
Ainda esta a ser reportado o efeito redutor na citoquina relevante na patogénese da
osteoartrite, a interleucina 6 (IL-6). O CBD em conjunto com lipopolissacarideos (LPS)
tém o efeito anti-inflamatoério potenciado, podendo reduzir os niveis de neutrofilos
circulantes em 60% (Verrico et al., 2020).

A dose prescrita de 6leo CBD tem sido com valores standard entre 2 mg/kg a 8

mg/kg SID/BID (Gamble et al., 2018; Della Rocca et al., 2023) tendo uma farmacocinética
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de tempo mediano de eliminagao de 4.2 horas (3.8-6.8 horas) para a dose de 2 mg/kg e
de 4.2 horas (3.8-4.8 horas) para doses mais elevadas de 8 mg/kg, durante 4 semanas
(Della Rocca et al, 2023). No presente estudo prospetivo observacional, a dose
prescrita de 6leo de CBD foi entre o intervalo descrito, ou seja, de 5 mg/kg BID durante
4 semanas e em dias sucessivos, sem paragens. A sua absor¢ao tem sido referida com
eficacia e mais consisténcia quando apresenta base oleosa de veiculo, provavelmente
pela sua natureza lipofilica e pode ser misturada na refeicao diaria (Gamble et al., 2018;
Samara et al., 1988; Garrett e Hunt, 1974; Yu e Rupasinghe, 2021).

No presente estudo a administragao foi por via per os como referido por Gamble
e seus colaboradores (2018), ou por via direta, através de seringa doseada (Della Rocca
et al., 2023).

A todos os 35 caes foi inicialmente administrado o CBD, pertencente ao grupo
dos nutracéuticos, desenvolvido para apoio aos processos inflamatoérios, tendo sido
excluidos || caes, dos quais n=5 por auséncia de resultados dos niveis séricos das
transaminases no periodo temporal Tl e n=6 devido a nao terem sido efetuados os
questionarios QI e Q2 em T2.

As caracteristicas dos n=24 caes quanto as varidveis quantitativas continuas de
média de idade e peso sao justificadas pela etiologia da doenga em estudo, assim como
o envolvimento do labrador retriever, pois tem sido indicada como uma das ragas com
mais prevaléncia, devido a presenca de displasia da anca (Smith et al., 2001; Lafond et al,,
2002).

No teste Shapiro-Wilk para a populagao de estudo de n<50 indicou distribuigao
de normalidade para a idade, inerente ao processo degenerativo que ocorre na idade
geriatrica confirmada pela média de 7.8 anos, mas diluida pelas idades mais jovens que
apresentam a OA mas de causa primaria de trauma, por isso a presenga de minimo de
idade de 2 anos.

Quanto a avaliagao por check-list neurologica em T2 de 95.84% (23/24) tiveram
classificagao de 0%, pois nao apresentavam alteragoes neurologicas, justificado por ser
oleo de CBD. A ingestao e inalagao de tetrahidrocanabinol (THC) tem como sinais
clinicos nos caes letargia, depressio de sistema nervoso central (SNC), ataxia,
hiperestesia, alteragao sensorial quanto a audi¢ao, entre outros (Brutlag et al., 2018;
Janczyk et al., 2004; Alvarenga et al., 2023; Meola et al., 2012).
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Uma vez que o 6leo de CBD do estudo nao apresenta na composigao THC, os
resultados sao esperados e permitem bem-estar animal, como é referido no |1° estudo
norte americano com 2 mg/kg de 6leo de CBD BID durante 4 semanas com significancia
estatistica na redugao da dor em n=16 caes com OA (Gamble et al., 2018; Di Marzo et
al., 2004).

No estudo foi verificado um doente com hiperatividade em T2 embora o mesmo
tenha apresentado aumento das transaminases (ALT e ALKP) em TI, nao sabendo a
envolvéncia entre ambos, pois nos caes e nos gatos nao existe interagdo, como existe
nas pessoas, entre CBD e o citocromo P450, enzima especialmente CYP450 2C19. Nas
pessoas, o CBD inibe o CYP450 2C|9, também presente no cao e no gato, resultando
na lentificagdo do metabolismo hepatico (Brutlag et al., 2018; Narimatsu et al., 1990;
Greb e Puschner, 2018).

Os parametros sanguineos que podem apresentar alteragoes nos estudos de
CBD, em caes com seguranca e tolerabilidade, sao as transaminases com evidéncia para
a ALKP (Alvarenga et al, 2023), o que também é reportado no presente estudo
observacional pois os niveis séricos de ALT estavam aumentados em 58.3% (14/24) e de
ALKP em 70.8% (17/24) ao fim de 2 semanas (T|), terminando a ALKP em niveis séricos
elevados em T2 com 20.8% (5/24). Apenas 16.7% (4/24) durante 4 semanas nao
apresentaram alteragoes nas transaminases.

_A alteragao da ALKP, nao pode ser interpretada como farmacocinética toxica,
como é referido por Yu e Rupasinghe em 2021, onde nao se observa a administragao de
6leo de CBD de curta duragao. Em proporgoes prolongadas, essa toxicidade no uso
cronico nao se evidencia nos animais de companhia, embora sejam necessarios estudos
controlados e randomizados em grande escala, para obter os riscos do uso cronico de
CBD, para avaliar a seguranga, o potencial de eficicia e interagdo com outros
tratamentos na suplementagao de 6leo de CBD.

O presente estudo prospetivo observacional nio pode ser considerado de
avaliagao cronica quanto a suplementagao pois teve apenas duragao de 4 semanas. Em
ratos, sao evidenciados sinais de hepatotoxicidade por alteragoes de colestase, o que
nao ocorre no cao e no gato, sendo sugerido que a hepatotoxicidade possa ser devido

ao uso acidental por overdose (Kogan et al., 2020).
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Mas em estudos anteriores € reportado aumento das enzimas hepaticas quando
recebem CBD oral em doses entre 2 mg/kg BID ou 10 mg/kg BID durante 4, 6 e 12
semanas (Vaughn et al.,, 2021; Gamble et al., 2018; McGrath et al.,, 2018; McGrath et al.,
2019). O mesmo se pode verificar na tabela 2 com os valores maximos em T1 e T2
quanto a ALT e ALKP, embora na figura 3 a reta correspondente a média dos valores
séricos de ambas as transaminases reduza entre o periodo temporal de T| para T2,
podendo ser justificado pelo facto, como referem Samara e colegas (1988) da existéncia
de capacidade de aumentar o metabolismo numa fase inicial (Della Rocca et al., 2023).
Para além do papel anti-inflamatério que suprime a proliferagao de células 3 e que inibe
a maturagao excessiva de mastocitos (Alvarenga et al.,, 2023). Também ja tinha sido
referido que o nivel sérico de ALT pode diminuir suavemente entre o inicio e o fim do
estudo (Kogan et al., 2020).

Na avaliagao do questionario Q2 no periodo temporal T2, a opiniao dos tutores
considera que cerca de 50% da populagao obteve viabilidade com a administragao per os.
Assim sendo, no estudo foi obtido 50% de resposta favoravel a prescri¢ao de 6leo de
CBD.

Complementando a informagao anterior, obteve-se ainda o aumento de apetite
em cerca de 37.5% (9/24), sendo tal facto essencial para equilibrar a homeostase
fisiologica do doente em determinadas situagoes clinicas.

Nenhum dos doentes apresentou sedagao ou letargia durante o periodo
temporal T| e T2 segundo a opiniao dos tutores, justificavel pela composigao do oleo
de CBD do estudo pois quem provoca esse efeito secundario sao os niveis baixos de
THC que nao existem nesta formula terapéutica (Kogan et al., 2020+ Brutlag et al.,
2018).

Se a palatibilidade foi proxima de 50% no presente estudo prospetivo
observacional, a tolerabilidade foi proxima de 100%, pois apenas | doente apresentou
um comportamento indicativo de ligeira hiperatividade, como ja referido. Sendo assim,
o estudo vai de encontro com Alvarenga et al e colaboradores (2023) onde também foi
considerado que a administragao oral, sendo absorvida a nivel do intestino delgado, tem
niveis semelhantes a administragao intravenosa (Alvarenga et al., 2023; Chillistone e
Hardman, 2017). Como a dose do estudo é de 5mg/kg BID, esta pode ser causa de stress

gastrointestinal, como sugerido por Vaughn (2020 e 2021) e McGrath (2018) e
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observado no presente estudo em T2 com 33.3% (8/24) doentes com sinais de diarreia,
16.7% (4/24) com sinais de vomito e ainda 12.5% (3/24) sinais de hipersialia. Para obter
o efeito anti-inflamatorio e reduzir o desconforto gastrointestinal, é sugerida a
associacao de 2 mg/kg BID em conjunto com farmacos anti-inflamatérios (Alvarenga et
al,, 2023; Meija et al,, 2021) sendo este também prescrito em baixas doses (Brioschi et
al., 2020; Gamble et al., 2018). Assim como nao se encontraram diferencas significativas
entre estes sinais clinicos e a associacio do 6leo de CBD com o tratamento de
nutracéuticos, embora exista associagao do stress gastrointestinal e o aumento das
transaminases (ALT e ALKP) no periodo temporal T1.

No presente estudo prospetivo observacional, obteve-se uma linha orientativa
para aplicagdo em ambiente clinico quanto ao uso do 6leo de CBD, pois em doentes
com idade superior a 7 anos deve-se monitorizar com seriagao sanguinea de ALKP e nas
situagoes onde esta transaminase se encontre aumentada deve ser elaborado a
associagao da ALKP com o doseamento da ALT, pelo menos em tratamentos com
periodicidade de 4 semanas ou mais prolongados.

O estudo tem diversas limitagoes, pois trata-se de uma amostra pequena, embora
a recolha de dados tenha sido realizada em curto espago de tempo, sendo que o
pretendido foi a realizagao de um estudo piloto. Nao apresenta observadores cegos nem
grupo de controlo, tornando a evidéncia clinica de baixa a moderada, sendo necessario
um estudo amplo, blindado, controlado, de aplicabilidade clinica. Seria oportuno verificar
a viabilidade e tolerancia do 6leo de CBD em associagdo com outros produtos
nutracéuticos, nomeadamente anti-oxidantes e condroprotetores uma vez que nao
existem estudos publicados que comprovem cientificamente o beneficio desta

associagao.
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6. Conclusao

No estudo prospetivo observacional os valores do questionario de tolerabilidade
e da check-list de avaliagao neuroldgica foi de cerca de 95.84% e quanto a palatibilidade
do 6leo de CBD os valores para os tutores foram de 45.8% com aumento de apetite em
37.5%.

Assim podemos concluir que o uso de oleo de CBD foi toleravel e seguro.
Contudo, apenas 16.6% (4/24) nao apresentaram alteragao quanto as transaminases,
sendo indicativo de avaliagdo sérica de transaminases em periodos temporais de
tratamento de 4 semanas ou mais prolongados, nomeadamente a ALKP, considerando
o seu aumento em 70.8% (T1) e em 20.8% (T2).

Os efeitos secundarios durante o periodo do estudo foram residuais, confirmando assim
que a administragao de canabinoides na dose anti-inflamatéria em caes é toleravel, segura

e nao apresenta efeitos secundarios graves associados.
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ANEXO 1 - PARECER 13/2023 ORBEA

POLITECNICO
DE PORTALEGRE
[ ]

Org3o Responsavel pelo Bem-Estar dos Animais do Instituto Politécnico de Portalegre

ORBEA - IPPortalegre

PARECER 13/2023

O Orgao Responsavel pelo Bem-Estar dos Animais do Instituto Politécnico de Portalegre (ORBEA —
IPPortalegre), designado pelo Despacho 06/2023 do Sr. Presidente do Instituto Politécnico de
Portalegre, avaliou no dia 2 de margo de 2023 o pedido de avaliagéo do projeto/atividade intitulado/a:
Tolerancia, efeitos secundarios e seguranga da administragdo de Canabinéides em caes, cujo
promotor € Inés Alexandra Rebelo Rijo, e analisou a proposta tendo em consideracdo os
pressupostos previstos no Decreto-Lei n°® 113/2013, de 7 de agosto, designadamente:

- Envolvimento de procedimentos com animais, conforme a definigdo prevista na alinea h) do art.® 3°
do Decreto-Lei n° 113/2013, de 7 de agosto e, em caso afirmativo:

- Grau de severidade dos mesmos e adequagao do perfil da pessoa responsavel pela sua execugao;
- Objetivos previstos e seu enquadramento;

- Justificagcdo da realizagdo dos procedimentos, tendo em conta os principios dos 3R (replace,
reduce, refine);

- Envolvimento da occisdo de animais;
- Utilizagao de espécies animais sujeitas a restricdes especiais e requisitos especificos;

- Realizagéo de procedimentos excluidos do ambito de aplicagdo do Decreto-Lei n.° 113/2013, de 7
de agosto;

Na sequéncia da analise produzida por um painel de 2 avaliadores sobre a documentagéo
submetida, o ORBEA - IPPortalegre decidiu emitir PARECER FAVORAVEL & proposta, sendo que a
mesma dispensa a submissdo de pedido de autorizagdo a Diregdo Geral de Alimentagdo e
Veterinaria.

A Diretora do ORBEA — IPPortalegre,

Praga do Municipio, 11 | 7300-110 Portalegre | T +351 245 301 500 | F +351 245 330 353 | E geral@ipportalegre.pt
www.ipportalegre.pt
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ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO ESTUDO CLINICO

M\ o3 mce

veterindrio da arrdbida  CeY

Termo de consentimento — Estudo clinico

Tutor
Nome:

Numero de identificagao:

Nome do Animal:

Raca:

Idade:

Género:
o Masculino

o Feminino

Eu, , tutor do doente acima
descrito ou legalmente responsavel pelo mesmo, autorizo a utilizacdo do
maneio farmacoldgico recorrendo a um Anti-Inflamatério/Analgésico no meu
animal, segundo protocolo prescrito pelo médico veterinario (dose
5mg/Kg/BID), assim como autorizo a colheita sanguinea no dia 0, no dia 15 e
no dia 30 para estudo das enzimas hepaticas durante o més do estudo.

Declaro ter sido informado, de forma clara e objetiva, de todo o
procedimento inerente, das possiveis reagdes adversas e efeitos secundarios
(vomito, diarreia, papulas, sonoléncia e reag¢ao de hipersensibilidade l e ll ) e
na sua ocorréncia o doente serd retirado do estudo, sendo este sujeito,
imediatamente, ao tratamento adjuvante necessdrio para a estabilidade
hemodinamica.

Desta forma, assino o presente termo de consentimento, de acordo com o meu
documento de identificagao.

/ /

O Tutor
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hmsmital
ANEXO 3 - QUESTIONARIO AO TUTOR - TOLERABILIDADE

craan

veterinario da arrdbida  Cef¥tro de Reabilitacao Animal da Arrabida

hospital

X

CR

Estudo clinico — Maneio farmacolégico com

canabindides em caes
Questionario ao tutor — Q1 — Tolerabilidade

N° ficha:
Nome do cao:
Nome do Médico Veterinario:
1- O doente ficou mais sonolento apds administragcao do medicamento?
__Sim
__Nao
2- O doente apresentou mais dificuldade em levantar-se apés a toma do
medicamento?
__Sim
__Nao
3- O doente apresentou hiperatividade apés administragao do
medicamento?
__Sim
__Nao
4- O doente apresentou tremores apos administragao do medicamento?

__Sim
__Nao
5- Surgiu algum sinal de tosse apés a toma do medicamento?

__Sim
__Nao
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ANEXO 4 - QUESTIONARIO AO TUTOR - PALATIBILIDADE

hospital

craay EACR

veterinario da arrabida  Cef¥ire itacdo Animal da Arrabida

Estudo clinico — Maneio farmacolégico com

canabinodides em caes
Questionario ao tutor — Q2 — Palatibilidade

N° ficha:
Nome do cao:
Nome do Médico Veterinario:

1- O medicamento é palatavel?

__Sim
__Nao

2- Houve aumento do apetite apés a administragcao do medicamento?

__Sim
__Nao

ESAE.SA.45-Rev.0
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ANEXO 5 - CHECK-LIST NEUROLOGICA

hospital

crady ERCR

veterinario da arrabida  Céf¥tro de Reabilitacao Animal da Arrabida

Estudo clinico — Maneio farmacolégico com

canabindides em caes

Check-list neuroldgica

N° ficha:
Nome do cao:
Nome do Médico Veterinario:

1- Comportamento

__Normal
__Anormal
2- Estado Mental

__Normal
__Anormal
3- Estagao

__Normal
__Anormal
4- Propriocegao consciente

__Normal

__Anormal
5- Marcha

__Normal
__Anormal
6- Incontinéncia urinaria

__Normal
__Anormal
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7- Knuckling

__Normal
__Anormal
8- Base de apoio alargada

__Normal
__Anormal
9- Reagao de ameacga

__Normal
__Anormal
10- Reflexo pupilar a luz

__Normal
__Anormal
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ANEXO 6 - SINAIS GASTROINTESTINAIS

hospital

crady ERCR

veterinario da arrabida  Cefltro de Reabilitacao Animal da Arrabida

Estudo clinico — Maneio farmacolégico com
canabindides em caes

Sinais Gastrointestinais

N° ficha:
Nome do cao:
Nome do Médico Veterinario:

1- Vémito?
__Sim

__Nao
2- Diarreia?

__Sim

__Nao
3- Hipersialia?

__Sim
__Nao
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