MADALENA SOFIA PEREIRA LUCAS NETO

ESTUDO PRELIMINAR SOBRE A EFICACIA
ANTI-INFLAMATORIA E ANALGESICA DO
CANABIDIOL EM CAES COM OSTEOARTRITE

Orientador: Professor DoutoAr Jodo Martins
Co-Orientadora: Professora Angela Martins

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias

Faculdade de Medicina Veterinaria

Lisboa

2021



MADALENA SOFIA PEREIRA LUCAS NETO

ESTUDO PRELIMINAR SOBRE A EFICACIA
ANTI-INFLAI\/IATQRIA E ANALGESICA DO
CANABIDIOL EM CAES COM OSTEOARTRITE

Dissertacdo defendida em provas publicas para obtencdo
do Grau de Mestre em Medicina Veterinria no curso de
Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria conferido
pela  Universidade Lus6fona de Humanidades e
Tecnologias com o Despacho de Nomeacdo de Jari n°
03/2021 de 6 de Janeiro de 2021, com a seguinte

composicao:

Presidente: Professora Doutora Laurentina Pedroso
Arguente: Professor Doutor Lénio Ribeiro

Orientador: Professor Doutor Jodo Martins

Universidade Lusofona de Humanidades e Tecnologias
Faculdade de Medicina Veterinaria
Lisboa
2021









“The most dangerous phrase in the language is * we have always
done it this way’ ”

Grace Hopper



Ao,Avé Armando
A Av0 Liberata



Agradecimentos

Uma dissertacao de mestrado ¢ uma longa viagem, onde passamos por inumeros desafios,
tristezas, incertezas, alegrias e muitos percal¢os. Apesar do processo solitario a que
qualquer investigador esta destinado, retne contributos de varias pessoas, indispensaveis

para encontrar o melhor rumo em cada momento da caminhada.

Ultrapassar esta etapa s6 me foi possivel com a ajuda de grandes pessoas que nunca me

fizeram sentir so.

A Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Luséfona, especialmente a
Professora Doutora Laurentina Pedroso, por ter sempre lutado por um futuro melhor do

curso e da comunidade médica veterinaria.

Ao Hospital Veterinario da Arrabida e ao Centro de Reabilitacdo Animal da Arrabida,
por me terem proporcionado um estagio, onde pude consolidar as minhas aprendizagens
tedricas, mas acima de tudo por me ter cruzado com profissionais incriveis que de tudo
fazem pelos animais e para nos ajudar a crescer como profissionais. Obrigada também

pela ajuda na recolha das amostras necessarias para a dissertacao.

Ao meu orientador, Professor Dr. Jodo Martins agradeco toda a paciéncia, esforco, ajuda

e apoio que me deu na elaboracdo da minha dissertacdo de mestrado.

A Dra. Angela Martins, 0 meu grande exemplo a seguir neste mundo que é a Medicina
Veterindria. Uma pessoa sem igual, uma amiga e uma profissional como todos
deveriamos ser. Um obrigado néo basta para lhe agradecer todo o apoio e inspiracdo que

me deu. Este percurso sem si ndo era possivel.

Um agradecimento muito especial a Dra. Carla pela paciéncia incansavel e
disponibilidade para a revisdo estatistica do meu trabalho, sem esta preciosa ajuda ndo

seria possivel termina-lo.

A todos os Professores da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Lus6fona

de Humanidades e Tecnologias por todos 0s conhecimentos e ensinamentos transmitidos.

Um grande agradecimento as pessoas que fazem parte da minha vida todos os dias, e que

me ajudam incondicionalmente: aos meus Avés e a minha Mae por serem forgas da



natureza, por serem as pessoas mais batalhadoras que conheco e desta forma por serem
0s meus grandes exemplos de vida. Um grande obrigado pela ajuda, incentivo e

encorajamento durante todo este periodo.

A Inés, por ser sempre aquela voz na minha consciéncia, por estar sempre presente,
mesmo que as vezes a distancia; por celebrar cada conquista minha como se fosse dela.

Es uma amiga/irma!

A Raquel, companheira de todas as horas, que sempre me acompanhou, tanto na
faculdade como fora dela. Obrigada pelas tuas palavras de incentivo e positivismo sempre
no momento certo, obrigada por todas as aventuras que fizeram de nds as pessoas que

somos hoje: amigas para a vida.

A Ana Pestana por todas as noites de estudo, risadas e desesperos que passamos e

ultrapassamos juntas. Obrigada!

Ao meu querido Gongalo, que em pouco tempo se tornou uma pessoa tao essencial nesta
fase dificil da escrita da dissertacdo, sempre bem-disposto, positivo e com um abraco

sempre na altura certa.

Aos meus colegas de curso e de estagio por tudo, em especial pela amizade, tempo e

aprendizagem mutua.



Madalena Lucas Neto | Estudo preliminar sobre a eficacia anti-inflamatéria e analgésica do
canabidiol em cdes com osteoartrite

Resumo

A doenca degenerativa articular € um processo multifatorial caraterizado por ser
progressivo, debilitante e condicionante da qualidade de vida dos doentes, sendo estes
maioritariamente geriatricos.

Para a realizacdo deste estudo, foram incluidos 20 animais da espécie canina que
apresentavam um grau de claudicacdo e de dor superior a dois na escala de Millis e
Levine. Introduziu-se um protocolo de CBD no inicio do estudo, tendo os doentes sido
acompanhados e reavaliados a cada sete dias durante um més com o proposito de
compreender a evolugdo clinica, assim como, para recolher amostras sanguineas para
medicdo dos valores séricos de PCR e cortisol e ainda para que o tutor pudesse preencher
um inquérito validado (CBPI), para avaliar a evolugdo da dor e funcionalidade dos
doentes.

No final deste estudo, todos os doentes apresentaram melhorias 6bvias em todos
os parametros, tendo-se verificado a presenca de resultados estatisticamente
significativos entre a dor e 0 PCR (P= 0,009) e entre a dor e cortisol (P= 0,02).

Através da analise destes resultados, concluiu-se que os canabindides podem ser
uma opc¢do de terapéutica valida e segura que aumenta em grande percentagem a

qualidade de vida dos doentes com osteoartrite.

Palavras-chave: canabindides, osteoartrite, dor crénica, dor aguda, qualidade de

vida, cortisol, proteina-C reativa.
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Abstract

Degenerative joint disease is a multifactorial process characterized by
progressive, debilitating and conditioning the patients quality of life, who are mostly
geriatric.

For the accomplishment of this study, 20 animals of the canine species were
included. These animals presented a degree of lameness and pain superior to two in the
Millis and Levine scale. A CBD protocol was introduced at the beginning of the study,
and the patients were followed up and reassessed every seven days during a month, in
order to understand the clinical evolution, as well as to collect blood samples to measure
serum CRP values and cortisol, and also to allow the tutor to complete a validated survey
(CBPI) to assess the evolution of patients pain and functionality.

At the end of this study, all patients showed obvious improvements in all
parameters, with statistically significant results between pain and CRP (P = 0.009) and
between pain and cortisol (P = 0.02).

Through the analysis of these results, it was concluded that cannabinoids can be a
valid and safe therapy option that greatly increases the quality of life of patients with

osteoarthritis.

Key words: cannabinoids, osteoarthritis, chronic pain, acute pain, quality of life,

cortisol, reactive C protein.
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Capitulo | — Relatorio de Estagio

O estagio curricular foi realizado no Hospital Veterinario da Arrabida/Centro de
Reabilitacdo Animal da Arrabida (HVA/CRAA) no periodo de 1 de outubro de 2019 a1
de marco de 2020.

O estégio teve a duracdo de 22 semanas, totalizando 1096 horas de trabalho que
se distribuiram pelas &reas da medicina fisica e de reabilitacdo, medicina de urgéncias,
medicina interna, cirurgia e anestesia. Dentro da medicina interna foi possivel assistir e
participar na discussdo de casos nas dareas de cardiologia, oncologia, ortopedia,
dermatologia, endocrinologia, neurologia e imagiologia, sendo que nesta ultima estdo
incluidas a radiografia, ressonancia magnética, ecografia abdominal, ecografia cardiaca e
Point of Care Ultrasound (POCUS).

No ambito deste estagio, foi permitido participar ativamente em todas as rotinas
diarias, quer do hospital, quer do centro de reabilitacdo, que permitiram consolidar o
conhecimento adquirido durante as aulas tedricas e préaticas lecionadas durante o
mestrado integrado.

Por ser um hospital de referéncia em neuroreabilitacdo funcional e medicina de
urgéncia, houve uma grande prevaléncia de casos observados dentro destas duas areas.

Na tabela 1 encontram-se discriminados, por area de especialidade, o nimero total
de casos acompanhados ao longo do periodo de estagio. Apds a analise da tabela 1
conclui-se que assisti a 960 casos (medicina de reabilitacdo; ortopedia; neurologia), nos
quais estava presente o quinto sinal vital —a dor. Tendo em conta estes nimeros e o facto
de se tratar maioritariamente de doentes geriatricos e com dor crénica, desenvolveu-se
durante o estagio, um especial interesse pelo maneio da dor e por criar alternativas para
estes doentes com 0s menores efeitos secundarios possiveis. Como a maioria destes
doentes sdo animais geriatricos, existe cada vez mais a necessidade de avaliar e estudar
meios de controlo da dor alternativos aos anti-inflamatorios nédo esteroides (AINES).

Por esta raz&o, e em conjunto com a Diretora Clinica Dra. Angela Martins, deu-

se inicio ao estudo clinico desta dissertacdo de mestrado.

16
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Tabela 1: Casuistica de estagio no HVA/CRAA

Area de Especialidade NuUmero de casos
Medicina de reabilitacdo 551
Medicina de Urgéncias 603
Clinica Cirdrgica 311
Cardiologia 24
Dermatologia 90
Doengas Infeciosas 86
Endocrinologia 40
Gastroenterologia 104
Ginecologia e Obstetricia 10
Neurologia 307
Oftalmologia 32
Oncologia 192
Ortopedia 217
Pneumologia 60
Urologia/Nefrologia 74
Toxicologia 20
Total de Casos 2750
Urologia/Nefrologia ) )
Pneumonologia 3%_\ /,Toxﬁ;iogla
2%\

Ortopedia
8% Medicina de reabilitagdo
Oncologia 20%
Oftalmologia _ 7%
1% =

Medicina de Urgéncias

Ginecologia e

Obstetricia
0%

Clinica Cirargica
11%
Gastroenterologia
4%
Endocrinologia _]
1% Doencgas |

Infeciosas permatologia Cardiologia
3% 3% 1%

Gréfico 1: Casuistica de estagio no HVA/CRAA
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Grafico 2:: Distribuicao de casos dentro da neuroreabilitacdo
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Grafico 3:: Distribuicio de casos dentro da medicina de urgéncias
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Capitulo Il — Revisédo Bibliografica

1.Introducéo

A doenca degenerativa articular (DDA), ou osteoartrite (OA) na espécie canina,
pode afetar qualquer raca, tamanho e idade, assim como qualquer articulacdo, incluindo
as facetas vertebrais e articulacbes metacarpofalangica e metatarsofalangica, resultando
na degradacao da cartilagem articular, na remodelacdo do osso subcondral e na formacao
de osteofitos. Apesar deste processo ser predominantemente ndo-inflamatério, é
perpetuado por citoquinas e prostaglandinas pré-inflamatorias. O tratamento da OA tem
como objetivos o controlo da dor e a diminuig¢do dos sinais clinicos, proporcionando uma

melhor qualidade de vida ao doente. (Nelson & Couto, 2014).

A dor produz um grande impacto na qualidade de vida em medicina humana e o
mesmo pode ser transposto para a medicina veterinaria. A defini¢do da dor poderé ser um
aspeto muito subjetivo, uma vez que a sua experiéncia pode variar de individuo para
individuo, no entanto, apresenta como carateristica comum a associagdo a uma potencial
lesdo de tecido. (Williams & Craig, 2016)

Na atualidade, um dos maiores obstaculos presentes no desenvolvimento de novas
terapéuticas ou na avaliagéo critica das terapéuticas atuais ¢ a incapacidade de medir com
precisdo a dor crdnica e 0 seu impacto nos animais de companhia, podendo desta forma

ver-se comprometida a aplicacdo da melhor terapéutica possivel (Lascelles et al., 2019a).

Nas ultimas décadas, a investigacdo com objetivo de produzir o alivio da dor tém
sido um dos maiores desafios em medicina veterinaria. Neste sentido, tém-se procurado
desenvolver novas técnicas e farmacos com o objetivo de se conseguir prolongar a
qualidade de vida e a longevidade dos doentes (Nelson & Couto, 2014).

Ainda perseguindo este objetivo, tém-se observado um crescimento exponencial
de trabalhos em medicina veterinaria no sentido de se melhorar o reconhecimento e a

classificacdo da dor (Hansen, 2000).
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2. Osteoartrite

As articulagdes podem ser diferenciadas de acordo com o nimero de 0ss0s
envolvidos na formagao da mesma, a amplitude do movimento que podem apresentar ou
aforma da articulagao. Independentemente da articulacao, todas apresentam carateristicas
estruturais e funcionais comuns como: capsula articular, cavidade articular e cartilagem
articular hialina (Konig & Liebich, 2014).

A camada fibrosa externa é composta por grande gquantidade de fibras nervosas
sensoriais, que produzem grande sensibilidade a dor, sempre que ocorre lesao desta

camada ou estiramento da capsula apés inflamagao intra-articular (Dyce et al., 2017).

Figura 1: Articulagdo normal. 1- Cavidade articular; 2 — Membrana Sinovial; 3 — Cartilagem articular; 4 — Camada
fibrosa da capsula articular; 5- Periosteo; 6 — Osso compacto. (Adaptado de Dyce et al, 2017).

2.1 Caraterizacao da doenca

A DDA ou OA é definida como uma doenca ndo inflamatoria caraterizada pela
deterioracdo da cartilagem articular e pela formacdo de novo 0sso nas superficies e
margens articulares. Embora seja definida como doenca ndo inflamatoéria, tem uma
componente inflamatdria importante na sua fisiopatologia. (Renberg, 2005). Trata-se de
uma doenca multifatorial, que pode ocorrer em qualquer articulacdo, podendo ser

classificada como primaria, ou secundaria quando ocorrem defeitos anatdbmicos que

20



Madalena Lucas Neto | Estudo preliminar sobre a eficacia anti-inflamatéria e analgésica do
canabidiol em cdes com osteoartrite

causam alteracOes das forcas aplicadas nas articulacdes saudaveis. A instabilidade e
incongruéncia articular sdo fatores que predispdem para osteoartrite porque causam uma
instabilidade articular que conduz a inflamagdo da articulacdo e ao inicio da sua

degradacéo.(Osorio-Carmona & de Faria Rezende, 2014).

Este é um processo degenerativo, no qual se pode observar rutura e perda de
cartilagem articular, diminuigdo do espaco articular e consequentemente dor crénica com
periodos de agudizacdo e diminuicdo da funcionalidade da articulagdo.(Luciana et al.,
2017) (figura 2).

Perda de cartilagem

Esclerose do o0sso
subcondral

Formagéo de
osteofitos

Inflamagdo da
membrana sinovial

Figura 2: AlteragGes carateristicas da doenca degenerativa articular. (Adaptado de Nelson & Couto, 2014)

Relativamente ao diagnéstico da OA, baseia-se huma boa anamnese e exame
fisico, exames complementares como a radiografia, artroscopia, tomografia
computorizada e ressonancia magnética. Os doentes de OA apresentam quadro clinico de
claudicacdo, dificuldade no movimento apés o repouso, dificuldade em subir e descer
escadas, dor e inflamacdo articular (Penha et al., 2015). A dor é o sinal clinico mais
relevante devido ao facto de os tecidos articulares, com excecéo da cartilagem, possuirem

uma vasta rede de neurénios nociceptores (Luciana et al., 2017).
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2.2 Tratamento médico

Os principais objetivos no doente com OA sdo a reducdo do desconforto e
prevencdo da degradacdo articular, estando por esse motivo aconselhado o tratamento
sintomético, acompanhado da reducdo de peso, reducdo de exercicios de alto impacto e
reabilitacdo. As terapéuticas farmacologicas mais utilizadas tém como objetivo o controlo
da dor, inibicdo de mediadores inflamatorios e diminuicdo da degradacdo articular
(Nelson & Couto, 2014). Devido ao facto de os farmacos utilizados na atualidade estarem
associados a efeitos secundarios indesejaveis, torna-se necessario um conhecimento da
fisiologia da dor para otimizacédo da terapia. (Lamont et al., 2000)

Na atualidade, ,a abordagem médica considerada ideal denomina-se por analgesia
multimodal, nesta procura-se combinar doses baixas de varios farmacos, com o objetivo
de maximizar as vias da dor em gue se consegue atuar com o menor potencial de efeitos

secundarios possiveis (Lamont et al., 2000). Na tabela seguinte (tabela 2) pode observar-

se 0s principais farmacos utilizados na doenca degenerativa articular:

Tabela 2: Farmacos mais utilizados na osteoartrite canina.(Adaptado de Nelson & Couto, 2014)

Anti-inflamatorios néo
esteroides (AINES)
Acido Acetilsalicilico
Carprofeno

Deracoxib

Etodolac

Firicoxib

Meloxicam

Piroxicam

Nutracéuticos
Condroprotetores

Sulfato de condroitina
Glucosamina

Pentosano polisulfato de sodio
Glucosaminoglicanos
polissulfatados

Analgésicos
Tramadol
Gabapentina
Pregabalina
Amantadina

Dosagem

10-20 mg/kg PO BID

2,2 mg/kg PO BID

1-2 mg/kg PO BID

10-15 mg/kg PO SID

5 mg/kg PO SID

0,2 mg/kg PO na primeira toma e
depois 0,1 mg/kg SID

0,3 mg/kg PO EOD

Dose

10-20 mg/kg PO BID

10-20 mg/kg PO BID

3 mg/kg IM q 7 dias

3-5 mg/kg IM q 4 dias durante 1
semana e depois 1 vez por més

Dose

2-5 mg/kg PO BID ou TID
2,5-10 mg/kg PO BID ou TID
3-4 mg/kg PO BID

3-5 mg/kg PO SID
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2.3 Tratamento cirdargico

O tratamento cirargico deve ser implementado de forma a minimizar os danos
sobre as estruturas de suporte das articulacdes. Existem diversas técnicas que o médico
cirurgido pode adaptar conforme a articulacdo em questdo. A intervencdo cirirgica deve
ser considerada em alguns doentes. Esta envolve a possibilidade de resolver a causa
primaria, como por exemplo a ndo unido do processo anconeo, a fragmentacdo do
processo coronoide, a osteofitose peri-articular e lesdes de osteocondrite dissecante.
(Fossum et al., 2013).

Considerando que na atualidade, a abordagem a OA ainda é predominantemente
farmacoldgica, torna-se necessario considerar os seus efeitos secundarios (geralmente
gastrointestinais), devido ao facto de a faixa etaria mais afetada por esta patologia ser a
geriatrica.

No maneio multidisciplinar da OA podemos utilizar farmacos tais como a
gabapentina e a amantadina, contudo, encontram-se poucas evidéncias relativamente a
sua eficacia em cdes com dor relacionada com a OA. (Gamble et al., 2018). Neste sentido,
0 uso dos canabinoides é hoje em dia uma opc¢éo valida para 0 maneio da OA, uma vez

que tem sido comprovada a sua a¢éo analgésica e anti-inflamatéria. (Gamble et al., 2018).

3. Fendmeno da dor

3.1 Nocicepcéo e vias da dor

A nocicepcao consiste em trés processos distintos, a transducdo que € a traducgéo
de um estimulo nocivo em atividade elétrica por meio de recetores sensoriais, a
transmissdo que é a propagacdo dos impulsos nervosos dos recetores para o sistema
nervoso central (SNC), a modulacdo que envolve a facilitagdo ou inibi¢do por neurénios
e interneurdnios da medula espinhal. A percecdo do estimulo nocivo € o resultado da
integracdo das vias de projecdo para o tdlamo e cérebro para produzir a experiéncia
consciente final da dor. (Bell, 2018)

Existem tipos especificos de recetores sensoriais, 0s mecanoreceptores para toque
e pressao, 0s nociceptores e termoreceptores para estimulos nocivos, 0s quimiorrecetores
que detetam alteracdes quimicas e os fotorreceptores para luz. Estes recetores sensoriais

estdo associados a um érgdo sensorial especifico que deteta o estimulo com base na sua
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modalidade, localizacéo, intensidade e duracao do estimulo. (Moore, 2016). Os impulsos
dos mecanoreceptores para toque, vibracdo e propriocepgéo geral séo transmitidos pelas
fibras A-a e A-p mielinizadas. Estas fibras ascendem ipsilateralmente das colunas dorsais
da medula espinhal e fazem as sinapses nos nucleos gracil e cuneiforme do tronco
encefalico. As fibras nociceptivas tém terminacdes nervosas na pele, tecido subcutaneo,
peridsteo, articulagdes, musculos e visceras. Nociceptores e termoreceptores podem ser

especificos para um tipo de estimulo ou responder a mais do que um (Bell, 2018).

A resposta aos estimulos é proporcional a intensidade do estimulo. Os impulsos
dos nociceptores sdo transmitidos para 0 SNC por fibras A-6 ¢ fibras C. As fibras A-9,
que fornecem informag0es mais detalhadas para o SNC, sdo finamente mielinizadas e de
conducdo mais rapida e transmitem impulsos de mecanorreceptores, nociceptores e

recetores de frio que medeiam a resposta a estimulos nocivos (Gaynor & Muir, 2014).

As fibras C sdo fibras ndo mielinizadas e de condugdo mais lenta que transmitem
principalmente impulsos associados a estimulos nocivos e temperatura. A maioria dos
nociceptores de fibra C sdo de alto limiar e polimodais. A transmissdo da nocicepgao
também ¢é classificada como dor rapida e lenta. A dor rapida estd associada as fibras
nociceptivas A-6 e a dor lenta ¢ transmitida pelas fibras nociceptivas C. A lesao do tecido
leva a libertacdo de mediadores quimicos como a bradicinina e prostaglandinas que
sensibilizam ou ativam os nociceptores e que por sua vez libertam a substancia P (Gaynor
& Muir, 2014).

A substancia P vai levar a desgranulacdo dos mastdcitos e libertagdo de histamina,
0 que ativa ainda mais os nociceptores. E também a substancia P a responsavel pela
dilatacdo de vasos sanguineos e extravasamento de plasma o que resulta em edema.

No SNC de animais domésticos, as vias nociceptivas sdo multissinépticas,
bilaterais e resistentes a processos lesivos. Estas fibras nociceptivas geralmente entram
na medula espinhal através dos ganglios espinhais e raiz dorsal, fazem sinapses no corno
dorsal da substancia cinzenta dentro de laminas especificas (laminas de Rexed). O
transmissor sinaptico secretado pelas fibras aferentes da dor rapida € o glutamato através
dos receptores N-metil D-aspartato (NMDA) e o transmissor da dor lenta é a substancia
P.

Os interneuronios modulam e transmitem informacdes a curta distancia dentro da

medula espinhal. Um exemplo sdo os interneurdnios para reflexos de protecdo, como o
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reflexo flexor, no qual a estimulagdo de um unico dedo inervado por algumas fibras
sensoriais contidas num Unico segmento da medula espinhal resulta na ativacdo de
neuronios motores que contribuem para o nervo ciatico, que estdo localizados em varios
segmentos da medula espinhal. Os neurdnios aferentes transmitem as informac6es
sensoriais para o cérebro. A maioria destes neurdénios decussam e ascendem na medula
espinhal, principalmente nos feixes espinotalamico lateral e espinorreticular e alguns nos
feixes espinocervicotalamico e espinomesencefalico. Estes feixes espinhais fazem a
sinapse no nucleo ventral lateral caudal do talamo e, por fim, projetam-se no cérebro.
Embora a maior parte da fungdo percetiva da nocicepc¢do se encontre no cérebro, pode
ocorrer alguma percecdo dentro do tdlamo. As fibras A-6 e C aferentes das estruturas
viscerais alcancam o SNC através dos nervos simpatico e parassimpatico. Na tabela 3
estdo descritas as restantes fibras nervosas e suas funcGes. Os nervos simpaticos
transmitem as aferéncias viscerais através das raizes dorsais torécicas e lombares e o0s
nervos parassimpaticos transmitem as aferéncias viscerais atraves do nervo facial, nervo
glossofaringeo e nervo vago. As fibras aferentes vagais e esplancnicas terminam no
nucleo do feixe solitario, onde a integracdo da informacdo sensorial € projetada para o
tdlamo (Gaynor & Muir, 2014).

Tabela 3: Tipo de fibras nervosas periféricas. (Adaptado de Yvon et al., 2018)

Tipo de fibra Funcéao Mielinizadas Tamanho um
Aa Propriocepgéo Sim 10-20
Ab Toque e pressao Sim 5-12
Ay Tonus muscular Sim 3-6
Ao Dor e temperatura ~ Sim 2-5
B Pré: ganglionar NEo <3
autbnomo
C Dor; temperatura Nao 0,4-1,2

4. Classificacéo da dor

Na atualidade, a definicdo de dor aceite pela comunidade cientifica é a apresentada
pela Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP), que a define como ““ uma
experiéncia sensorial ou emocional desagradavel associada a leséo real ou potencial do
tecido que é descrito em termos dessa lesdo”, assim este conceito pode ser subjetivo e ndo
expresso durante uma avaliagdo quando o doente manifesta desconforto numa area

dolorosa (Hernandez-Avalos et al., 2019).
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4.1 Classificacdo da dor relativamente a sua duracéo

A dor pode ser dividida em duas categorias gerais — dor adaptativa e dor
maladaptativa. A dor adaptativa pode ser caraterizada como uma dor que tem o proposito
de proteger o organismo, promovendo a cura da lesdo. Por outro lado, a dor maladaptativa

esta associada com a atividade patolégica do sistema nervoso, ou seja, quanto mais

persistente for a dor, mais dificil sera a sua resolugdo (Millis & Levine, 2014).

4.1.1 Dor aguda — dor adaptativa

A dor aguda surge apds trauma ou inflamacao de tecidos moles. Embora ndo tenha
funcdo protetora, desempenha papel biologicamente adaptativo, uma vez que ocorre
hipersensibilizacdo da area com a lesdo (hiperalgia primaria) facilitando assim a
reparacdo dos tecidos.(Lamont et al., 2000). Nesta, a fase inicial ndo especifica é
caraterizada por vasodilatacdo local, aumento da permeabilidade capilar, edema,
migracdo de neutrdfilos e libertagdo de mediadores inflamatérios (Richardson et al.,
2020).

Os sinais clinicos associados a este tipo de dor, sdo o aumento da frequéncia
cardiaca (FC), aumento da frequéncia respiratoria (FR), aumento da pressdo arterial
sisttmica e dilatacdo pupilar. Relativamente a medicdo de pardmetros como as
concentragdes de adrenalina, norepinefrina e cortisol, apenas se demonstraram relevantes
quando associados com outros métodos de avaliacdo (Shaffran, 2014).

A componente fisiol6gica da dor consiste nos processos de transducdo,
transmissdo e modulacdo de sinais neuronais como resposta a estimulo nocivo. E deste

processo que resulta a percecao consciente da dor (Figura 3) (Lamont et al., 2000).

Percegiio (Cérebro)

Projecio —

.»// ) \‘\‘
Transmissiio

Transducio

L~ —
/ Pele \
{ Musculo
| Osso |
Articulagio /
\\.\-"ian:rna /"

Figura 3: Representacdo da transdugéo - envolve a conversdo de um estimulo nocivo num sinal neural
nociceptivo; da transmissao - processo pelo qual os sinais neuronais nociceptivos séo propagados ao
longo das fibras nervosas no local da lesdo original até ao sistema nervoso central; da modulagéo -
mecanismo pelo qual os sinais neuronais nociceptivos sdo alterados no sistema nervoso central por
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4.1.2 Dor Cronica - dor maladaptativa

A dor cronica ou maladaptativa é caraterizada como tendo duracédo de trés a seis
meses. E uma dor debilitante, que compromete a qualidade de vida do doente e nio
apresenta nenhuma funcéo bioldgica vantajosa (Lamont et al., 2000). Esta pode surgir
como consequéncia de estimulos nocivos continuos, como a inflamag&o ou pode ser

autonoma sem relacdo temporal com a causa desencadeadora (Moore, 2016).

A dor crénica ocorre apés a ativacdo das fibras C que a irdo intensificar, e 0
estimulo original vai ser interpretado pelo sistema nervoso central (SNC) como uma
sensacdo de longa duracéo. (Klaumann et al., 2008). Desencadeiam-se também alteraces
imunopatologicas, como infiltracdo de células inflamatdrias, expressdo excessiva de
genes pro-inflamatérios, desregulacdo da sinalizacdo celular e perda da fungéo de barreira
(Richardson et al., 2020). Estas alterac@es, tornam a dor croénica um processo debilitante
que pode afetar vérias dimensdes da qualidade de vida do doente, levando a grande
diminuicdo da qualidade de vida do doente e que geralmente tem fraca resposta a
medicacdo convencional (Lamont et al., 2000). E essencial compreender todos estes

fatores para avaliar e tratar com sucesso a dor cronica. (Lascelles et al., 2019a)

4.2.Classificacdo da dor relativamente a sua origem

4.2.1 Dor nociceptiva

A dor nociceptiva ocorre em resposta a estimulos nocivos e mantém-se apenas
durante a presenca do estimulo. Este tipo de dor € mediada por neurdnios sensoriais
amielinizados do tipo C ou por neurdnios mielinizados A-delta (Klaumann et al., 2008).

A dor pode ser classificada consoante o seu local de origem como dor somética
ou dor visceral. A dor somatica advém da pele e musculos e é conduzida pelas fibras A-
delta e fibras C. Geralmente € uma dor discreta e facil de localizar, devido ao facto de se
poder correlacionar uma area corporal com uma area especifica do SNC. A dor visceral
é conduzida apenas pelas fibras C e ocorre nos 6rgdos internos. Este tipo de dor é

normalmente manifestado como dor difusa (Shaffran, 2014).
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4.2.2 Dor inflamatéria

A dor inflamatdria ocorre durante a resposta do organismo a lesdo de um tecido e
a resposta inflamatoria subsequente, de forma a proteger o doente de lesées mais extensas
e permitir a recuperagdo das mesmas (Sousa, 2009; Shaffran, 2014).

Durante o processo inflamatorio, as respostas ao estimulo nocivo podem ser
intensificadas — hiperalgesia; ou a dor pode ser desencadeada por estimulos normais ndo
dolorosos — alodinia. A dor pode tornar-se num processo cronico caso ndo seja tratada
logo apos o seu inicio, assim como se pode manter ap6s a cura da lesdo (Ronchetti et al.,
2017).

4.2.3 Dor Neuropética

A dor neuropaética resulta de uma lesdo ou disfuncdo do SNC ou sistema nervoso
periférico (SNP). Esta associada a uma sensibilizacdo prolongada central como
consequéncia da estimulacdo continua das fibras C no local da leséo ou no corno dorsal
da medula espinhal (Shaffran, 2014)

O diagnostico da dor neuropética requer que haja lesdo ou doenca do sistema
somatossensorial e pode ser dificil de gerir em Medicina Veterinaria. (Fillingim et al.,
2016)

5. Monitorizacao da dor — escalas para avaliacao

O maneio da dor deve ser uma obrigacdo do Médico Veterinario, sendo também
fundamental para casos bem-sucedidos, uma vez que, a dor cronica ndo controlada pode
resultar em eutanasia prematura dos doentes (Hellyer et al., 2007).

O uso de escalas de dor apresenta vantagens na pratica clinica. A sua aplicacdo e
validagdo melhora significativamente 0 maneio da dor através da pontuacdo obtida,
funcionando assim como indicador do nivel de dor ou de analgesia adequado (Lascelles
etal., 2019a).

O desenvolvimento de parametros para avaliacdo da dor € uma area em constante
crescimento em medicina veterinaria. Estes parametros tornam-se importantes, ndo sé
para avaliacdo da dor, mas também para aplicagdo em pesquisa na industria farmacéutica

e principalmente para melhorar a qualidade de vida dos doentes (Reid et al., 2018).
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5.1 Escalas de dor aguda

Quantificar o grau de dor que um animal esta a sentir é desafiante e bastante
subjetivo. Foram desenvolvidas escalas de dor para tentar padronizar a avaliacdo da dor
numa base diaria, com diversos graus de sucesso. A dor aguda pode ser monitorizada e
avaliada através de escalas subjetivas e objetivas (White, 2013).

Para avaliacdo da dor aguda, encontra-se descritas varias escalas da dor (anexo 1).

5.2 Escalas de dor cronica

Relativamente a avaliacdo da dor cronica, torna-se essencial existir uma parceria
entre 0 médico veterinario e o tutor a fim de melhorar os resultados. Para que tal aconteca,
foram desenvolvidas escalas de dor ja validadas, que permitem avaliar a evolucdo do
doente, sendo também direcionadas para as diferentes doencas cronicas (anexo 2)
(Lascelles et al., 2019b).

6. Avaliacdo da dor

A preocupacdo publica com o bem-estar animal tem vindo a aumentar nos ultimos
anos. Os cées que estdo ao cuidado de humanos devem sofrer o minimo de stress possivel,
sendo assim necessario criar ferramentas fidedignas para quantificar e medir o nivel de
stress e de dor (Gaynor & Muir, 2014).

A existéncia de varias escalas de dor torna mais precisa a identificacdo e avaliacdo
da evolucdo da dor. No entanto, apesar de validadas, continua a pesquisa por novas
formas e biomarcadores de identificagdo do quinto sinal vital, de forma a tornar mais
eficaz a terapéutica aplicada. Como consequéncia vai ocorrer um aumento do conforto do
animal e diminuicdo dos efeitos adversos que a dor pode desencadear (\VVojtkovska et al.,
2020).

6.1 A dor e o stress

Os efeitos negativos do stress podem ser comparados aos efeitos negativos da dor,
pode-se entdo aceitar que existe uma resposta semelhante do organismo a presenca de
dor, dado que a dor por si s6 é um fator de stress. Deste modo, pode-se afirmar que
possivelmente existe uma relacdo direta entre os sinais clinicos do stress da dor (Shaffran,
2014).
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6.2 Resposta ao stress

Uma das carateristicas dos organismos Vvivos é a sua capacidade de adaptacdo a
um estimulo de stress como forma de manter a homeostasia do organismo. A resposta ao
stress é considerada um conjunto de vérias alteracBes comportamentais, enddcrinas,
imunologicas, hematologicas e metabdlicas que acontecem no sentido de repor a
homeostasia. (Mesarcova et al., 2017)

As alteragdes fisiologicas associadas a estimulos potencialmente dolorosos séo
mediadas pelo sistema nervoso simpatico e pelo eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
(HPA) (Sneddon et al., 2014).

6.3 Vias de resposta ao stress

As duas vias basicas de resposta ao stress, sdo a via simpatico-adrenal-medular
(SAM) e a via HPA. As glandulas adrenais sdo responsaveis pela producéo dos dois tipos
de hormonas libertadas durante a resposta ao stress: catecolaminas e glucocorticoides
(Mesarcova et al., 2017). A via SAM esté associada a resposta mais rapida aos estimulos
stressantes, atraves da ativacao do sistema nervoso simpatico e parassimpatico, levando-
0s a produzir catecolaminas, como a epinefrina e a norepinefrina, que vai resultar em
vasoconstri¢cdo, aumento da frequéncia e contratilidade cardiaca e aumento da pressdo
arterial média (PAM). Estas mudancas fisiologicas estdo associadas ao comportamento
de “figth or fligth”, por parte do doente. A outra via de resposta ao stress, é a ativagdo do
HPA que leva a aumento de glucocorticoides, sendo 0os mais importantes a corticosterona

e o cortisol (Mesarcova et al., 2017).

A producdo destas hormonas € regulada através de feedback negativo do nucleo
paraventricular do hipotdlamo mediado pelas hormonas corticotropina (CRH), hormona
adrenocorticotrofica (ACTH) e por células secretoras do cértex adrenal. Os niveis
elevados de glucocorticoides a longo prazo podem levar a um efeito inibitorio a nivel
central e da hipdéfise, provocando uma resisténcia ao CRH e ACTH (Figura 4). Devido a
este facto, pode ser explicado que em situacdes de stress cronico, o cortisol esteja dentro

dos valores normais ou mesmo diminuido (Shaffran, 2014).
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Hipotalamo Glindula Pituitaria Glandula Adrenal

Figura 4: Eixo HPA. Figura realizada pela autora

6.4 Fisiologia do cortisol

O cortisol é uma hormona glucocorticoide produzida nas glandulas adrenais e a
sua acao ocorre nos recetores nucleares de glucocorticoides. O seu substrato é produzido
sob a forma de colesterol (Gupta & Bhatia, 2008).

A resposta do cortisol, nos vertebrados, ¢ mediada pelo eixo HPA, o qual pode ser
definido como interface bioldgica para os estimulos sensoriais aferentes e a comunicacao
entre 0 SNC e as glandulas periféricas responsaveis pela mobilizacéo da resposta de stress
(Mesarcova et al., 2017). A ativacdo do HPA é a principal resposta ao stress, levando ao
aumento de glucocorticoides necessarios para a sua adaptacao e envolve a estimulacao de
neuronios localizados no hipotalamo que, por sua vez, vao estimular a hormona
libertadora de corticotropina, a qual estimula a libertacdo de ACTH para a corrente
sanguinea a partir da hipofise anterior. Quando a ACTH entra em circulagéo, atua na zona
fasciculata do cortex adrenal onde estimula a producdo do cortisol e aldosterona
(Aguilera, 2012).

O aumento sanguineo do cortisol, garante um aporte adequado de glucose de

forma a manter o metabolismo energético. (Everly & Lating, 2013)

Os pulsos irregulares da ACTH provocam variag@es da concentracdo plasmatica
de cortisol ao longo do dia. Este aspeto, leva a que se torne dificil avaliar os valores do
cortisol em investigacdo. Normalmente, o cortisol apresenta valores superiores durante o

inicio da manhd, sendo que estes decrescem ao longo do dia (Mitrovic, 2013).
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6.5 Papel do cortisol na dor

A primeira hormona glucocorticoide a ser libertada em resposta ao stress é o
cortisol. Os niveis de cortisol podem ser medidos no plasma, saliva ou urina como forma
de avaliacdo de situagOes dolorosas que fazem ativar o eixo HPA. A medicdo desta
hormona tem sido utilizada para avaliar diferentes procedimentos dolorosos. No entanto,
deve-se ter em conta que os niveis de cortisol plasmatico podem depender de ritmos
circadianos e ndo estarem diretamente correlacionados com a dor. Apesar destas
variagdes, o0 cortisol continua a ser um método comprovado para avaliagdo da dor, no
entanto, é necessario que realizar uma medic&o no inicio e no final do tratamento da dor
(Landa, 2012).

Quando a exposicao ao stress se torna crénica, ou seja, a exposicao a fatores de
stress € de longa duracdo e intensidade, pode levar a hiporeactividade do eixo HPA,
induzindo alteracBes tais como, a diminuicdo do nivel basal de cortisol, alteracdes
hematoldgicas, depressao, dor e apatia. Assim, niveis baixos de cortisol estdo associados
ao comprometimento do bem-estar por stress e/ou dor crénica (Hellhammer et al., 2009;
Pawluski et al., 2017)

Quando a exposicado a estes fatores € de longa duragéo e intensidade, verifica-se
uma sobrecarga que induz alteracdes como a diminuicao do nivel basal de cortisol, assim
como alteraces hematoldgicas, o sinal clinico de depressao, dor e apatia. (Pawluski et
al., 2017)

Em medicina humana tém sido desenvolvidos vérios trabalhos com vista a
investigar a relacdo entre os niveis de cortisol e a presenca de dor cronica em varias
patologias como a artrite reumatoide e OA, no entanto, nem sempre o0s resultados tém
sido consensuais. De acordo com um trabalho realizado por Villaféne et al., 2020, os
autores concluiram que ndo foi possivel confirmar a relacdo entre o cortisol e a OA
possivelmente devido a metodologia utilizada na investigacdo. Os autores, no entanto,
sugerem que o estudo da relacdo entre o cortisol e a dor cronica na OA deve continuar a
ser investigada atraves de medi¢des mais amplas da funcdo do eixo HPA, tais como
curvas diurnas do cortisol salivar, entre outras. Neste sentido, torna-se importante
investigar esta relagdo em medicina veterinaria pois podera constituir um meio objetivo,
em conjunto com ferramentas como as escalas de dor e fazendo medicdes seriadas, de
avaliacdo da dor cronica na espécie canina, permitindo também aferir a eficacia dos

tratamentos utilizados na OA.
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7. Marcadores da inflamacao

Os marcadores da inflamagdo podem ser citoquinas pré-inflamatorias, citoquinas

anti-inflamatorias, adipocinas, quimiocinas e marcadores sintetizados por hepatdcitos.

7.1 Citoquinas pro-inflamatoérias

A interleucina-6 (1L-6) € uma citoquina pleiotropica que desempenha funcées
imunes a nivel celular e humoral relacionadas com a inflamacéao, sendo produzida por
células endoteliais, células do musculo liso, mondcitos, macréfagos e adipdcitos. Esta
citoquina é mediadora central da resposta de fase aguda e a principal pré-coagulante
determinando a producdo e elevacdo das concentracdes plasmaticas de fibrinogénio,
proteina amiloide sérica (SAA) e proteina C reativa (PCR) (Turner et al., 2014).

O fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a) estd envolvido na cascata de
inflamacéo, desempenhando um papel na producéo de outras citoquinas. Tal como a IL-
6, 0 TNF-a também é um dos principais mediadores da resposta aguda. Esta citoquina
desempenha um papel duplo na regulagéo das resposta imune, porque atua tanto como
mediador pro-inflamatorio, iniciando uma resposta inflamatoria, ou como um mediador
imunossupressor inibindo o desenvolvimento de doengas autoimunes (Akdis etal., 2016).

A interleucina-1 (IL-1) produzida por mondcitos e macrdfagos, induz a
ativacdo do gene NK-k6 para a expressdo de moléculas de adeséo e citoquinas, facilitando
a agregacdo de outras moléculas inflamatdrias ao endotélio ativado (Turner et al., 2014).

A interleucina-18 (IL-18) é uma citoquina pro inflamatéria com acéo
pleiotropica que estd envolvida em funcgbes regulatorias, sendo considerada um
importante marcador inflamatorio atraves da indugdo da secrecdo da IL-6, IL-1B, TNF-a
e de moléculas de adesdo endotelial. (ICAM-1 e VCAM-1) (Germolec et al., 2018).

A CD40 e CD40L sdo considerados novos marcadores e sdéo ambos expressados
por macrofagos, linfécitos T, plaquetas, células endoteliais e células do musculo liso
(Elgueta et al., 2009).

7.2. Citoquinas anti-inflamatorias

A interleucina 10 (IL-10) é uma citoquina pleiotrépica produzida pelas células

T helper, linfocitos T, linfécitos B, mondcitos e macréfagos. Possui propriedades anti-
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inflamatdrias, cuja principal fungéo é a regulacdo do sistema imune, inibindo a expressédo

e/ou a producéo de citoquinas pro-inflamatorias (Porro et al., 2020).

7.3. Adipocinas

A adiponectina é uma proteina produzida pelos adipdcitos e possui propriedades
anti-inflamatorias. Alguns estudos referem que a adiponectina desempenha um papel na
sensibilidade a insulina e metabolismo lipico, tal como também influencia mecanismos

inflamatorios em doencas agudas e cronicas (Choi et al., 2020).

7.4. Quimiocinas

O MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) é uma proteina, tal como
0 proprio nome indica, funciona através de quimiotaxia do seu recetor com mondcitos e
macrofagos. O seu papel tem vindo a ser relacionado com a resposta inflamatoria,
mobilizando ativamente mondcitos da medula éssea para o local da inflamacéo (Ishioka
etal., 2013).

7.5. Marcadores sintetizados por hepatdcitos

A Proteina C reactiva (PCR) € uma proteina de fase aguda, sintetizada no
figado e regulada principalmente pela IL-6, TNF-a e a IL-1. Os niveis desta proteina
aumentam quando existe um processo agudo de inflamagdo, no entanto, também pode
existir aumento moderado em situacdes de doenca cronica. A PCR é um marcador Util,
sensivel mas ndo especifico de inflamagdo em cdes com doencas inflamatdrias tais como
a OA no caso de estarem afetadas mais que uma articulacdo (Gormolec et al., 2018;
Waritani et al., 2020).

Em resposta a uma lesdo tecidual ou infecdo, as concentracbes plasmaticas de
PCR podem aumentar rapidamente em 48 horas a partir dos niveis basais inferiores a 1
pg/mL. Além disso, a concentragdo de PCR também aumenta em doencas inflamatorias
cronicas, incluindo doencas cardiovasculares e autoimunes. Devido a correlacéo entre a
PCR e a inflamacéo, a PCR tem atraido grande aten¢do como marcador inespecifico para
avaliar e monitorizar o desenvolvimento de infe¢do e inflamacdo. Estudos recentes tém
demonstrado que a PCR ndo tem apenas papel na inflamacdo, mas também no sistema

imune inato (Yao et al., 2019).
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A PCR é um marcador inflamatorio, e tem sido estudada em varios trabalhos para
avaliar a evolucédo ou resposta a farmacos na OA. Num estudo realizado com cdes com
poliartrite ativa, os autores verificaram que estes apresentaram valores de PCR mais
elevados do que cdes com a doenca inativa, quando utilizados valores seriados ao longo
do tempo (Hurter et al., 2005).

O fibrinogénio é um fator de coagulacdo (fator 1), trata-se de uma proteina
produzida no figado, essencial em processos, tais como, a formacdo de coagulos
sanguineos, cicatrizacdo e inflamacdo. A sua concentracdo plasmatica eleva-se através da
acdo estimuladora da IL-1 e IL-6 e do TNF-a libertados pelo processo inflamatorio
(Falcato Vecina et al., 2006)

A proteina Amiloide Sérica A é considerada um marcador extremamente
sensivel que reflete o estado inflamatdrio agudo. E sintetizada nos hepatdcitos apos o

estimulo das citoquinas IL-6 e TNF-a (Germolec et al., 2018).

8. Sistema Endocanabinoide (ECS)

Este sistema funciona em sinergia com outros sistemas exteriores de forma a
conseguir cumprir as suas funcdes de regulacdo e bem-estar, nomeadamente com o
sistema endorfinico, imunitario e vaniloide, sendo este Ultimo responsavel por regular a
dor aguda e a dor cronica. Apesar deste sistema ser semelhante em todos 0s animais, 0s
caes tém particularidades no seu ECS, porque apresentam uma elevada concentracéo de
recetores no tronco cerebral e no cerebelo. Foi também demonstrado que para um
funcionamento do sistema endocanabinoide, é necessario que exista um nivel 6timo de
acidos gordos 6mega 3,6 e 9, uma vez que os acidos gordos sdo essenciais para as vias de
sinalizacéo (Silver, 2019).

Os endocanabindides (eCBs) sdo mediadores lipidicos, isolados no cérebro e nos
tecidos periféricos que incluem amidas, ésteres e éteres de &cidos gordos polinsaturados
de cadeia longa que mimetizam a a¢do do A9-tetrahidrocanabinol (THC) em diferentes
processos bioldgicos. Estes sdo produzidos por enzimas localizadas na membrana celular,
quando estas sdo estimuladas pela elevacdo intracelular de ides de célcio secundéria a
despolarizacdo neuronal (Battista et al., 2012).

Os eCBs mais bioativos sdo anandamida (araquidoniletanolamida; AEA) e 2-

araquidonoilglicerol (2-AG), embora a familia eCBs inclua também virodamina, éter de
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noladina e N-araquidoniletanolamida (NADA), além de homo-linoleniletanolamida
(HEA), docosatetraeniletanolamida (DEA) e outros compostos cognatos, tais como
palmitoiletanolamida (PEA) e oleoiletanolamida (OEA). Os eCBs séo libertados a partir
de precursores de fosfolipidios da membrana e embora a sintese de AEA possa ser devido
a varias rotas metabolicas, sabe-se que a fosfolipase D especifica de N-
acilfosfatidiletanolamina (NAPE-PLD) é atualmente, considerada a principal enzima
responsavel pela sintese de AEA, enquanto a fosfolipase C seguida da atividade da sn-1-
diacilglicerol lipase (DAGL) é responsavel pela sintese de 2-AG. (Micale & Drago,
2018).

A captacdo extracelular para intracelular € atribuida a um “transportador de
membrana endocanabinoide (EMT)” que absorve AEA e 2-AG (Figura 5). Existem
evidéncias de que o transporte de AEA através das membranas é mediado por proteinas.
Ap0s a recaptacdo, a atividade biologica dos ECBs é encerrada por um amido hidrélase
de &cidos gordos (FAAH) para AEA, e / ou por uma monoacilglicerol lipase especifica
(MAGL), para 2-AG. Além disso, outras enzimas como a FAAH-2 e a N-
aciletanolamina-hidrolisante de amilase acida, ligam-se com baixa afinidade e hidrolisam

AEA para libertar &cido araquidénico e etanolamina (Carvalho et al., 2017).
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Figura 5: Representacdo da sintese de AEA e 2-AG.

Legenda: 2-AG: 2-Araquidonil glicerol. AEA:Anandamida.DAGL.: Diacilglicerol Lipase FAAH: Hidrolase de Amida
de acido gordo. MAGL: Monoacilglicerol lipase. NAPE-PLD: N-acil-fosfatidiletanolamina fosfolipase D. PLC:

Fosfolipase C. TeCBs: transportadores de membrana dos endocanabinoides. (Adaptado de Carvalho et al., 2017)

A ciclooxigenase-2 (COX-2), isoenzimas de lipoxigenase (LOX) e o citocromo
P450 sdo capazes de utilizar AEA e 2-AG como substrato, o que leva a biossintese de
prostaglandinas. O modelo geral para explicar as a¢des neuromodulatérias de AEA
envolve a libertacdo de eCBs de um neuronio pés-sinaptico ap6s a estimulacdo e de
seguida a retrodifusdo para os terminais pré-sinapticos, onde a AEA ativa os recetores
CB1, modulando assim a permeabilidade da membrana neuronal para Ca2 +e K +ea
atividade de adenililciclase (Battista et al., 2012).

Apbés a sua degradacdo, o0s endocanabindides levam a libertacdo de

neurotransmissores inibindo o fluxo de calcio, que por sua vez, inibe a libertacdo de
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neurotransmissores, ocorrendo entdo uma reabsor¢éo e catabolizacdo muito rapida o que

resulta numa semivida bastante curta (Silver, 2019).

Os eCBs atuam principalmente através de recetores canabinoides, que incluem os
recetores do tipo 1 e 2 (CB1 e CB2) e mais recentemente, foi destacada a capacidade de
alguns ligantes CB e ndo CB de se ligarem também a GPR55 (possivel recetor alvo para
o tratamento da inflamacdo e da dor), sugerindo que a Ultima proteina pode atuar como
um novo recetor canabindide “tipo 3 (CB3)”. Os recetores CB sdo membros da grande
familia dos recetores acoplados a proteina G heptaélica (GPCRs), ativam as proteinas G.
Os receptores CB1 e CB2 participam de varios processos biologicos essenciais. Algumas
delas sdo: plasticidade neuronal, dor, ansiedade, inflamacdo, neuroinflamacéo, funcéo

imunologica, regulacdo metabolica e crescimento 6sseo (Cristino et al., 2020).

8.1 Recetores canabinoides

No cdo existem dois recetores canabindides, sendo estes:

O recetor canabindide 1 (CB1) tem localizagdo anatomica no sistema
nervoso e este fato foi determinado por imunohistoquimica. A maior imunoreatividade
foi de neutrdfilos no cortex cerebral, no giro dentado do hipocampo, no mesencéfalo, no
cerebelo, na medula oblonga e na substéncia cinzenta da medula espinhal (Silver, 2019).
No homem, a expressao densa de CB1 foi encontrada nas fibras do globo péalido e da
substancia negra, com base na imunoreatividade densa de CB1. No SNP, os recetores
CBL1 estdo localizados nos neurénios e nas células satélite das células mielinizadas de
Schwann e nos ganglios da raiz dorsal. Os recetores CB1 podem-se encontrar nas
glandulas salivares, nos foliculos pilosos, na pele, no hipocampo, no citoplasma de
células da camada basal e supra-basal, nas bainhas da raiz epitelial interna, nas glandulas
sebéceas, nos fibroblastos, nos mastdcitos, no cérebro, nos pulmdes, no sistema vascular,
no trato gastrointestinal e por fim no sistema reprodutor (Silver, 2019).

Como os recetores CB1 estdo principalmente localizados nas membranas pre-
sinapticas, foi demonstrado que estas podem alterar as transmissdes sinapticas de forma

a manter a homeostase (Amin & Ali, 2019).

Os recetores CB1 e CB2 estdo presentes na epiderme de cdes saudaveis e em caes
com dermatite atopica. Os queratindcitos suprabasais possuem forte imunoreatividade

para ambos os recetores CB1 e CB2, mas mais forte para CB2 em queratindcitos basais.
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Esta é uma forte indicacdo de que esses recetores sdo regulados positivamente durante a
inflamacdao epidérmica. Descobriu-se que 0s agonistas dos recetores CB1 e CB2 reduzem
a desgranulacdo dos mastocitos, que € uma etapa importante no desenvolvimento de
reacdes de hipersensibilidade. Os recetores CB2 localizam-se no citoplasma celular da
camada basal e supra-basal, dos foliculos capilares, nas bainhas da raiz epitelial externa
e interna, nas glandulas sudoriparas, nas glandulas sebaceas, nos mastdcitos, nos
fibroblastos e células endoteliais, nos linfonodos, forte imunoreatividade na zona de

células B, nos 0sso0s, nas células da glia e no baco (Pertwee, 2008).

No decorrer de uma investigacdo sobre o papel do GPR55 nos terminais pré-
sinapticos, foi demonstrado que a sua ativacdo aumenta a probabilidade de libertacdo de
Ca+ ao elevar a sua concentracdo nos terminais pré-sinapticos. Com base nestas
descobertas colocou-se a hipotese de que este recetor se comporta de forma semelhante
aos recetores canabindides ja conhecidos, alterando assim a sua denominagéo para recetor
canabindide 3 (Amin & Ali, 2019).

8.2 Recetores Vaniloides

Os recetores transiente vaniloide tipo 1 e tipo 2 (TRPV1 E TRPV2) e o potencial
recetor transiente de anquirina tipo 1 ( TRPAL) tém grandes evidencias de interacdes
diretas com os canabindides. Os recetores TRPV1 e TRPV2 permitem a passagem de
sodio, potassio e calcio atraves das membranas celulares, que por sua vez sao ativados
pela capsaicina ou por temperaturas elevadas (Amin & Ali, 2019).

O recetor TRPV1 responde a substancias pro-inflamatérias, a produtos de
lipoxigenase e € ativado pelos endocanabinoides 2-AG e AEA. De acordo com seu
papel na dor, nocicepgéo e percecédo de calor, a expressao deste recetor foi detetada em
nociceptores aferentes primarios dos ganglios da raiz dorsal, ganglios trigémeos e
ganglios vagais. Estes neurénios sdo formados por fibras nervosas ndo mielinizadas ou
mielinizadas, C ou AJ, respetivamente. A sua ativacdo enddgena depende de um baixo
pH, do endocanabindide anandamida, N-oleil-dopamina e N-araquidonoil-dopamina.
Estudos subsequentes demonstraram uma distribuicdo muito mais ampla no SNC, por
exemplo, nos neurdénios dopaminérgicos da substancia negra, no hipocampo, no
hipotdlamo, no cortex e no cerebelo. Este recetor funciona como “sensor” de estimulos
nocivos e a sua ativacao tem sido associada a dor inflamatdria e a dor neuropética (Tabrizi
etal., 2016).
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Ja os recetores TRPV2 e TRPAL séo ativados pelo THC e pelo CBD. O TRPV2
tende a estar localizado em neurdnios sensoriais, raiz do ganglio dorsal e medula espinhal.
O TRPA1 e 0 TRPV1 estdo maioritariamente localizados em neurdnios sensoriais (Amin
& Ali, 2019).

9. Cannabis sativa

As plantas de Cannabis spp. podem ser classificadas geneticamente como
canhamo ou marijuana, com base na concentracdo de THC, e outros canabinoides que
contém. A marijuana normalmente refere-se a plantas com altas concentracdes de THC,
sendo este 0 canabindide com acdo psicotropica. O cAnhamo contém maiores quantidades
de CBD, sendo que este 0 canabindide com mais propriedades farmacoldgicas, sem
provocar efeitos psicotrépicos e contém também principios ativos como 0s
fitocanabinodides, terpendides, flavondides, acidos gordos saturados e insaturados,
proteinas, hidratos de carbono, clorofilas, vitaminas e minerais (Kogan et al., 2019).

Entre os varios fitocanabinodides contidos na Cannabis spp., 0s principais
responsaveis pelos seus efeitos terapéuticos sdo o0 THC, que também é responsavel pelo
efeito psicotropico da planta e o CBD que ndo é psicoativo. A presenca de outros
fitocanabinodides como os terpendides e flavonodides também contribui para a atividade
terapéutica do CBD, ou seja, o fitocomplexo pode ser farmacologicamente mais ativo do
que os componentes individuais, gragas ao chamado “efeito de entourage ” (interagdo de
todas as moléculas presentes), que se traduz num aumento de afinidade dos mediadores
endocanabinoides enddgenos para 0s seus recetores. As atividades bioldgicas dos
fitocanabinoides sdo expressas, devido a sua capacidade de interagir com o ECS,
representado pelo conjunto de recetores canabindides, endocanabindides, enzimas
responsaveis pela sua sintese, catabolismo e genes que codificam para essas proteinas
(della Rocca & Di Salvo, 2020).

9.1. Fitocanabindides

As atividades bioldgicas dos fitocanabindides sdo expressas, gracas a sua
capacidade de interagir com o ECS, representado pelo conjunto de recetores
canabindides, endocanabindides (compostos produzidos pelo organismo que se ligam aos
referidos recetores), e enzimas responsaveis pela sua sintese e catabolismo e genes que

codificam para essas proteinas (della Rocca & Di Salvo, 2020). Na tabela 4 pode ser
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consultada a lista dos fitocanabindides mais importantes, assim como as suas acfes

farmacoldgicas.

Tabela 4: Efeitos farmacolégicos dos fitocanabindides. (McPartland, 2008)

Fltocanabinoide

THC - Tetrahidrocanabinol

CBD - canabidiol

THCV - tetraidrocanabirina

CBG - canabigerol

CBC - canabicromeno

CBDA — 4cido canabididlico

THCA — 4cido tretraidrocanabididlico

CBDV - canabidivarina

CBN - canabinol

9.3. Terpendides

Efeitos Farmacoldgicos
Anticancerigeno, anti-proliferativo,
anti e pro inflamatdrio, antioxidante,
analgésico, antiepilético, antiemético,
neuroproteccéo, euforizante e
promotor do sono

Anticancerigeno, anti-proliferativo,
antiemético, anti-inflamatorio,
antibacteriano, antidiabético,
antipsorico, antidiarreico, analgésico,
estimulante 6sseo, imunomodelador,
anti-isquémico, antiespasmadico,
vasodilatador, ansiolitico, ativa por
anandamida os recetores CB1 e CB 2

Perda de apetite, estimulante dsseo,
antiepilético, antidiabético.

Anti-proliferativo, antibacteriano

Anti-inflamatorio, analgésico,
estimulante 6sseo, antimicrobiano,
antifungico

Anticancerigeno, antiemético, anti-
inflamatério

Antiespasmadico, analgésico,
antiemético, anti-inflamatorio,
neuroproteccao, promotor de prazer,
euforia ligeira e bem-estar

Estimulante 6sseo

Analgésico, anti-inflamatorio,
anticancerigeno

O seu efeito anti-inflamatorio € causado pela ligacdo dos terpenos aos recetores
das prostaglandinas, PGE1 e / ou PGE2 (Atalay et al., 2020). Na tabela 5 estdo descritos

os terpendides e os seus efeitos farmacoldgicos.
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Tabela 5: Efeito farmacolégico dos terpendides (McPartland, 2008)

Trepenoides Efeito farmacoldgico
: Anti-inflamatorio, broncodilatador,
Pineno . ! 9
antibacteriano, neuroproteccao
. Anti-inflamatorio, anticonvulsivo, analgésico,
Linalol

ansiolitico

Anti-inflamatorio, analgésico, protecdo das

B EErTIn celulas do trato digestivo

Mirceno Efeitos sedativos, relaxante muscular
Limoneno Ansiolitico

9.4 Flavondides

As canaflavinas sdo o grupo de flavondides derivados da Cannabis sativa.
Existem 3 tipos de canaflavinas — canaflavinas A (CFL-A), canaflavinas B (CFL-B) e
canaflavinas C (CFL-C). O principal efeito farmacoldgico é o efeito anti-inflamatério e
atua através da inibicdo de duas enzimas na via inflamatéria da prostaglandina E2

(Bergman et al., 2019). As suas propriedades farmacoldgicas estdo descritas na tabela 6.

Tabela 6: Efeito farmacoldgico das canaflavinas.(Adaptado de Erridge et al., 2020)

Tipo de canaflavina Efeito Farmacologico

Inibicdo da producdo da prostaglandina E2;
CFL-A e CFL-B Aumento do poder anti-inflamatério; Atividade

parasitaria;

Atividade inibitoria de apetite; Inducéo de
CFL-Be CFL-C autofagia de células HepG2; Citotoxicidade

contra células LNCaP

9.5. Modulacéo de condicdes inflamatorias

O sistema imune é em parte regulado pelo efeito imunomodelador do sistema
endocanabinoide. As células do sistema imune tém o recetor CB2 presente na membrana
celular. E através destes recetores que existe uma resposta modulatoria por meio da
regulacdo positiva das células anti-inflamatorias, incluindo a inibi¢do da atividade pro-
inflamatoria das células T. Os mecanismos anti-inflamatdrios das células T afetados por
agonistas dos recetores canabinoides sdo a supressao de citoquinas e quimiocinas pré-

inflamatorias, inibicdo da proliferacdo de células T efetoras, promover a proliferacao de
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células T reguladoras. Os fitocanabinoides ativam o cluster de diferenciagdo (CD95), que
por sua vez induz as cascatas de linfoma de células B-2 (Bcl-2) e caspase que levam a
apoptose das células imunes, e aumentam também a producdo de IL-10, que tem
propriedades anti-inflamatdrias, ao mesmo tempo que podem reduzir a producdo de TNF-
a e outras citoquinas pro-inflamatorias. Sabe-se também que farmacos como os AINEs
farmacéuticos usam o sistema endocanabinoide, como por exemplo o paracetamol que €
metabolizado no figado e o seu subproduto, a N-araquidonoilfenolamina que funciona
como agonista do recetor de canabindide e como inibidor da recaptacdo do
endocanabinoide. Desta forma a unido terapéutica entre AINEs e canabinoides deve ser
ponderada pelo Médico Veterinario, aléem disso, o acido araquidonico também é o
principal precursor na producdo dos endocanabindides anti-inflamatorios, anandamida e
2-AG. Normalmente, as enzimas ciclo-oxigenase (COX) aceleram a degradacdo da
anandamida, o que contribui para a dor e a inflamagao. Os AINEs sé&o inibidores da COX-
2 e atuam reduzindo a degradacdo enzimatica do endocanabinoide anandamida (Atalay
et al., 2020).

Na modulagdo supraespinhal, os neurotransmissores e a transmissao sinaptica é
mediada através de uma sinalizagdo do sistema endocanabinoide. Os endocanabinoides
sdo produzidos nos terminais pos sinapticos apds uma ativagdo neuronal atraves de um
influxo de calcio, onde o0s endocanabinoides 2-AG e AEA atuam como
neurotransmissores. Os agonistas dos recetores canabinoides blogueiam a dor e também
atenuam a inflamacdo (Bruni et al., 2018). O CBD também tem demostrado efeito de
equilibrio entre antioxidantes e oxidantes. Na figura 6 pode-se observar o efeito do CBD
como antioxidante (Atalay et al., 2020).

Para além do referido, a ativacdo do CB2 permite a diminuicdo das espécies
reativas de oxigénio (ROS) e dos niveis de TNF-a, reduzindo o stress oxidativo e a
inflamacéo, sendo por esta via o efeito indireto do CBD como antioxidante (Atalay et al.,
2020).
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Efeitos antioxidantes diretos do CBD

T
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Figura 6: Efeitos antioxidantes do CBD.(Adaptado de Atalay et al., 2020).

9.6. Modulacgéo da dor

Os endocanabindides modulam a conducgdo neural dos sinais clinicos de dor,
reduzindo o sinal neural nociceptivo da dor e reduzindo a inflamacdo ao ativar os
recetores canabindides. Os recetores CB1 estdo presentes na membrana celular de
neuronios sensoriais nociceptivos e ndo nociceptivos encontrados no ganglio trigémeo e
nos ganglios da raiz dorsal e foi também constatado que os macro6fagos e mastocitos
contém recetores CB1 na membrana celular (Silver, 2019).

Os endocanabinoides anandamida e 2-AG sdo produzidos no tecido lesionado e
ativam 0s recetores canabinoides para suprimir a sensibilizacdo do nervo a sinais
nociceptivos e/ou para suprimir a inflamagéo. A anandamida modula a dor inibindo 0s
sinais nociceptivos na sinapse ativando os recetores CB1 — transforma-se pelas enzimas
COX-2 em prostamidas que sdo consideradas moléculas analgésicas - reduzindo a
inflamacéo pela ativacdo do CB2 e outros recetores. A 2-AG desempenha um papel na
modulacdo descendente da dor durante o stress agudo. Ambas as moléculas sdo
produzidas como a primeira resposta do corpo a lesdo do tecido (Woodhams et al., 2017).

Ao CBD ¢ reconhecido uma potencia de 1,5 vezes superior, no efeito anti-
inflamatorio em relagcdo ao THC (Burstein, 2015). O CBD interage com diversos sistemas

no maneio terapéutico da dor como demostrado na figura 7.
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Figura 7: Interacdo dos canabinoides com os varios sistemas.
(adaptado de Moskowitz, 2020)

9.7 Efeitos secundarios e dosagem

Na atualidade, ndo existe dosagem estabelecida para os produtos que contém
canabinoides, no entanto, varios estudos preliminares tém vindo a ser realizados para
avaliar varias dosagens e os efeitos secundarios possiveis. Foram avaliados os efeitos de
varias dosagens ao longo dos anos. Num trabalho recente, foi avaliada uma dose que foi
administrada de forma crescente entre 2 e 62 mg/kg, tendo os autores verificado que o
CBD parece ser bem tolerado em cées em altas dosagens (Vaughn et al., 2020). No
entanto, em doses altas, foram descritos alguns efeitos secundarios, entre os quais
diarreia, nausea, ataxia, sonoléncia e elevacdo da fosfatase alcalina. Destes, a diarreia tém
sido o sinal clinico mais comum assim como o vomito relacionado com o excipiente.
(Mcgrath et al., 2018).

Tal como sucede em medicina humana, com o uso de opidides no maneio da dor,
0s canabinoides apresentam uma curva de dosagem bifasica, isto é, dependendo de cada
animal uma dose maior ou menor podem ter efeitos diferentes ou mesmo deixar de ter
efeito. Por este motivo é necessario reavaliar periodicamente estes doentes de forma a

ajustar doses com vista a atingir a dose adequada (Kogan et al., 2020).
9.8. O papel dos canabindides na osteoartrite

O maneio da OA baseia-se no controlo da inflamagéo, da dor e na minimizacao

do processo degenerativo associado. Num estudo randomizado cego, realizado por
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Verrico et al., 2020, foi possivel demonstrar que o CBD pode ter um papel util no
tratamento da dor e melhorar a qualidade de vida tanto em humanos como em animais
com OA ou outras condi¢des inflamatorias, devido a sua capacidade de reducdo de
citoquinas inflamatdrias. Neste estudo foi validado tanto in vitro como in vivo o impacto
dos canabindides nas citoquinas inflamatorias e nos subconjuntos de células imunes
inatas que sdo relevantes na OA.

Num outro estudo foi comprovada a presenca de recetores endocanabinoides no
liquido sinovial de doentes com OA, enquanto que em individuos saudaveis ndo foi
detetada a presenca destes recetores, este aspeto salienta a grande vantagem terapéutica
que os canabinodides podem ter em especifico nesta doenca (Verrico et al., 2020).
Adicionalmente encontramos outros estudos que mostraram que o0s cdes tratados com
canabindides apresentaram uma reducdo significativa na dor e aumento de atividade (Idris
& Ralston, 2012; della Rocca & Di Salvo, 2020).
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10. Objetivos
Os principais objetivos deste estudo consistiram em:
1. Avaliar a eficacia dos canabindides como farmacos com propriedades analgésicas
e anti-inflamatorias recorrendo a:
a. Medicéo de biomarcadores antes, durante e no final do estudo
b. Resultados das escalas de dor obtidas pelos tutores e pelo médico
veterinario ao longo das reavaliagdes realizadas durante o estudo
2. Comprovar a seguranca do protocolo instituido com canabinoides nos doentes,

através da detecdo de possiveis efeitos secundarios

De forma a cumprir os objetivos deste estudo, foram recolhidas amostras
sanguineas para medicdo dos valores plasmaticos da PCR e cortisol e utilizadas escalas

de dor ao longo da realizagdo deste estudo.
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Capitulo 111 — Estudo Clinico

1. Materiais e métodos

O presente estudo prospetivo preliminar foi efetuado no periodo temporal
compreendido entre 1 de outubro de 2019 a 1 de margo de 2020 no HVA. O estudo foi
considerado em processo de avaliacio para o Conselho de Etica da Faculdade de

Medicina Veterinaria da Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias.

1.1 Amostra populacional, critérios de inclusdo e excluséo

Neste estudo prospetivo preliminar a amostra populacional consistiu em vinte cdes

(n=20), tendo os critérios de selecdo sido os seguintes:

1) Manifestacdo e presenca de dor osteoarticular em cées, de duracdo superior a
3 meses, considerados deste modo doentes ortopédicos cronicos;

2) Apenas cées que de acordo com a escala de claudicacdo Millis e Levine 2014
(tabela 8) apresentassem grau > 2 e segundo a escala de avaliacdo da dor de
Millis e Levine 2014 (tabela 7) apresentassem dor > 2;

3) Nao foram selecionados cdes que durante exame de reabilitagdo funcional
apresentassem sinais neuroldgicos; que fossem considerados doentes
ortopédicos de doenca degenerativa articular mas que segundo a escala de
claudicacéo e a escala de dor tinham correspondentemente grau < 2; cdes com
doencas metabdlicas tais como insuficiéncia hepatica, insuficiéncia renal,
sinais gastrointestinais e histdria de enterite ndo responsiva a antibioticos
associada a disbiose intestinal e ainda doentes enddcrinos (exemplo: sindrome
de Cushing).

No estudo teve-se em considera¢do a assinatura de formulério de consentimento
de inclusdo do doente no estudo e disponibilidade por parte dos tutores para se
apresentarem as consultas de reavaliacdo a cada sete dias durante um periodo de um més
(total de 4 visitas ao hospital), e para se responsabilizarem pela administracdo do farmaco
em estudo a cada doze horas numa cadéncia sempre igual. Foi também incutida a
responsabilidade de ser sempre 0 mesmo tutor a preencher o questionario de avalia¢do de

dor crénica CBPI em cada consulta de reavaliacao.
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O estudo ao ser preliminar foi metddico, rigoroso na avaliagdo dos doentes. Por
este motivo foi sempre efetuado pelo mesmo observador sendo este médico veterinario
instrutor e examinador da Universidade do Tennessee (UT) e conjuntamente do CCRP.
Todas as avaliacdes referidas foram filmadas com a cdmara fotografica Canon EOS Rebel
T6 (EOS 1300 D)

1.2 Desenho do estudo

Na primeira consulta (T0), os doentes foram avaliados através da realizacdo de
exame fisico direcionado a desordem de movimento, ou seja, ao sistema musculo-
esquelético. Desta forma, em todos os doentes e no membro afetado foi realizado o exame
de reabilitacdo funcional (RF), tendo sido avaliadas as articulagdes e 0ssos longos no
sentido distal para proximal e a massa muscular envolvente. Durante o exame, foi
monitorizada a dor articular, pontos de tensdo, pontos de stress e bandas de tensdo a nivel
muscular. Durante a primeira consulta, todos os doentes procederam ao exame de RF
dindmico e estatico e a avaliacdo da dor através da escala de dor de Millis & Levine,
2014, (tabela 7).

No exame dindmico todos os doentes efetuaram a marcha sempre sobre 0 mesmo
piso, sendo este ndo derrapante e com cerca de seis metros. O observador colocava-se no
inicio do corredor de seis metros, numa posi¢do com boa visualizagdo, sendo esta sempre
a mesma. Os doentes foram estimulados a exibir a marcha nos seis metros em frente e
nos seis metros de retorno e deste modo recorreu-se a escala de pontuacdo de claudicacdo
de Millis & Levine, 2014 (tabela 8).

Tabela 7:Escala de pontuacéo de avaliacéo da dor articular para cdes.(Adaptado de Millis & Levine 2014)

Escala de Dor de Millis e Levine 2014
Sem dor a palpacéao; 0
Dor ligeira, cdo vira a cabeca 1
Dor moderada, céo retrai o membro 2
Dor grave, animal vocaliza ou torna-se agressivo 3
Dor muito grave, ndo permite a palpacéo 4
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Tabela 8:Escala de pontuagado de avaliacdo da claudicacao para cées.(Adaptado de Millis & Levine 2014)

Escala de Claudicacao de Millis e Levine 2014
Marcha sem alteracdes

Claudicacao ligeira

Claudicacao obvia, com apoio do membro

Claudicacao grave com apoio do membro

A W N | O

Claudicacao intermitente sem apoio do membro

Claudicacao continua sem apoio do membro 5

Para completar a avaliacdo dos doentes, foi efetuado um questionario, validado
pela Universidade da Pensilvania (CBPI — anexo 2) para os tutores de modo a ser referido

o nivel de dor e o nivel de funcionalidade motora demonstrado pelo doente.

No final da consulta, j& com o procedimento de avaliagdo avancado, foi efetuada
arecolha sanguinea por venopuncao da veia jugular, apds tricotomia e assepsia da referida
regido. Realizou-se uma recolha répida de modo a evitar destruicdo de células ou
formacdo de coagulos, recorrendo a uma agulha de 22 a 24 gaus e seringa de 2 mL para
tubo seco. Estes procedimentos foram realizados sempre no final da consulta, na mesma
sala e sempre com 0 mesmo médico veterinario, de forma a permitir ao doente uma

habituacdo para minimizar as oscilagdes do cortisol devido ao stress.

Durante a primeira consulta foram prescritos os canabinoides da marca Anibidiol®
(formulacdo em granulado), na dose de 5mg/kg BID/PO, durante quatro semanas. Foi
transmitido aos tutores que se surgissem efeitos secundarios, os cdes teriam que ser

retirados do estudo.

1.3 Procedimento analitico da proteina C-reativa

A analise da PCR foi feita com recurso ao aparelho de analises bioquimicas
(IDEXX Catalyst One®), onde se colocou 1 microlitro de amostra com ajuda de

micropipeta e se seguiu o protocolo pré-definido pelo IDEXX Catalyst One®.
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1.4 Procedimento analitico do Cortisol

A andlise do cortisol foi realizada no aparelho de snapshot (IDEXX SNAPshot
Dx®), onde se juntou 100 picolitros de amostra com 300 picolitros de reagente e se seguiu

o0 protocolo pré-definido para a analise.

Apds a primeira consulta (TO), realizaram-se reavalia¢6es ao fim de sete dias (T1),
quinze dias (T2) e de trinta dias (T3), tendo terminado neste momento o periodo de
estudo. Durante as reavaliacdes foi efetuado exame de RF estatico e dinamico, avaliacdo
da dor (escala de dor), avaliacdo da claudicagéo (escala de claudicagédo), preenchimento
por parte do tutor do formulario (CBPI) e recolha da amostra sanguinea. Para melhor

compreensdo do estudo, analisar o diagrama representado na figura 7.
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Figura 7: Diagrama do estudo
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1.5 Recolha de Dados Clinicos

A amostra do estudo foi categorizada de acordo com o peso, raca, idade, grau de
claudicacéo, grau de dor, valores sanguineos de PCR e de cortisol obtidos ao longo dos 4

momentos do estudo (T0 a T3)

Para a categoria idade, dividiu-se a amostra em dois grupos (< 7 anos ou >7 anos).
A categoria peso, foi dividida em trés grupos (0-<15 kg; >15-<30 kg; >30 kg). Na
categoria raca foram individualizadas todas as racas presentes no estudo e 0s cdes sem

raca definida (indeterminados).

Relativamente aos valores dos graus de dor e de claudicacdo, os mesmos foram
categorizados segundo as escalas ja referidas acima (tabelas 7 e 8). Para os valores
sanguineos de PCR e cortisol foram realizadas as médias de todos os valores para se
obterem graficos de progressao ao longo do estudo. O mesmo foi efetuado para os valores
obtidos nos questionarios dos tutores, embora para o questionario dos tutores se tenha

realizado a média individual para cada doente ao longo do estudo.

1.6 Anélise Estatistica

A elaboragdo da base de dados e andlise descritiva foi realizada através do
programa informatico Microsoft Office Exel 2013® (Microsoft, EUA), este programa foi
utilizado para a realizagdo de graficos comparativos das diferentes variaveis do estudo e
para a realizacdo de gréaficos lineares para se observar a evolu¢do dos varios parametros;
Os testes de correlacdo de Pearson que avaliaram as relagGes entre o cortisol, a PCR, a

claudicacéo e a dor e foram realizados no programa GraphPad Prism verséo 9.0°
2.Resultados

A amostra constituida por 20 animais (n=20) da espécie Canis lupus familiaris,
caraterizou-se da seguinte forma: a idade variou entre 0s 6 e 0s 15 anos com uma média

de 9 anos (grafico 4).
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IDADE

<7 anos
20%

Grafico 4: Gréfico circular que representa a distribui¢do
das idades presentes na amostra.

Relativamente a categoria do peso, este esteve compreendido entre 10,2 Kg e 56
Kg, com uma média de 30,1 Kg (gréfico 5).

Grafico 5: Gréfico circular que representa a
distribuicao do peso. Formaram-se 3 grupos: 0-</5 kg;
>15-<30 kg; >30 kg

Quanto ao género, este foi composto por 10 machos e 10 fémeas. Na categoria
raca, a amostra apresentou muita variabilidade, sendo distribuida da seguinte maneira: 6
cées de raga indeterminada, 5 Labradores, 2 Pastores Alemées, 2 Cane Corsos e por um
doente de cada uma das seguintes racas: Rottweiler, Bouvier Bernois, Malinois, Epagneul

Breton e Pittbull .
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No decorrer do estudo foram obtidos valores sanguineos de cortisol em T0, T1,
T2 e T3. No gréfico 6 estdo representados os valores (ug/dl) em TO e no grafico 7 estdo

representados os valores em T3 para que seja possivel comparar a diferenca entre ambos.
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Gréfico 6: Gréfico de barras ilustrativo do valor Gréfico 7: Gréfico de barras ilustrativo do valor
de cortisol em TO de cortisol em T3

Foram também realizados dois graficos de barras representativos dos valores

sanguineos de PCR (ug/dl) obtidos em TO (gréafico 8) e em T3 (gréafico 9).

PCR TO PCR T3
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Graéfico 8: Grafico de barras ilustrativo do valor Gréfico 9: Grafico de barras ilustrativo do valor
de PCR em TO de PCR em T3
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De acordo com a informacao recolhida através do CBPI preenchido pelos tutores

realizaram-se os seguintes graficos (10 e 11) para comparagédo dos dados.

CBPI TO CBPI T3

O P, N W H U1 OO N

O R N W D U1 OO N ©

1234567 891011121314151617181920

Gréfico 10: Gréfico representativo dos Grafico 11: Gréfico representativo dos
valores de CBPI em TO valores de CBPl em T3

Adicionalmente aos parametros anteriores, durante as reavaliacdes dos doentes

foram também preenchidas duas escalas: a escala de dor e a escala de claudicacéo.

Quanto a escala de claudicacdo, verificou-se que em T0, 65% dos doentes tinha
claudicacdo de grau 3, 20% de grau 4 e 15% de grau 5, enquanto que a saida do estudo

(T3), 70% apresentava claudicacdo de grau 1 e 30% sem claudicacdo (graficos 12 e 13).

Claudicacéo TO Claudicacéo T3

0% 0% 0% 0% 0% 0%

\v v

= Marcha sem alteragdes = Marcha sem alteragdes
= Claudicacgdo ligeira = Claudicagdo ligeira
= Claudicagdo obvia, com apoio do membro = Claudicagdo obvia, com apoio do membro
Claudicagdo grave com apoio do membro Claudicacdo grave com apoio do membro
= Claudicagdo intermitente sem apoio do membro = Claudicagdo intermitente sem apoio do membro
= Claudicagdo continua sem apoio do membro = Claudicac¢do continua sem apoio do membro
Gréfico 12: Gréfico representativo dos Grafico 13: Graéfico representativo dos
graus de claudicagdo em TO graus de claudicacdo em T3

Na escala de dor verificou-se na avaliacdo inicial (gréafico 14) 70% dos doentes

apresentou dor de grau 4 ou 5 apds a palpacéo, contrastando com a avalia¢do no final do
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estudo, sendo esta 55% dos cdes sem manifestacdo de dor a palpacao, e os restantes 40%

apresentaram dor ligeira (gréafico 15).

Grau de dor TO Grau de dor T3

D

= Sem dor a palpacédo
= Sem dor a palpagdo
= Dor ligeira, cdo vira a cabeca
= Dor ligeira, cdo vira a cabeca
= Dor moderada, cdo retrai o membro
= Dor moderada, cdo retrai o membro
Dor grave, animal vocaliza ou torna-se

agressivo B . .
= Dor muito grave, ndo permite a palpacéo

Dor grave, animal vocaliza ou torna-se agressivo

= Dor muito grave, ndo permite a palpagao

Grafico 14: Gréfico representativo dos Gréfico 15: Grafico representativo dos
graus de dor em TO graus de dor em T3

No estudo foi ainda efetuada a comparagdo dos graus de dor em relacdo aos niveis
sanguineos de cortisol para a amostra (n=20). Para tal comparacao devemos interpretar o
grafico 16 em seguida, que demostra um decréscimo acentuado ao longo do periodo de

estudo.

Dor/Cortisol

0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

Dor/Cortisol

Tempo

Gréfico 16: Grafico representativo da evolucao dor/cortisol durante o tempo
de estudo
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Na comparacdo da relacéo entre do grau de claudicacao e os niveis sanguineos de

cortisol foi obtido um decréscimo, como demonstrado no gréafico 17.

Claudicacao/Cortisol

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3 ——
0.2
0.1

Claudicacao/cortisol

Tempo

Grafico 17: Gréfico representativo da evolugdo claudicacdo/cortisol durante o tempo de estudo

O mesmo se realizou para o grau de dor e os niveis de PCR obtendo uma linha
com evidente decréscimo, pois na segunda semana a média dos niveis de correlagédo de

dor/PCR foi de 1, contrastando com 2,5 da entrada.

Dor/PCR
3
2.5
x 2
O
Q15
—
o
S
0.5
0
0 1 2 3
Tempo

Grafico 18: Grafico representativo da evolugdo dor/PCR
durante o tempo de estudo
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Por fim avaliou-se a relacéo entre o grau de claudicacao e os niveis sanguineos de
PCR, tendo na segunda semana niveis de correlacdo claudicacdo/PCR inferiores a 1,5

enquanto que na entrada eram de 3.

Claudicacao/PCR

Claudicacao/PCR

Tempo

Grafico 19: Grafico representativo da evolugéo claudicacdo/PCR durante
o0 tempo de estudo

No estudo avaliou-se as diferencas entre os possiveis marcadores da dor e da
claudicacéo efetuados (nivel sanguineo de cortisol e PCR, grau de dor e claudicacao) e
as semanas de tratamento. Avaliando, como se pode verificar no grafico 20 aos 8 dias,
aos 15 dias e por fim aos 30 dias. Podemos ainda obter a informagéo que os doentes no

dia 15 obtiveram uma alteragéo de 31% no cortisol, 58% da dor.

Alteracdes entre as semanas

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%

10%
.l -

0%
8 15 30
Tempo (dias)

Alteracdo percentual relativa a semana
anterior

H cortisol dor PCR Claudicacao

Grafico 20: Alteragéo dos parametros em estudo entre as semanas
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Com o mesmo raciocinio foi efetuado o grafico 21. Este apresenta a comparagéo
das alteragbes quanto ao cortisol, dor, PCR e claudicagdo no final do estudo quando
comparado com 0 seu inicio, na admissao ao estudo. No prolongamento da analise dos
dados pode verificar-se que houve uma reducéo de 43% do cortisol, 82% da dor, 63% do
PCR e 80% da claudicagéo no dia 30 do estudo.

Alterac6es no final do estudo

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0% .
0 8 15 30
Tempo (dias)

Alteracao percentual relativaao TO

M cortisol dor PCR Claudicacao

Grafico 21: Alteragéo dos parametros em estudo entre o dia 0 e o dia 30

No estudo, de modo a enriquecer a avaliacdo dos dados obtidos foi aplicado o
teste de correlagdo de Pearson, onde é possivel observar que existe relacao direta entre as
varidveis ( R=1). A relacdo direta entre as diferentes variaveis, como se pode verificar no
grafico 22 e na tabela 9 sdo proximos de r=1 destacando a claudicacdo e a dor com valores

de r=0,97, a dor e a PCR com valor de r=0,98 e dor e o cortisol com r=0,95.

Tabela 9:Valores de correlagdo de Pearson

Dor Claudicacéo Cortisol PCR
Dor 0,97 0,95 0,98
Claudicacdo 0,97 0,85 0,94
Cortisol 0,95 0,85 0,96
PCR 0,98 0,93 0,96
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1.0
Dor
0.5
Claudicagao
0
Cortisol
- 4-05
PCR
-1.0

Dor ClaudicagaoCortisol PCR

Grafico 22: Grafico demonstrativo da correlagdo de Pearson

No que se refere a andlise estatistica com o teste de correlacdo de Pearson

obtivemos valores de p-value indicativos de relagdes entre categorias significativas e até

mesmo com elevada significancia.

Neste estudo podemos confirmar a relacdo de dois sinais clinicos pois existe uma

significancia estatistica (P= 0,031) entre o grau de claudicagdo e o grau de dor. Na

correlacdo entre os valores séricos de PCR e o grau de dor foi encontrada elevada

significancia estatistica (P= 0,009). Ja a relagdo entre niveis séricos de cortisol e 0 grau

de dor demonstrou significancia estatistica (P = 0,024) (tabela 10).

Tabela 10:Valores de p-value

Dor Claudicacdo Cortisol PCR
Dor 0,013(*) 0,024(*)  0,009(**)
Claudicacdo 0,013(*) 0,072(ns)  0,031(*)
Cortisol 0,024(*) 0,072(ns) 0,020(*)
PCR 0,009(**)  0,031(*) 0,020(*)
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3. Discussao

A OA € uma das principais causas de dor cronica na espécie canina. A dor
produzida por este processo, resulta tanto de inflamacao ativa, como de uma componente
maladaptativa causada por sensibilizacao central. O tratamento da dor produzida pela OA
pode-se revelar desafiante e implicar uma abordagem multimodal, com recurso a AINES,
gabapentina, amitriptilina, entre outros (Brioschi et al., 2020). No entanto, na atualidade
existe falta de consenso na abordagem terapéutica mais adequada para a dor resultante da
OA. Desta forma existe uma continua necessidade de pesquisa para encontrar alternativas
terapéuticas tais como o CBD (Brioschi et al., 2020). Nas tltimas trés décadas, com a
descoberta do sistema endocanabinoide e das propriedades farmacologicas do CBD, este
passou a representar uma opg¢éo terapéutica atrativa em cdes com OA (Brioschi et al.,
2020).

No presente estudo, os animais apresentaram uma média de idades de 9 anos, este
valor deve-se ao facto de terem sido selecionados cdes com doenca articular degenerativa
ou OA mais grave. De acordo com a literatura veterinaria (Anderson et al., 2020), a OA
na espécie canina pode encontrar-se em qualquer idade, mas apresenta maior incidéncia
na populagdo geriatrica, logo 0s nossos resultados vao de encontro ao esperado.

Quanto ao peso, a média foi de 30,1 kg, este resultado estd associado a presenca
na amostra de ragas de medio e grande porte, ndo se podendo também descartar a possivel
relacdo entre o aumento de peso e o desenvolvimento/ agravamento de patologias
articulares associadas a OA, tais como a displasia da anca ou a rutura do ligamento
cruzado cranial (Adams et al., 2011).

Outro aspeto importante que podemos constatar, € que a nossa amostra, apresenta
uma variabilidade racial com predominéancia das racas de grande porte (Labrador, Pastor
Aleméao, Cane Corso e Rottweiler). De acordo com a literatura veterinaria, estas racas
tém uma predisposicdo mais acentuada para o desenvolvimento progressivo de OA
associado a doencas hereditarias tais como a displasia da anca (Lavrijsen et al., 2014).

A analise aos valores do cortisol no decorrer deste estudo permitiu verificar que
os valores sanguineos de cortisol de TO ma maioria dos doentes (exceto dois) foram
superiores quando comparados com a ultima medigdo do mesmo (T3). Na analise da
correlacdo entre o cortisol e a dor, foi visivel uma diminuicao do cortisol e da dor até a
segunda semana. Estes resultados estdo de acordo com um trabalho de Aguilera, (2012),

no qual o autor refere que ap6s um estimulo de stress, principalmente se este tiver uma
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manifestacao cronica, os niveis de stress e provavelmente os niveis sanguineos de cortisol
voltam a tender para a normalidade 10 a 15 dias ap6s o final da manifestagdo do quinto
sinal vital, ou seja a dor.

A escolha do cortisol como biomarcador do stress induzido pela dor, tem sido
utilizado em investigacdo ha mais uma década, tendo como critério a ética pois € um
procedimento ndo invasivo podendo ser recolhido também nas fezes, saliva, urina
(Bodnariu, 2008) e pélo, sendo este ultimo de realizacdo rapida, simples, econémica e
ainda menos invasiva.(Mesarcova et al., 2017). Devido ao facto da cor do pelo variar
segundo as racas, o resultado final torna-se de dificil interpretacdo, pois pelos escuros tém
uma quantidade inferior de cortisol do que pelos mais claros. Ainda de acordo com um
trabalho de Svendsen & Sondergaard, (2014) existe uma relacdo estatisticamente
significante entre a cor do pelo e a concentracao de cortisol nos caes.

No presente estudo verificou-se na relacdo entre a claudicacdo e o cortisol, um
comportamento ao longo das semanas de tratamento idéntico ao da curva da dor/cortisol,
pois a partir da segunda semana a relagéo dor/cortisol e claudicacdo/cortisol tem uma
tendéncia para normalizar.

Na avaliagdo comparativa entre o biomarcador PCR na admisséo ao estudo (T0)
e PCR no final do estudo (T3), verificou-se uma diminui¢cdo exuberante, como por
exemplo o doente numero 16 em TO apresentou 2,5ug/dl tendo em T3 0,5ug/dl, ou seja,
cerca de um quinto da concentragdo sanguinea.

Quando a relagdo dor/PCR, a linha evolutiva a nivel temporal apresentou
decréscimo até a segunda semana da terapéutica médica, passando da segunda semana
para a terceira em plateau.

Na correlacéo entre claudicacdo/PCR ao longo das 4 semanas de estudo verificou-
se quanto a esta relacdo diminuicdo na primeira semana, ficando em valores semelhantes
ao longo do restante tempo. Este facto pode ser determinado pela etiologia da
claudicacdo, pois esta pode ter carater primordial na dor cronica e ndo na inflamacao, pois
como sabemos a PCR é um marcador inespecifico na infecdo/inflamacédo e ainda do
sistema imune inato. (Yao et al., 2019)

O protocolo farmacoldgico do estudo usou a dose de 5mg/kg BID, PO, sendo esta
dose ligeiramente superior a prescrita por Kogan et al., 2020, no tratamento de OA. No

entanto, € uma dose terapéutica segura que procura evitar os efeitos secundarios do CBD-
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THC, isto de acordo com um trabalho de Vaughn et al., 2020, em que os autores
investigaram um intervalo terapéutico abrangente compreendido entre 2-62 mg/kg.

Ja num trabalho de Costa et al., 2007, os autores administraram CBD a 2,5 a 20
mg/Kg, PO com o objetivo de controlar dor neuropatica, no entanto, para controlar dor
com etiologia inflamatdria a dose administrada foi de 20mg/kg. Mais uma vez, a dose
terapéutica de CBD utilizada no nosso estudo enquadra-se dentro das linhas orientativas
que permitem reducdo da hiperalgesia com ativagdo dos CBDs nos recetores TRPV1.

Se compararmos a dose terapéutica de 5mg/kg BID prescrita para 0S nossos
doentes com presenca de dor cronica, embora numa situacdo de agudizacdo do processo
degenerativo, portanto perante a cascata complexa inflamatoria, com a dose elaborada no
estudo de Brioschi et al., (2020), ndo devemos deixar de aprofundar que o mesmo
elaborou dos dois grupos de estudo que tinham como constante a administracdo de
farmacos anti-inflamatérios esteroides ou ndo esteroides associados com gabapentina e
amitriptilina, ou seja, um protocolo farmacologico multimodal, enquanto que 0 nosso
pretendia que 0 CBD demonstrasse por si s6 um poder anti-inflamatério (Brioschi et al.,
2020). Ambos os estudos estdo de acordo com o facto de a administracdo de CBD ter sido
sempre bem tolerada e sem presenca de efeitos secundarios, principalmente o0s
gastrointestinais. De referir que as vias de administracdo foram diferentes, pois para
Brioschi et al., 2020, a administracdo foi formulada em oleo e absorvida por via
transmucosa oral.

Segundo Gamble et al., 2018, perante a necessidade de controlo de dor cronica, a
dose de 2 a 8 mg/kg, BID de 6leo enriquecido de CBD permite atingir um estado de
conforto e de mobilidade nos cdes com OA. .Este aspeto sai refor¢ado, pois foram
encontrados recetores endocanabinoides no liquido sinovial e deste modo a dose
escolhida para o nosso estudo esta de acordo com a capacidade de possivel decréscimo
das enzimas COX e ainda agonismo do TRVP-1 por via vaniloide.(Bruni et al., 2018;
Gamble et al., 2018; Richardson et al., 2020).

Os tutores desempenharam um papel primordial pois sdo um veiculo essencial na
avaliacdo diaria do doente e como tal fizeram os questionarios CBPI a cada semana para
descrever a funcionalidade e bem-estar dos doentes na semana anterior, tal como o
utilizado por Brioschi et al., 2020, por via e-mail ou em salas de consulta com os tutores.
Esta escala da dor cronica permitiu elaborar o gréfico representativo a entrada e a saida

do estudo, e foi possivel constatar que se produziu em todos os doentes uma pontuacgéo
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mais baixa, sendo interpretado como uma melhor funcionalidade e consequentemente um
aumento de qualidade de vida dos doentes (Brioschi et al., 2020).

A relacdo entre médico veterinario e tutor deve ser profissional, mas também
complementar, e 0 médico veterinario deve estar informado de modo a retirar as duvidas
existentes pelo tutor. No estudo de Kogan et al., 2019, cerca de 83% dos médicos
veterinarios raramente ou nunca prescreveram produtos com CBD. A razdo para tdo
elevada percentagem foi justificada por desconhecimento do efeito terapéutico e pelo seu
efeito toxico. Neste tipo de estudos € importante ndo ocorrerem efeitos secundarios
(Kogan et al., 2019), e no nosso nenhum doente o0s apresentou.

Em medicina humana foi comprovado que a terapéutica por CBD é segura, um
dos estudos foi efetuado em 400 pessoas que exibiam dor cronica, foi descrito que pode
ser utilizado de forma prolongada e que reduz consideravelmente a dor permitindo
elevada qualidade de vida (Gulbransen et al., 2020). Assim, o uso do CBD em medicina
humana necessita de regulamentacdo e de divulgacdo de informacéo sobre o potencial
terapéutico e de bem estar do CBD, para que possa entdo ser cada vez mais aceite em
medicina veterinaria (Argueta et al., 2020).

Em medicina veterinaria a desordem do movimento pode ser derivada de diversas
etiologias. No presente estudo, a desordem de movimento esta associada a doenca
degenerativa, por esta razdo, surge o sinal clinico de claudicacdo, 100% dos doentes em
TO tinham grau de claudicacdo superior a 2, enquanto que a saida em T3 70%
apresentavam claudicacéo de grau 1 e 30% auséncia deste sinal clinico. O mesmo ocorreu
em relacdo ao grau de dor, em que 95% da populacédo apresentava dor, contrastando com
55% dos doentes sem manifestacao de dor e 40% apenas com manifestacdo de dor ligeira
em T3. Tal pode ser justificado pela producdo dos endocanabinoides AEA e 2-AG
produzidos no tecido lesionado ativando os recetores canabindides de modo a suprimir a
dor e a inflamagéo (Woodhams et al., 2017). O recetor endocanabinoide 2-AG tem um
papel na diminuicdo da expressdo aguda das IL-1 e IL-6 e TNF-a, para além do seu efeito
antioxidante no ROS, portanto, o seu maior papel tem sido a regulagdo das condicGes
inflamatdrias do SNC e ainda em processos oxidativos, possivelmente modelados pelos
astrocitos e a microglia (Riquelme-sandoval et al., 2020).

Estudos referem que os endocanabinoides 2-AG e AEA foram encontradas no
liquido sinovial em individuos com OA, ndo tendo 0 mesmo ocorrido em individuos

saudaveis (Richardson et al., 2008), sugerindo que a introducdo dos canabinoides deve
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ser avaliada no conceito multimodal. E de conhecimento cientifico que a presenca e
regulacdo dos recetores TRPV1 nos tecidos articulares incluindo a cartilagem pode ser
efetuada pelos canabinoides, passando esta estimulacdo pelos canabindides e recetores
TRPV1 sendo esta uma promessa em relacéo a eficacia do maneio da dor.

Embora no presente estudo a via de absorcéo e o0 excipiente sejam questionaveis
pois a formulacdo ndo era oleosa, mas tinha presente na composi¢cdo do granulado
diferentes émegas, permitiu observar que os doentes na segunda semana obtiveram 31%
de decréscimo em relacdo a concentracdo sanguinea de cortisol em relacdo a semana
anterior e 58% de decréscimo na escala da dor em relagdo aos valores da semana anterior.
Também se verificou que o pico de acdo dos canabindides ocorre geralmente na segunda
semana de tratamento, pois ndo houve alteragdes significativas na comparagdo da
segunda semana com a Ultima semana. Segundo Wakshlag et al., 2020, o excipiente com
base em 6leo de sésamo e lecitina demostrou aumento da concentracéo e retencéo de CBD
e de THC, concluindo que para existir uma maior absorcédo e retencdo das moléculas a
base devera ser em forma de 6leo. Quando comparado o estudo de Wakshlag et al., 2020
com o estudo aqui apresentado, podemos encontrar algumas semelhangas como por
exemplo a base do Anibidiol® ser de émegas 3 de 6 e de 9 que também sdo percursores
de gorduras, apesar da sua formulacdo em granulado poder tornar a sua absorcao total
questionavel (Wakshlag et al., 2020).

Todos os doentes do estudo (n=20) obtiveram melhorias quanto a bem-estar e a
mobilidade, e desde a admissao até & alta médica os biomarcadores analiticos diminuiram,
tendo o cortisol sofrido uma reducéo de 43% e a PCR de 63%. Quando a escala de dor e
claudicacdo, a reducdo foi de 82% e 80% respetivamente. Estes sdo valores interessantes,
mas que devem ser interpretados de forma cuidadosa devido ao nimero reduzido da
amostra do estudo, para além deste aspeto, todos 0s doentes no momento da admissao ao
estudo tinham o biomarcador cortisol dentro do intervalo normal, sendo este de 2 a 6
ug/dl. Esta evidéncia analitica e clinica possivelmente deve-se ao efeito dos canabindides
atuarem nos recetores pré-sinapticos permitindo a sua libertacdo na membrana pés-
sinaptica dos axénios inibindo o influxo intracelular de calcio (Riquelme-sandoval et al.,
2020), sabendo que este estd diretamente relacionado com a libertacdo de
neurotransmissores e deste modo ocorre a sua inibicdo. Temos que ter presente que 0s
canabindides sdo de rapida reabsorcdo assim como catabolizagdo terminando com vida

de acdo curta ( Silver, 2019; Riquelme-sandoval et al., 2020).

66



Madalena Lucas Neto | Estudo preliminar sobre a eficacia anti-inflamatéria e analgésica do
canabidiol em cdes com osteoartrite

A relagdo direta entre a dor/ PCR e a dor/cortisol correspondentemente com o
valor de r=0,98 e r=0,95 reforcam a tendéncia de que se deve sugerir a prescrigdo dos
canabin0ides nos processos cronicos e agudizados. Para além dos valores do coeficiente
de correlacdo, verificou-se também elevada significancia estatistica entre os valores
séricos de PCR e o grau de dor (P= 0,009), assim como entre valores séricos de cortisol
e 0 grau de dor (P= 0,024). Estes resultados talvez possam refletir o papel
dessensibilizante, lider de atividade analgésica paradoxal (Atalay et al., 2020), induzindo
provavelmente um estado de anti-hiperalgesia em relacdo ao SNP (Sanchez-Aparicio et
al., 2020).

Sendo este um estudo preliminar e realizado em ambito clinico teve algumas
limitagBes, sendo as primeiras, 0 numero reduzido de doentes e a auséncia de grupo de
controlo.

O nosso estudo podia ter sido elaborado com uma metodologia semelhante ao de
Brioschi et al., 2020, no entanto, nesse trabalho todos os doentes tiveram a administracéo
de AINES juntamente com o CBD. No entanto a reviséo bibliografica realizada, permite
concluir que esta associacdo seria discutivel no nosso trabalho, pelo facto de existir um
antagonismo entre os endocanabinodides e 0s recetores COX, ou seja no caso da
administracdo dos dois em concomitancia ndo poderiam ser tiradas conclusbes porque
ndo seria possivel separar a agdo terapéutica dos 2 farmacos.

Outra das limitagdes esta associada ao facto de ndo se ter escolhido os marcadores
com maior evidéncia de controlo para a OA, como por exemplo a IL-6 ou 0 TNF-a, mas
neste estudo optou-se por se utilizar material de ambiente clinico.

Por fim, podemos também considerar que um dos aspetos que podera ser
melhorado em futuros estudos, relaciona-se com o facto de néo se ter realizado ajuste da
dose ao fim de 15 dias, periodo no qual é atingido o efeito plateau. De acordo com Kogan
et al., 2020, os canabindides apresentam uma curva de dosagem bifésica, ou seja, que
cada animal pode ter uma resposta diferente dependendo da dose, muito provavelmente
alguns doentes precisariam de um ajuste da dose, dentro do intervalo terapéutico

conhecido, para que continuassem a melhorar o quadro clinico.
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4. Conclusao

Os canabindides mostraram ter um efeito terapéutico positivo em animais com
OA. Para que a sua utilizacdo passe a ser realizada com maior frequéncia, torna-se
necessario o desenvolvimento de novos estudos e a criacdo de regulamentagéo por parte
das entidades responsaveis, para que possa criar confianca por parte do médico
veterinario na prescri¢do deste tipo de produtos, e uma maior confianca e aceitacdo por
parte do tutor.

A criacdo desta regulamentacdo, ird conduzir consequentemente uma maior
divulgacdo do CBD e informacdo do médico veterinario e como tal uma prescri¢ao cada
vez mais adequada a cada doente.

Através do nosso estudo podemos concluir que o0s canabindides sdo seguros na
dose de 5mg/kg BID, PO e que aportam melhorias na qualidade de vida dos doentes,
melhorando o grau de dor e de mobilidade, sem efeitos secundarios descritos durante o
periodo do mesmo, sugerindo assim que os canabinodides podem ser utilizados como

terapéutica isolada em casos de dor cronica.
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Anexos
Anexo 1: Escalas de dor aguda
Anexo 1.1: Escalas de dor objetivas

Escala composta de dor de Glasgow (GCMPS): Escala de dor validada para
avaliar a dor aguda em cées. Baseia-se numa pontuacdo mediante o comportamento do
doente. E composta por sete carateristicas- comportamento e reacdes em relagdo as
pessoas, postura, mobilidade, atividade, resposta a estimulos externos, tratamento da area

dolorosa e vocalizagdes.

Escala composta de dor de Glasgow — Forma abreviada (GCMPS-SF):
Surgiu como uma modificacdo abreviada da GCMPS para que seja mais
pratica e especifica em situagBes de dor aguda nas quais o doente devera

receber tratamento analgésico de forma urgente.

SHORT FORM OF THE GLASGOW COMPOSITE PAIN SCALE

Dog's name
Hospital Number Date | f Time
Surgery Yes/No (delete as appropaate)

Procedure or Condition

I the sections balow please cvcie the appropriate score in each iist and sum these lo gve the folal score.
A. Look at dog In Kennel

Is the dog?
m )
Cuiot 0 lIgnonng any wound of painful area 0
Looking at wound or painful area 1
gmnvor ; LLickmg wound of panful area 2
s 3 Rubbing wound or painful area 3
Chewing wound or panful area 4

In the case of spinal, pelvic or multiple limb fractures, or where assistanca is
required to aid locomotion do not carry out section B and proceed to €
Please tick if this is the case [] than proceed to C.

B. Put lead on dog and lead out of the kennel. C. If it has a wound or painful area
including abdomen, apply gentie pressure 2

inches round the site.
When the dog rises/walks is it?
(i) Does it?
Normal 0 (4]
Lame 1 Do nothing 0
Slow or reluctant 2 Look round 1
Suft 3 Flinch 2
It refuses o move 4 Growl or guard area 3
Snap 4
Cry 5
D. Overall
Is the dog? Is the dog?
v v
Happy and content or happy and bouncy o Comionabie 0
Cuet 1 Unsattied 1
OF non @ 10 Sur o 2 Restiess 2
Nervous of anxous of fearful 3 Hunched or lense 3
Depressed or non-responsive o shmulabon 4 Rigid Fl
D Univerty of Glasgow Total Score (Hil+i+v+vvi) =

Figura 7: Escala abreviada de Glasgow
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Escala de Dor da Universidade de Melbourne (UMPS): Avalia a dor em cdes,

considerando o seu comportamento e constantes fisioldgicas como base de avaliagéo.

| Descricao

Walor

Fisiologicamente Nomnal

1

Pupilas Dilatadas

Percantagem de aumento da FC COMmparada oom a pre-operakosia
»20%

0%

=100%

¢. Escolha apenas uma

|Percentagem de aumenta de FR comparada com a pré-operatina
0%

»50%

=100%

d. Escolha apenas uma

e Temperanma rectal scima da de referencia

f Salivagao

- RESPOSTA A FM_F‘AI;.HD

Sem alteragoes para a pre-operatoria
Escolha apenas uma DefesaReacgdn” aquando a palpacio
Defesal 30" antes da 3

RN = ] 1 [N S - 3 =

bB- ACTWVIDADE

Em repouso: Damme

Em repouso: Semiconscients
Em repouso: Alerta

Ciome

Ceeprirmidio

Ralling

Escolher apenas uma

- ESTADO MENTAL T

ubmessivo
Amigavel
Desconfiado
SED

Escolha apenas uma

E POSTURA

a. Cifende & protege a area afectada (inclui a posicao fetal)

Decubito lateral
Declbite Estemnal
b. Escolha apenas uma Serzmdueesl:'iljm. Cabeca levantada
: Estatico, Cabega pendente
Em mowimento
Postura anommal (ex. posicio de reza ou cuvado)

VAT

Mz vocaliza

Vocalizagdo quando manipulado
Vocalizagdo intemitents
Vocalizzodo constants

Escolha apenas uma

‘escolha apenas ura”. A minima pontuagSo de dor possivel € 0 e a maxima pontuagdo de dor possivel & 27

[enire a pontuago pré- e pos-cinbmgica $MNao indui ladrar de alerta.

0 examinador consulta as descrighes em cada categoria e decide qual a que aproxima mais do comportammets de clo . O
alor da descrigSo seleccionada € adiconado 3pontuacdo d dor. Algumas das descripdes 30 mutuamente exciusivas (s.g u
250 N30 pode estar em declibito lateral ou de pé ao mesme tempo), estando nestes casos as descrigies agnupadas coman

* InciLi virar a cabega para o lado da zona afectada; morder, lamber ou amanhar a ferida; tentar morder o avaliador; misculos
kensos e posicSo protectora. t Mesta categoria & necessério ter em conta a avaliagio pré-cinirgica, para estabelecar um
comportamento de deminancia‘agressividade normal para o cdo. A pontuagde adquirida nesta categona € a diferenga :H:nsu:ﬂutal

Figura 8: Escala de dor de Melboune
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Escala de Dor da Universidade de Colorado: Esta escala € uma das poucas

especificas disponiveis para avaliar a dor em cées e gatos. inclui esquemas que ajudam o

médico veterinario a identificar mais facilmente o nivel de dor com base na postura do

doente.

o

University

Colorado State University
Veterinary Medical Center

Feline Acute Pain Scale

Comments

Date
Time
[ Animal is sleeping, but can be d - Mot I d for pain
[0 Animal can’t be aroused, check vital signs, assess therapy
Ps: ical & Behavioral Response to Palpation Body Tension
[0 Content and quiet when unattended [0 Mot bothered by palpation of
[ Comfortable when resting wound or surgery site, or o Minimal
=] d in or curious about di palpation elsewh

[ Signs are often subtle and not easily detectad in
the hospital setting: more likely to be detactad by
the ownen(s) at home
[ Earliest signs at home may be withdrawal from [ May or may nol react to palpation Mikd
surroundings or change in normal routine of wound aor surgery site
O In the hospital, may be contant or lightly unsettied
Less interested in surroundings but will loak
around to see whal is going on

[ Decreased responsiveness, seeks solitude
[ Quiet. loss of brightness in eyes
[ Lays curled up or sits tucked up (all four feet [0 Responds aggressively or tries to

under body, shoulders hunched, head held escape if painful area is palpated Mild ta Madarata
slightly kower than shoulders, tail curked tightly ar approached
around body) with ayes partially or mosty closed [ Tolerates attention, may even perk Reassess
[ Hair coat appears rough o fluflad up e e T e et el analgesic plan
[ May intensively groom an area that is painful or araa is avoided
irritating
Oo d appetite, not i d in food

O Tender to palpation
X Warm
W Tense

B 2006/PW Hellyer, SR Uhrig, NG Robinson

Figura 9: Escala de Dor da Universidade de Colorado
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Anexo 1.2: Escalas de dor subjetivas

Sistemas de pontuacao preditiva (PSS): Avalia o grau de dor que é expectavel o
doente sentir apds determinado procedimento e assim conseguir planear um protocolo
anestésico adequado.

Escalas descritivas simples (SDS): Avalia a dor de uma forma estatistica. A maior

desvantagem desta escala é a dificuldade de avaliar mudancas na intensidade da dor

Ezcala Descritiva Simples
Sem Doz Dor Dor Dor
Dor Leve Moderada Forte Pior que existe

Figura 10: Escala descritiva simples

Escala de avaliacdo numérica (NRS): Avaliacdo numérica de zero a dez, em que

zero é a auséncia de dor e dez é a dor mais intensa.

0-10 Numeric Pain Intensity Scale

L] 1 2z 3 4 5 [ 7 ] ! 1m
N U e T T D A O

M ATild Pain Blndernte Sovere Waorst
Faln Fain Pain Passiblc

Figura 11: Escala de avaliagdo numérica
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Escala visual analdgica (VAS): Utiliza uma linha de 100 milimetros, em que zero
é considerado auséncia de dor e cem é considerada dor maxima. E medida através da

distancia entre o ponto inicial e o local onde a marca foi colocada

ESCALA VISUAL ANALOGICA

Nenhuma dor EEVE

INTENS A Dor insuportdvel

Figura 12: Escala visual anal6gica
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Anexo 2: Escalas de dor cronica

“American College of Veterinary Surgeons (ACVS) Canine Orthopedic Index”:
Escala para avaliar a funcdo dos membros e a amplitude da marcha na doenca

degenerativa articular, a osteoartrite canina

(Study ID)

Today'sDale=| | |/| | |/| | | ‘:Dj:l
Month Day Year

Canine Orthopedic Index

Description of Stiffness

The following questions concem the amonnt of joint stiffness yonr dog has experienced in fhe past 7 days.
Stiffness is the restriction or slowness in fhe ease with which yonr dog moves his/herjoints.
Please select ome answer for each question below.

1. How severe is your dog's stiffness after first wakening in the morming?

O None O Mild O Moderate O Severe O Extreme

2. Later in the day, how severe is your dog's stiffness after lying down for at least 15 minntes?

O None O Mild O Moderate O Severe O Extreme

3. How much of a problem does yonr dog have rising to standing after lying down for at least 15 minntes?

O No problems O Mildproblems (O Moderate problems (O Severe problems (G Extreme problems

4. In general, over fhe past 7 days, how much difficulty has yonr dog had with his or her joints?

O None O Mild O Moderate O Severe O Extreme

Description of Function

Please indicate how much of a problem each of the following activities has been for your dog over the past 7 days.
Please select ome answer for each question below.

5. Jamping up (as in getting into the car or onto the bed) ?

O No O Mild O Moderate O Severe O Extreme
problems problems problems problems problems

6. Jamping down (asin getting ont of the car or off of the bed) ?

C No C Mild O Moderate O Severe O Extreme
problems problems problems problems problems

7. Ciimbing up (as in stairs, ramps or curbs) ?

O No O wild O Moderate O Severe O Extreme
problems problems problems problems problems

8. Climbing down (as in stairs, amps or curbs) ?

O No O mild O Moderate O Severe O Extreme
problems problems problems problems problems

Figura 13: Canine Orthopedic Index

VI
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“Canine Brief Pain Inventory (CBPI)”: A CBPI avalia a intensidade da dor e a
interferéncia que pode ter na qualidade de vida no quotidiano do doente. E direcionada

para avaliacdo de osteoartrite e dor oncoldgica.

Canine Brief Pain Inventory

Description of pain:
Rate your dog's pain:
1. Fill in the oval next to the one number that best describes the pain at its worst in the last 7days.
Oo 01 O2 O3 O4 Os Os6 7 O8 O9 O 10

No pain Extreme pain

2. Fill in the oval next to the one number that best describes the pain at its least in the last 7 days

Qo O1 O2 O3 O4 Os Osg 7 O8 O9 O 10

No pain Extreme pain

3. Fill in the oval next to the one number that best describes the pain at its average in the last 7 days.

Oo O1 O2 O3 O4 Os Os6 07 O8 O9 O 10

No pain Extreme pain

4. Fill in the oval next to the one number that best describes the pain as it is right now.

Qo O1 O2 O3 O4 Os Osg 7 O8 Og9 O 10

No pain Extreme pain

Description of function:

Fill in the oval next to the one number that best describes how during the last 7 days pain has interfered with
your dog's:

5. General Activity
Qo O1 O2 O3 O4 Os Osg 7 O8 O9 O 10

Does not interfere Completely interferes

6. Enjoyment of Life
Qo O1 O2 O3 O4 Os Os6 ©O7 O8 O9 O 10

Does not interfere Completely interferes

7. Ability to Rise to Standing From Lying Down
Qo O1 O2 O3 O4 Os Osg 7 O8 O9 O 10

Does not interfere Completely interferes

Figura 14: Canine Breif Pain Inventory

VIl
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“Helsinki Chronic Pain Index”: Escala criada para avaliacdo do grau
de dor cronica em cdes com doenca degenerativa articular denominada

osteoartrite.

Dog’s Name: Date:

Helsinki Chronic Pain Index

Hielm-Bjorkman HK, Rita H, Tulamo R-M. Psychometric testing of the Helsinki chronic pain index by
completion of a questionnaire in Finnish by owners of dogs with chronic signs of pain caused by
osteoarthritis. Am | Vet Res. 70: 727 - 734, 2009.

(As translated from Finnish to English)

Circle the pain and function description that best represents your dog’s
behaviour:

Rate your dog’s attitude and/or mood:

0 1 2 3 4
Very alert Alert Neither alert Disinterested Very
nor disinterested/
disinterested lethargic

Rate your dog’s willingness to participate in play or interact:
0 1 2 3 4
Very willing Willing Reluctant Very reluctant Does not
participate or
interact at all

Rate your dog’s frequency in vocalization or discomfort behaviour (audible whining,
grunting, yelping, or unusual licking):
0 1 2 3 4
Never Hardly ever I Sometimes | Often I Very often

Rate your dog’s eagerness to walk:
0 1 2 3 4
Very eager Eager Reluctant Very reluctant | Does not want
to walk at all

Rate your dog’s ability and/or willingness to walk up and/or down stairs:
0 1 2 3 4
Very Willing/able Reluctant Very Does not do stairs
willing/able reluctant at all

Figura 15: Helsinki Chronic Pain index

VIl
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Dog’s Name: Date:

Helsinki Chronic Pain Index con’t

Rate your dog'’s ability and/or willingness to run:

0 1 2 3 4
Very Willing/able Reluctant Very Does not run at all
willing/able reluctant

Rate your dog’s ability and/or willingness to jump (onto bed, couch, vehicle, etc):

0 1 2 3 4
Very Willing/able Reluctant Very Does not jump at
willing/able reluctant all

Rate your dog’s ease in lying down:

0 1 2 3 4
Very easy Easy Neither easy Difficult Very difficult
nor difficult

Rate your dog’s rising from a down position:

0 1 2 3 4
Very easy Easy Neither easy Difficult Very difficult
nor difficult

Rate your dog’s ease of movement after a long rest:

0 1 2 3 4
Very easy Easy Neither easy Difficult Very difficult
nor difficult

Rate your dog’s ease of movement during and/or after exercise/walks (tired, dragging
feet, scuffing nails, lying down):

0 1 2 3 4
Very easy Easy Neither easy Difficult Very difficult
nor difficult

Figura 15: Helsinki Chronic Pain index
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“Liverpool Osteoarthritis in Dogs”: Avalia a mobilidade que apresenta o doente
com osteoartrite.

For office use only Referance limb: LF O RF O LHO RHO
Background
1. How long has your pet been suffering with his/her mobility problem?
o o o o o
Up to & months 12 months 12-24 months 24-36 months mere than 36 months

2. Has your dog been diagnosed as suffering from any other problems in addition to his/
her orthopedic disease?

.D O Please list these if youcan

Mo Yes

3. Ifyou can, please list any medications that your pet is currently receiving, stating
when he/she received the last dose of each:

Lifestyle

1. Inthe last week, on average, how far has your dog exercised each day?
o O O O O

5-12 miles 1.2-19 mile 19-25 mies more than 2 5 mile

2. Inthe last week, on average, how many walks has your dog had each day?

) O O O O O

1 2 3 1 more than 4

3. What type of exercise is this?
o o O O O

Always on leash Mastly on leash Mostly off leash Always off ieash Wor king

4. Are there particular days of the week upon which your dog has significantly more
exercise? (Check more than one box if necessary.)

(o) (o) » ‘9 (o] (o) o 0 m

Monday Tuesday Wednasday Thursday Fnday Saturday Sunday

5. On what sort of terrain does your dog most often exercise?

o O O (@)

On level gras nwoodland On street Over rough ground

6. Atexercise, how is your dog handled?
o O O @)

Walkk on leash Wak off leash Trot Run freely

7. Who limits the extent to which your dog exercises?
(o} O

You Your dog
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Mobility
For office

Generally use only
1. How is your dog's mobility in general?

o o o () (] 0

Vary good Goud F Poct Very poot

2. How disabled is your dog by his/her lameness?

o o 0 o &) 0
Not at all disabled Shightly dis ab lad Mod o ly Seve L is d
3. How active is your dog? 0

&) &) &) o &)

Extremely active Very active Moderabely active Shightly active Not at ol active

4. Whatis the effect of cold, damp weather on your dog's lameness?
o o] O o] o]

Ho effect Milkd effect Moderate sffect Severe aflect Extreme sffect

5. To what degree does your dog show stiffness in the affected leg after a
‘lie down'?

&) &) &) (&) © 0
Mo stiffness Ml stiflness Mod erate stiffness Severe stiffness Extreme stiffness
At exercise
6. At exercise, how active is your dog?
o] o o o] o] 0
Extremely active Very active Fairly ac tive Mot very active Not at 4l active
7. How interested is your dog in exercising? 0
o ) O O O
Extramaly interested Very interested Fairly interasted Mot very interasted Mot st sl invtenes ted
8. How would you rate your dog's ability to exercise? 0
() () o [») (o)
Very good Goud Fair Posor Vary poor
For office
use only
9. What overall effect does exercise have on your dog's lameness?
(&) &) [ &) 0
No effect M effect Severe effect Extreme effect
10. How often does your dog rest (stop/sit down) during exercise?
o o o o o 0
Never Hardly ever Ocemionally Fre cuently Wery fegquently
11.What is the effect of cold, damp weather on your pet's ability to exercise? 0
[#] o o o o
No effect Mild effect Moderate effect Severe effect Extreme effect
12.To what degree does your dog show stiffness in the affected leg after a
‘lie down' following exercise?
o o ) o © 0
Mo stiffness Mikd stiffness Mioderate stiffness Severe stiffness Extreme stiffess
13. Whatis the effect of your dog's lameness on his/her ability to exercise?
o o o o 0
No effect M effect Severe eflect Extreme effect

Figura 16: Escala de dor de Liverpool
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Anexo 3: Tabela representativa dos valores séricos de cortisol no estudo

Tabela 11:Valores séricos de cortisol ao longo do estudo

DOENTE CORTISOLTO CORTISOL T1 CORTISOL T2 CORTISOL T3
1 3 24 2,5 1,2
2 5.2 44 0,7 1,5
3 6,7 45 1,1 5.7
4 10 82 6 45
5 1,6 4.1 37 23
6 6,1 22 1,3 0,6
7 8,6 6 5,7 5,6
8 32 33 2,6 L1
9 32 1.4 0,7 0.8
10 6,4 48 43 49
11 1,5 88 2 0,5
12 153 28 2.5 2
13 35 3.2 23 2,1
14 44 42 3 53
15 3.6 1 1.8 3
16 1 1.3 0,5 0,8
17 1,7 13 2 12
18 5 4,5 38 1,2
19 2,6 28 2,6 2.5
20 52 43 2,7 1.4

Xl
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Anexo 4: Tabela representativa dos valores séricos de PCR no estudo

Tabela 12: Valores séricos de PCR ao longo do estudo

DOENTE PCRTO PCRTI PCR T2 PCRT3
1 3,2 23 1,6 0,7
2 4,1 2 24 2,6
3 1.8 1,2 0,6 0,7
4 0,5 03 0,2 0,1
5 0,5 2,6 0,3 0,1
6 03 03 0,2 0,2
7 0,5 0.4 0,5 0,2
8 0,1 0,1 0,1 0,1
9 03 0,1 0,1 0,1
10 0,6 0,7 0.8 0,6
11 1,7 0,2 0,5 0.4
12 0,8 0.4 0,4 04
13 0,2 0,2 0,5 0.4
14 0,2 02 0,6 0.4
15 L1 0.6 0,6 0,5
16 25 1.8 0,7 0,5
17 04 0,2 0,1 0,1
18 2,2 1,6 0.8 0.2
19 1,7 1,1 0,7 0,1
20 1,2 1 0,9 0,4

X1
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Anexo 5 — Formulario de consentimento de entrada no estudo
|'-\\-I‘.|\

crasy ERCR

veterindrio da amabida  CéfYtro de Reabilitagdo Animal da Andbida

ANEXO|

Termo de consentimento — Estudo clinico

Tutor

Nome:
Numero de identificacao:
Nome do Animal:

Raca:

Idade:

Espécie:
o Céao

Género:
o Masculino
o Feminino

Eu, , tutor do doente acima
descrito ou legalmente responsavel pelo mesmo, autorizo a utilizagdo do
maneio farmacolégico recorrendo ao CBD no meu animal, segundo
protocolo prescrito pelo médico veterinario.

Declaro ter sido informado, de forma clara e objetiva, de todo o
procedimento inerente, das possiveis reacOes adversas e efeitos
secundarios (vémitos e diarreias) e de que a sua ocorréncia retira o animal
do estudo, sendo ele sujeito, de imediatamente, ao tratamento adjuvante
para o controle das respetivas reag¢des.

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

O Tutor

Figura 17: Formulario de consentimento para os tutores
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